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PROLOGO

Federico Mayor Zaragoza

Al término de la Jornada de “50 anos de cribado neonatal en Espana, ;c6mo
afrontamos el futuro?”, celebrada en la Fundacién Ramén Areces el dia 15 de
enero de 2019, dije: ‘quiero en primer lugar recordar con profunda gratitud
a todos los que han hecho posible —personas e instituciones— los logros ya
alcanzados. Y reconocer, con confianza hacia el futuro, a quienes se disponen
a ampliar el espectro y fiabilidad preventivos de enfermedades infrecuentes. En
particular, al Dr. Lapunzina, en tanto que Director Cientifico del CIBERER.

Mi reconocimiento mds sincero se extiende a quienes han intervenido en
estas Jornadas, Asociaciones de Familiares de Pacientes incluidas. Les ruego
que formen parte del Consejo Asesor, presidido por la Dra. Ugarte, que se
constituird con el fin de orientar, con el profundo conocimiento que tienen de
este tema, las acciones que sean necesarias para la adecuada puesta en prictica
del proyecto piloto, y aconsejar, cuando este lo requiera, al Director Cientifico

del CIBERER.

A la Dra. Magdalena Ugarte quiero dedicar las tltimas palabras de clausura,
entregandole un escrito que termina asi:

“Me complace mucho rendirle homenaje al tiempo que le ruego siga
trabajando con el mismo entusiasmo que lo ha hecho hasta ahora. ‘El deber
supremo es seguir), escribié Pedro Salinas”.

Con las presentaciones a la Jornada se ha elaborado el presente libro. Es
una publicacién relevante porque, como en todo camino, es muy conveniente
una pausa para proyectar y definir con acierto los rumbos futuros. A todos los
autores, mi mas sincero reconocimiento.



—-10 -



50 ANOS DE DIAGNOSTICO PRECOZ DE
METABOLOPATIAS EN ESPANA

Federico Mayor Zaragoza

Doctor en Farmacia. Catedritico de Bioquimica de la Universidad de Granada (1963-1972)
y de la Universidad Auténoma de Madrid (1973-2004). Rector de la Universidad de Granada
(1968-1972). Cofundador y Director del Centro de Biologia Molecular del CSIC y de la
UAM. Subsecretario de Educacién y Ciencia (1974-1975).

Consejero del Presidente del Gobierno (1977-1981). Ministro de Educacién

y Ciencia (1981-1982). Director General de la Unesco (1987-1999)

Académico de las Reales Academias Nacionales de Farmacia y Medicina. Presidente de la
Fundacién Cultura de Paz y del Consejo Cientifico de la Fundacién Ramén Areces

El Consejo Cientifico de la Fundacién Ramén Areces, segtin consta en el
acta de la reunién celebrada el 8 de octubre de 2018, propuso la celebracion
de una Jornada de Conmemoracién de los 50 afios de Cribado de Metabolo-
patias en Espafia en la que se proponia la intervencion del Director del CIBER
de Enfermedades Raras (CIBERER), Dr. Pablo Lapunzina, del especialista en
cribado genémico y representante adjunto de Espana en el Committee for Rare
Disease de las Naciones Unidas, Dr. Francesc Palau y, muy en particular, de
la Directora del Centro de Diagnéstico de Enfermedades Moleculares (CE-
DEM), Dra. Magdalena Ugarte.

El Plan Nacional de Deteccién en el neonato de alteraciones moleculares
que, si no se tratan adecuadamente de inmediato, cursan con gravisimas disca-
pacidades intelectuales y funcionales, fue establecido en 1968 en la Universi-
dad de Granada, cuando se aprobé el proyecto que habia presentado a la Di-
reccién General de Sanidad (figuras 1y 2). Confié la direccidn del Centro que
se cred con este motivo (CIAMYC, Centro de Investigacion de Alteraciones
Moleculares y Cromosémicas) a la Dra. Magdalena Ugarte que, desde aquel
momento, ha sido la piedra angular de todas las etapas que han conducido al
notable incremento de las enfermedades metabolicas detectadas precozmente
en los ninos recién nacidos. Gracias a estas actividades, muchos nifios espanoles
han podido crecer con total normalidad a pesar de poseer un defecto genético
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Figura 1
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Figura 2
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que de no haber sido detectado a tiempo hubiera supuesto un deterioro neuro-
nal irreversible.

La puesta en marcha del Centro en Granada representaba la primera etapa
de las previstas al regreso de mi visita al profesor C.T. Woolf; auténtico pionero
en la materia, quien en su escrito del 10 de enero de 1968 (figura 3) ya advertia
que “el diagndstico no debe limitarse a la fenolcetonuria sino que debe ampliarse
a otros errores congénitos del metabolismo que puedan tratarse”

Rapidamente se iniciaron los pasos (figura 4) que condujeron a la instalacién
en la Delegacién en Granada de la Direccién General de Sanidad de unos labora-
torios adecuadamente dotados. En enero de 1969 se recibié la visita en el Centro

de Investigaciones de Granada del Director General de Sanidad (figuras 5,6y 7).

Las enfermedades metabdlicas hereditarias, paradigma de enfermedades in-
frecuentes, aparecen por primera vez en la literatura médica en 1902, cuando
el Dr. Archibald Garrod —médico bioquimico del Hospital Sr. Bartholomew
de Londres— describe la alcaptonuria, la mas “aparente” enfermedad rara, ya
que la orina se ennegrece inmediatamente después de su emisién debido a la
oxidacién del 4cido homogentisico que se elimina, fruto del metabolismo de la
tirosina. Seis anos mds tarde present6 al Real Colegio de Médicos de Londres
cuatro “errores congénitos del metabolismo”: el albinismo, la alcaptonuria, la
cistinuria y la pentosuria.

En 1934, el bioquimico y médico noruego A. Félling descubrié la fenilceto-
nuria, al detectar 4cido fenilpirtvico en la orina de pacientes con retraso men-
tal. Fue el microbidlogo norteamericano Guehrie quien en los afios 60 desarro-
116 un ensayo cromatografico que ponia de relieve la presencia de fenilalanina
en la sangre del recién nacido.

En Espana, se inicié la cromatografia de aminodcidos por la Dra. Ugarte en
el Departamento de Bioquimica de la Universidad de Granada (CIAMYC) en
1967, generalizdndose a continuacién en Barcelona (Dr. Juan Sabater), Murcia
(Dr. Lozano Teruel),... conduciendo a la aprobacién de un Plan Nacional de
Prevencién de la Subnormalidad y la constitucién del Real Patronato al final
de los afios 70. La investigacion relativa a estas alteraciones infrecuentes se in-
corpord desde el primer momento a los concursos cientificos de la Fundacién
Ramoén Areces, junto a los cursos sobre “bioquimica perinatal” que impartia el
profesor Emilio Herrera.
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Figura 3
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Figura 4

Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8

En el mes de junio de 1973, patrocinado conjuntamente con la Direccién
General de Sanidad, la Universidad de Granada y el CSIC, tuvo lugar un im-
portante “Simposio sobre deteccién y tratamiento de enfermedades metabdli-
cas hereditarias” (figuras 8 y 9), que reunié a relevantes especialistas de todo el
mundo.

Antes de trasladar el Centro de la Universidad de Granada a la Auténo-
ma de Madrid, en 1973, cuando se habian realizado andlisis en mas de 15.000
neonatos, se presentd el informe correspondiente con los resultados obtenidos

(figura 10).

La capacidad diagnéstica inicial se ampli6 posteriormente a més de 30 erro-
res metabdlicos gracias a la espectrometria de masas. Desde hace varios afios a
todos los recién nacidos se les practica la “prueba del talén”.

En marzo de 1973 se constituyd, con los doctores Ignacio Villa Elizaga, Joan
Sabater Tobella y Alberto Sols, el Instituto Nacional de Bioquimica Perinatal.
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Figura 10
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Anos mas tarde, es la “Asociacion Espanola para el Estudio de las Metabolopa-
tfas Congénitas’, relacionados con el CEDEM (UAM), la que firma un acuerdo
de colaboracién con la Consejeria de Salud y Bienestar Social de la Comunidad
Auténoma de Madrid (figura 11).

El Plan Nacional de Prevencién de Minusvalias se habia consolidado: en
1975 incluyé la deteccién de hipotiroidismo congénito (Dra. Gabricla Morrea-
le) y en 1985 se llevaron a cabo las transferencias de determinacién a las Comu-
nidades Auténomas.

Este proceso ha constituido en su conjunto un gran éxito preventivo, que ha
contado con el apoyo prioritario de la Fundacién Ramén Areces, de la excelente
iniciativa que representé el CIBERER y, muy en particular, de las multiples aso-
ciaciones de familiares de pacientes de enfermedades raras, que representan hoy
en dia una gran esperanza en el horizonte médico asistencial de una patologia
que solo es “rara” en quienes no la sufren, ya que es evidente que los porcentajes
no tienen en medicina mds que un valor estrictamente epidemiolégico.

En Europa —como indica el Dr. Manuel Palacin en su contribucién a la re-
vista de la SEBBM de enero-junio 2018- se consideran “raras” las enfermedades
que afectan a no mas de uno por cada dos mil nacimientos, lo que supone 260
mil pacientes en la Unién Europea (508 millones de habitantes). En la base de
datos “Online Mendelian Inheritance in Man” (OMIM) se describen las carac-
teristicas genotipicas de unos 10 mil trastornos monogénicos. Los genes respon-
sables se han identificado en aproximadamente la mitad de los casos. El objetivo
del International Rare Diseases Research Consortium (IRDRC) es desarrollar
para el ano 2027 al menos mil nuevas terapias de enfermedades infrecuentes. El
grupo de Palacin —ver la excelente descripcién que hace de las bases moleculares
de la reabsorcién renal de aminoacidos— contribuird sin duda a hacer posible tan
relevante meta biomédica.

La progresiva personalizacién de la medicina, el descubrimiento de la singu-
laridad en cada momento de la existencia humana, pone de relieve la importan-
cia de poder destinar progresivamente unos fondos mayores a la investigacion
biomédica, que demuestra que, en términos cientificos, lo imposible no existe.
Lo que no puede ser es que actualmente se destinen mas de 4.000 millones de
dolares al dia a armas y gastos militares cuando miles de personas mueren de
hambre y de extrema pobreza. Es necesario un nuevo concepto de seguridad que
no solo se ocupe de las fronteras y territorios sino de los habitantes de dichos
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territorios: una vida digna que, segtin las Naciones Unidas, representa acceso a
los alimentos, al agua potable, a servicios de salud y educacién de calidad, desde
la primera infancia.

Los equipos de investigadores coordinados en el CIBERER, alentados por
las asociaciones de enfermos y de familiares, llevardn a cabo sin duda la “hoja de
ruta” adecuada para la prevencién de alteraciones irreversibles.

La importancia que la Fundacién Ramén Areces viene concediendo a las
enfermedades raras (figura 12) se demuestra, una vez mds, en las importantes
cantidades que se dedican a dicha prevencién en el XIX Concurso Cientifico
(de 2.582.454 euros destinados a investigacién cientifica, 1.184.000 curos se
destinan a enfermedades infrecuentes, ademas de los 600.000 euros destinados
especificamente al cribado genético).

El Plan de Cribado Genético tiene como misién llevar a cabo la caracte-
rizacién precisa del defecto molecular a través de la determinacién de la mu-
tacién genética causante de la enfermedad. Este proceso solo puede llevarse
a efecto con la secuenciacién del gen o genes mutados, un proceso que no ha
sido posible hasta el desarrollo de la denominada “secuenciacién masiva”. En
efecto, mediante esta técnica se lleva a cabo la lectura completa del genoma, lo
que permite localizar el gen mutado y, ain mas importante, las caracteristicas
especificas de la mutacién. El conocimiento de estos detalles es clave para el
diseno del tratamiento, dado que permitird la eleccién del factor o cofactores,
cambios en la dieta o, incluso, en su caso, los farmacos adecuados. En enero del
afo 2015, la Dra. H.C. Hooward, de la Universidad de Uppsala, publicé en
Science (figura 13) la importancia que podria tener la investigacién gendmica
en la prevencién de las enfermedades moleculares.

Se propone llevar a cabo un plan piloto conjunto del CEDEM con el CIBE-
RER y el Instituto Pedidtrico de Enfermedades Raras del Hospital San Juan de
Dios de Barcelona, para determinar si la “prueba del talén” —que actualmente
diagnostica una treintena de alteraciones metabdlicas— podria incluir la detec-
cién gendmica, amplidndose de este modo la capacidad preventiva de otras alte-
raciones patolégicas infrecuentes.

El proyecto piloto incluird multiples aspectos, desde los técnicos de secuen-
ciacion NGS y andlisis bioinformatico, a los relativos al asesoramiento genéti-
co, pasando por los aspectos del andlisis de secuencia y emision de informes de
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resultados del cribado. La publicacién “Genome Secuencing in Newborn Scree-
ning?”,de 2015, aportada por el Dr. Francesc Palau, destaca el relieve que tendria
dicha ampliacién para la prevencion de estas alteraciones, de las cuales ya se han
descrito mas de 5.000.

