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RESUMEN

Las técnicas de Secuenciacion de nueva generacion (NGS) y la hibridacion
gendmica comparativa con microarrays (a-CGH) permiten el estudio de las
anomalias cromosomicas. Su utilidad en la aproximacion diagnostica de los
pacientes con retraso global del desarrollo, alteraciones dismorfélogicas,
alteraciones en talla, peso y neoplasias es importante. Sin embargo, no han sido
estudiadas en poblaciones colombianas en centros de salud periféricos. Por lo
anterior, se realiz0 un estudio observacional descriptivo y retrospectivo transversal
de serie de casos, con 208 pacientes que asistieron a la consulta médica de
genética del Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de la ciudad de
Neiva (Huila), el cual tuvo como objetivo principal evaluar el rendimiento diagndstico
de las NGS y la aCGH; el uso de estas técnicas permitié la identificacion de
patologias que no fueron detectadas mediante ejercicio clinico, u otro tipo de
examenes de apoyo, incluyendo técnicas de citogenética clasica, arrojando en
conjunto un rendimiento diagnostico del 44% en la poblacion estudiada. De esta
manera, se evidencio que estos examenes moleculares son efectivos en la
aproximacion diagnéstica etiolégica de pacientes con enfermedades de base
genética y deben ser utilizados como técnicas de primera linea en los casos

indicados.

PALABRAS CLAVE: Exoma, microarrays, retraso global del desarrollo,

cromosomopatl’as.



ABSTRACT

New generation sequencing techniques (NGS) and comparative genomic
hybridization with microarrays (a-CGH) allow the study of chromosomal
abnormalities. Its utility in the diagnostic approach of patients with global
developmental delay, dysmorphological alterations, alterations in height, weight, and
malignancies is important. However, we have not been studied in Colombian
populations in peripheral health centers. Therefore, an observational descriptive and
retrospective cross-sectional study of case series was carried out was carried out
with 208 patients who attended the genetic consultation at the Hernando
Moncaleano Perdomo University Hospital in the city of Neiva (Huila), whose main
objective was to evaluate the diagnostic performance of the NGS and the a-CGH;
The use of these techniques allowed the identification of pathologies that were not
detected through clinical exercise, or other types of support exams, including
classical cytogenetic techniques, together yielding a diagnostic yield of 44% in the
study population. In this way, it is evident that these molecular exams are effective
in the etiological diagnostic approach of patients with genetically based diseases

and should be used as first-line techniques in the indicated cases.

KEYWORDS: Exome, Microarrays, Global developmental delay, Chromosomal

disorders
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades genéticas corresponden a una repercusion nociva, producida por
cualquier tipo de alteracion en algin punto del genoma humano, teniendo como
resultado, la sintesis de proteinas defectuosas que no cumplirdn sus funciones
biolégicas adecuadamente, produciendo un fenotipo y una sintomatologia
caracteristica dependiendo del sistema u érgano afectado, existen alrededor de
6000 enfermedades genéticas, las cuales provocan retraso global del desarrollo o
discapacidad intelectual en aproximadamente 1-3% de la poblacion general,
trastornos del espectro autista en 0,7% y malformaciones congénitas en 2-3% de
individuos, estos datos implican que de 3 a 6.7 de cada 100 nifios que nacen, tienen
una de estas anomalias. Desde hace varias décadas la técnica mas utilizada para
el estudio de éste tipo de enfermedades, es el cariotipo, éste examen puede
detectar anomalias cromosdémicas numeéricas y/o estructurales, en un 3-5% de estos

pacientes (1).

Con el fin de incrementar este rendimiento diagnéstico, se han logrado técnicas con
mejor resolucion como la hibridacion in situ fluorescente (FISH) y amplificacion de
sondas multiples dependientes de ligacion (MLPA), las cuales han permitido
incrementar la tasa diagndstica entre 2,4-5,8% respectivamente, aclarando asi el
diagndstico en un gran porcentaje de individuos con un resultado previo de cariotipo
normal. No obstante, continlan bajo incdgnita cientos de diagndsticos de pacientes

con estas caracteristicas (2, 3).

La secuenciacion de nueva generacion (NGS) y la tecnologia de hibridacion
gendmica comparativa con arrays (aCGH) aparecen como esperanza para estos
pacientes que cursan con patologias sin un diagnostico establecido, ya que
aumentan significativamente la resolucion en la observacion cromosémica y poseen
las tasas mas altas de rendimiento diagnéstico si las comparamos con técnicas

anteriores (4).



Las técnicas de NGS y la a-CGH son utilizadas en la practica médica en pacientes
pediatricos y en adultos con indicaciones especificas, incluyendo pacientes
oncologicos. Estas pruebas detectan microdeleciones/microduplicaciones vy
mutaciones que serian imperceptibles con otro tipo de examen, incluso estan siendo
utilizadas en diagndstico prenatal donde reportan una mayor sensibilidad y
especificidad que otras pruebas estandarizadas en la deteccibn de anomalias

cromosomicas (5).

Dadas las grandes ventajas que poseen estas pruebas, deben ser utilizadas como
primera o segunda eleccion en determinados pacientes, reemplazando o
complementando al cariotipo en pacientes con problemas neurolégicos, autismo,
déficit cognitivo y en recién nacidos con anomalias congénitas de etiologia

desconocida (5).



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Colombia al igual que en el del resto del mundo aproximadamente entre 25 a 62
de cada 1000 recién nacidos presentan anomalias congénitas, 53 de cada 1000
nacidos vivos tienen algin componente genético en su patologia de base, la cual
se manifestard antes de los 25 afios de edad, el 30% de mortalidad en edad
pediatrica corresponde a enfermedades de causa genética, muchas de estas

enfermedades tienen una fisiopatologia conocida y son prevenibles (6).

Debido a la heterogeneidad y complejidad de las enfermedades genéticas, el
obtener un diagndstico molecular por técnicas convencionales implica un costo
elevado y tarda aproximadamente entre uno y diez afios, es importante la
disminucién de este intervalo de tiempo para mejorar el acceso oportuno de los

afectados y familiares a tratamientos médicos y de rehabilitacion (7).

Aclarar el diagndéstico etiolégico de los pacientes planted el problema que motiva el
desarrollo de este trabajo, ya que la identificacibn oportuna y correcta de
determinada patologia se convertird en el pivote que nos permitira brindar el mejor
manejo médico disponible en la actualidad, incluyendo la asesoria genética

necesaria para el paciente afectado y su entorno familiar.

Una variacion significativa en el uso de las pruebas moleculares para diagndstico
por parte del personal médico plantea la pregunta problema; debido a esto es
necesario la instauracion de pautas actualizadas que sean consistentes para todas

las especialidades en cuanto al uso correcto de las pruebas genéticas disponibles.

Por lo anterior se evaluard la eficiencia del uso del aCGH y NGS como técnicas de
primera linea diagndéstica en varios escenarios clinicos, para dar respuesta a la

siguiente pregunta de investigacion.

¢, Qué beneficios tiene el uso de las técnicas de secuenciacion de nueva generacion
(NGS) y la Hibridacion Gendmica comparativa con arrays (aCGH) en la
aproximacion diagnéstica de los pacientes que asisten a consulta médica de

genética del Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo?



3. JUSTIFICACION

Existen numerosos estudios que muestran como el uso de técnicas de
secuenciacion de nueva generacion y citogenética molecular en la practica clinica
han aumentado la deteccion de alteraciones genéticas, las cuales son causantes de
diversas patologias que ocasionan grandes dafios a nivel fisico, psicologico y
econdmico; no solo al paciente si no a sus cuidadores, familiares y a la comunidad

afectando su vida desde el punto de vista social, afectivo y laboral (4).

En paises desarrollados el uso de este tipo de ayudas diagnosticas se encuentra
afianzado, por lo que son utilizadas de rutina en comparacion con paises en via de
desarrollo (8). En Colombia, la resolucién nimero 5857 del 26 de diciembre de 2018
gue actualiza integralmente el Plan de Beneficios en Salud con cargo a la Unidad
de Pago por Capitacion (UPC), ordena la inclusién de diversas pruebas para
genética, a pesar de esto, existen todavia dudas sobre el uso correcto de estos
examenes, ademas de las barreras interpuestas por un sistema de salud ineficiente
gue simplifica este tipo de paraclinicos a examenes costosos que no brindan mayor
beneficio para el paciente y poseen una relacién costo beneficio desfavorable en

términos econdmicos.

Este trabajo busca demostrar en un grupo de pacientes, un rendimiento diagnostico
similar al reportado en otras poblaciones estudiadas y asi dar argumentos sélidos
gue sirvan para vencer las limitaciones sociales y econdémicas de acceso a esta
tecnologia, ademas aportar evidencias y experiencias que estdn encaminadas a la
difusién e implementacion de estos recursos; los cuales nos permitiran brindar
diagnésticos mas certeros y rapidos, que esperamos puedan servir como guia al
personal médico involucrado en el manejo de pacientes con patologias similares,

influyendo positivamente en la prevencion, tratamiento y consejeria genética.



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar una revision sobre la utilidad de la hibridacion genémica comparativa —
array (aCGH) y la tecnologia de secuenciacién de proxima generacion (NGS) en
pacientes que asisten al servicio de genética médica del Hospital Universitario
Hernando Moncaleano Perdomo de la ciudad del Neiva (Huila).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar el potencial diagndéstico que posee la técnica de citogenética
molecular hibridacion genémica comparativa por arrays en pacientes que

presentan dismorfologia y retraso global del neurodesarrollo.

= Determinar el rendimiento diagndéstico de las técnicas de secuenciacion de

nueva generacion en pacientes que presentan patologia con base genética.

