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Resumen

Los errores innatos del metabolismo (EIM) son enfermedades hereditarias causadas por alteraciones en genes involucrados en
vias metabdlicas de dcidos grasos, carbohidratos y proteinas. Aun cuando los programas de tamizaje neonatal han sido aplica-
dos exitosamente desde hace varias décadas para identificar de manera oportuna a recién nacidos con EIM tratables y asi
disminuir la morbilidad y mortalidad asociada, la mayoria de los EIM no pueden ser identificados mediante cribado bioquimico.
En afios recientes, las tecnologias de secuenciacion de ADN de nueva generacion (NGS, también conocida como secuenciacion
masiva en paralelo) han revolucionado el diagndstico de las enfermedades monogénicas, incluidos los EIM, mediante la aplica-
cion de secuenciacion de paneles de genes, secuenciacion de exoma y secuenciacion de genoma. En esta revision narrativa,
se presenta bibliografia seleccionada para mostrar un panorama general del estado actual del diagndstico genético de los EIM
con base en NGS, asi como las limitaciones inherentes de esta tecnologia. La NGS ha demostrado la capacidad de identificar
a recién nacidos con enfermedades metabdlicas que no podrian ser reconocidas sino hasta después del inicio de los sintomas.
De manera importante, un subgrupo de estos pacientes recibe el beneficio de tratamientos individualizados oportunos.

Errores innatos del metabolismo. Mutacion. Secuenciacion de exoma. Secuenciacion masiva del ADN.

Diagnosis of inborn errors of metabolism through massive DNA sequencing:
benefits and limitations

Abstract

Inborn errors of metabolism (IEM) are inherited disorders resulting from genetic defects in proteins involved in breakdown or
storage of fatty acids, carbohydrates and proteins. Collectively, IEM encompasses approximately 1000 different disorders and
can affect up to 1 in 2000 births. While biochemical newborn screening programs have been successfully applied to early
identify newborns with treatable IEM conditions and to reduce their associated morbidity and mortality, the great majority of
known IEM are not recognizable through biochemical screening. In recent years, next generation DNA sequencing technologies
(including sequencing of gene panels, exome sequencing, and genome sequencing) has revolutionized the genetic diagnosis
of monogenic diseases, including IEM. Here, we present a narrative review with selected bibliography to show a general
landscape about the status of NGS-based IEM diagnosis as well as its intrinsic limitations. NGS can detect newborns with
metabolic diseases that may otherwise be clinically unrecognized until symptoms start. Importantly, a subgroup of these new-
borns will benefit from individualized medical management.
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|ntroducci6n

Los errores innatos del metabolismo (EIM) son un
grupo de aproximadamente 1000 trastornos genéticos
raros causados por mutaciones en genes que codifi-
can productos implicados en vias metabdlicas asocia-
das a la descomposicién o almacenamiento de acidos
grasos, carbohidratos y proteinas. Aunque la mayoria
de los EIM se heredan como trastornos autosémicos
recesivos, ocasionalmente pueden ser transmitidos
como rasgos autosémicos dominantes o ligados al
cromosoma X.' Individualmente, la incidencia de EIM
es baja, pero de manera colectiva pueden ocurrir con
una frecuencia de hasta uno por cada 2000 nacimien-
tos en todo el mundo.? Este grupo de trastornos puede
manifestarse a cualquier edad, desde el periodo neo-
natal hasta la edad adulta, y afectar a diferentes tipos
de células y sistemas. En este sentido, las manifesta-
ciones clinicas pueden variar desde retraso en el
desarrollo hasta una descompensacion aguda con
acidosis metabolica grave y muerte prematura subita.
Los EIM se pueden dividir en dos categorias clinicas
con base en el sistema afectado o en su naturaleza
biogquimica:

— Categoria 1, incluye trastornos que afectan solo

a un sistema (por ejemplo, sistema inmune, sis-
tema endocrino) o a un solo tipo de célula u
organo (por ejemplo, tubulos renales, eritrocitos);
0 cuyos sintomas son especificos del 6rgano
afectado (por ejemplo, tendencia a hemorragias
en defectos de factores de coagulacion).