Supervisara este proyecto, que se pretende ampliar a otros centros hospitala-
rios, el Dr. Pablo Lapunzina, Director Cientifico del CIBERER.

La Dra. Belén Pérez, coordinadora de esta Jornada, ha contribuido en primer
lugar a las actividades del CEDEM, que cuenta hoy con la colaboracién de unas
cincuenta personas y constituye la proyeccion joven de una institucién que tiene
sus raices hace mds de 50 anos. En este periodo de tiempo se han diagnosticado
mds de 5.000 casos de metabolopatias (figura 14), lo que ha modificado para
muchos de los pacientes el curso natural de la enfermedad, disminuyendo de
forma dréstica la morbilidad y la mortalidad y favoreciendo la prevencién en nu-
merosas familias. Ademds de confirmar el diagnéstico bioquimico han sido ca-

Figura 14
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paces de identificar en la mayoria de los casos el gen responsable de la patologia
y, utilizando pruebas funcionales disefadas ad hoc, predecir el fenotipo y aplicar
una terapia especifica basada en el genotipo. En la actualidad, los objetivos del
CEDEM estan dirigidos a mejorar y acelerar el diagnéstico de las enfermedades
metabdlicas hereditarias utilizando una combinacién de herramientas “6micas”
-gendmicas, transcriptémicas, metaboldémicas, metilémicas- con un propdsito
preventivo y terapéutico.

El Dr. Francesc Palau, pediatra-investigador con una destacada trayectoria en
genética médica, ha contribuido al estudio fisiopatoldgico de la ataxia de Frie-
dreich y otras alteraciones de esta naturaleza que requieren un profundo conoci-
miento de la genética y epigenética. Su articulo titulado “Fenotipos, genes y molé-
culas: la necesidad de investigar en enfermedades ravas”, publicado en la Revista de
la SEBBM, en marzo de 2018, resume muy bien el gran alcance de las lecciones
aaprender y remedios a aportar con una vision patoldgica progresivamente per-
sonalizada. Es particularmente interesante el planteamiento de las axonopatias
en las enfermedades neurodegenerativas.

No cabe duda de que, después de 50 anos de cribado neonatal en Espana, es
muy acertado intentar ampliar su émbito mediante la inspeccién gendmica.
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LA FUNDACION RAMON ARECES
Y EL TRIANGULO CRITICO DEL RECIEN NACIDO

José Maria Medina

Catedrético Emérito de Bioquimica y Biologia Molecular
Conscejero Cientifico de la Fundacién Ramén Areces

En 1976, Don Ramén Areces habia desarrollado un paradigma de grandes
almacenes que habia revolucionado el sistema de ventas en Espana. Es en este
momento cuando se identifica, una vez mds, con el medio en que vive y decide
“devolver a la sociedad parte de lo que esta me ha dado con anterioridad”. Para
ello, crea una fundacién con el objetivo de promocionar el desarrollo de la in-
vestigacion cientifica en Espana. Para identificar los fines que su fundador asigna
a la nueva institucién, basta con observar el logotipo de la Fundacién Ramén
Areces (figura 1), el cual porta la carabela del descubrimiento y la rosa de los
vientos transmutada en rueda de la tecnologia, ambas coronadas por un aguila
que nos anima a mirar lejos con la esperanza de alcanzar metas aparentemente
distantes. Es una clara imagen de la investigacién cientifica trazada mediante
simbolos emblemadticos de nuestra historia. Es el fiel reflejo del pensamiento de
Ramoén Areces: promover lo que hoy denominamos “investigacion traslacional”
Y, muy especificamente, la investigacion traslacional... nacional.

Cuando se crea la Fundacién Ramén Areces, el sistema de asignacion de
fondos para la investigacién cientifica por los organismos oficiales estd en plena
expansion. Sin embargo, los fondos disponibles no permiten financiar todos los
proyectos que demandan los cientificos espanoles. No es de extrafiar que grupos
de sobrada solvencia se vean marginados en razén de prioridades mis o menos
reconocidas. Sin embargo, es en estos grupos donde fija su atenciéon Ramén Are-
ces, pues pide a sus asesores que detecten los grupos de estas caracteristicas, es
decir, pequefios equipos de investigacién, solidamente formados pero que, por
su juventud o por lo desconocido de sus temas de trabajo, son ignorados por
las fuentes de financiacién de 4mbito nacional. Ayudar a grupos de estas carac-
teristicas cumple, ademds, con el deseo de Ramén Areces de no competir con
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Figura 1. Logotipo de la Fundacién  las ayudas oficiales, ya que hay que sumar es-

Ramén Areces. fuerzos y no perderse en vanidades inutiles. El
resultado de esta filosofia es que la Fundacion
Ramoén Areces dedica su esfuerzo a ayudar a
grupos jovenes que han demostrado una evi-
dente potencialidad y que estidn necesitados
de un impulso inicial que les permita alcanzar
un lugar dentro de la comunidad cientifica in-
ternacional. Una vez mas, el deseo de Ramoén
Areces resulta premonitorio; estd claro que
con frecuencia la ciencia habita en lugares
huérfanos, pero que, si son debidamente cul-
tivados, dan los frutos més inesperados. Esta
tendencia a liberar de la orfandad a pequefios
grupos dedicados a investigaciones de cardcter
minoritario, pero potencialmente de una gran
repercusiéon humana, conduce a la Fundacién
Ramén Areces a constituirse en adalid de la
investigacién en Enfermedades Raras. Pues
estas enfermedades son raras por su baja pre-
valencia, pero muy relevantes en cuanto a su repercusion social y al sufrimien-
to de las familias que las padecen. De hecho, la investigacién en Enfermedades
Raras es el paradigma de la ciencia, es decir, nos interesamos en la investigacion
del origen de la enfermedad con objeto de disenar medicamentos que consigan
disminuir el sufrimiento de los enfermos. Empero, de su descubrimiento colegi-
mos el funcionamiento normal de nuestro cuerpo. Se trata del célebre axioma de

la patologia a la fisiologia.

Pero cuando la Fundacién comienza sus primeros pasos no se habla atn de
enfermedades raras sino de enfermedades perinatales, es decir, metabolopatias
congénitas, deficiencias en el crecimiento intrauterino o enfermedades relacio-
nadas con el trauma del parto. De hecho, la salud del recién nacido depende de
un tridngulo de circunstancias cuyos vértices ocupan las principales amenazas
que acechan al nifio desde su concepcidn hasta su acceso a la vida extrauterina
(figura 2). El 4ngulo superior del mencionado tridngulo estd ocupado por los
condicionamientos genéticos, los cuales son, sin duda, los mds determinantes
para su bienestar futuro y los més dificiles de modificar en su beneficio. En este

-30-



Figura 2. Tridngulo critico del recién nacido.

sentido, en el dngulo superior radican las enfermedades genéticas de las que ca-
recemos en la mayoria de los casos de tratamientos definitivos, pero que su de-
teccién precoz permite una intervencién pronta y adecuada para paliar o, en
su caso, evitar las secuelas ocasionadas por el defecto genético. En los dngulos
inferiores del tridngulo se encuadran las que podemos denominar enfermedades
“adquiridas’, es decir, aquellas que se producen como consecuencia de proble-
mas durante la gestacion o durante el periodo postnatal temprano. De hecho, el
crecimiento intrauterino puede verse alterado por muy diversas circunstancias,
tales como la insuficiencia placentaria o la diabetes materna, mientras que el de-
sarrollo neonatal puede estar amenazado por la hipoxia transpartum, la prema-
turidad, ductus arterioso patente, etc. Si el recién nacido es capaz de superar los
vértices de este tridngulo critico se abren para ¢l todas las expectativas de una
vida saludable exenta de secuelas permanentes.

Consciente de la importancia de los tres vértices de este tridngulo critico del
7 . ./ 4 . . .
recién nacido, la Fundacién Ramén Areces se propuso desde sus inicios apoyar a
los grupos espanoles implicados en la investigacién de la etiologia molecular de
las enfermedades genéticas (entonces llamadas metabélicas), la de las causadas
por trastornos en el crecimiento intrauterino, asi como las ocasionadas por la
hipoxia transpartum. Por ello, los primeros grupos que recibieron el impulso
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de la Fundacién Ramoén Areces fueron el dirigido por Magdalena Ugarte, en la
Universidad Auténoma de Madrid, para el estudio de las enfermedades metabé-
licas; el dirigido por Emilio Herrera, en la Universidad San Pablo-CEU, para el
estudio de la diabetes materna; y el dirigido por José M* Medina, el que suscribe,
primero en la Universidad Auténoma de Madrid y, posteriormente, en la Uni-
versidad de Salamanca, para el estudio de la prematuridad e hipoxia neonatales.
Gracias a este impulso, en el vértice superior del tridngulo critico se consoli-
daron las bases para la deteccion y tratamiento de enfermedades tan deletéreas
como la fenilcetonuria, galactosemia y acidemia metilmaldnica, entre otras. Y
de la investigacion realizada en los vértices inferiores se sentaron las bases para el
control de la diabetes de la madre durante la gestacion, el manejo y tratamiento
del neonato prematuro, etc.

Pero no se ha tratado de una accién puntual, puesto que la Fundacién Ramén
Areces ha tenido un interés continuado en promocionar la investigacion de las
enfermedades raras. Prueba de ello es que, solo en los tltimos 12 afios, la Funda-
cién Ramon Areces ha concedido 90 Ayudas a la Investigacién en enfermedades
raras, dedicando para ello un total cercano alos 10 millones de euros. Asimismo,
ha organizado 25 simposios en colaboracién con el CIBERER y concedido 15
becas postdoctorales para investigadores jévenes interesados en la investigacion
de las enfermedades raras.

Los que desde la Fundacién Ramén Areces, como el Profesor Mayor Zara-
goza, el Profesor Rodriguez Villanueva o yo mismo, hemos perseguido la con-
secucién de los objetivos propuestos por D. Ramén Areces nos sentimos orgu-
llosos de haber contribuido al desarrollo de la investigacién en este campo, con
la certeza de que este es el camino para la lucha contra estas enfermedades que a
menudo afectan a nuestras mas queridas e indefensas criaturas.
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Y DESPUES DEL CRIBADO NEONATAL AMPLIADO
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Metabdlicas Congénitas. Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela
Universidad de Santiago de Compostela. Centro de Investigacién Biomédica en
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RESUMEN

Tras 50 afos de recorrido del cribado en Espana y ya unos afios con el
cribado ampliado no cabe duda que los programas de cribado neonatal cons-
tituyen uno de los avances més significativos que se han producido en Salud
Publica, beneficidndose casi 400.000 nifios/afno en Espafia. Su prictica, con
cobertura de pricticamente 100% de los recién nacidos pese a no ser obliga-
torio en nuestro pais, ha significado uno de los grandes logros asistenciales en
Pediatria.

INTRODUCCION

El ser humano tiene su dotacidn genética, pero después le influyen oportuni-
dades, adversidades, destino, suerte, que pueden interferir en su evolucién. No
cabe duda que la implementacion del cribado ampliado ha supuesto un cambio
en la evolucién de muchos pacientes, particularmente con enfermedades meta-
bélicas hereditarias del metabolismo intermediario. Y es que, el poder detectar
en el neonato un error congénito de metabolismo (ECM) cuando atn estd sin
sintomatologia clinica juega y ha jugado un papel determinante en el prondstico
de estos pacientes.

El cribado neonatal es un proceso para la identificacién precoz de trastornos
en el neonato sobre todo metabdlicos, pero también endocrinos, inmunolégi-
cos, auditivos..., para su diagndstico, tratamiento y seguimiento a largo plazo. El
cribado encaminado al diagndstico precoz de estas enfermedades congénitas ha
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demostrado ser eficaz, eficiente y efectivo tanto desde el punto de vista del diag-
ndstico como desde el de la sanidad publica y del de la rentabilidad econémica.
Actualmente estd implementado en mayor o menor grado en la gran mayoria de
los paises industrializados.

El cribado neonatal se inicié en la segunda parte del siglo XX, basdndose en
los trabajos de Robert Guthrie [1] que desarrollé una prueba sencilla, econémi-
cay eficaz para determinar si los neonatos padecian fenilcetonuria (PKU). Des-
dela década delos 90, a raiz de los hallazgos de Millington [2], la espectrometria
de masas en tindem (MS/MS) ha ido incorpordndose gradualmente en los pro-
gramas de cribado neonatal de muchos paises, surgiendo asi el cribado ampliado.
Es la herramienta mas poderosa que ha aparecido en los tltimos 20 anos en el
campo del diagnéstico neonatal de los ECM por tratarse de un sistema de gran
versatilidad, sensibilidad y alta capacidad de andlisis que ha permitido ampliar
el cribado al realizar la medida simultdnea de varios metabolitos y hacer casi rea-
lidad el concepto ideal para el cribado de: 1 muestra — 1 analisis — multiples
diagndsticos [3].