» |dentificar las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de cualquier tipo de
aberracibn cromosémica, comprender sus mecanismos patogénicos Yy

patrones de herencia.



5. MARCO TEORICO

5.1 GENERALIDADES

La practica médica fue empirica durante siglos y esto ocasiond un progreso lento
en cuanto a conocimiento se refiere, cuando aparece la metodologia experimental
la medicina se transforma en una disciplina confiable permitiendo a los pacientes
grandes beneficios y dejando de lado la iatrogenia ocasionada por los procesos

meédicos que no se sometian al método experimental (9).

Los avances tecnoldgicos nos han permitido realizar grandes logros, desde el
descubrimiento de farmacos para controlar pandemias y enfermedades
infectocontagiosas, pasando por la invencién de anestésicos que mejoraron la
morbilidad y el prondstico en procedimientos quirdrgicos, hasta llegar a la
culminacion del proyecto genoma humano, el cual abrio la puerta de entrada para
la incorporacién de nuevas técnicas de secuenciacidon masiva NGS y citogenética
molecular aplicadas al diagnostico de enfermedades genéticas las cuales
cambiaron completamente el abordaje de este tipo de patologias, aumentado de
manera drastica la tasa diagnéstica de aproximadamente un 15% hasta llegar a un
promedio de 50%, dentro de este tipo de tecnologia de las cuales hablaremos mas
adelante; destacan, la hibridacion gendmica comparativa por array, paneles
moleculares y exoma clinico, estas pruebas no solo tienen utilidad para el paciente
gue presenta la enfermedad, si no que extiende su beneficio a los familiares, gracias

a la identificacion de portadores y en lo que respecta a planificacién reproductiva

9).

Como en todo acto médico, el objetivo final del genetista es encontrar la causa de
una enfermedad para abordarla de manera correcta, se debe tener en cuenta que
el eje primordial para llegar a un diagndstico etiologico satisfactorio es un adecuado

razonamiento clinico de los hallazgos semioldgicos propios de cada paciente, lo que



se traducira en un uso racional y eficaz de las herramientas diagnosticas presentes

en la actualidad (10).

Diferentes estudios muestran que el 1% de los recién nacidos a nivel mundial
presentan anomalias congénitas, mientras que aproximadamente entre el 5-7% de
la poblacién presenta algun tipo de discapacidad intelectual o retraso global del
neurodesarrollo sin causa aparente, ademas; que un gran porcentaje de las
denominadas enfermedades raras son patologias que tienen su origen en
anomalias genéticas. Teniendo en cuenta estas cifras observamos que existe una
alta prevalencia de estos cuadros clinicos, muchos de ellos sin ninguna clase de
manejo terapéutico y sin historial de estudios previos, por lo que es imprescindible
gue el personal médico tratante conozca las estrategias necesarias que lo guiaran
a una aproximacion al diagndstico etiolégico de estas enfermedades, no es correcto
acceder a un recurso costoso como los estudios moleculares; sin antes realizar un
ejercicio clinico exhaustivo donde obtengamos una sospecha coherente que nos
permita una correlacion genotipo — fenotipo patolégica adecuada en busqueda de

una mutacion especifica (10).

En los afios cincuenta, la citogenética demostraba con el hallazgo de aneuploidias
cromosomicas numéricas como el sindrome de Down y el sindrome de Turner, que
un desbalance en la dosis génica de un individuo trae consigo una disfuncion severa
de su fisiologia, es asi que si se sospecha de una aberracién cromosémica debido
a multiples anomalias congénitas, retardo mental de diversos grados, infertilidad de
pareja, genitales ambiguos, perdidas gestacionales recurrentes, diferentes tipos de
leucemias o tumores en un paciente, estamos en la obligacion de la realizacién de
un cariotipo, este examen mostrara el nimero total de cromosomas de un individuo
y sera util como herramienta diagndéstica, evidenciando anomalias tanto numéricas
como estructurales que tengan un tamafo superior a cinco mega bases (5Mb) (10,
11).



Otra técnica citogenética utilizada habitualmente como complemento al cariotipo es
la hibridacién fluorescente in situ (FISH) la cual toma elementos y aplicaciones de
biologia molecular para aumentar su rendimiento, esta técnica usa sondas
marcadas con fluorescencia, las cuales obedecen a secuencias de cadena sencilla
de &cido desoxirribonucleico (ADN) dirigidas a un segmento génico blanco
conocido, siendo complementarias a la secuencia de interés y posteriormente
después de la hibridacion con la cadena muestra, los resultados son analizados
mediante el microscopio de fluorescencia. Algunas de sus aplicaciones mas
importantes son; la observacion de microdeleciones no observables por las técnicas
de bandeo realizadas en el cariotipo y el estudio de patologias oncolégicas

hematoldgicas (12).

Existen casos en donde a pesar de realizar un enfoque clinico y paraclinico correcto
de nuestro caso indice no es posible llegar al fin esperado, esto debido a que por lo
general no existe un signo patognomaonico que nos indique cierta enfermedad y a
gue la resolucion o capacidad diagnostica de las pruebas estandar citogenéticas no
siempre nos permitirdn ver lo que deseamos (13). Es alli cuando debemos recurrir
a otro tipo de tecnologia mas avanzada y novedosa, nos referimos a la hibridacién
gendmica comparativa por medio de microarrays (a-CGH) y a la secuenciacion
masiva de nueva generacion (NGS) las cuales han evolucionado en los ultimos afios
de manera exponencial gracias al proyecto genoma humano y que hoy en dia estan
disponibles en muchos laboratorios a nivel mundial, por lo que es nuestra obligacién

conocerlas y darles el mejor uso posible (14).

5.2 HIBRIDACION GENOMICA COMPARATIVA CON MICROARRAYS

Las pruebas de citogenética han sido el Gold estandar usado por médicos
genetistas durante décadas ya que permite visualizar y analizar todo el contenido
cromosomico de un individuo para detectar cualquier tipo de reordenamiento
cromosomico. La técnica aCGH por las siglas en inglés de Comparative Genomic

Hybridization con array desempefia la misma labor, pero aumentando la resolucion



con respecto al clasico cariotipo, (13, 15). Esta técnica de citogenética molecular
tiene como objetivo comparar de manera rapida y eficaz el ADN del paciente con
una muestra control, detectando perdidas (deleciones), ganancias (duplicaciones) y
reordenamientos no equilibrados de una manera simultanea, estas diferencias de
dosis génica se denominan variaciones en el nimero de copias (CNV) por las siglas

en inglés de copy number variations (13, 15).

Inicialmente la aCGH fue disefiada para el estudio de patologias de origen
oncolégico como el cancer de mama, cancer de vejiga y varios tipos de tumores
sdlidos, hoy en dia las indicaciones de su uso se han extendido bastante, segun la
mayoria de guias clinicas actuales seria correcto su utilizacién en pacientes que
cursen con discapacidad intelectual de cualquier grado o retraso global del
neurodesarrollo, refiriéndonos a la poblacién pediatrica, trastornos del espectro
autista y anomalias congénitas multiples, abarcando incluso el &rea de la medicina
materno fetal y el diagndstico prenatal de productos con posibles aneuploidias,
donde estudios reportan una sensibilidad igual o superior a la del uso del cariotipo

concomitantemente con la técnica FISH (13-15).

La metodologia usada para la realizacion de esta prueba se basa en técnicas de
biologia molecular, la cual inicia con la extraccién de ADN gendémico a partir de una
muestra de sangre periférica del probando o paciente, el segundo paso consiste en
marcar con fluorocromos y en proporciones iguales tanto el ADN extraido de la
muestra como el ADN de referencia o control, casi siempre, perteneciente al género
femenino debido a la dosis génica superior del cromosoma X frente al cromosoma
masculino Y, a continuacion, se realiza el proceso de hibridaciéon sobre una placa
de microarreglos previamente disefiada con secuencias genomicas definidas de
distintos tamafios adheridos a ella mediante un proceso de siliconizacion y que se
derivan de fragmentos gendmicos clonados que tienen su origen en cromosomas

artificiales bacterianos (BAC) o plasmidos (figura 1) (16).



El siguiente paso consiste en escanear los datos arrojados posterior a la hibridacion,
para esto se utilizan avanzados programas bioinformaticos que utilizan sistemas de
imagenes digitales y algoritmos de lectura que sirven para cuantificar las cantidades
absolutas y relativas de cada uno de los fluoréforos utilizados en el marcaje, la
relacion entre intensidad, cantidad y solapamiento de los fluorocromos serd el
mecanismo de medicion para evaluar pérdidas o ganancias de material genético.
Son usados un fluorocromo de color verde y un fluorocromo de color rojo para el
marcaje del ADN muestra y el ADN control respectivamente, y observaremos que
posterior a la hibridacién obtendremos como resultado tres colores diferentes los
cuales corresponderan a rojo en caso de que la muestra presente pérdidas y verde
en el caso contrario, que la muestra tenga ganancias de material genético, mientras
gue si la muestra no presenta ninguna variacion en el nimero de copias presentara
una tonalidad amarilla secundaria a la mezcla de colores de las sondas (15). Estos
resultados son sometidos a un riguroso control de calidad por medio de analisis en
bases de datos mundiales que permitiran un informe final satisfactorio, ético y de

utilidad clinica para el médico tratante (figura 2) (14).