— Categoria 2, incluye trastornos en los que la ano-
malia bioquimica afecta a una via metabdlica
comun a numerosas células u 6rganos (por ejem-
plo, deficiencia energética en trastornos mitocon-
driales) o esta limitada a un 6rgano, pero tiene
consecuencias sistémicas (por ejemplo, hipera-
monemia en defectos del ciclo de la urea).>*

El flujo del trabajo diagndstico actual de los EIM
consiste en una evaluacion clinica exhaustiva y un
historial familiar integral, lo cual puede llevar a propo-
ner posibles diagndsticos clinicos. A continuacion, se
lleva a cabo un andlisis bioquimico que puede incluir
la cuantificacion de productos de almacenamiento
acumulados o la determinaciéon de actividades enzi-
maticas en leucocitos, fibroblastos, orina 0 manchas
de sangre seca rehidratada de los recién nacidos.*

En la actualidad, se emplean técnicas basadas en
espectrometria de masas en tdndem (MS/MS) para el
cribado de metabolitos en EIM utilizando una sola

muestra, ya que esta técnica permite el andlisis simul-
taneo de una variedad de metabolitos asociados a
multiples enfermedades. No obstante, aunque la eva-
luacién clinica exhaustiva y las pruebas bioquimicas
son clave para el diagndstico de EIM, la confirmacion
diagndstica definitiva depende de las pruebas gené-
ticas.® En los EIM, la confirmacion genética es crucial,
ya que permite establecer terapias especificas, inclui-
das las de vanguardia como la terapia génica, el
reemplazo enzimatico o las terapias de reduccién de
sustrato.®® Como ocurre en muchas otras enfermeda-
des, cuanto mas pronto se inicie el manejo especifico
en pacientes con EIM, mejor sera el prondstico.’

Cribado bioquimico neonatal

El cribado bioquimico neonatal (CBN) es una de las
iniciativas de salud publica més exitosas para prevenir
discapacidades crdnicas. Se inici6 en la década de 1960
con el trabajo de Robert Guthrie y la “prueba de Guthrie”,
destinada a detectar fenilcetonuria en una muestra de
sangre. En la década de 1990, con la llegada de las
técnicas MS/MS fue posible el cribado simultaneo de
multiples EIM mediante una Unica prueba.'® La constante
incorporacién de enfermedades a los programas de CBN
ha permitido el incremento de los métodos analiticos
empleados. En este sentido, a pesar del notable desa-
rrollo de posibilidades técnicas, la mayoria de los tras-
tornos humanos no califican para ser incluidos en el
programa de CBN."

Secuenciacion de ADN de nueva
generacion

Los métodos de diagndstico genético han experi-
mentado un répido avance tecnoldgico en los ultimos
afos. En particular, la secuenciacion de nueva gene-
racion (NGS, next-generation sequencing), también
conocida como secuenciacién masiva paralela, es un
método que permite el analisis simultdneo de millones
de fragmentos de ADN; por lo tanto, es posible el ana-
lisis simultdneo de docenas de genes o, incluso, de
genomas humanos completos con una sola prueba.”
La NGS es altamente eficiente para el diagndstico de
EIM, ya que las mutaciones en mas de 750 genes
pueden provocar estos trastornos.! En la actualidad, se
utilizan principalmente tres tipos de NGS para el diag-
nostico genético de EIM:"

— Secuenciacion de paneles de genes.

— Secuenciacion del exoma.

— Secuenciacion del genoma.
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La secuenciaciéon de paneles permite el estudio
simultaneo de genes asociados a un fenotipo o diag-
ndstico clinico especifico;'* la secuenciacion del
exoma examina las regiones exdnicas de los aproxi-
madamente 23 000 genes humanos conocidos codifi-
cantes de proteinas (que representan solode 1 a2 %
del genoma completo);' la secuenciacion del genoma
analiza el genoma completo de un individuo, com-
puesto por alrededor de tres mil millones de pares de
bases.™

En la actualidad, la secuenciacion del exoma se
considera la prueba de eleccion para el diagnéstico
genético de una gran variedad de trastornos monogé-
nicos, incluidos EIM, enfermedades cardiovasculares,
mitocondriales, del neurodesarrollo y neuromuscula-
res, entre otros.'®'® La secuenciacion del exoma tiene
tasas de diagndstico que van de 40 a 70 %, depen-
diendo del tipo de trastorno monogénico de que se
trate.'®20

EIM y NGS

Los programas de salud publica de CBN proporcio-
nan la identificacion a escala poblacional de EIM raros
que requieren intervencion urgente. En la actualidad,
se utiliza MS/MS para examinar a los recién nacidos
en busca de EIM; normalmente un panel incluye entre
siete y 50 enfermedades.?' Desde su establecimiento
en 1963, el CBN se ha convertido en una prueba
esencial para el reconocimiento temprano y el abor-
daje médico de estos trastornos genéticos.