Galicia fue la primera Comunidad Auténoma en Espana, y de las prime-
ras de Europa, en iniciar el cribado neonatal ampliado por MS/MS en junio
del 2000 [3, 4], posteriormente se fueron incorporando otras Comunidades
produciéndose una gran variabilidad entre ellas en las entidades cribadas. El
Consejo Interterritorial del Sistema Nacional de Salud aprobé, en julio de
2013, las enfermedades que formarian parte del nuevo programa de criba-
do neonatal de enfermedades endocrino-metabdlicas incluido en la cartera
comun bdsica del SNS. Asi, las enfermedades que se indica cribar en Espana
actualmente son: hipotiroidismo congénito, fenilcetonuria, fibrosis quisti-
ca, deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de cadena media, deficiencia de
3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de cadena larga, aciduria glutérica tipo I
y la enfermedad de células falciformes [5]. En estos meses proximos esta pre-
visto incorporar una octava entidad, la deficiencia de biotinidasa (tabla 1).
Actualmente ya en bastantes paises de EEUU, Europa y en varias comunida-
des de Espana se criban un mayor numero de entidades, particularmente del
metabolismo de aminodcidos, dcidos organicos y defectos de la f-oxidacion
de 4cidos grasos.
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Tabla 1. Enfermedades recomendadas para cribado y/o
en estudio piloto a nivel nacional en el momento actual.

Enfermedad

Qué puede prevenir el cribado

Tratamiento

Hiperfenilalaninemia/
Fenilcetonuria

Retraso mental, convulsiones,
coma, muerte

Dieta restringida en fenilalanina
Tratamiento con BH4 en
algunos casos

Enfermedad de Jarabe
de Arce

Retraso en el desarrollo mental,
convulsiones, coma, muerte

Dieta restringida en aminodcidos
de cadena ramificada.
Tiamina

Dafio hepatico y renal con se-

Dieta restringida en fenilalanina y

Tirosinemia tipo1 cuelas. Retraso en el crecimien- | tirosina.
to, coagulopatias Tratamiento con NTBC
Retraso mental, luxacion del . o -
L o - Dieta restringida en metionina
Homocistinuria cristalino, miopfa severa,

tromboembolismo

Betaina, B12, B6, folato

Aciduria Glutarica tipo 1

Retraso en el desarrollo, espas-
ticidad, encefalopatia, coma,
muerte

Dieta restringida en proteinas.
Carnitina.

Aciduria Isovalérica

Encefalopatia, dafio neuroldgico,
coma, muerte

Dieta restringida en proteinas.
Glicina, carnitina

Déficit de B-oxidacion de
acidos grasos de cadena
media (MCAD)

Hipoglucemia, convulsiones,
coma, muerte subita

Tto dietético rico en hidratos de
carbono y sin exceso de grasas.
Evitar el ayuno. Carnitina en
ocasiones

Déficit de p-oxidacion de
acidos grasos de cadena
larga (LCHAD/TFP)

Cardiomiopatia, coma, muerte
stbita

Tto dietético restringido en grasas
de cadena larga, dieta rica en
hidratos de carbono de absorcion
lenta, evitar ayuno.

Suplemento de triglicéridos de
cadena media y carnitina en algu-
nos €asos

Deficiencia de Biotinidasa

Retraso mental, convulsiones,
afectacion cutanea, muerte

Biotina

Fibrosis quistica

Retraso en el crecimiento, enfer-
medad pulmonar cronica severa,
muerte prematura

Terapia segun evolucion

Hipotiroidismo congénito

Retraso mental severo. Retraso
de desarrollo

Hormona tiroidea
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El objetivo de un buen cribado ampliado es ambicioso, pues aparte de un
numero 6ptimo de entidades que sean susceptibles de cribar, es que se realice la
determinacién al 100% de los recién nacidos y se tenga el diagnéstico e inicio
del tratamiento en los primeros 10 dias de vida. Para esto es necesario que la
muestra se tome en el momento adecuado (24-48 horas de vida en general) y
que el tiempo entre toma de muestra y andlisis iddneamente sea de 1-2 dfas.

@E HA PERMITIDO EL CRIBADO NEONATAL AMPLIADO
EN CUANTO A LAS PATOLOGIAS A DETECTAR

El poder detectar una entidad en el periodo neonatal por cribado ampliado
ha supuesto:

e Con laexpansion del cribado neonatal podemos evitar o prevenir el de-
sarrollo de sintomas al efectuar un tratamiento precoz en enfermedades
que generalmente se manifiestan fuera del periodo neonatal. Es la situa-
cién ideal del cribado ampliado neonatal y la que se produce en la ma-
yorfa de las ocasiones: la identificacién presintomdtica de anomalias que
permite la aplicacion de tratamientos precoces y facilita un buen pronds-
tico a largo plazo de las patologias derivadas. El diagndstico precoz evita
o minimiza las complicaciones, evita pruebas diagndsticas innecesarias e
identifica familias susceptibles de asesoramiento genético.

Ejemplos a tener en cuenta:

- La fenilcetonuria, en el nacimiento tienen un aspecto normal, con
tendencia a piel blanca, cabello y ojos claros. Posteriormente tienden
a presentar piel seborreica o con eczema, olor a ratén, microcefalia,
retraso mental, retraso de crecimiento, prognatismo mandibular. Su
deteccidn y tratamiento precoz permiten una evolucion normal. Des-
de el inicio del cribado en Espana hasta 2017 se han beneficiado 1.832
nifos. Ademds, si siguen un control adecuado estas futuras mamds
PKU pueden evitar, dado que la fenilalanina elevada es teratdgena, la
embriofetopatia por PKU [6].

- Laaciduria glutdrica tipo 1, cuyo debut clinico es generalmente en la
primera infancia con una crisis de encefalopatia aguda, que provoca
destruccién y necrosis de los ganglios basales y que tiene como conse-
cuencia una gran disfunciéon neuroldgica. En cambio, el diagnéstico y
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tratamiento temprano se asocia en general a una evolucién neurolé-
gica favorable, por lo que su identificacién precoz constituye un reto
diagnéstico [7]. En la tabla 2 se puede objetivar la deteccién y evo-
lucién de pacientes con aciduria glutdrica tipo 1 con diagnéstico por
cribado y tardio de Galicia.

La homocistinuria clasica, por déficit de Cistationina 8-sintasa, don-
de muchos de los que no son diagnosticados por cribado presentan
ya al diagnéstico luxacién del cristalino, miopia severa, habito mar-
fanoide e incluso en algunos la deteccién es por las alteraciones vas-
culares con tromboembolismo que puede ser muy severo y marcar el
pronoéstico. Con un tratamiento controlado desde el periodo neona-
tal se espera que no desarrollen ninguno del cortejo de esta sintoma-

tologia [8].

Tabla 2. Pacientes de Galicia con deteccién precoz
y tardia de aciduria glutérica tipo 1 [7].

Pacientes 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Sexo M F M F F F M M M
Tiempo 10a
desegui- | 9a9m | 9a7m | 3a6m | 2a2m | 23m | 16m | 4a1m om 10a
miento
Edad al
diagnés- | 8dias | 7 dias 1,5 2,0 1,1 1,6 8m 14m | 13a10m
: dias dias dias dias
tico
Presen- . Ma- ' Ma- Ma- Ma- CFIS!S CFIS!S Paralisis
. Asinto- Asinto- encé- | encé- | cerebral
tacion " croce- " croce- | croce- | croce- , , o
ey matico ; matico ; . .~ | falopa- | falopa- | distonica
clinica falia falia falia falia ) )
tica tica grave
g';‘:m'ma' 1 1 | Normal | Normal | Normal| 1 [1,2,3] 1,2 | 1,3,4

1 = Aumento del espacio subaracnoideo frontotemporal con apertura de las cisuras silvianas,

2 = Hipersenal a nivel de los ganglios basales, 3 = Desmielinizacién cerebral bilateral, 4 = Atro-

fia cerebral

difusa.

M = masculino, F = femenino.
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e Con la expansion del cribado neonatal podemos prevenir el desarrollo
de sintomas mas discapacitantes e incluso letales al efectuar un trata-
miento precoz.

Ejemplos a tener en cuenta:

— Defectos de la P-oxidacion de 4cidos grasos de cadena larga
(LCHADD). La mayoria no presentan sintomas a la deteccidn; pero
también pueden presentar elevaciéon de CPK, cardiomiopatia ¢ hipo-
glucemia. Los fenotipos severos de deficiencia completa de proteina
trifuncional se manifiestan precozmente, incluso antes del cribado, y
pueden llegar a ser letales. Es importante tener presente los anteceden-

tes obstétricos pues la madre pudo haber tenido en el embarazo un S.
HELLP.

Con un tratamiento precoz se reduce significativamente la morbimor-
talidad. No obstante, a pesar del tratamiento adecuado y con 6ptimo
cumplimiento desarrollan retinopatia pigmentaria progresiva un 30%,
también mds raramente pueden desarrollar neuropatia periférica (més
en déficit de proteina trifuncional) [9, 10].

- Tirosinemia tipo 1. Con el cribado neonatal es frecuente que a su de-
teccidn estén asintomadticos; raramente pueden presentar alteraciones
de la coagulacion e incluso fallo hepatico. Tras el tratamiento precoz
con nitisinona y dieta restringida en fenilalanina y tirosina, no tienen
en general descompensaciones hepéticas ni neuroldgicas, y el deterioro
de enfermedad crénica hepatica es raro. Ademds, el riesgo de hepato-
carcinoma es mucho menor. Sin embargo, problemas con déficit de
atencion y dificultades de aprendizaje pueden presentarse también en
los pacientes detectados a través del cribado [11].

- Galactosemia clasica. El diagndstico y el tratamiento precoz estin en
relacion directa con la prevencion de la morbilidad y la mortalidad de
la enfermedad durante el periodo neonatal, evitando la aparicién de
secuelas irreversibles para el paciente. En el estudio GALNET: 466
casos de galactosemia cldsica de los que 232 fueron detectados cribado
neonatal. Observan que la deteccién por cribado neonatal y el inicio
de dieta en la primera semana de vida implican una evolucién mis fa-
vorable, aunque no evita la aparicién de complicaciones tardias [12].
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e A veces enfermedades graves del metabolismo intermediario se mani-
fiestan en las primeras horas o dias de vida previo a saber los resultados
del cribado pero su deteccién ayuda a hacer un tratamiento mas precoz
y que este pueda ser efectivo.

Ejemplos a tener en cuenta:

— Enfermedad de la orina de jarabe de arce. Las formas clésicas, que
constituyen el 80% de los casos, presentan una actividad enzimdtica
< 3% y en ocasiones pueden manifestarse clinicamente antes de tener
los resultados del cribado neonatal. Asi, en el estudio realizado por los
grupos del Hospital Sant Joan de Dé¢u, Virgen del Rocio y el Clinico
de Santiago, se objetivd que hasta en el 50% de los casos de deteccion
precoz se realizaban medidas de didlisis frente al 100% de los de detec-
cién tardia [13]. Un diagnéstico rapido una vez empiezan los sintomas
permite una actuacién mas rapida, implicando con ello un mejor pro-
ndstico.

— Defectos del ciclo de la urea como la Citrulinemia tipo 1. Puede mani-
festarse en alguna forma muy grave con hiperamoniemia severa antes
de tener los resultados del cribado, pero el disponer de los resultados
rapidamente contribuye a que el tratamiento sea mas eficaz. Un ejem-
plo es un caso de deteccién del cribado de Galicia con ese diagnésticoy
que fue publicado en Anales Ped (Barc.) en 2010 y en el que el paciente
estaba somnoliento sin haberse diagnosticado y al tener los resultados
del cribado la administracién rdpida con fenilbutirato permitié una
mejor evolucién [14].

e Se detectan a veces fenotipos que pueden ser mucho mas moderados 'y
v 4 . R .
que en algun caso podrian estar asintomaticos toda su vida.

EijPlOS a tener en cuenta:

— Deficiencia de la B-oxidacién de 4acidos grasos de cadena media
(MCADD), se ha visto que por cribado es relativamente frecuente
observar fenotipos moderados, con niveles de octanoilcarnitina (C8)
y de los ratios C8/C2 y C8/C10 discretamente elevados y que no pre-
sentan la mutacién ¢.985A>G en homocigosis en el gen MCAD. En
cualquier caso, se debe realizar un tratamiento dietético simple sin
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exceso de grasas, evitando el ayuno prolongado y ante situaciones de
estrés asegurar alto aporte de carbohidratos.

— Acidemia isovalérica. Por cribado se pueden detectar a veces formas
asintomaticas. Si C5 estd entre niveles de 0,8 y 6 umol/L en el cribado
pueden permanecer asintomdticos incluso durante episodios febriles
sin tratamiento dietético. Las formas mds severas tienen generalmente
> niveles de C5. Por ello, si niveles de C5 entre 0,8 y 6 pmol/L se acon-
seja tratamiento dietético moderado con aporte proteinas naturales de
1,5 g/kg/dia y carnitina. Segin la evolucién de niveles CS y estudios
moleculares podemos ir liberalizando mds la dieta, con una actitud
mds agresiva en los episodios de estrés [15].