La interpretacion clinica de la aCGH ha tenido mdultiples inconvenientes debido a la
robustez de la informacion suministrada, esta es la razon por la que diferentes
asociaciones médicas alrededor del mundo han intentado unificar y consolidar una
sola clasificacion de resultados, la cual consiste en encasillar la CNV hallada, dentro
de una categoria especifica, dependiendo su relacion o no con un fenotipo
patolégico (17). Es asi que CNV halladas en individuos sanos, las interpretaremos
como variantes benignas, una variacidn asociada a anomalias fenotipicas como
CNV patogénica o probablemente patogénica y una variacion de la cual no exista
suficiente evidencia en la literatura de su asociacion directa con fenotipos
patolégicos o de su presencia en poblacién sana, como CNV de significado clinico
incierto (VOUS) por las siglas en ingles de variants of urcentain significance,
ademas de estas tres categorias el aCGH nos proporciona hallazgos de regiones
de perdida de heterocigosidad (LOH) del inglés loss of heterozygosity, que
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dependiendo de su ubicacion geogréfica dentro del cromosoma podria traducirse
en un fenotipo patoldgico o benigno (17) .

A pesar de sus grandes virtudes frente a pruebas de citogenética clasicas donde
destacan el menor tiempo en la obtencién de resultados, proceso de realizacién con
técnicas automatizadas no operador dependiente, no necesidad de realizacion de
cultivo celular, deteccién simultanea de cambios en el nimero de copias a nivel
genomico y hallazgo de reordenamientos cromosomicos no equilibrados, aCGH
presenta ciertos inconvenientes o desventajas frente a otras pruebas moleculares
como lo es su alto costo, ademas de la incapacidad para evidenciar translocaciones
de tipo balanceadas, asi como poliploidias, mutaciones puntuales y deleciones e
inserciones en mosaico con un porcentaje inferior a 30-40% aproximadamente

dependiendo de la plataforma comercial utilizada (5, 15).
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Dugoff, L., Norton, M. E., Kuller, J. A., & Society for Maternal-Fetal Medicine (SMFM. (2016). The use of
chromosomal microarray for prenatal diagnosis. American journal of obstetrics and gynecology, 215(4), B2-B9.

Figura 1. Esquema global de la aCGH, muestra la hibridacion de la muestra y el
control, previamente marcadas con fluorocromos, para posteriormente ser
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interpretada a traves de la fluorescencia emitida, rojo=deleciones;
verde=duplicaciones.
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Antoni Borrell, BCNatal-Hospital Clinic Barcelona, Citogenética convencional vs. molecular para el diagnéstico
de las anomalias cromosomicas fetales. 2018.

Figura 2. Lectura bioinformatica de una aCGH, en cada cuadro se observa el
ideograma de un cromosoma y a la derecha dentro del cuadro, sefialado por flechas,
el esquema digitalizado del mismo cromosoma en la plataforma aCGH,
loss=Deleciones(Rojo); Gain=Duplicaciones (Verde).

5.3 SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION

La secuenciacion masiva o NGS por las siglas en ingles de Next generation
sequencing hace referencia a la evolucién de los métodos de secuenciacion de ADN
de terminacion de cadena y digestion enzimatica ideados por Fred Sanger y Maxam
- Gilbert respectivamente, en la década de los 70, los cuales buscaban determinar

la forma en gque se agrupan los nucleétidos adenina, timina, guanina y citosina en
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un fragmento de ADN, evidenciando de esta manera el orden en que estos aparecen
en la cadena molde de ADN a medida que se sintetiza la hebra complementaria (18,
19).

El método de terminacion de cadena ha sido el mas usado desde entonces, y
corresponde a reacciones separadas, donde cada una de ellas consta de una hebra
de ADN molde, un cebador o iniciador, una ADN polimerasa, los cuatro nucleétidos
de ADN y nucleotidos en estado didesoxi (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP), los
cuales presentan caracteristicas particulares, ya que carecen de grupo hidroxilo en
el carbono 3" del anillo de azucar, lo que los convierte en terminadores de la cadena
de elongacion al no permitir la formacion del enlace fosfodiéster con otro nucledétido,
ademas pueden estar marcados con determinado pigmento de color especifico

ligado a la base nitrogenada que servira como punto de reconocimiento (18, 19).

El primer evento que ocurre en esta reaccion corresponde a la desnaturalizacion de
la hebra de ADN, a continuacion, el primer o cebador se puede unir a la cadena
molde sencilla y posterior a un aumento de temperatura la polimerasa también logra
la unién e inicia la sintesis de una nueva cadena, de esta manera la polimerasa
continua elongando la molécula de ADN hasta que por azar incluya un nucleétido
en el que esté ausente el grupo hidroxilo, con lo cual se detendra el proceso y nos

dara como resultado fragmentos de ADN de distintos tamafios (18, 19).

Una vez terminada la reaccién los fragmentos resultantes recién sintetizados son
nuevamente desnaturalizados y sometidos a un proceso de electroforesis en gel de
poliacrilamida o electroforesis capilar dependiendo del caso, donde su velocidad de
avance sera inversamente proporcional a su tamafio, de esta manera podemos leer
y reconstruir la secuencia de la hebra molde original bien sea por la localizacién de
las bandas en el gel de poliacrilamida o a partir de los colores arrojados en los picos
del cromatograma, dependiendo del equipo con el que se disponga, figura 3 (18-
20).
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Vall d'Hebron Barcelona Hospital, Dept. genética clinica y molecular, Plataforma de Gendmica / Plataforma de
Diagnoéstico Molecular “Tecnologias de alto rendimiento en genémica” 22 Parte: Tecnologias de
ultrasecuenciacion y de enriquecimiento de secuencia.H, 2012.

Figura 3. Esquema de secuenciacion Sanger de terminacién de cadena, a la
izquierda método manual, con lectura de electroforesis en gel; a la derecha, método
automatizado por electroforesis capilar.

A través de la historia han existido multiples técnicas de secuenciacion de ADN,
pero debido a la complejidad en su ejecucion o fiabilidad en sus resultados el
método Sanger se ha mantenido vigente, gracias a su elevada eficacia y altisima
calidad. Actualmente es utilizado como Gold estandar en la confirmacion de
resultados obtenidos por medio de NGS, sin embargo, a pesar de la automatizacién
del proceso y de sus cualidades, este tipo de secuenciacion es altamente costosa y

obsoleta para ejecutar proyectos de gran envergadura (18, 21).

La alternativa que surge como solucién a estos inconvenientes es la secuenciacion
de nueva generacion o secuenciacibn masiva en paralelo que se define como la
tecnologia que nos permite determinar en un solo experimento la secuencia de una
o varias moléculas de ADN con un tamafio mayor a 1 millon de pares de bases, lo

gue se traduce en aumento de la capacidad de lectura del ADN al abarcar regiones
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mas grandes del genoma, al mismo tiempo que disminuye los costos e incrementa

la velocidad de todo el proceso (22).

Las estrategias de las que se vale para hacer esto posible, es la realizacion de
multiples reacciones en paralelo, ademas de utilizar fragmentos méas cortos que se
manipulan simultaneamente en placas solidas o microchips, esto gracias al
desarrollo que han tenido los secuenciadores de primera generacion, que pasaron
de tener una capacidad maxima de 96 secuencias de aproximadamente 500-1000
nucledtidos a la secuenciacion de millones de fragmentos ejecutada por los
secuenciadores de segunda y tercera generacion permitiendo asi lograr los
objetivos buscados, figura 4 (4, 18, 21).

2*NGS 3*NGS
1. Fragmentacionde DNA 1. Fragmentacion de DNA
= - == =
2. Ligacion de adaptadores in 2. y 3. Ligacion de adaptadores in vitro
vitro y Amplificacion clonal y Secuenciacion masiva
SIN Amplificacion
3> 9
k- —p:
" o ‘ =
3. Secuenciacién masiva en paralelo . ]

4. Procesamiento imagen y 4. Procesamiento imagen y
analisis de datos analisis de datos

Vall d'Hebron Barcelona Hospital, Dept. genética clinica y molecular, Plataforma de Gendmica / Plataforma de
Diagnéstico Molecular “Tecnologias de alto rendimiento en genémica” 22 Parte: Tecnologias de
ultrasecuenciacion y de enriquecimiento de secuencia.H, 2012.
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Figura 4. Paralelo entre NGS de 2da y 3ra generacion donde se evidencia la
fragmentacion y secuenciacion en paralelo que las distingue de la técnica Sanger,
ademas; observamos la ausencia de PCR en los secuenciadores de 3ra generacion.
Sin importar el tipo de estudio en el que sera utilizada o la plataforma del
secuenciador usado en su ejecucion, esta técnica siempre tendra los mismos
objetivos, ademas de realizarse con pasos muy similares; el primero de ellos es la
extraccion de ADN genomico del probando o caso indice, seguido de la disoluciéon
de la cadena molde en multiples fragmentos de inferior tamafio, se usara ademas
el método de captura si queremos realizar una secuenciacion dirigida,
posteriormente se realizara la secuenciacion de las librerias fabricadas y por ultimo
el analisis de bioinforméatica mediante software especificos de los resultados
obtenidos, figura 5 (23).

Preparacion Inmovilizacion Deteccién
ADN gendmico ADN Libreria de Arreglo de colonias Nucleotrdos con Secuencia: CTAGGT
fragmentado secuenciacion terminador reversible

Pacheco Bautista, D., Gonzalez Pérez, M., & Algredo Badillo, I.. (2015). De la Secuenciacién a la
Aceleraciéon Hardware de los Programas de Alineacion de ADN, una Revisién Integral. Revista
mexicana de ingenieria biomédica, 36(3), 259-277. https://dx.doi.org/10.17488/RMIB.36.3.6

Figura 5. Flujo de trabajo de pasos fundamentales que realizan todas las
plataformas de NGS. Preparacion=colocacion de adaptadores, creacion de
librerias; inmovilizaciébn= fijacion a superficie solida; Deteccion=captura de
imagenes para interpretacion.