Tanto el CBN convencional como el ampliado con
MS/MS se estan utilizando en todo el mundo por sus
numerosas ventajas: se trata de intervenciones rapi-
das y sencillas, incrementan significativamente la
deteccion de EIM, el diagndstico temprano y el reco-
nocimiento de riesgo de muerte; asi como por su
rentabilidad econdmica.?*2* No obstante, el CBN tam-
bién tiene importantes limitaciones, principalmente
porque cubre solo a una minoria de los EIM conoci-
dos, asi como por la falta de disponibilidad de mar-
cadores bioguimicos confiables para numerosas
enfermedades metabdlicas humanas.?

En la eficiencia de los programas de CBN también
influyen factores logisticos como las diferencias en el
tiempo de recoleccion de muestras tras el nacimiento y
las intervenciones de transporte a los centros de refe-
rencia.? Por si esto fuera poco, circunstancias como la
nutricion parenteral, las transfusiones, la prematurez, el
bajo peso al nacer y la descompensacion metabdlica
también influyen en los resultados del CBN.?

Otras limitaciones del CBN incluyen la falta de
homogeneidad en el nimero de enfermedades criba-
das, que suelen variar incluso entre regiones de un
mismo pais.®® En este sentido, el valor predictivo
positivo del CBN es bajo y los resultados pueden ser
inespecificos, con mas falsos positivos; también ha
mostrado poca sensibilidad, con mas resultados fal-
sos negativos.?® Se debe mencionar que cuando se
criban multiples enfermedades mediante un unico
marcador bioquimico, la espectrometria de masas no
es capaz de distinguir entre ellas ni sus subtipos, lo
cual influye negativamente en el diagndstico y trata-
miento oportunos.®

Como los resultados falsos positivos y falsos nega-
tivos siguen siendo comunes en el CBN, el desarrollo
de técnicas de NGS de ADN ofrece nuevas oportuni-
dades para ampliar y mejorar los procedimientos de
cribado neonatal disponibles en la actualidad. La incor-
poracion de la genémica promete extender el alcance
del CBN estandar, incluida la posible integracion de
herramientas gendmicas en el cribado primario.®' En
los ultimos afios, numerosos estudios han aplicado
con éxito NGS como prueba de segunda o primera
linea para la identificacién temprana de EIM. Por
ejemplo, en un estudio de 2020,% la secuenciacion
del exoma tuvo una tasa de sensibilidad general de
88 % y una especificidad de 98.4 % versus 99.0 y
99.8 %, respectivamente, de la MS/MS, lo cual sugiere
que la secuenciacion del exoma por si sola no es lo
bastante sensible ni especifica para la mayoria de los
EIM considerados en el CBN. No obstante, en neona-
tos con lecturas de MS/MS anormales, se encontraron
menos resultados falsos positivos con la secuencia-
cién del exoma como prueba secundaria, lo que faci-
litd la resolucidn oportuna de los casos, y en algunos
fue posible sugerir un diagndstico més adecuado o
especifico que el inicialmente obtenido.®?

En otro estudio® con un panel de secuenciacién
genética neonatal basado en PCR mudltiple y NGS, se
analizaron 134 genes de 74 EIM, los cuales fueron
validados en 287 muestras con mutaciones ya cono-
cidas. Se cribaron retrospectivamente 4986 recién
nacidos y se llevé a cabo la comparacion con los resul-
tados bioquimicos para valorar el rendimiento del
panel. La precision del panel fue de 99.65 % con todas
las muestras, y 154 mutaciones de las 287 muestras
fueron detectadas con una precisiéon de 100 %. En los
4986 recién nacidos se identificaron 113 con mutacio-
nes bialélicas o hemicigotas, de los cuales 36 dieron
positivo para el mismo trastorno tanto en la secuencia-
cion genética neonatal como en el CBN convencional;



Gaceta Médica de México. 2025;161

en 77, los resultados fueron positivos en la secuen-
ciacion genética neonatal y negativos en el CBN
convencional. Es importante destacar que cuatro de
los 77 recién nacidos fueron diagnosticados en ese
momento, incluido uno con acidemia metilmaldnica,
otro con déficit primario de carnitina sistémica y dos
con enfermedad de Wilson.®

En una investigacion de 2024,*® se analiz6 un panel
genético que incluy6 601 genes de EIM relevantes en
la poblacién china. De los 200 neonatos que fueron
positivos en el CBN convencional, 118 también lo
fueron a NGS; 58.5 % (69/118) arrojo resultados
coincidentes con la NGS. De los 3049 neonatos res-
tantes que dieron negativo en el CBN convencional,
271 (8.9 %) fueron positivos en la NGS y nueve de
ellos fueron clinicamente diagnosticados de enferme-
dades durante el seguimiento. El panel demostré un
alto rendimiento en la poblacién china, particular-
mente para la deteccion temprana de EIM sin marca-
dores bioquimicos.