* A veces se detectan elevaciones transitorias por transferencia placen-
taria de metabolitos maternos y que permite la deteccion del déficit en
sus madres.

— Déficit del transportador de carnitina. Se han detectado por cribado
madres con deficiencia primaria de carnitina asintomaticas, con nive-
les de carnitina muy bajos, sin estar sus hijos afectados.

* Sepueden detectar “alteraciones bioquimicas” que no se corresponden
con una enfermedad determinada.

El cribado detecta, pero generalmente se precisan mas estudios para el diag-
néstico. Asi, una elevacién de C3 puede corresponder a varias entidades pero
también puede ser un falso positivo y hay que considerar una deficiencia de vita-
mina B12 materna (figura 1).

El cribado de fibrosis quistica positivo, de acuerdo al consenso americano
[16] exige la determinacién posterior de Cl en sudor y estudio genético si este
no esta incluido en el cribado.

e Conocimiento real de la prevalencia de muchas enfermedades que no
eran conocidas, al posibilitar la observacién de un mayor niimero y real
de ECM en comparacién con el periodo anterior a su utilizacion. Asi, en
la literatura se ha comprobado que hay entidades, como la deficiencia de
la B-oxidacién mitocondrial de los dcidos grasos de cadena media, que
tienen una prevalencia casi similar a la fenilcetonuria o incluso mayor en
algunos paises. Asimismo que la aciduria orginica mds frecuentemente
detectada es la metilcrotonilglicinuria [4, 17, 18].
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Figura 1. Elevacién de propionilcarnitina (C3) en el analisis de cribado neonatal,
qué puede significar.

En Galicia, las entidades més frecuentemente diagnosticadas tras la instaura-
cién del cribado son las hiperfenilalaninemias (1/4040), deficiencia de MCAD
(1/19900) y galactosemias (1/19100). Las dos primeras son también las més fre-
cuentemente encontradas en otros Centros como en Portugal, Carolina del Nor-
te y otros paises del entorno europeo, no asi la galactosemia que en nuestro medio
se busca de forma especifica. Comprobamos igualmente una mayor incidencia
de déficit de biotinidasa (1/30.023), de aciduria glutdrica tipo 1 (1/35.027) y de
enfermedad de la orina de jarabe de arce (1/52.541) reflejada en la literatura [4].

@E HA PERMITIDO DE FORMA GLOBAL
EL CRIBADO NEONATAL AMPLIADO

Tras ya dos décadas de experiencia en el cribado neonatal ampliado se ha
comprobado:

* Mayor incidencia de las enfermedades cribadas de lo que pensabamos.
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e Conocer mejor la historia natural de estos procesos. Se han objetivado
cambios en la historia natural con nuevas formas de presentacién y tam-
bién formas mds moderadas. Un mejor conocimiento de la historia natu-
ral nos permitird poder establecer tratamientos mds efectivos.

* Reduccidn significativa de la morbimortalidad de las patologias detec-
tadas.

e El cribado neonatal es econdmicamente vélido. El coste promedio de la
discapacidad en Espana es de 50.000€ por ano de vida de la persona dis-
capacitada [19]. El cribado neonatal no solo salva vidas, sino que también
es econdmicamente vélido con una reduccién significativa en la atencién
critica y los gastos de atencién médica crénica. En mds del 95% de las
enfermedades que detecta, evita la discapacidad y en el 100% mejora sig-
nificativamente la calidad de vida. Por lo que su rentabilidad est4 fuera de

toda duda.
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RESUMEN

El cribado neonatal es una actividad de prevencién secundaria en salud pu-
blica, cuyo objetivo final es llegar a un diagnéstico precoz para aplicar el trata-
miento adecuado, que conduzca a la eliminacién o reduccién significativa de la
discapacidad y secuelas asociadas a la enfermedad concreta.

El evento més relevante en la historia del cribado neonatal fue la descripcion
de la fenilcetonuria (PKU) por el Dr. Asbjorn Folling. Esta enfermedad ha sido
el paradigma de las enfermedades metabdlicas hereditarias (EMH) y se ha utili-
zado como modelo, ya que el tratamiento temprano ha demostrado ser eficaz en
la prevencién de la sintomatologia clinica.

En los anos 90 la introduccién de la espectrometria de masas en tindem
(MS/MS) en los laboratorios de cribado neonatal dio lugar a un cambio de pa-
radigma. Esta metodologia permite la medida simultinea de diferentes meta-
bolitos en un tnico ensayo y en consecuencia sustituir el concepto: 1 analisis/1
gota de sangre/1 enfermedad, por el de 1 anélisis/1 gota de sangre/ multiples
enfermedades. Esta tecnologia desperté mucho entusiasmo y se empezaron pro-
gramas sin unos criterios claros de inclusién de las enfermedades. Este hecho ha
generado muchas desigualdades entre distintos programas. Por lo tanto, existe
una necesidad urgente de llegar a un consenso sobre las enfermedades que se
deberian incluir en el cribado neonatal.

De la misma forma que no se puede hablar de los inicios del cribado neonatal
sin mencionar a Asbjorn Felling, tampoco se puede hablar del cribado neona-
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tal ampliado sin mencionar a Piero Rinaldo, ya que ideé unas herramientas de
interpretacion post-analitica que han ayudado de forma decisiva a la implemen-
tacién de dichos programas en todo el mundo (CLIR 2.09; https://clir.mayo.
edu). CLIR es una base de datos interactiva que incluye los marcadores bioqui-
micos primarios. En algunos casos estos son muy especificos, de forma que los
falsos positivos son minimos, pero en otros no es asi. Para estos ultimos es nece-
sario afadir un marcador de segundo nivel, que se realiza en la muestra de sangre
inicial, contribuyendo asi a la disminucién de falsos positivos, a la disminucién
de la angustia paterna ademds de llegar de forma mas répida al diagndstico y en

consecuencia al tratamiento.

La integracién de todas las dmicas ha iniciado ya su andadura en varios as-
pectos motivados en gran parte por la implementacion de las técnicas de secuen-
ciacién masiva al diagnéstico clinico. Todavia existen muchos desafios técnicos
para que este sistema pueda adaptarse al cribado neonatal de forma inmediata,
pero estamos convencidos de que la integracién y confluencia de todos los cono-
cimientos en grandes bases de datos es el camino a seguir.

CRIBADO NEONATAL

Es una actividad de prevencién secundaria en salud publica, ampliamente
aceptada a nivel internacional, dirigida a identificar precozmente los recién naci-
dos asintomaticos afectados por determinadas enfermedades, la mayoria de ellas
de origen genético.

El objetivo final de esta actividad preventiva consiste en llegar a un diagnds-
tico definitivo para aplicar un tratamiento adecuado, que conduzca a la elimina-
cién o reduccién significativa de la discapacidad y secuelas asociadas a la enfer-
medad concreta.

El cribado ha de estar centrado en el interés del nifo, y el sistema de salud
debe garantizar no solo el diagnéstico si no el tratamiento y el seguimiento clini-
co de los ninos diagnosticados precozmente. Asi pues el cribado neonatal no es
solo un andlisis, es un programa, que debe reunir a todos los profesionales en un
inico equipo que actie de forma coordinada y que realice reuniones periddicas
de revisién y trasmision del conocimiento, asi como el mantenimiento adecua-

do de las bases de datos. El equipo ha de estar formado por:
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* Salud Publica de cada CCAA, que financia y coordina el programa, pro-
curando que sea de alcance universal.

e Centro maternal donde haya nacido el nino. Tiene una labor muy im-
portante en la obtencién de la muestra del talén, de forma adecuada, e
informando a los padres de los estudios que se van a realizar a sus hijos.

e Laboratorio de cribado. Su labor es fundamental en la realizacién de los
andlisis. La metodologia utilizada debe ser rdpida y fiable evitando, ade-
mas, en la medida de lo posible, hallazgos indeseados.

e Jaboratoriode diagnéstico. Para confirmar o descartar la orientaciéon pro-
puesta por el laboratorio de cribado, ademas de realizar un diagnéstico
diferencial si fuese necesario.

* Hospital pedidtrico para el tratamiento, evaluacién clinica y seguimiento
del recién nacido.

* Hospital de adultos para el tratamiento y seguimiento de todos aquellos
que al alcanzar la edad adulta deban ser transferidos a un hospital adecua-

do a su edad.

INICIO DE LOS PROGRAMAS DE CRIBADO NEONATAL

El evento mds relevante en la historia del cribado neonatal fue la descrip-
ci6n de la fenilcetonuria (PKU) por el Dr. Asbjern Foelling, médico, bioquimico
y profesor de medicina nutricional de la Universidad de Oslo en 1934 (1). La
PKU hasido el paradigma de las enfermedades metabélicas hereditarias (EMH)
y se ha utilizado en la salud publica como modelo, ya que su tratamiento tem-
prano ha demostrado ser eficaz en la prevencion de los sintomas asociados a esta
enfermedad, habiéndose conseguido un cambio radical en la historia natural de
la misma.

Folling realiz6 un inesperado descubrimiento. Al agregar cloruro férrico a la
orina de dos niflos PKU, esta se volvié de color verde oscuro, mientras que las
orinas de nifios normales se volvian de color café-rojizo. Mds tarde demostré
que el color verde de la orina se debia a la acumulacién de acido fenilpiravi-
co y postuld que el retraso mental de los ninos se relacionaba con la presencia
de 4cido fenilpiravico en la orina. Folling empezé a investigar si en otros ninos
con retraso mental, estaba presente dicha sustancia, por lo que reunié6 orina de
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400 pacientes hospitalizados en el 4rea de Oslo y encontrd ocho casos similares,
que ademds de los hallazgos en la orina, compartian otras caracteristicas: todos
eran de tez clara, con eczema, tenian complexién ancha, con hombros grandes,
marcha espéstica y retraso mental acentuado. Los datos genealdgicos de estas
familias aportaron evidencia convincente para proponer que la fenilcetonuria se

heredaba de forma autosémica recesiva (2).

En su primer articulo sobre PKU, Folling habia hipotetizado que las cantida-
des elevadas de dcido fenilpirtvico en la orina, eran el resultado de la incapacidad
para metabolizar fenilalanina (3), que més adelante comprobd, en colaboracién

con los bidlogos Karl Closs y Sverre Dick Henriksen.

Los siguientes grandes hitos en la historia de la enfermedad ocurrieron en la
década de los anos cincuenta con el inicio del tratamiento dietético. En 1953,
el Dr. Bickel (4) propuso que el desarrollo de los nifios con PKU serfa practica-
mente normal si la fenilalanina se restringia de la dieta desde el periodo neona-
tal. Esta propuesta motivé la deteccidon neonatal de la PKU en muchos paises, y
en 1958 se llevé a cabo el primer programa poblacional en la ciudad de Cardiff

utilizando el test de Folling.

En EE. UU. los programas de deteccién neonatal de PKU comenzaron a
principios de la década de 1960, cuando el Dr. Robert Guthrie describié una
prueba de deteccidn simple para medir la fenilalanina de forma masiva, median-
te una gota de sangre impregnada en papel (5). Los beneficios de la deteccién en
los nifios recién nacidos atrajeron rapidamente el apoyo de la poblacién. Des-
de entonces, la deteccion a gran escala se hizo posible. El programa universal
de deteccion de recién nacidos con PKU comenzd en Massachusetts en 1963
y muchos paises establecieron rdpidamente sus propios programas. En Espana,
los pioneros en tener la visién de la importancia del programa de cribado neo-
natal fueron los Profesores Federico Mayor Zaragoza y la Profesora Magdalena
Ugarte, por lo que iniciaron dicho programa, en el ano 1968, en Granada. Pos-
teriormente, el hipotiroidismo congénito fue la enfermedad que se introdujo de
forma generalizada en los programas de cribado, por los beneficios derivados de
su deteccion neonatal. Actualmente, se realiza el cribado neonatal en una pobla-

cién aproximada de 130 millones de recién nacidos.
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CAMBIO DE PARADIGMA EN CRIBADO NEONATAL

En los afos 90 la introduccién de la espectrometria de masas en tdindem
(MS/MS) en los laboratorios clinicos y en concreto en los de cribado neonatal
dio lugar a un cambio de paradigma. Millington y Chace (6, 7) fueron los pione-
ros de la implementacion del analisis de aminodcidos y acilcarnitinas mediante

MS/MS en los programas de cribado neonatal.

Esta metodologia fue uno de los factores desencadenantes de la revisién
y expansion de los programas de cribado neonatal en todo el mundo, ya que
permite la medida simultdnea de diferentes metabolitos en un tnico ensayo vy,
en consecuencia, permite detectar diferentes enfermedades a partir de una
gota de sangre impregnada en papel. Ademas, la PKU se podia también detectar
por esta metodologia, por lo que la gota de sangre destinada inicialmente al
analisis de PKU se destinaria ahora a PKU mads otras muchas enfermedades.
Asi pues, se cambia el concepto: 1 andlisis/1 gota de sangre/1 enfermedad, por
el de 1 analisis /1 gota de sangre/multiples enfermedades.