Las grandes diferencias exhibidas por las diferentes casas comerciales se deben al
tipo de secuenciador de alto rendimiento utilizado ya que cada uno maneja su propio
protocolo de técnicas para la formacion de las librerias y del método usado en la
secuenciacion final. La compafia Roche con su secuenciador GS-FLX 454 utiliza la
PCR de emulsién para la creacion del DNA que sera usado como molde y la piro

secuenciacion como método de secuenciacién, el cual estd basado en la
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bioluminiscencia, liberacién del pirofosfato tras una serie de reacciones enzimaticas,
que tienen como fin la sintesis de oxiluciferina la cual se va a traducir en imagenes
luminicas que seran interpretadas en flujogramas. Uno de los secuenciadores de
segunda generacion mas utilizados en la actualidad es el equipo SOLEXA de la
casa comercial llumina el cual basa su tecnologia en la PCR de puente y los
terminadores de cadena reversibles para la creacion del DNA molde y como método
de secuenciacion respectivamente, otro tipo de tecnologia que no esta basada en
la polimerizacion de ADN si no que utiliza PCR de emulsion y secuenciacion por
ligacion de octameros con emision de fluorescencia, es la ofrecida por Applied
Biosystems y su equipo ABI SOLID (Tabla 1) (24) (23-25).

Tabla 1. Diferencias de las principales plataformas de NGS de segunda generacion.

Plataforma Libreria Soporte Generacion Reaccion Método de

de de de Deteccion

secuenciacion caracteristicas secuenciacion

Adaptadores Placa Emulsion PCR Sintesis Piro-
GSFLX Lineales Pico-tituladora Secuenciacion
Hiseq Adaptadores Celdas de flujo Puente PCR Sintesis Nucleotidos terminadores
2000 Lineales reversibles  etiquetados  con

fluorescencia

SOLD Adaptadores Celdas de flujo Emulsion PCR Ligacion Sondas de oligo-nucledtidos
V4 Lineales etiquetados con fluorescencia
CGA Adaptadores Arreglos de nano-  Amplificacion Ligacion Sondas de oligo-nucledtidos
Platform Circulares esferas de ADN circular rodante etiquetados con fluorescencia

PacBio RS Adaptadores de  Guias de onda en  Molécula inica Sintesis en tiempo  Nucleotidos  etiquetados  con
burbujas modo cero real fluorescencia fosfo-vinculados
Pacheco Bautista, D., Gonzalez Pérez, M., & Algredo Badillo, I.. (2015). De la Secuenciacion a la Aceleracion

Hardware de los Programas de Alineacién de ADN, una Revision Integral. Revista mexicana de ingenieria
biomédica, 36(3), 259-277. https://dx.doi.org/10.17488/RMIB.36.3.6

Las plataformas de NGS continban manteniendo elevados precios ademas de
presentar ventajas y desventajas entre unas y otras lo que dificulta su eleccion y no
permite la estandarizacion de su uso, por lo que en los ultimos afios se han venido
desarrollando una nueva gama de secuenciadores denominados de tercera

generacion los cuales buscan abaratar costos sin sacrificar calidad en sus
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resultados, para ello compafias como Helicos Bios Ciences, Pacific Bioscences
desarrolladores de estos nuevos equipos basan su tecnologia en un tipo de
secuenciacion de molécula unica y en tiempo real adherida a una base soélida de
nano poro, eliminando de esta manera la fase de PCR usada por los instrumentos
de segunda generacion, y evitando asi el riesgo de incluir errores introducidos en la
etapa de amplificacion. Otro método introducido recientemente y que también utiliza
tecnologia de molécula Unica es el expuesto por ZS Genetics quienes adicionaron
marcaje de bases con yodo y bromo particularmente para leer la secuencia de ADN

directamente sobre una imagen por medio de microscopia electronica (24-26).

Tabla 2. Diferencias de las principales plataformas de NGS de tercera generacion.

Equipo Compafia Método de DNA Longitud Tiemp Nt/carrera

secuenciacion molde lecturas (pb) o (Gb)
carrera

Helicos  Helicos Polimerasa Molécula 25-45 192 37

tSMS BioSciences Unica

Pacific Pacific Polimerasa Molécula 1000 NA NA

Bioscien Biosciences Unica

ces

ZX ZX Genetics Microscopia Molécula NA NA NA

Genetics electrdnica Unica

Br. Cool Méndez Carlos Alberto Br. Encalada Salazar Rai Br. Jiménez Becerra Daniel Eduardo Mérida,
Universidad Auténoma de Yucatan, Campus Ciencias de la Salud Facultad de Quimica 23 de junio 2017

Estas técnicas de secuenciacion masiva nos brindan la posibilidad de hallar indels,
traslocaciones y mutaciones puntuales principalmente, es usada tanto en el ambito
clinico como investigativo y esta indicada para la secuenciacion de exomas, paneles

moleculares, estudio de cancer, genes especificos, ARN y meta genomas (4).

5.3.1 PANEL MOLECULAR

Los paneles moleculares por NGS son utilizados en la practica clinica y
corresponden a la secuenciacion de grupos de genes, abarcan el estudio de dos o

mas genes de los cuales ya se conoce su relacion directa con un fenotipo
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patogénico definido, lo que nos permite realizar una busqueda dirigida a regiones

hot spots previamente conocidas o la cobertura de genes completos (4, 7).

Su uso esté indicado en casos de enfermedades que tengan un origen comin como
en el caso de las Rasopatias o enfermedades que presenten caracteristicas de
heterogeneidad genética y solapamiento, como ejemplo citaremos el caso de la poli
neuropatia de Charcot Marie Tooth, ataxias, distrofias musculares, distonia,

Parkinson, epilepsias y displasias esqueléticas (7).

Una desventaja importante que presentan estos examenes es que al utilizar sondas
dirigidas especificas no permitirian el hallazgo de nuevas mutaciones en otras

regiones no contenidas dentro del paquete de genes a secuenciar (4).

5.3.2 EXOMA

El exoma conforma aproximadamente el 1.5% por ciento de todo el genoma y se
encuentra formado por exones los cuales tienen la capacidad para codificar
proteinas, los exones se encuentran interpuestos con regiones que no poseen la

capacidad de sintesis de proteinas llamados intrones (7).

Este examen nos permite la busqueda de variantes gendémicas en los 20.000 genes
gue contiene el exoma de un individuo, lo que lo convierte en un examen complejo
en su interpretacion al arrojar aproximadamente 40.000 variantes génicas, por lo
anterior; se recomienda su solicitud junto a la de los progenitores del paciente, en
casos de estudios de cancer se debe secuenciar simultdneamente los tumores y la
persona afectada, de esta manera se tendran referencias en caso de hallar algin
tipo de desequilibrio y nos permitird descartar variantes benignas (4, 7). Esta
técnica se indica en resolucion de casos complejos, con elevada heterogeneidad
genética, donde han fracasado otras estrategias diagnosticas y hay ausencia de
caracteristicas clinicas especificas, ademas este tipo se secuenciacion presenta un

alto rendimiento en la busqueda de enfermedades de caracter recesivo, mutaciones
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nuevas aun no descritas o en la investigacion de nuevos genes causantes de

fenotipos anormales (27).

5.3.3 EXOMA CLINICO

Comprende una variacion del exoma propiamente dicho, es también llamado exoma
dirigido ya que se trata de un panel molecular gigantesco que contiene mas de 5.000
genes asociados con fenotipo patolégico, que estan enfocados Unicamente en la
parte del genoma que codifica proteinas y sus regiones flanqueantes, cubriendo de
esta manera tan solo el 20% del exoma completo, Su uso se recomienda en casos
donde exista cierta sospecha de un sindrome especifico, cuando los examenes
moleculares previos hallan fallado, o cuando estemos en presencia de patologias
con heterogeneidad extrema donde no sea posible la realizacion de pruebas a
padres de familia del paciente (27).

5.3.4 SECUENCIACION DE ADN MITOCONDRIAL

El ADN mitocondrial humano (mtDNA) es el genoma de las mitocondrias, organelos
celulares que cumplen funciones importantes a nivel de produccion de ATP y
procesos de fosforilacion oxidativa, consiste en un material de doble cadena,
circular, cerrado, independiente del resto del genoma humano, alberga 37 genes en
total y esta ubicado en gran parte de las células del cuerpo exceptuando los
eritrocitos y las fibras del cristalino (28). La técnica de secuenciacién del ADN
mitocondrial, se refiere a la lectura inicamente del componente genético contenido
en estos organulos, sin incluir el ADN nuclear. Se conocen mdltiples mutaciones a
nivel mtDNA, probablemente debido a la carencia de un sistema adecuado de
reparacion de DNA, su uso en la clinica se reserva para el estudio de enfermedades
con componente neuroldgico y muscular de dificil diagnéstico, dentro de ellas
encontramos el sindrome de Kearns-Sayre, sindrome de Pearson, sindrome de

Leigh, neuropatia optica de Leber entre otros (28).
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5.3.5 SECUENCIACION DE UNICO GEN

Hace referencia al estudio de un solo gen del cual se conoce en detalle su relacion
genotipo — fenotipo, es correcto inclinarnos por esta prueba monogénica como
prueba de primera linea en diagndstico clinico cuando tengamos una muy alta
sospecha de encontrar determinada mutacién en base a la revisidn semiologica

efectuada al paciente, en una enfermedad con poca heterogeneidad genética (29).