En otro estudio multicéntrico reciente que utilizd
NGS + MS/MS como prueba de cribado de primera
linea en 29 601 recién nacidos, se aplico la secuen-
ciacion de un panel de 142 genes de 128 EIM; en
forma simultanea se llevo a cabo la realizacién de
CBN bioquimico + MS/MS.** Se diagnosticaron 23
EIM mediante NGS + MS/MS. Al efectuar el andlisis
de las técnicas por separado, el valor predictivo posi-
tivo y la sensibilidad de MS/MS fueron de 5.29 y
91.3 %, respectivamente, versus 70.83 'y 73.91 % para
solo el NGS. Estos resultados indican que la combi-
nacion de NGS y MS/MS mejora el rendimiento del
CBN, optimiza el proceso y proporciona diagndsticos
precisos.®*

Limitaciones de la NGS y perspectivas
futuras

Aunque la NGS ofrece la oportunidad de detectar
trastornos genéticos mediante una unica prueba,
aun existen desafios en términos de costos genera-
les y accesibilidad a equipos complejos y apropia-
dos. De hecho, la actual Clasificacion Internacional
de EIM incluye cualquier enfermedad genética pri-
maria en la que la alteracidon de una via bioquimica
sea intrinseca a caracteristicas bioquimicas, clini-
cas y fisiopatologicas especificas, independiente-
mente de si las pruebas bioguimicas de laboratorio
estan disponibles.’

A pesar de la mayor disponibilidad de NGS, parti-
cularmente por secuenciacion del exoma y el genoma,

los costos de esta prueba siguen siendo uno de los
factores limitantes para una aplicacion mas exten-
dida. Otro desafio importante es la interpretacion pre-
cisa de la patogenicidad de las variantes, debido a la
gran cantidad de experiencia y tiempo que se requie-
ren para llevar a cabo esta tarea. De hecho, aunque
existen guias detalladas para la interpretacion de
variantes genéticas, especialmente las establecidas
por el American College of Medical Genetics and
Genomics,*® a menudo no se implementan de manera
consistente por los laboratorios de pruebas ni por los
médicos derivadores.

La NGS tiene una utilidad clinica significativa para el
diagndstico de EIM;*' sin embargo, el acceso global a
las pruebas gendmicas y los problemas éticos son
aspectos que deben considerarse. Tradicionalmente,
los obstaculos para acceder a la atencién médica afec-
tan de forma méas importante a las minorias raciales y
étnicas, personas con discapacidades, poblaciones
rurales o con ingresos bajos. De tal forma, el acceso y
la utilizacion de servicios genéticos se ven limitados
entre estos grupos, lo cual a su vez resulta en menores
tasas de diagnostico, en una atencion subdptima y en
peores resultados de salud.* En este sentido, un desa-
fio adicional para la adopcion del diagndstico genémico
de EIM es poder garantizar el acceso de todos los
sectores sociales a las NGS.

Ademas, se deben tener en cuenta los aspectos
éticos, incluida la explicacion apropiada del consen-
timiento informado y el respeto por la decisiéon de
los padres sobre cuanta informacion desean recibir;
asi como la garantia de la confidencialidad de los
datos gendémicos (evitar que terceros hagan un mal
uso de esta informacion), sobre todo cuando un
diagndstico genético pudiese llevar a discriminacion
o estigmatizacion; o el manejo de la informacion
genética que podria ser relevante para la planifica-
cion familiar de los padres del nifio o la salud de
este en la adultez.¥”

Tanto las pruebas bioquimicas como el analisis
mediante NGS desempefian papeles complementa-
rios en el diagndstico de EIM. Incorporar la NGS al
algoritmo diagndstico de EIM puede mejorar la pre-
cision diagnostica (Figura 1). Cada vez mas estu-
dios en el mundo indican que la NGS es capaz de
detectar a recién nacidos con enfermedades meta-
bélicas, que de otro modo no se reconocerian cli-
nicamente hasta el inicio de los sintomas, y que un
subgrupo de estos recién nacidos se beneficiara
de un manejo médico coherente como resultado del
cribado genético.3®
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Cribado bioquimico

Puede detectar hasta 70 EIM

Secuenciacion de ADN de nueva generacion
Puede detectar mas de 1000 EIM

d__ A

En la actualidad, el cribado bioquimico neonatal es capaz de detectar hasta 70 enfermedades metabdlicas innatas. Comparativamente,
la NGS (secuenciacion de nueva generacion) de ADN llega a detectar mas de 1000 de estos trastornos.
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