CRITERIOS DE INCLUSION DE LAS ENFERMEDADES
EN LOS PROGRAMAS DE CRIBADO NEONATAL.
SITUACION ACTUAL

La introduccién de la MS/MS desperté mucho entusiasmo y se empezaron
programas sin que se hubiera establecido unos criterios claros de inclusién de
las enfermedades. Este hecho generé muchas desigualdades, no solo entre paises
sino también entre las distintas regiones o comunidades de un mismo pais. La
falta de equidad en materia de salud ptblica neonatal era muy evidente. En res-
puesta aello, la Secretaria de Salud y Servicios Humanos de Estados Unidos, for-
mo un Comité Asesor en el ano 2003 para proporcionar recomendaciones sobre
las pruebas de deteccién neonatal, tecnologias, politicas y pautas a seguir para
claborar unos criterios de inclusién (8). Este comité estaba formado por 289
profesionales de la salud que evaluaron 84 enfermedades candidatas. Se llegd a
un consenso de incluir un panel primario de 29 enfermedades y un panel secun-
dario de 25 enfermedades adicionales, que formarian parte del diagnéstico dife-
rencial del primer panel. Este comité se retine periédicamente y desde entonces

se han evaluado 12 enfermedades més y se han afiadido 3 al panel inicial (9).
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En Europa existe una gran diversidad en las enfermedades que se incluyen en
los programas de cribado neonatal. Desde programas que solo incluyen 2 enfer-

medades, a otros que incluyen mas de 30.

En Espana, el cribado ampliado por MS/MS se inicié en la Comunidad de
Galicia en el ano 2000 y se fueron sumando paulatinamente otras CCAA, aun-
que no todas las CCAA incluyeron el mismo nimero de enfermedades. Se pro-
dujeron muchas diferencias entre las distintas CCAA, por lo que en 2012 el
Conscjo Interterritorial del Sistema Nacional de Salud (SNS) creé un Grupo
de trabajo para el desarrollo de la cartera comin de servicios. En julio del 2013,
este grupo recomend¢ la inclusién de 7 enfermedades. A finales del 2018 se re-
comendo la inclusién de una entidad més. Actualmente, en algunas CCAA se
ha realizado un estudio piloto para otras 3 que atin estd pendiente de valoracién
(10). La realidad es que este niimero de patologfas varfa de 8 a 30 dependiendo
dela CCAA, sin tener en cuenta que pueden llegar a ser muchas mas si se inclu-

yen las que formarian parte del diagnéstico diferencial del panel primario.
En Italia, en 2018, se establecié por ley, un panel de 40 enfermedades (11).

Por lo tanto, existe una necesidad urgente de llegar a un consenso sobre las
enfermedades que se deberfan incluir en el cribado neonatal en los paises eu-
ropeos (12); para una revisién exhaustiva de las enfermedades a nivel mundial

recomendamos la lectura de Castifieras et al., 2019 (13).

Es necesario tener en cuenta que cualquier consideracién para expandir un
panel de enfermedades debe involucrar un proceso riguroso de toma de decisio-
nes que equilibre los beneficios con los riesgos de danos potenciales (14). Sin
embargo, debemos ir abandonando la rigidez inicial de los principios de Youn-
ger y Wilson (15), que fueron adecuados para una época determinada, pero se
deben ir adaptando a medida que avanzan los conocimientos. Actualmente, la
tasa de diagnéstico sobre determinadas enfermedades, que hace unos anos ni
tan solo se conocfan, ha aumentado, lo que influye directamente en un mejor
conocimiento de la historia natural de la enfermedad, en el conocimiento de
nuevos biomarcadores, en la posibilidad de nuevos tratamientos, asi como en
otros factores que conlleven un claro beneficio en cuanto a un mejor prondstico

y una mejor calidad de vida (16).
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Asi por ejemplo, los principios de Younger y Wilson modificados, que se han

utilizado en Catalunya y en otras CCAA, para revisar el programa de cribado

neonatal son los siguientes:

Que la enfermedad dé lugar a una severa morbilidad o mortalidad si no se

diagnostica precozmente.

Que exista un tratamiento eficaz o paliativo que mejore la calidad de vida
del recién nacido.

Que la incidencia de la enfermedad sea relativamente elevada por si sola,
o bien en combinacién con aquellas que se detecten en el mismo proceso
analitico.

Que el test sea rapido, sensible, especifico y aplicable a grandes masas de
poblacién.

Por otro lado, el programa debia responder a ciertos criterios establecidos por

Andermann et al. (17, 18) que se mencionan a continuacién.

Los objetivos y evaluacién del programa han de estar definidos desde el
principio.
Tiene que existir una evidencia cientifica de la efectividad del programa.

El programa tiene que integrar las pruebas de laboratorio, incluyendo el
diagnoéstico, tratamiento, evaluacién y seguimiento clinico.

El programa debe tener una garantia de calidad adecuada, asi como unos
indicadores que garanticen dicha calidad (edad al diagndstico, edad inicio
del tratamiento etc.).

El programa ha de garantizar la eleccién informada, confidencialidad y
respeto a la autonomia.

Los beneficios globales del programa han de ser superiores a los danos.

BASES DE LA TECNOLOGIA UTILIZADA PARA LA
EXPANSION DE LOS PROGRAMAS DE CRIBADO NEONATAL:
ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM (MS/MS)

La espectrometria de masas es una técnica analitica que permite la identi-

ficacién y cuantificacion de multiples analitos en una muestra bioldgica. Un

-51 -



espectrémetro de masas es un instrumento que opera bajo vacio produciendo
particulas cargadas (iones) a partir de moléculas. Posteriormente, estos iones se
analizan proporcionando informacién sobre el peso molecular del compuesto y
también de su estructura quimica. Existen muchos tipos de espectrémetros de
masas que permiten analizar una amplia gama de moléculas: desde gases y mol¢é-
culas de pequefio tamanfo hasta proteinas.

En cribado neonatal se utiliza la espectrometria de masas en tindem, este es
un instrumento que tiene més de un analizador, generalmente dos (en tdindem).
Esta metodologia es altamente especifica y sensible y es el método de elecciéon
para obtener resultados cuantitativos. En este caso, la molécula bajo anilisis
debe ser conocida y debe haber sido bien caracterizada previamente. De esta for-
ma, se pueden analizar muchos compuestos a la vez y en un tiempo muy corto,
aproximadamente 2 minutos por muestra. Ademds, la medida de multiples me-
tabolitos permite la valoracién de uno respecto a otro, lo que mejora la especifi-
cidad analitica (19), evitando falsos positivos y sobretodo falsos negativos. Asi
por ejemplo, en el programa de Catalunya se monitorizan 96 pardmetros para la
deteccion de 20 enfermedades en 2 minutos por muestra. Por todo ello, MS/MS
se ha convertido actualmente en la metodologia de eleccion para el cribado neo-
natal de las acidurias organicas, deficiencias de la beta-oxidacién mitocondrial y
trastornos de los aminodcidos.

HERRAMIENTAS POST-ANALITICAS EN LOS PROGRAMAS
DE CRIBADO NEONATAL AMPLIADOS

De la misma forma que no se puede hablar de los inicios del cribado neonatal
sin mencionar a Asbjern Folling, tampoco se puede hablar del cribado neonatal
ampliado sin mencionar a Piero Rinaldo, Co-director del laboratorio de Gené-
tica Bioquimica de la Clinica Mayo (Rochester, Minnesota). Piero Rinaldo ide6
unas herramientas de interpretacién post-analitica que han ayudado de forma
decisiva a la implementacién de dichos programas en todo el mundo (CLIR
2.09; hteps://clir.mayo.edu). CLIR es una aplicacién web de segunda genera-
cién que mantiene una base de datos interactiva de resultados de multiples labo-
ratorios de cribado. Las herramientas CLIR son aplicables ya sea al diagnéstico
de una determinada entidad o al diagnéstico diferencial entre dos entidades con
fenotipos superpuestos, etc. El acceso a CLIR estd disponible gratuitamente
para usuarios que deseen compartir sus datos de referencia y perfiles de casos

52—



positivos. El objetivo de la colaboracién y del intercambio de datos es mantener
una validacién clinica en constante evolucién y mejora. El modelo estadistico
que se lleva a cabo dentro de CLIR requiere una gran cantidad de datos con el
fin de mejorar el valor predictivo positivo de las enfermedades sujetas a cribado.

MARCADORES BIO({I'JI’MICOS PRIMARIOS

Los marcadores bioquimicos primarios son aquellos mediante los que se ini-
cia el cribado de las enfermedades. Por ¢jemplo, fenilalanina para PKU, gluta-
rilcarnitina para aciduria glutdrica tipo I, etc. En algunos casos los marcadores
primarios son muy especificos y aunque siempre se ha de realizar un andlisis de
confirmacién, los resultados son muy caracteristicos, de forma que los falsos po-
sitivos son minimos. Sin embargo, en muchas ocasiones estos marcadores no son
especificos de una enfermedad concreta, si no de varias. Ademds, estos pueden
estar alterados por otras causas no genéticas (20, 21). En estos casos, para tratar
de averiguar la causa de su alteracion se solicita una segunda muestra. El proble-
ma de esta solicitud es la angustia que se genera en los padres hasta obtener el
segundo resultado, ademds de ocasionar un retraso en el inicio del tratamiento
en los casos positivos.

En algunos programas se ha hecho el esfuerzo de incluir un marcador secun-
dario o de segundo nivel para aquellos casos en que sea necesario. El andlisis del
marcador de segundo nivel se realiza en la muestra de sangre en papel inicial, de
forma que al dia siguiente de haber encontrado una alteracién en el marcador
primario tengamos ya el resultado del marcador secundario. Todo ello, sin haber
angustiado a los padres de forma innecesaria.

MARCADORES DE SEGUNDO NIVEL

La utilizacién de los marcadores de segundo nivel en los programas de cri-
bado neonatal estd ampliamente aceptada (16, 22). En este apartado vamos a
ilustrar su utilidad en el caso de la acidemia metilmalénica, acidemia propié-
nica y homocistinuria. La deteccién de estas enfermedades se realiza habitual-
mente mediante el andlisis de propionilcarnitina (C3), metilmalonilcarnitina
(C4DC), metionina (Met) y de las relaciones C3/acetilcarnitina (C3/C2) y
C3/Met. Sin embargo, debido a la alta tasa de falsos positivos, se requiere el
uso de 4cido metilmalénico (MMA), 4cido metilcitrico (MCA) y homocisteina
(Hcys) como prueba de segundo nivel (21, 22). Estos marcadores estan altera-
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dos tanto si su origen es genético como si es adquirido. La causa adquirida mds
comun es la deficiencia de vitamina B12 en recién nacidos cuya madre es vegeta-
riana estricta. Estos recién nacidos si no se detectan y tratan, pueden llegar a te-
ner manifestaciones clinicas tan graves como las causadas por las enfermedades
genéticas (23-25). En Catalunya, a finales de 2014, se establecié la metodologia
analitica para realizar las pruebas de segundo nivel en las enfermedades que se
han mencionado arriba. Los resultados finales sobre un total de 258.345 recién
nacidos fueron:

* 142 deficiencias adquiridas de vitamina B12, en todos los casos se confir-
moé la deficiencia tanto en la madre como en el nifio. Los recién nacidos
fueron tratados con vitamina B12 y se advirtié a las madres de la necesi-
dad de tomar una dieta adecuada mientras su hijo recibiera alimentacién
materna.

* 21 recién nacidos con una causa genética, entre ellas, 4 acidemias metil-
malénicas con homocystinuria (tipo CblC), 1 deficiencia del receptor de
transcobalamina (TCR), 7 acidemias metilmaldnicas aisladas (1 CblA,
1 CbIBy 5 MUT), 1 acidemia metilmalénica combinada con acidemia
malénica (ACSF3), 4 acidemias propidnicas (PA), 1 defecto de SUCLA2
y 4 homocistinurias (CBS).

* 14falsos positivos, un nimero muy bajo ya que ni tan solo llega al 0,0055%
del total de recién nacidos.

Este estudio nos ha permitido desvelar la elevada incidencia de deficiencias
adquiridas de vitamina B12 (aproximadamente 1:2.000), similar a la de un estu-
dio reciente en poblacién alemana (21) mientras que la incidencia de las altera-
ciones genéticas para las enfermedades arriba mencionadas es de 1:13.613. Cabe
senalar que entre las alteraciones genéticas encontramos tres (TCR, ACSF3 y
SUCLA2) que no estaban incluidas en nuestro panel principal y su diagnéstico
se ha obtenido gracias al analisis genético a través de la secuenciacién del exoma.

Por lo tanto, los programas de cribado neonatal ampliados mediante MS/
MS se convierten en una herramienta util para la deteccién temprana de defi-
ciencias adquiridas. Por otro lado, en la bisqueda de la causa genética de estas
enfermedades obtenemos un beneficio secundario al aplicar técnicas de secuen-
ciaciéon masiva en lugar de la cldsica secuenciacién Sanger, que como en este
caso, ha dado lugar al diagndstico incidental de pacientes con enfermedades no
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incluidas en el programa. Estos hallazgos han hecho posible iniciar en algunos
casos un tratamiento precoz, lo que permitird en un futuro conocer el beneficio
del mismo.