Dentro de este grupo de patologias podemos citar como ejemplo la fibrosis quistica
ocasionada por anomalias en el gen CFTR y la Acondroplasia la cual es producida

casi en el 100% de los casos por alteraciones a nivel del gen FGFR3 (29).

El estudio monogénico también esta indicado en la busqueda de enfermedades con
mecanismos patogénicos que no son detectados por medio de secuenciacion
Sanger, pero que se sabe son ocasionados por mutaciones presentes solo en el
gen que se estudiara, como es el caso de patologias ocasionadas por mutaciones
dinamicas de expansion de tripletes que observamos en el sindrome de X-fragil,
corea de Huntigton o estudios de metilacion de la region 15q11-q13 para el

sindrome de Prader Willi o Angelman (29).

5.3.6 SECUENCIACION DEL GENOMA

Un genoma hace referencia a la totalidad del material genético de un organismo, el
genoma humano fue secuenciado en su totalidad en el afio 2003 tras
aproximadamente 15 afios de trabajo, gracias a este logro, hoy en dia podemos
contar con la secuenciacion del genoma completo o whole genome sequencing
(WGS) de una persona, esta técnica nos permite explorar aproximadamente entre
el 85% a 95% de la totalidad un genoma humano, ofreciendo una importante ventaja
al estudiar de manera simultanea el exoma, las secuencias intronicas, intergénicas
y el ADN mitocondrial. Lastimosamente su realizacion requiere de secuenciadores
de gran capacidad, sumado esto a la complejidad en el andlisis de la cantidad de

informacion que suministra lo convierten en una técnica costosa, disponible casi
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siempre con fines de investigacion, no siendo utilizado con frecuencia en la practica

clinica diaria (8).

5.3.7 INTERPRETACION DE EXAMENES MOLECULARES

Los criterios usados para la interpretacion de estos examenes estan basados en un
consenso dirigido por el colegio americano de genética y genomica medica (ACMG)
en compafia de la asociacion de patologia molecular (AMP), y el colegio de
patélogos americanos, el cual fue verificado y aprobado por la sociedad de genética
europea en el aflo 2015, quienes concluyen la estratificacion de los hallazgos
moleculares en cinco estadios, variante patdégena, variante probablemente
patdgena, variante de significado incierto, variante probablemente benigna y
variante benigna. Estos estadios se deben aplicar a todas las pruebas de
secuenciacion masiva (paneles, exomas, genomas, genes individuales) y su

resultado se debe consignar siempre en el informe final de cada laboratorio (30, 31).

Esta clasificacion se concluye a partir de un andlisis de frecuencia alélica, cobertura
y localizacion de las variantes, instrumentos obtenidos en bases de datos que
comparan polimorfismos con variantes patolégicas, ademas de programas
bioinforméticos in silico los cuales utilizan algoritmos avanzados para predecir el
posible efecto benigno o patégeno de la variante a estudio, lo que conocemos como
rendimiento diagndstico el cual nos validara o confirmara un diagnostico molecular
(32).

Una variante clasificada como patogénica corresponderda a una mutacién de la cual
existen multiples reportes y estudios que indican su relacion como causante de un
fenotipo patolégico, probablemente patogénica hace referencia a una variacion de
la cual la literatura no respalda en un 100% su caracter de patogénica, pero los

programas in silico advierten su posible efecto patégeno (33).

La frecuencia alélica se refiere a la frecuencia de aparicion del alelo menos comuin

en una poblacion, de esta manera podemos tomarla como un indice de normalidad
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que nos indicara que una variante es benigna al tener una frecuencia superior al 2%
en la poblacion general, si esta variante no ha sido reportada en bases de datos y
los programas bioinformaticos predicen su nivel de patogenicidad como bajo, la
clasificaremos como una variante de significado clinico incierto - probablemente
benigna y si tanto los sistemas de prediccion como las bases de datos indican su

relacion con pacientes sanos, diremos que es una variante benigna (33).

El item variante de significado clinico incierto es ambiguo, ya que a pesar de tratarse
de una variante no reportada en bases de datos conocidas si podria afectar el
producto génico, si tomamos la localizacion se podria tratar de una variante ubicada
en los exones o intrones ocasionando cambios a nivel de aminoacido o en sitios de
splicing respectivamente ocasionando dafios en la codificacion proteica y originando
productos con pérdida de funcion o inactivos. En este tipo de variantes los
predictores informaticos sumados a reportes clinicos de otros profesionales y la
experiencia propia del examinador jugaran un papel relevante en la caracterizacion

del nivel de patogenicidad de la variante (33).

5.4 AMPLIFICACION DE SONDA DEPENDIENTE DE LIGADURA
MULTIPLEX
La amplificaciéon de sonda dependiente de ligadura multiplex (MLPA) es una técnica
basada en la reaccién en cadena de la polimerasa que permite la deteccion del
namero de copias de hasta 50 secuencias de ADN en una sola reaccion con un solo
par de cebadores, una sonda de oligonucleotidos contiene la secuencia que sera
reconocida por el cebador directo mientras que la otra contiene la secuencia que se
unira al cebador inverso, cuando ambas sondas de oligonucleétidos se hibridan con
su blanco respectivo, ocurre el fenomeno de ligacion y se convierten en una sonda
Unica, esta reaccion es la que le da su caracteristica distintiva, sin esta ligacion no
habra amplificaciéon. El primer paso consiste en la amplificacion de las sondas de
oligonucledtidos que son complementarias a las secuencias blanco del probando,
posteriormente son reconocidas e identificadas por medio de electroforesis en gel o

capilar para su posterior lectura con software especificos que registran picos de
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colores dados por fluoréforos que se utilizaron previamente en su marcaje (34, 35).
Esta técnica fue desarrollada en el afio 2002 por la empresa MRC - Holland y esta
indicada en la deteccion de aneuploidias, diagnéstico prenatal, sindromes de
microdelecion y diagnostico molecular de enfermedades genéticas principalmente
distrofia muscular de Duchenne y ataxia espinocerebelosa, esta técnica si permite
el andlisis de metilacion del ADN; dentro de sus caracteristicas destaca que no es
necesaria la realizacion de cultivo celular para su desarrollo, ademas de emplearse
muestras con cantidades minimas de ADN, alrededor de 20ng es suficiente; lo que
le otorga una gran ventaja frente a pruebas citogenéticas, los costos de su ejecucion
son por mucho mas favorables que otras pruebas moleculares. A pesar de ser una
técnica con una sensibilidad y especificidad alta, en los ultimos afios ha ido
perdiendo jerarquia, debido al advenimiento de las técnicas de secuenciacion
masiva. Sin embargo, vale la pena su mencién gracias a sus grandes aportes en el

area de diagnostico molecular. (36).
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6. METODOLOGIA

6.1 TIPO DE INVESTIGACION

La evaluacion realizada en este trabajo, sobre las diferentes técnicas moleculares
en diagnoéstico genético, obedece a un estudio de tipo observacional - descriptivo
de serie de casos. El estudio fue realizado en pacientes que asistieron a la consulta
médica de genética durante el periodo comprendido entre febrero a diciembre del
afio 2019 y retrospectivo transversal debido a la utilizacion de fuentes de datos
como las historias clinicas de pacientes conocidos con anterioridad por este
servicio. Los datos hallados se unificaron y fueron manejados como una base de

datos Unica.

6.2 AREA DE ESTUDIO

El estudio fue realizado en las instalaciones del Hospital Universitario Hernando
Moncaleano Perdomo, que se encuentra ubicado en la ciudad de Neiva
departamento del Huila, el cual es un importante centro, referente regional en salud

y académico del sur colombiano.

Los pacientes que participaron del estudio fueron los pertenecientes al area de
consulta externa de genética clinica, asi como pacientes hospitalizados de los
servicios de neonatologia, Unidad de Cuidado Intensivo pediétrica, Infectologia

pediatrica y ginecologia, en donde se intervino como especialidad Interconsultante.

6.3 POBLACION Y MUESTRA

Se tuvieron en cuenta como poblacién de estudio los pacientes que fueron
atendidos en las instalaciones del Hospital Universitario Hernando Moncaleano
Perdomo en el periodo comprendido entre febrero a diciembre del afio 2019 en
cualquiera de los servicios mencionados anteriormente y las historias clinicas de

pacientes conocidos por el servicio de genética atendidos fuera de este periodo.
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Como muestra en la investigacion se incluyeron 208 pacientes que cumplian los

criterios de inclusion y contaban con historial clinico completo, todos ellos contaban

con uno o mas de las siguientes caracteristicas: discapacidad intelectual, retraso

global del neurodesarrollo, espectro autista, epilepsia, baja talla, retraso del

crecimiento intrauterino o posnatal, microcefalia, macrocefalia, facies dismorficas,

cancer o cualquier patologia sin diagnostico etioldgico claro, por lo que se solicitaron

ayudas diagnosticas moleculares.

6.4 CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes atendidos en el servicio de genética clinica del Hospital
Universitario Hernando Moncaleano Perdomo desde el periodo comprendido
entre febrero a diciembre de 2019 a quienes se les solicitdé algun tipo de
estudio paraclinico (técnicas moleculares de secuenciacibn de nueva

generacion, a-CGH) y tuvieron seguimiento posterior.

Pacientes con historial clinico conocido por el servicio de genética atendidos
fuera de este periodo quienes contaban con estudio molecular y seguimiento

longitudinal.

6.5 CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes con patologia de origen genético en quienes su fenotipo era
indicador de un diagnostico etiolégico y por ende no se solicitd examen
molecular confirmatorio.

Pacientes a quienes se les solicitd estudio molecular el cual no fue realizado

y no tuvieron seguimiento longitudinal posterior.

Historias clinicas de pacientes que no contaban con datos claros o concisos

sobre su patologia de base ni contaban con el estudio molecular solicitado.
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6.6 PROCEDIMIENTOS PARA RECOLECCION Y ANALISIS DE DATOS

La recoleccidon de datos se realizd con previa firma del consentimiento informado,
(Ver Anexos) a través de la anamnesis en consulta médica, a la cual se asistio
durante todo el periodo de 2019, con una intensidad horaria de seis horas diarias,
ademas se realiz6 una revision documental consistente en el analisis de las historias
clinicas que se encuentran en el archivo del departamento de genética, incluyendo
a todos los pacientes a quien se les solicitd algun tipo de examen molecular. Los
datos obtenidos se agruparon en una base de datos previamente disefiada (Ver
Anexos), la cual contiene las variables necesarias para una recoleccion completa y
adecuada de los datos requeridos para el desarrollo de esta investigacion.
Posteriormente se realiz6 un analisis estadistico descriptivo univariado mediante el
software STATA, para calcular la totalidad de pacientes, ademas de la
discriminacion del sexo, motivo de consulta, situacion geogréfica, hallazgos

patogénicos y tasa diagndstica de los diferentes examenes utilizados.

6.7 ASPECTOS ETICOS

Este trabajo se considera una investigacion sin riesgo, estd amparada en el articulo
11 de la resolucién 8430 de 1993 referente a la investigacion en seres humanos
pardgrafo A y B. Consiste en una investigacion observacional y documental
retrospectiva donde no realizamos ningun tipo de intervencion o modificacion
intencionada de las variables biologicas, fisioldgicas, psicolégicas o sociales de los
individuos que participaron en el estudio. Ademas se obedecieron los estatutos, se
respeto la dignidad y se protegieron los derechos a la privacidad y confidencialidad
de la informacion obtenida durante la realizacion del examen fisico, resultados de
examenes solicitados y de la informacion consignada en los archivos clinicos, a
través del software INDIGO del Hospital Universitario Hernando Moncaleano
Perdomo, el cual restringe el paso de personal no autorizado; ademas de bases de
datos y herramientas de informacion a las cuales solo tuvo acceso el personal a

cargo de la investigacion.
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Para la ejecucidn de este proyecto se obtuvieron las respectivas autorizaciones por
parte de la vicerrectoria académica de la Universidad Surcolombiana y el comité de
ética del Hospital Universitario (Ver Anexos), ademas los autores declaran ausencia

de algun tipo de conflicto de interés con respecto al presente trabajo.

7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 RESULTADOS

Se estudiaron 208 pacientes que cumplieron los criterios de inclusion de nuestro
estudio, se analizaron y describieron sus caracteristicas clinicas junto con el
resultado de su respectivo examen molecular, se incluyeron 108 (52%) varones y
100 (48%) mujeres de todas las edades, la media de edad en el momento de la
realizacion del examen molecular fue de 15 afios, de ellos 177 (85%) eran naturales
de la ciudad de Neiva y municipios aledafios, 22 (10,5%) del departamento de
Caquetd, 2 (0,96%) del departamento del Tolima (planadas, Ibagué), 2 (0,96%) de
la ciudad de Bogota, 2 (0,96%) de la ciudad de Cali, 2 (0,96%) del departamento del
Cauca (Inza, Popayan) y 1(0,48%) del departamento del cesar (Codazzi), todos
ellos procedentes de los departamentos del sur del pais (Huila, cauca, Caqueta) a
excepcion de un paciente proveniente del municipio de Puerto Asis en el

departamento de Putumayo, figura 6.

El motivo de consulta mas frecuente fue discapacidad intelectual y/o retraso global
del desarrollo, aislado o asociado a otras anomalias, observado en 84 pacientes
(40,3%), en 21 (10%) personas se identifico algun tipo de trastorno neurolégico
(autismo, ataxia, hipotonia, polineuropatias, epilepsia), 16 (7,6%) habian padecido
cancer o tenian riesgo de cancer por antecedentes familiares, 15 (7,2%),
alteraciones de talla (baja, alta), 14 (6,7%) presentaban diferentes tipos de
problemas a nivel metabdlico (trombofilia, diabetes tipo mody, fiebre, fibrosis

quistica, diabetes insipida nefrogénica, pubertad precoz, acidosis tubular, arritmia
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cardiaca), 11 (5,2%) pacientes que presentaban diferentes tipos de anomalias
congénitas aisladas Unicas (malformaciones cardiacas, hipoplasia radial, pectus
excavatum, microtia, aniridia, agenesia renal, luxacion del cristalino), 8 (3,8%)
presentaron como motivo de consulta microcefalia, 7 (3,3%) tenian problemas de
tejido conectivo (hiperelasticidad, hiperlaxitud), 7 (3,3%) presentaban anomalias
osteomusculares (distrofias musculares, artrogriposis, agenesia del sacro), 6
pacientes (2,8%) presentaban rasgos faciales dismorficos, 6 (2,8%) tenian
problemas relacionados con la piel y tejido ectodérmico (ictiosis, manchas café con
leche, anoniquia), 4 (1,9%) tenian problemas relacionados con macrosomia
(hemihipertrofia, macrocefalia, macrodactilia), ademas; se estudiaron 9 (4,3%)
familiares en primer grado de los pacientes en estudio, para dilucidar si su mutacion

fue heredada o de novo (Tabla 3).

Durante el periodo de realizacion de las técnicas moleculares no fallecié ningun
paciente. Antes del estudio genético molecular, se habian realizado pruebas
orientadas al estudio etiolégico de la enfermedad, la mayoria de los pacientes se
habian estudiado mediante pruebas de neuroimagen como resonancia magnética
cerebral y estudio para enfermedades metabdlicas, otros estudios realizados
comprendian: potenciales evocados auditivos y visuales, estudios cardiacos,
biopsia muscular, estudios neurofisiologicos de electromiografia vy
electroencefalograma, a 138 (66%) pacientes se les realizd cariotipos de los cuales
6 (2,8%) mostraban hallazgos anormales, 3 de ellos brindaron diagndsticos
correspondientes a sindrome de Cri du Chat , Sindrome de Wolf Hischhorn y
Sindrome de Down, los tres examenes restantes, correspondian a hallazgos de
cromosomas marcadores los cuales no explicaban el fenotipo del paciente (Tabla
4), otro tanto fue sometido a examenes genéticos orientados a descartar diferentes
trastornos, dependiendo de sus hallazgos clinicos: estudio para sindrome de X-
fragil, MLPA en busqueda de grandes mutaciones, estudios de expansion de
tripletas para busqueda de mutaciones dinamicas y estudios de metilacion de

regiones especificas, sin hallazgos patolégicos en los mismos. La media de tiempo
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desde la solicitud del estudio genético especifico hasta su realizacion, fue de 13

meses.

La técnica genética mas utilizada fue la a-CGH con 126 (60%) solicitudes, seguido
de paneles moleculares para estudio de varios genes el cual se requirio en 56 (26%)
oportunidades, estudios de secuenciacién de genes especificos se utilizé en 23
casos (11%), mientras que la secuenciacion de exoma clinico fue empleada en 6
(3%) pacientes; tres de ellos solicitados como examenes de segunda linea,
secundario a un resultado no satisfactorio de otros examenes moleculares, para un

total de 211 pruebas solicitadas.

Tras el analisis del estudio genético se identificaron 66 (31,2%) pacientes con
alteraciones patogénicas, 15 (7,1%) probablemente patogénicas, 66 (31,2%)
variantes de significado clinico incierto, 10 (4,7%) pacientes presentaron regiones
con pérdida de heterocigosidad, 1 (0,47%) variantes benignas,1 (0,47%)
probablemente benignas, 1 (0,47%) variacion catalogada como polimorfismo y en
51 (24,1%) examenes no se encontraron variaciones en el nimero de copias o algin
tipo de aberracibn cromosOmica, 20 (9,4%) examenes arrojaron mas de un
resultado, de los cuales solo se tuvo en cuenta el mas relacionado con el contexto
y escenario clinico del paciente. Lo anterior nos arroja un rendimiento diagnostico
conjunto de 39%, el cual se eleva a 44%, si sumamos hallazgos clasificados como

VOUS y LOH, que tras su andlisis nos dirigen hacia un posible diagnéstico.

En 5 casos, tras la identificacion de una alteracion genética en el paciente, se logro
un diagnoéstico en sus familiares; Individualmente el rendimiento diagndstico del
exoma fue superior al resto con 66%, seguido de los estudios de panel molecular
61%, la secuenciacion de genes especificos obtuvo un éxito en tasa diagnostica de
56% y por ultimo la a-CGH logr6 un 32% de diagndésticos (Tabla 5). En cuanto a los
cambios gendmicos patogénicos no se encontrg relacion entre el tamafio de la
variacion, medido en bases nitrogenadas (Mb, Kb) y su fenotipo patologico, de estos
la mayoria fueron mutaciones puntuales con 49 (53,2%) hallazgos, los demas

correspondieron a microdeleciones con 28 (30,4%) hallazgos, 12 (13,2%)
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microduplicaciones y 3 (3,2%) LOH (Tabla 6), las regiones del genoma mas
afectadas fueron la 22g11.21 encontrada en 6 pacientes en estado de delecion, la
region 15q11 hallada en 4 pacientes, tres de ellos en estado de delecién y una en
estado de duplicacion, otras variaciones comprendieron, la del 1g21.1, del 5p15.33,
dup9qg34, del Xp22.3, encontradas en dos pacientes cada una (Tabla 7), las
variantes patdgenas restantes no tenian ningun tipo de semejanza y se encontraron

como variantes Unicas.
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Figura 6. Porcentaje de nacimientos de los pacientes por Departamentos.
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Tabla 3. Hallazgo clinico principal y/o motivo de consulta.