En otros casos, en que se han dado estos hallazgos incidentales, no existe to-
davia un tratamiento, pero el diagnéstico evitara la odisea familiar y facilitard el
acceso a un consejo genético adecuado (26). Estos casos ilustran la importancia
de continuar investigando un hallazgo inexplicable e incidental con el fin de
contribuir al avance del conocimiento o a la descripcién de nuevas enfermeda-
des tal como ha sido descrito recientemente (27).

CRIBADO METABOLOMICO DE ULTIMA GENERACION:
INTEGRACION DE LAS OMICAS

La integracion de todas las émicas ha iniciado ya su andadura (28) en los
siguientes aspectos:

* Busqueda de la causa genética o epigenética de una enfermedad.
e Interpretacién de variantes genéticas de significado incierto.
* Identificacién de biomarcadores diagndsticos para nuevas enfermedades.

e Busqueda de biomarcadores (genéticos, bioquimicos, protedmicos....)
para seguimiento de enfermedades.

La implementacién de la secuenciacién del exoma al diagnéstico clinico ha
generado la necesidad de una evaluacién funcional de las variantes genéticas. Es
decir, es necesario averiguar si una variante determinada es una mutacién que
pueda causar enfermedad o bien es un polimorfismo. Por tanto, el estudio fun-
cional mediante metabolémica o protedmica sera de gran utilidad ademas de
imprescindible para las variantes de significado incierto.

Actualmente existen plataformas de cribado metaboldémico de tltima ge-
neracién que son capaces de detectar mas de 10.000 caracteristicas en cada
muestra (28). Las caracteristicas identificadas en las muestras de pacientes y
de controles se alinean y se anotan utilizando la base de datos del Metabolo-
ma Humano, siguiendo el esquema de la figura 1. Posteriormente se realizan
pruebas estadisticas para identificar concentraciones de metabolitos significati-
vamente alterados. Estos datos se pueden analizar en un contexto metabolémi-
co dirigido, es decir, se estudian unos determinados metabolitos previamente
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Figura 1. Flujo de trabajo en cribado metabdlico de tltima generacion.
Esquema adaptado de Coene et al., 2018 (28).

establecidos, o bien se pueden analizar en un contexto no dirigido, o analisis
abierto del metaboloma. Este tltimo anélisis, si bien es complejo, conduce a la
identificacién de nuevos biomarcadores. Probablemente, este sea uno de los ca-
minos a seguir en el laboratorio de diagndstico, maxime si se integran los datos
genémicos con los metabolémicos para facilitar la interpretacién de variantes
genéticas. Todavia existen muchos desafios técnicos para que este sistema pue-
da adaptarse al cribado neonatal de forma inmediata, pero estamos convenci-
dos de que la integracién y confluencia del conocimiento en grandes bases de

datos es el camino a seguir.

Actualmente se conocen por lo menos 100 enfermedades metabdlicas here-
ditarias con posibilidad de tratamiento. Por ello, es previsible que a medida que
avance el conocimiento técnico se vayan incorporando nuevas enfermedades al
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cribado neonatal. Las enfermedades lisosomales son buenas candidatas, pero el
cribado bioquimico no es sencillo y es necesario incluir siempre marcadores de
segundo nivel como son las determinaciones enzimdticas o estudios molecula-
res. Todo ello, para evitar el elevado niimero de falsos positivos que se podrian
derivar (29).

Por otro lado, ademds del cribado metabélico (indicando que podria tener
un marcador bioquimico) otras enfermedades, sin marcadores bioquimicos,
pero con marcadores genéticos, tales como, la inmunodeficiencia combinada se-
vera (SCID) o la atrofia muscular espinal (AME) son ya una realidad en cribado
neonatal.
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RESUMEN

El cribado neonatal es un programa de salud publica que permite la detec-
cién precoz, en recién nacidos, de defectos tratables. El cribado de enferme-
dades metabdlicas hereditarias representa un paradigma en cuanto a la posi-
bilidad de detectar deficiencias en los primeros dias de vida, lo que permite
aplicar terapias tempranas que evitan el dafio neuroldgico irreversible y, por
tanto, cambiar la historia natural de la enfermedad. El cribado de metabolo-
patias comenz6 hace 50 afios con la deteccion de la fenilcetonuria y ha sido
eficientemente ampliado en los tltimos afios a mas de 30 patologias diferentes
mediante un sistema sensible y eficaz de deteccidn, en una sola prueba, de més
de 50 metabolitos (aminodcidos y acilcarnitinas) por espectrometria de masas
en tindem. El programa se completa con la confirmacién del defecto utili-
zando tecnologfas bioquimicas como prueba de segundo nivel y en algunos
laboratorios una confirmacién genética.

En este capitulo describimos la validez y utilidad clinica de los estudios
genéticos como pruebas de segundo nivel tras la deteccion de un defecto en
el programa de cribado neonatal y ademas, basado en la experiencia adquirida
como prueba confirmatoria, debatimos y exploramos la posibilidad de ampliar
el cribado neonatal a otras enfermedades metabdlicas mediante pruebas de se-
cuenciacién masiva. Se discute las posibles enfermedades a cribar, los criterios
de seleccidn, la tecnologia mas adecuada y el coste-eficiencia de la prueba.
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INTRODUCCION

El objetivo principal de los programas de deteccién de recién nacidos (NBS,
por sus siglas en inglés) es diagnosticar trastornos genéticos de forma tempra-
na, permitiendo que el tratamiento comience antes de que aparezcan los sinto-
mas. Entre las patologias que se criban estdn los errores innatos del metabolismo
(EIM) que constituyen un grupo fenotipico y genéticamente muy heterogéneo
de trastornos hereditarios. Los EIM individualmente son consideradas enferme-
dades raras, segtin la definicién de la Unién Europea, aunque colectivamente se
ha estimado una frecuencia global de 1:1000 nacimientos [1].

Estas patologias son debidas a defectos en genes que codifican por proteinas,
enzimas o transportadores implicados en vias o procesos metabélicos. En mu-
chos de estos casos el defecto puede ser detectado por un biomarcador diagnés-
tico [2] caracteristica que hasta hace pocos afios era el distintivo de estas pato-
logias. Sin embargo, en los tltimos afos, gracias a los avances de la genémica se
han ido describiendo multitud de nuevos defectos que no son ficilmente detec-
tables por biomarcadores pero que de forma indirecta afectan a procesos meta-
bélicos, lo que ha permitido ampliar sustancialmente el nimero de defectos que
se clasifican como EIM [3]. Hasta la fecha se han identificado mas de 1.000 EIM
diferentes [4]. Estos se clasifican en base a la ruta metabélica afectada, ya sea por
afectacion del enzima principal o por deficiencias en cualquier elemento activo
o de soporte de la ruta en cuestion, como por ejemplo defectos en la chaperona
DNAJC12 que cursan con hiperfenilalaninemia [5], o defectos en la actividad
del factor de transcripcién HCFC1 asociado a aciduria metilmalénica combi-
nada con homocistinuria [6], no siendo ninguno de los dos enzimas, provocan
un defecto que afecta a la homeostasis metabdlica.

El cribado neonatal es un programa de atencién médica que se mantiene
durante toda la vida del paciente, por lo que no es una prueba aislada. Este
programa incluye la informacién a las familias antes de la toma de muestras,
la recogida de las muestras de sangre impregnada en papel de todos los recién
nacidos en los centros hospitalarios, su transporte a los centros de cribado, la
confirmacién de las sospechas en centros especializados y el seguimiento de
los pacientes durante toda su vida. Dentro de las enfermedades que se criban,
la deteccidn de la fenilcetonuria (PKU) por deficiencia en la fenilalanina hi-
droxilasa (PAH) es un excelente ejemplo. El diagnéstico de la PKU durante
los primeros dias de vida permite la implementaciéon de una terapia adecuada
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evitando secuelas neuroldgicas irreversibles. En Espana, el cribado de PKU y
otras aminacidopatias comienza en 1968 en Granada, gracias al empefio del
Prof. Mayor Zaragoza y de su discipula la Prof. Magdalena Ugarte. Acabamos
de cumplir 50 afos de la deteccion de los primeros casos de PKU en nuestro
pais y son muchos los ejemplos que evidencian la importancia que ha tenido la
deteccién temprana de esta patologia.

El cribado neonatal no es una prueba diagnéstica, sino una prueba que per-
mite la sospecha de una posible patologia y, por lo tanto, debe ser confirmada
por otros métodos bioquimicos y/o genéticos. Asi, ademds de centros de cribado
se necesitan centros de referencia, como el Centro de Diagndstico de Enferme-
dades Moleculares. Una vez detectado un posible positivo se traslada el caso alos
hospitales de referencia que son los que determinan las pruebas bioquimicas y/o
genéticas que se deben realizar. En la era de la medicina de precisién, la combi-
nacién de ambas pruebas esta dirigiendo de forma racional y muy satisfactoria la
implementacion personalizada de las terapias disponibles.

La segunda revolucion del cribado llega en la década de los 90 de la mano
del desarrollo tecnoldgico de la espectrometria de masas (MS-MS), que permitié
la ampliacién del programa a otras patologias metabdlicas. En una sola prueba
mediante un sistema sensible y eficaz de cuantificacién en sangre impregnada en
papel de més de 50 metabolitos (aminodcidos y acilcarnitinas), es posible la de-
teccion de mds de una treintena de enfermedades metabdlicas diferentes causadas
por defectos genéticos en un centenar de genes. Entre estas patologias estén la
tirosinemia, la acidemia propidnica, la aciduria metilmaldnica, o la deficiencia en
acil-CoA deshidrogenasa de cadena media (MCADD). Es una tecnologia rapida
y coste-efectiva, casi 100% sensible para la deteccién de la hiperfenilalaninemia
(HPA) y MCADD, y muestra una sensibilidad muy alta para acidurias organicas
de inicio temprano, defectos de oxidacién de acidos grasos y varios aminodci-
dopatias. Sin embargo, para la homocistinuria y la tirosinemia tipo I, no es tan
sensible [7]. Otros trastornos detectados usando diferentes técnicas, por ejemplo,
galactosemia, deficiencia de biotinidasa, enfermedad de Pompe y mucopolisaca-
ridosis tipo I, estan incluidos de forma heterogénea en algunos programas de cri-
bado, pero no de forma uniforme ni en nuestro pais ni en otros paises [8].

Una vez identificado un posible defecto en las pruebas de primer nivel, la de
segundo nivel para su confirmacién es una prueba bioquimica, que implica entre
otras la cuantificaciéon de aminoacidos, homocisteina, acilcarnitinas o 4cidos or-
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ganicos [9]. Estos estudios, ademds de confirmar la posible deficiencia, permiten
identificar algunos defectos con mas precisién dirigiendo la aplicacién terapéu-
tica de una forma rapida. En muchos casos se realizan estudios bioquimicos di-
ferenciales mas complejos, ya que ciertos biomarcadores estan relacionados con
defectos en diferentes genes (trastornos de heterogeneidad de locus). En casos
de HPA, por ejemplo, el andlisis de pterinas en la orina y la determinacion de la
actividad de la dihidropteridina reductasa (DHPR) en sangre impregnada en
papel (DBS por sus siglas en inglés) puede proporcionar una idea de qué gen
podria estar afectado [10], pudiendo diferenciar entre los defectos en PAH o la
co-chaperona DNAJC12 de los defectos en sintesis y regeneracion del cofactor
tetrahidrobipterina (BH4), que requieren de un tratamiento diferente a la PKU.

Para confirmar el diagndstico la prueba definitiva es genética. Ademds de
confirmar la patologfa, la identificacion de una variante puede revelar la necesi-
dad de un tratamiento especifico, como la administracién de sapropterina (deri-
vado dela BH4) en la PKU o vitamina B , en algunos defectos de la cobalamina
[10, 11], ya que ambos tratamientos son especificos de mutacion. Un ejemplo
clasico es la detecciéon de la HPA y la necesidad de confirmar genéticamente los
casos detectados, ya que la terapia es especifica del gen afectado e incluso de las
mutaciones que causan el defecto. Asi, la elevacién del aminodcido fenilalanina
en sangre, es debido en el 98% de los casos a un defecto en la proteina PAH
causante de la PKU, pero también puede ser debido a defectos en otros cinco
genes diferentes implicados en la sintesis y regeneracién de su cofactor tetra-
hidrobipterina (BH,), con terapias diferentes a la prescrita para la PKU [12].
En el caso de la PKU la deteccién de las variantes patogénicas determina la po-
sible respuesta al tratamiento con sapropterina [13]. Por lo tanto, los estudios
genéticos tienen un valor clinico indiscutible, no solo diagnéstico si no también
terapéutico, y por ello deberian ser aplicados obligatoriamente como prueba de
confirmacién diagnéstica.

Hasta hace cinco afios, el esténdar de oro para la confirmacién genética era la
secuenciacion gen por gen mediante la secuenciacién convencional por Sanger.
Sin embargo, la secuenciacién masiva (NGS, por sus siglas en inglés) ha revolu-
cionado el andlisis genético, ya que podemos secuenciar desde cientos hasta miles
de genes o incluso el genoma completo de una forma répida y econémica. Esta
tecnologia estd recibiendo una especial relevancia en los trastornos con heteroge-
neidad de locus como es el caso de los defectos lisosomales, los defectos peroxiso-
males, defectos de glicosilacion o las patologias mitocondriales, entre otras [14].
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En este trabajo vamos a recoger las oportunidades que presenta la aplicacién
de la secuenciacién masiva como prueba confirmatoria después de la deteccidon
de los defectos por MS-MS, asi como la posibilidad de aplicar la NGS como
prueba de primer nivel para ampliar la deteccién de defectos metabdlicos “accio-
nales o intervenibles’, que por no poseer un biomarcador detectable por espec-
trometria de masas, no estan incluidos en los programas de cribado y sin embar-
go, se beneficiarfan de un diagndstico temprano.

PRUEBAS DE SEGUNDO NIVEL EN CRIBADO NEONATAL: EL
VALOR DE LOS ESTUDIOS GENETICOS

Con el propésito de evaluar la validez de los estudios genéticos como prue-
ba de segundo nivel tras la deteccidn de los casos detectados en el programa de
cribado neonatal, nuestro grupo ha realizado y publicado un estudio prospec-
tivo de casos positivos del cribado neonatal utilizando diferentes aproxima-
ciones de secuenciacidén masiva [15]. Los resultados han puesto de manifiesto
las ventajas y la utilidad de la genética para confirmar los casos con sospecha,
pero han evidenciado la necesaria combinacién de estos analisis con estudios
de metabolémica dirigida o no dirigida para confirmar la significancia clinica
de las variantes que se identifican [16, 17].

Los resultados sugieren que la utilizacién de paneles de genes, disenados
por el profesional en base al conocimiento cientifico en el momento del dise-
flo, permite en la mayoria de los casos confirmar el diagnéstico. En concreto,
el uso de un panel de captura de genes causantes de EIM permiti6 confirmar
la sospecha diagndstica, sin pruebas bioquimicas adicionales, en cerca del 70%
de los casos remitidos desde los diferentes centros de cribado. En estos casos
la presencia de una variante patogénica o previsiblemente patogénica segiin
las reglas del ACMG (American College of Medical Genetics) permitié, sin
pruebas bioquimicas adicionales, confirmar la sospecha diagndstica [18]. Se
confirmaron casos con dos variantes bialélicas patogénicas o probablemente
patogénicas en los trastornos recesivos (p.¢j., PAH, ACADM, VLCAD...), por
la presencia de una variante patogénica en casos con patologias asociadas a una
herencia autosémica dominante (MAT1) o ligados al cromosoma X (OTC).
Sin embargo, en los casos con variantes nuevas de significado clinico incierto
las pruebas bioquimicas fueron indispensables para verificar la patogenicidad
de los cambios.
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Es de destacar que gracias ala aplicacion de este panel personalizado se identi-
ficaron casos con defectos en dos genes diferentes pero involucrados en la misma
ruta metabolica. En concreto, se identificaron variantes patogénicas monoaléli-
cas en genes diferentes asociados a defectos en la B-oxidacién de acidos grasos.
Estos resultados ponen en evidencia la utilidad de la secuenciacién masiva, ya
que permite secuenciar todos los genes implicados en la misma ruta metabdlica
frente ala secuenciacién gen a gen que no permitiria concluir con el diagnéstico.
En estos casos de incertidumbre diagndstica los estudios bioquimicos juegan un
papel crucial, ya que permiten confirmar si ambas variantes patogénicas son cau-
santes de la sospecha diagnéstica [19]. La combinacién de las pruebas genéticas
y su confirmacion bioquimica fueron en estos casos esenciales para determinar la
necesidad de mantener en seguimiento y/o tratamiento a los pacientes.

Una de las causas de conseguir confirmar la patologia detectada en el cribado
ha sido debida a la alta tasa de falsos positivos asociados a determinadas patolo-
gias, detectindose una variante o incluso ninguna variante patogénica. La ma-
yoria de los falsos positivos estaban relacionados con defectos de la f-oxidacion
mitocondrial de 4dcidos grasos. Un ejemplo interesante es la deficiencia en
acil-CoA deshidrogenasa de cadena larga (VLCADD) ya que, tras el andlisis
de 22 casos detectados en cribado, solo 3 presentaban variantes bialélicas en el
gen ACADVL siendo el resto falsos positivos (12 portadores de una variante y
7 sin mutaciones). En estos casos, la elevacion leve en las muestras de plasma de
confirmacion de las acilcarnitinas especificas y la medida de la actividad enzima-
tica ayudd a descartar la presencia de variantes en las secuencias no analizadas
(regiones intrdnicas, secuencias reguladoras, grandes deleciones, etc.) [20]. Una
explicacidn para esta elevada tasa de falsos positivos es debida a la leve acumula-
cién de acilcarnitinas asociada a la activacién de la oxidacion de los 4cidos grasos
mitocondriales en los primeros dias de vida [21]. En estos casos la deteccién de
niveles de otros biomarcadores como octanoil-carnitina (C8) y tetradecenoyil-
carnitina (C14:1) probablemente reducirfa la deteccién de falsos positivos. Re-
cientemente también se ha propuesto una aproximacién de machine learning
para reducir la alta tasa de falsos positivos en esta patologia [22].

El panel de genes no permite identificar en muchos casos las variantes cau-
santes de patologia, ya que se describen de forma permanente nuevos genes
asociados a fenotipos clinicos y/o bioquimicos conocidos [4]. Asi, utilizando
paneles extensos de genes se detectaron nuevos defectos asociados a alteracio-
nes bioquimicas identificables en el cribado neonatal. Es el caso del gen BCAT?2
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asociado a niveles plasmaticos elevados de aminoécidos de cadena ramificada y
en contraste con el jarabe de arce con niveles bajos de cetodcidos de cadena rami-
ficada (BCKA) y niveles indetectable de alo-isoleucina [23], o el gen SLC742
asociado a niveles alterados de aminoacidos basicos fenocopia de defectos en

ARG1 [24].

Los estudios genéticos aplicando el exoma clinico (que analiza los genes con
evidencias robustas de estar asociados a patologia) no tienen una sensibilidad
del 100% ya que son ciegos a la deteccién de variantes intrénicas internas, va-
riantes en regiones reguladoras, epimutaciones etc. Un claro ejemplo es la au-
sencia de una sensibilidad del 100% en la confirmacién de casos con hiperfenila-
laninemia por deficiencia en PTPS, ya que se han descrito numerosas variantes
intrénicas internas [25]. La utilizacién del genoma permitiria reducir el nimero
de resultados negativos del exoma pero necesitaremos el desarrollo de métodos
robustos para identificar variaciones causales fuera de las regiones codificantes
y completarlo con otras aproximaciones émicas como el RNAseq o la metabo-
lémica [26].

Todos estos resultados nos han permitido concluir que los estudios genéti-
cos son validos para confirmar, de una forma eficaz, la sospecha metabdlica de-
tectada en el cribado, identificar de forma répida los falsos positivos, detectar
los casos con herencia digénica y finalmente describir nuevos genes y fenotipos
metabdlicos asociados. Ademads, es de destacar que los resultados nos permiten
confirmar que es importante la utilizacién de paneles extensos de genes y pro-
bablemente cuanto mds extensos mayor sera la tasa de éxito en la confirmacion
diagndstica, ya que se van describiendo con regularidad nuevos genes asociados
a patologias descritas y detectables en el programa de cribado. Hasta la fecha, ge-
neralmente se han utilizado paneles personalizados debido a la falta de cobertu-
ra diagnéstica de la captura de todo el exoma, pero esta tltima tecnologia ha me-
jorado considerablemente en los tltimos anos y puede usarse para el diagndstico
genético de enfermedades raras en la practica clinica [27, 28]. Un claro ejemplo
que ilustra la ventaja de la utilizacién del andlisis de exomas frente a la utiliza-
cién de paneles de genes, es la reciente identificacién por este procedimiento
del gen DNAJC12 como causa de hiperfenilalaninemia [29]. DNAJC12 es una
cochaperona que facilita el plegamiento de las tres hidroxilasas de amindacidos
aromdticos, PAH, tirosina hidroxilasa (TH) y triptéfano hidroxilasa (TPH).
Bioquimicamente es una fenocopia de los defectos en PAH. Una vez identifica-
do DNAJC12, la revisién retrospectiva de los casos sin confirmacién genética
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ha permitido la identificacién de numerosos casos con defectos en este gen [30].
Estos resultados han dirigido la revisién del tratamiento, ya que los pacientes

con defectos en DNAJC12, a diferencia de los defectos en PAH, deben tratarse
con precursores de neurotransmisores [5].

En cuanto al coste, nadie duda de que la confirmacién bioquimica de las con-
diciones detectadas por espectrometria de masas es mas econémica que los es-
tudios genéticos [31]. Sin embargo, la necesaria confirmacion genética de todos
los casos, no solo para el asesoramiento genético sino en la mayoria de los casos
para pautar una adecuada intervencién terapéutica, sugieren que la tendencia
debe ir en la linea de la utilizacién de los estudios genéticos como prueba de
segundo nivel y utilizar la confirmacién bioquimica para resolver los casos in-
ciertos.

CRIBADO GENETICO DE ENFERMEDADES METABOLICAS

En la era de la medicina de precisién resulta un verdadero desafio aumen-
tar el nimero de enfermedades genéticas detectables en los primeros dias de
vida. La secuenciacién masiva estd preparada para acometer este desafio. La
utilizaciéon de muestras de sangre impregnada en papel para identificaciéon de
patologias en recién nacidos asintomdticos es técnicamente posible, por lo que
se puede ir ampliando, de forma secuencial, el nimero de patologias en es-
tudio a medida que avancen los descubrimientos terapéuticos o se describan
nuevos genes con evidencia de la relacién gen y patologia [32]. En cualquier
caso, tanto la preparacion de las muestras, como la secuenciacion y el anélisis
bioinformatico tienen que ser realizados en un corto periodo de tiempo para
que, lo antes posible, se pueda aplicar una terapia adecuada que evite secuelas

irreversibles [33].

Numerosas enfermedades raras, entre ellas muchos EIM podrian beneficiarse
de una deteccién precoz. Un claro ejemplo es la galactosemia cldsica, que aun
siendo el sexto trastorno metabélico mds comuin en la poblacidn caucasiana, con
claros beneficios en cuanto a la aplicacién de un tratamiento lo antes posible,
no estd incluida en la mayoria de los programas de cribado neonatal [34]. La
galactosemia clésica es un trastorno autosémico recesivo del metabolismo de los
carbohidratos, debido a una deficiencia severa de la enzima galactosa-1-fosfato
uridiltransferasa (GALT). Tras el consumo de lactosa en el periodo neonatal,
los lactantes afectados desarrollan un proceso de enfermedad potencialmente
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letal con afectacién multiorginica, por lo que una deteccién precoz mejoraria
claramente la morbi-mortalidad de esta patologia. Por otra parte, hay una cla-
ra relacion fenotipo-genotipo; determinados genotipos deben ser tratados de
inmediato por el riesgo de una sepsis por E. coli potencialmente letal, mientras
pacientes con otros genotipos requieren tratamiento pero NoO mueren por sepsis
neonatal. Es evidente que, aunque es posible la deteccién por métodos bioqui-
micos, la deteccién de las variantes patogénicas permitiria la aplicacién de una

terapia personalizada, ripiday eficaz [35, 34].

Otros defectos metabdlicos, como los que afectan al metabolismo de molé-
culas complejas (enfermedades peroxisomales, lisosomales, los trastornos con-
génitos de la glicosilacidn, glicogénesis, etc.) o los defectos mitocondriales, tam-
bién se beneficiarian de una deteccién precoz mediante un andlisis gendmico,
ya que ninguno cuenta con un biomarcador claro y/o fécil de analizar. En todos
los casos, su deteccion temprana permitiria la aplicacion de una terapia de forma
rdpida sin un debut clinico de variada gravedad [36, 37]. Ademds de los EIM,
otros cientos de patologias genéticas raras también se podrian detectar en los

primeros dfas de vida [37].