Aniridia

Anoniquia

Artrogriposis

Ataxia

Autismo

Acidosis tubular renal

Céncer de endometrio
Céncer de ovario

Céncer de seno

Cancer familiar

Diabetes insipida nefrogénica
Diabetes tipo Mody
Dimorfismo facial

Distrofia de retina

Distrofia muscular

Doble arco adrtico

Epilepsia

Esclerosis tuberosa
Esquizencefalia

Estenosis del piloro

Extrofia de vejiga
Fibroadenomas - lipomas
Fiebre recurrente

Fracturas patoldgicas
Gastrosquisis
Hemihipertrofia

Hermana con fibrosis quistica
Hidrocefalia

Hijo con sindrome de Noonan
Hiperelasticidad — hiperlaxitud

Hiperplasia suprarrenal congénita

hipoacusia

hipoplasia radial

hipotonia

historia familiar de arritmia
ictiosis

luxacién del cristalino
macrocefalia

macrodactilia
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Madre de paciente en estudio
Macula color café con leche
Meningoencefalocele occipital
Microcefalia

Microtia

Miopatia
Mucopolisacaridosis

Padre de probando

Paladar hendido

Paralisis cerebral espdstica
Parkinson

Pectus excavatum
Polineuropatia

Poliposis multiple

Pubertad precoz

Regresion caudal

Retraso del neurodesarrollo
Sindrome de Alport

Talla baja

Talla alta

Tetralogia de Fallot
Trombofilia hereditaria
Tumor ocular
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Tabla 4. Hallazgos patogénicos en pacientes con examen previo de cariotipo

Examen Cantidad Anormal Cantidad Resultado patogénico
= Cariotipo 138 6
= Panel molecular 15 9
= Secuenciacion de Gen 8 3
=  Exoma 2 2
= aCGH 113 36
Total 138 50

Se aclar6 y/o confirm6 un diagnéstico en 50 pacientes de los 138 a los que se solicitd cariotipo
previamente, el cual habia arrojado resultados anormales en 6 casos solamente.

Tabla 5. Rendimiento diagndstico individual y total de las pruebas moleculares.

Examen Cantidad Resultado patogénico Rendimiento
Cariotipo 138 6 2,8

a-CGH 126 41 32

Panel molecular 56 34 61
Secuenciacién Gen 23 13 56

Exoma clinico 6 4 66

Total 211 92 44

a-CGH: hibridacibn genémica comparativa con microarrays, cantidad: nimero de veces que se
solicité el examen. En el resultado total, no se tuvieron en cuenta los parametros correspondientes

al cariotipo.
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Tabla 6. Frecuencia del tipo de cambio patogénico.

Tipo de mutacion Cantidad Porcentaje
Mutacién puntual 49 532 %
Microdeleciones 28 30,4 %
Microduplicaciones 12 13,2 %
LOH 3 32%
Total 92 100 %

LOH: Regidn con pérdida de heterocigosidad

Tabla 7. Regiones genomicas afectadas en mas de un paciente.

Tipo de mutacién Region Cantidad
Delecién 22ql11.21 6
Delecién 1g21.1 2
Delecién 5p15.33 2
Delecién 15g11 3
Duplicacién 15q11 1
Delecién Xp22.3 2
Duplicacidn 9q34 2
Total 18

Cantidad: Numero de pacientes con la mutacion.
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7.2 DISCUSION

El diagnostico genético hace referencia al resultado positivo de una prueba
molecular, en un individuo en riesgo o sospechoso de determinado padecimiento,
en este estudio se analizaron 211 resultados de paraclinicos, provenientes de 208
pacientes, con diferentes y variadas anomalias fenotipicas, en busqueda de una
causa para su enfermedad. En el 44% de pacientes se identificd una alteracion a
nivel genoémico, obteniendo criterios de causalidad para brindar un diagndstico
etiolégico genético, este porcentaje elevado nos indica la utilidad clinica de estas
técnicas moleculares. Al comparar nuestro estudio con los realizados por
investigadores del laboratorio de citogenética molecular de la Universidad de Chile
y lo realizado por Vianna GS y Jehee FS en Brasil (37), quienes reportan tasas
diagnosticas de la a-CGH que oscilan entre el 19% y el 29% en poblacién chilena 'y
brasilefia respectivamente, observamos que nuestro estudio esta cercano a la
media de Latinoamérica, con un resultado positivo de la a-CGH de 32%, el resultado
superior de este trabajo se debe probablemente a la fecha de publicacion de los
resultados chilenos y brasilefios, ya que el gran avance alcanzado en los ultimos
afios en cuanto a interpretacion de resultados, nos lleva a sefialar como patolégica,
una alteracion gendmica antes desconocida. Otros resultados con grupos
poblacionales diferentes, corroboran la fiabilidad de la aCGH, como observamos en
el trabajo publicado en el afio 2020, por Turgay Cokyaman y colaboradores (38)
quienes estudiaron un grupo de 155 pacientes, todos ellos con trastornos
neurocognitivos no diagnosticados y/o fenotipo dismoérfico, concluyendo para este
grupo de pacientes, que aCGH aumenta la tasa diagnéstica en 25% a 30%. Un
estudio publicado en marzo de 2020 por el italiano Marco Baccarine y su grupo de
investigacion (39) muestra evidencia del uso de aCGH en el estudio de pacientes
con trastornos neuropsiquiatricos, especificamente trastorno del déficit de atencién
(TDAH) asociado o no a trastornos del espectro autista (TDA), ellos tomaron a 98
nifios con los diagndsticos mencionados y aplicaron la prueba de aCGH, obteniendo
un resultado positivo en el 21% de los pacientes, este porcentaje inferior comparado

con nuestro estudio se debe posiblemente a que fue dirigido a un grupo poblacional
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especifico que presentan TDAH, otro estudio llevado a cabo en el hospital Mackay
Memory de la ciudad de Taiwan y publicado a mediados del afio 2019, reporta una
tasa diagnostica de 46,3% en pacientes con algun grado de discapacidad intelectual
o déficit cognitivo (40). Un estudio mas robusto fue el realizado por el departamento
de Genética Médica del Hospital Universitario Brno en Republica Checa, con un
total de 542 niflos quienes presentaban retraso del neurodesarrollo, todos se
examinaron mediante la técnica de aCGH, encontrando en 177 (32,7%) de ellos,
CNV con potencial relevancia clinica (41). A pesar de que los estudios mencionados
se realizan en diferentes regiones geograficas y teniendo en cuenta la variabilidad
genética que esto conlleva, nos demuestran que la prevalencia de este tipo de
patologias es similar en todo el mundo, ademas que la técnica molecular aCGH es
una poderosa herramienta de diagnostico. En cuanto al poder diagndstico de las
NGS, un estudio del departamento de neurologia del Boston Childrens Hospital,
dirigido a 125 pacientes con algun tipo de Epilepsia sin etiologia clara, reporta una
tasa diagnostica del 40%, posterior a la realizacién de la técnica molecular Exoma
a cada uno de los participantes y tras encontrar variantes patdogenas en 50/125
pacientes (42), en nuestra cohorte de pacientes el rendimiento diagnéstico del
exoma fue de 66%, esto es consecuencia de que la muestra utilizada en nuestro
estudio fue de menor tamafio y abarcaba un nimero mas grande de patologias, no
solamente las de origen neuroldgico, otro estudio realizado por Elisabeth
Castellanos y colaboradores muestra un grupo de 48 pacientes con sospecha
clinica de alguna Rasopatia, por lo que se les realiz6 un panel molecular que
contenia genes relacionados con este grupo de enfermedades, encontrando
mutaciones patdgenas en 21 de ellos, incluyendo el gen de la Neurofibromatosis
(NF1) y SPRED1 en pacientes que no presentaban signos clasicos de esta
patologia, lo que equivale a una tasa diagnostica del 44% (43), en nuestro estudio
el potencial diagndstico de los paneles moleculares fue superior con un 61%, ya que
como en el caso anterior, no nos enfocamos a una enfermedad en particular, solo
a la técnica diagndstica que se usa para el estudio de diferentes cuadros clinicos.

Otra ventaja de las técnicas de NGS es que permiten el descubrimiento de nuevas
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mutaciones, las cuales pueden ser la causa de enfermedades ya conocidas que no
tienen un origen claro o incluso desconocidas, como es el caso del denominado
sindrome TRAF7, el cual fue descrito en mayo del 2020, tras realizar secuenciacion
de exoma dirigido y transcriptoma, con posterior validacion y confirmacion por
secuenciacion Sanger, en un grupo de pacientes que presentaban problemas de
neurodesarrollo, asociado en algunas ocasiones a Ductus arterioso permeable,
cuello corto, pectus carinatum y facies particulares con blefarofimosis; este cuadro
habia sido descrito tan solo en 7 pacientes pero tras la realizacion de las pruebas
de secuenciacion masiva este numero se elevo a 45, los cambios patogénicos
hallados fueron mutaciones heterocigotas de sentido erréneo en el gen TRAF7, de
donde deriva su nombre (44). En general estos resultados nos acercan a los valores
reportados en la literatura mundial, sumado esto al rendimiento diagndstico bajo del
cariotipo, se confirma la relevancia clinica significativa de estas tecnologias y
fortalece el requerimiento de su implementacion inmediata. Un punto desfavorable
de esta investigacion, es que la mayoria de participantes evaluados provienen de
regiones contiguas del sur del pais, por ende, es dificil extrapolar y establecer la
prevalencia de este tipo de patologias en toda la poblacion colombiana. Es
importante destacar que no se encontrd una relacién significativa entre un hallazgo
molecular patoldgico y variables como sexo, edad y nimero de malformaciones. En
otro estudio latinoamericano realizado por Lay-son y colaboradores (45), se
encontré una asociacion protectora entre el sexo femenino y la menor prevalencia
de anomalias genéticas, en nuestro estudio a pesar de un mayor numero de
hombres se encontré una mayor cantidad de hallazgos patogénicos en el género
femenino con 56,52% en comparacion con un 43,48% encontrado en el género
masculino. Por otra parte, un tema relevante y quiza el mas importante para nuestro
sistema de salud, son los costos elevados de estas herramientas, algo
contradictorio, si tenemos en cuenta estudios como el realizado por Stephen
Kingsmore del Instituto de Medicina Gendmica de los Nifios Rady en San Diego,
California, EE.UU, donde se demostr6 en una cohorte de 42 pacientes, que la

realizacion precoz de secuenciacion de genoma completo en nifios hospitalizados
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en unidades de cuidado intensivo, aumenta drasticamente la velocidad de
diagnéstico, ellos reportan un ahorro de hasta 2 millones de dolares en costos de
atencion médica en este grupo de pacientes, gracias a la administracion de
tratamiento médico personalizado y a la no realizacion de pruebas de rutina no
concluyentes, lo que deriva en disminucion de estancias hospitalarias y mejoria en
cifras de morbilidad y mortalidad (46), otro estudio denominado INSIGHT1, consistio
en la realizacion de secuenciaciéon de genoma completo a un grupo de pacientes
pediatricos menores de 4 meses, quienes se encontraban hospitalizados en una
Unidad de Cuidado Intensivo y presentaban patologias sin etiologia establecida, sus
resultados demuestran que la tasa diagnostica de este examen es por mucho, mas
elevada que las pruebas genéticas de rutina y que la medicina de precision mejora
el prondstico de vida y disminuye notablemente gastos de hospitalizacion, al
reemplazar el diagndstico clinico y el manejo empirico con diagnéstico genético y
tratamiento diferenciado por genotipo (47). Segun el fondo colombiano de
enfermedades de alto costo, las atenciones en los servicios de salud de las
enfermedades huérfanas, de las cuales el 80% son de origen genético, estan por
encima del percentil 95% y se establecen alli por varios afios, debido a su caracter
de cronicidad y a que su diagnéstico, segun datos de gestion de riesgo tarda mas
de 5 afios, de esta manera podemos entender que la realizacion de examenes
moleculares, si tiene una relacién costo beneficio favorable, ya que el diagndstico
oportuno y la consejeria genética adecuada nos permitiran realizar una intervencion
poblacional, fortaleciendo los programas de promocion y prevencion de
enfermedades, disminuyendo el riesgo de ocurrencia y recurrencia de una
enfermedad genética en una familia, lo que a su vez tendra impacto directo en la
proteccion financiera brindada por la sociedad a estos pacientes, generando

rentabilidad a largo plazo dentro del sistema.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

8.1 CONCLUSIONES

= EIl rendimiento diagnéstico individual de la técnica aCGH fue de 32%, la
técnica de NGS obtuvo un rendimiento de 60%, en conjunto la tasa
diagnostica de las técnicas moleculares aplicadas a la poblacién de estudio
fue de 44%, resultados muy semejantes a la media encontrada en diversos

estudios a nivel mundial, esto refuerza su importancia clinica significativa.

» Un conocimiento avezado en dismorfologia asociado al entendimiento de los
mecanismos patogénicos y patrones de herencia de los diferentes sindromes
genéticos, conllevan a un diagnostico temprano, esto se traduce en una baja
morbimortalidad de los afectados y disminucién de la incidencia y recurrencia

familiar de estas enfermedades.

= Encontramos evidencia a favor del uso de las técnicas moleculares como
examenes de primera linea en el manejo médico de los pacientes con retraso
del desarrollo, fenotipo dismorfico, cancer o cuadros clinicos sin causa

establecida.

= Las técnicas moleculares de nueva generacion son utiles en el diagndstico
de patologias de origen genético ya que nos permiten evidenciar el aumento
en la prevalencia de aberraciones cromosomicas imperceptibles con el

cariotipo.

= Es correcto el uso simultaneo de un estudio molecular y el cariotipo, ya que
nos permitiran la deteccion e identificacion de sindromes de
microdelecion/microduplicacion y mutaciones puntuales, sin dejar de lado las

ventajas ofrecidas por las técnicas clasicas de citogenética.
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8.2 RECOMENDACIONES

» Debemos desarrollar programas que faciliten y regulen el acceso obligatorio
a examenes moleculares de Ultima generacion en los casos donde sean
indicados, ya que es claro su alto rendimiento diagnostico y su impacto
directo en el prondstico y manejo de los afectados.

» Los examenes con resultados clinicos clasificados como variantes de
significado incierto son evidencias emergentes que nos pueden brindar un
diagnéstico, por lo anterior es nuestro deber reportar este tipo de mutaciones
en pro del enriguecimiento de la literatura médica y bases de datos de entes

territoriales de salud.

= Un gran porcentaje de la poblacion de estudio eran personas con un bajo
nivel sociocultural, provenientes de estratos socioecondmicos bajos, los
cuales contaron con un escaso o nulo control prenatal, debemos establecer
medidas de educacién sexual y planificacion familiar dirigido a este grupo de

personas en estado de vulnerabilidad.

= Debemos incrementar el entrenamiento en dismorfologia, manejo de
enfermedades metabdlicas y patologias de origen genético, en todas
facultades de medicina tanto a nivel de pregrado como de posgrado;
promoviendo de esta manera el enfoque clinico correcto de estos pacientes

desde los primeros niveles de atencion.

= Se debe proponer la integracion y educacion continua del personal médico
involucrado en el manejo de las patologias de origen genético mejorando asi
la utilizacion e interpretacion de las pruebas genéticas al tiempo que mejorara

la calidad y rapidez en el diagndstico.
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= Proponer mecanismos de intervencion en pro del mejoramiento en la
atencion meédica de los pacientes que padecen enfermedades genéticas, asi

como de programas para el apoyo a familiares y cuidadores de estos

pacientes.
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10. ANEXOS

10.1 INSTRUMENTO PARA LA RECOLECCION DE DATOS

Los datos obtenidos se agruparon en una base de datos previamente disefiada, la cual
contiene las variables necesarias (paciente, edad, sexo, natural, procedente, motivo de
consulta, solicitud o no de cariotipo, examen molecular solicitado, resultados y hallazgos
del examen, clasificacion del resultado, diagnostico) que garantizaron la recoleccion

completa y adecuada de los datos para el desarrollo de esta investigacion. Ejemplo:

PACIENTE NATURAL PROCEDENTE MOTIVO DE
CONSULTA

NEIVA CANCER
FAMILIAR

FEMENINO NEIVA

MASCULINO FLORENCIA FLORENCIA TALLA BAJA

CARIOTIPO EXAMEN RESULTADOS ANALISIS DE DIAGNOSTICO
MOLECULAR RESULTADO

PANEL MUTACION VARIANTE CANCER

NA

MOLECULAR BRCA1 PATOGENICA DE SENO
46,XY SECUENCIACION DELECION VARIANTE SINDROME DE
GEN NSD1 9.3MB PATOGENICA SOTOS
GEN NSD1

10.2 CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se explico a la totalidad de los pacientes o responsables legales de los mismos, los
proy contras de la participacion de dicho estudio, no se sugestiond su participacion,
ni directa ni indirectamente, su firma fue de caracter obligatorio para avalar la
participacion dentro de la investigacion, lo anterior se da constancia mediante el

consentimiento informado anexo a continuacion.
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1. Objetivo del estudio Identificar el rendimiento diagndstico de las técnicas moleculares
NGSy a-CGH.

2. Justificacién del estudio Brindar un diagnéstico definitivo y concreto de la enfermedad
padecida.

3. Beneficios del estudio Tras un diagnéstico claro, mejoraremos el enfoque y manejo
terapéutico de cada paciente y se disminuiran drasticamente las secuelas originadas por
estos trastornos, disminuird la morbimortalidad de las diferentes patologias diagnosticadas,
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5. Riesgos asociados al estudio Este trabajo se considera una investigacion sin riesgo,
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en seres humanos paragrafo A y B. Consiste en una investigacion observacional y
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decision, la cual sera respetada en su integridad. No tendrd que hacer gasto econémico
alguno durante el estudio. No recibird remuneracién econdémica por su participacion. En el
transcurso del estudio usted podra solicitar informacién actualizada sobre el mismo al
investigador responsable. La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la
identificacion de cada paciente, serd mantenida con estricta confidencialidad por el grupo
de investigadores.

Si tiene alguna pregunta o si desea alguna aclaracion por favor comunicarse con el Doctor
Henry Ostos Alfonso al teléfono 3006111288 y/o con el Doctor Pablo Andrés Robayo
Gdmez al teléfono 3173777438. Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su
participacion, puede, si asi lo desea, firmar el consentimiento informado que forma parte de
este documento.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, , identificado con cédula de
ciudadania  numero expedida en la ciudad de
he leido y comprendido la informacién anterior y mis preguntas han
sido contestadas de manera satisfactoria por el investigador que me entrevist6. He sido
informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o
difundidos con fines cientificos, por lo tanto, deseo participar voluntariamente en el proyecto
de investigacion.

Nombres y Apellidos del Participante

Firma del Participante
C.C

Nombre del Testigo

Firma del Testigo
C.C
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