Uno de los retos para aplicar la NGS en el cribado neonatal es la eleccion de
la técnica a utilizar. Sin duda, es atractivo el uso de paneles especificos para llegar
a un diagndstico, ya que el nimero de variables que se identifican es reducido y
es mas facil la priorizacién. Sin embargo, como se ha constatado en las pruebas
de segundo nivel, el diagndstico podria ser erréneo ya que el numero de genes
asociados a esta patologia estd en constante aumento [36]. El exoma completo
(region del genoma que codifica para proteinas) o la secuenciacion del geno-
ma podria representar una buena opcién ya que podemos identificar variantes
en una proporcién de genes amplia [38] ademds de poder identificar variantes
patogénicas en el DNA mitocondrial en el mismo ensayo. El cuello de botella
en ambos casos, exoma completo o genoma, es la identificacién de las variantes
patogénicas entre los miles de cambios que se detectan y distinguir entre los
polimorfismos ultra raros (en muchos casos especificos de la poblacién) de las
variantes con relevancia clinica. La aplicacién del anélisis del exoma parece mas
apropiada, por el nimero de variantes que se detectan y porque fuera de estas se-
cuencias (2% del genoma) las evidencias de su relacién con patologia son menos
robustas. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el rendimiento diagnéstico
de los exomas nunca serd del 100%, ya que el andlisis de exomas es ciego a la
deteccién de variantes intrénicas internas, variantes en genes que no codifican
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para proteinas o epimutaciones [39]; y son poco eficaces en la deteccion de de-
leciones [27], o expansién de tripletes [40]. Este problema en la deteccién de
variantes tiene relevancia clinica en nifios sintomaticos, pero mucha mas en ni-
fios asintomdticos ya que el nimero de falsos negativos puede ser crucial para la
aplicacién de una terapia adecuada. Para disminuir el nimero de falsos negativos
seria ideal la aplicacién de genoma clinico, que permita con métodos bioinfor-
maticos adecuados detectar todos los tipos de variantes en genes con relevancia
clinica aportando la ventaja de la posible deteccion de todas las variantes pato-
génicas [41, 15]. En resumen, aunque la sensibilidad y especificidad serfa mayor
aplicando la secuenciacién del genoma, ya que conseguiremos poder identificar
todas las causas de patologia, aumentariamos la incertidumbre en la generacién
de informes, por lo que tendremos que llegar a un equilibrio que podria estar en
lalinea de la secuenciacién genémica con una captura virtual de genes asociados
a patologfa (genoma clinico) [42].

Para reducir la incertidumbre y los tiempos de evaluacién a la hora de prio-
rizar las variantes se puede hacer una seleccién racional de los genes que deben
ser informados. El siguiente reto es, por tanto, la seleccién de las patologias y
los genes causales que deben incluirse en el cribado o que deben informarse.
En este sentido, el proyecto BabySeq, el primer proyecto en marcha para la
ampliacién del cribado neonatal [43], ha propuesto unos criterios de inclu-
sion para facilitar la interpretacion rdpida de los resultados en los recién naci-
dos. Los criterios a tener en cuenta incluyen la relevancia pedidtrica, segun los
criterios del marco de clasificacién de validez clinica de ClinGen [44]; la edad
de inicio, solo incluyendo patologias de debut pedidtrico; la penetracién, solo
incluyendo patologias con penetrancia completa; y modo de herencia [45].
Estos criterios han permitido crear un listado, que inicialmente contenia cerca
de 1.000 genes y que estd en continua revisién a medida que se van publican-
do cada vez mas evidencias de la asociacién de genes a patologia. Entre estos
genes propuestos por el proyecto BabySeq estdn incluidos aproximadamente
200 genes asociados con patologias metabdlicas de inicio en la edad pedii-
trica. En este listado de enfermedades metabdlicas se incluye, ademds de los
genes asociados a patologias que se criban actualmente, otros genes asocia-
dos a patologias que pueden beneficiarse de la aplicacién de un tratamiento
temprano, como biotinidasa, galactosemia cldsica, algunas glucogenosis, en-
fermedades persoxisomales, enfermedades lisosomales, defectos congénitos de
glicosilacién o patologias mitocondriales.
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Aunque los criterios son claros, hay que tener en cuenta que existe una falta
de consenso sobre qué genes tienen suficiente evidencia clinica para atribuir cau-
salidad en patologia. Para solucionar este problema, se ha creado una plataforma
denominada PanelApp (https://panelapp. genomicsengland.co.uk) que dispo-
ne publicamente de paneles genéticos virtuales seleccionados por expertos, don-
de se revisan los genes asociados a patologia de forma continua. Dependiendo
del grado de evidencia se incluyen en paneles de més evidencia (paneles verdes)
a menor evidencia (paneles rojos) [46].

La identificacién de una variante no asegura necesariamente la condiciéon
de enfermedad, aunque estas hayan sido clasificadas como patogénicas o pro-
bablemente patogénicas por los métodos bioinforméticos que se utilizan en la
priorizacién. Por este motivo, contar con evidencias clinicas o bioqu{micas es
imprescindible para determinar su relacién con patologia. En el caso de las en-
fermedades metabdlicas, la posibilidad de complementar los estudios genéticos
con un analisis metabolico ayudard a la clasificacién de variantes causales con
significancia clinica incierta. La gran ventaja de estas patologias es poder identi-
ficar y cuantificar metabolitos de forma dirigida, como se hace en la prueba del
cribado actual, o no dirigida mediante un sistema de anélisis metabolémico de
nueva generacién [47]. Por ello es muy aconsejable que en enfermedades meta-
bélicas se puedan combinar ambas pruebas, especialmente cuando la confirma-
cién bioquimica es rdpida [17].

El cribado neonatal genético no pretende ni puede actualmente sustituir al
actual y sensible sistema de cribado por espectrometria de masas, pretende com-
plementar la informacién de una forma simultinea, aportando la confirmacién y
deteccién del gen y las variantes responsables de la sospecha metaboélica ya que mu-
chos delos biomarcadores estan asociados a patologias genéticamente muy hetero-
géneas [16, 17]. El uso simultdneo del andlisis gendmico completo y la deteccién
metabolica de proxima generacion (NGMS) se ha propuesto como método para
aumentar el nimero de EIM detectables [47-49]. Estos estudios de metabolémica
permitirfan verificar el efecto de las variantes potencialmente patogénicas seleccio-
nadas ya que podriamos ver el efecto mediante andlisis de biomarcadores.

Compartir toda la informacién genética y bioquimica obtenida de los estu-
dios en bases de datos curadas, como la Base de datos de recursos del genoma
clinico (ClinGen) o la Base de datos de variacién Leiden (LOVD), proporcio-
nard datos fiables que ayudaran a reducir el tiempo requerido para interpretar
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la importancia de una variante. A medida que avancemos en la secuenciaciéon
genodmica cada vez serdn mds ricas las bases de datos que relacionen variantes y
fenotipos, lo que agilizara la interpretacién de los resultados.

Sin duda, el gran obstéculo para la implementacién de forma masiva de un
sistema de cribado genético es el coste de la prueba. Los sistemas de salud no
pueden asumir, por ahora, los elevados costes de las pruebas, pero su utilizaciéon
en el entorno de la investigacion permitird tener una base cientifica para avanzar
en esta linea y poder aplicar en un futuro este sistema de prevencién cuando los
costes se reduzcan.
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RESUMEN

El cribado neonatal constituye una accién de salud puablica de primera
magnitud en el dmbito de la prevencién secundaria de las enfermedades de
debut en la época neonatal o lactancia, con una cartera basica comun del Pro-
grama de Cribado Neonatal del SNS en Espana. Esta aborda siete enfermeda-
des metabdlicas, endocrinolégicas o hematoldgicas, ampliadas a un namero
variable, mayoritariamente de base genética, segtin la diversas Comunidades
Auténomas. Muchas de las enfermedades raras genéticas no tienen un biomar-
cador especifico que pueda ser utilizado en un programa de cribado. Por otro
lado, el nimero de enfermedades ‘accionables), es decir, en las que una inter-
vencion precoz en el nacimiento o en la infancia temprana puede modificar el
pronostico y la accién terapéutica, va en aumento. La secuenciacién gendémica
ha de permitir resolver la cuestién de disponer de un amplio abanico de bio-
marcadores especificos de enfermedad (los genes y sus variantes genéticas) y
un sistema/tecnologia tinico de aplicacién a todas ellas (secuenciacién masiva
o NGS), que sea, ademds, abordable desde el punto de vista coste-beneficio.
Su implementacién requiere un esfuerzo importante de didlogo que aborde
aspectos médicos, cientificos, éticos y econdmicos en el marco de la salud pu-
blicay la prevencién de la enfermedad.
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INTRODUCCION

El cribado neonatal constituye una accién en salud publica en el émbito de la
prevencién secundaria de las enfermedades de debut en la época neonatal que en
Espafia dio sus primeros pasos en 1968 (1). La cartera bdsica comun del Progra-
ma de Cribado Neonatal (PCN) del Sistema Nacional de Salud (SNS) en Espa-
fia aborda 7 enfermedades que afectan a diferentes grupos nosolégicos y fisiopa-
tolégicos, como son las enfermedades metabolicas hereditarias (fenilcetonuria,
deficiencia de acil-coenzima A deshidrogenasa de cadena media [MCADD],
deficiencia de 3-hidroxi acil-CoA deshidrogenasa de cadena larga [LCHADD)],
acidemia glutdrica tipo I [GA-I]), enfermedades endocrinoldgicas (hipotiroi-
dismo congénito), enfermedades hematoldgicas (anemia falciforme) y la fibrosis
quistica. Més recientemente se ha incorporado el déficit de biotinidasa (2, 3). En
base a este programa, las Comunidades Auténomas han establecido diferentes
carteras complementarias con un nimero variable de enfermedades adicionales
(entre 2 y 28). En su conjunto, se trata mayoritariamente de trastornos de base
genética, afectando muchos de ellos al metabolismo.

El cribado neonatal es un procedimiento que se aplica de manera estanda-
rizada a la poblacién diana de recién nacidos, en el que la prueba bioldgica es
fundamental. Actualmente, la prueba es de cardcter bioquimico (metabolitos,
hormonas, proteinas) y permite la deteccion de un biomarcador en sangre y/u
orina, como son los niveles de metabolitos en las enfermedades metabdlicas he-
reditarias (mediante espectrometrfa de masas en tindem [MS/MS]), la tripsina
inmunorreactiva en el caso de la fibrosis quistica, los niveles de la hormona TSH
para detectar el hipotiroidismo congénito y la determinacién de la HbA en la
deteccién de la anemia falciforme (3, 4).

El numero de enfermedades ‘accionables o intervenibles, en las que una in-
tervencion precoz en el nacimiento o infancia temprana puede modificar el pro-
néstico y la accidn terapéutica, va en aumento. Y, sin embargo, muchas de las
enfermedades raras genéticas no tienen un biomarcador especifico que pueda ser
utilizado en un programa de cribado.

La secuenciacién masiva paralela mediante tecnologia NGS (next generation
sequencing) permite el analisis del genoma en el 4mbito del diagndstico genético
y determina la variante patogénica que constituye la causa primera de las enfer-
medades raras monogénicas. La aplicacién al conjunto de los genes humanos y
las secuencias intergénicas permite el estudio de la variacién genética del indivi-
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duo en regiones codificantes, regiones intragénicas no codificantes, secuencias
promotorasy regiones intergénicas incluyendo secuencias reguladoras como son
los enhancersy de los silencers. Es los que se conoce en términos de la capacidad
de la tecnologia NGS como secuenciacion del genoma completo (whole genome
sequencing, WGS), que abarca las 3.300 megabases del DNA humano haploide.
Si el estudio se cife a las regiones codificantes, es decir el conjunto de exones y
las regiones intrénicas flanqueantes, hablamos de secuenciacién del exoma com-
pleto (whole exome sequencing, WES), que nos da informacion sobre la secuencia
del 1,5% del total del genoma. El exoma contiene el conjunto de secuencias don-
de se concentran el 85%-90% de las variantes genéticas patogénicas o mutacio-
nes. El andlisis restringido del exoma a los genes que ya estdn asociados a alguna
patologia mendeliana o monogénica constituye otra aproximacién diagnéstica
que solemos denominar exoma clinico (c/inical exome sequencing, CES) o men-
delioma. Sea como fuere, la variacién genética obtenida mediante secuenciacién
genodmica constituye un biomarcador de primer orden para el diagndstico de las
enfermedades genéticas en pacientes de cualquier edad, incluidos recién nacidos
y lactantes, y también para ser aplicado en el cribado neonatal. Es por ello que
la secuenciacién gendmica ha de permitir resolver la cuestién de disponer de
un amplio abanico de biomarcadores especificos de enfermedad (los genes y sus
variantes genéticas) y un sistema/tecnologfa tnicos de aplicacion a todas ellas
(NGS), que sea abordable desde el punto de vista coste-beneficio.

La incorporacién de la secuenciacién genémica como parte del cuidado es-
tindar del individuo sano, incluido el recién nacido —distinto a su aplicacién
en el diagndstico del paciente enfermo—, es un tema abierto de didlogo en la
medicina, la salud publica y la sociedad de hoy en dia. Cabe distinguir tres situa-
ciones médicas y de salud en la utilizacién de la secuenciacién gendmica: (i) el
diagndstico en el proceso de atencion médica; (ii) la prevencion en el contexto
de la salud ptiblica; y (iii) la prediccién como promocién de hibitos saludables
y anticipatorios de problemas de salud.

MEDICINA CLINICA: DIAGNOSTICO

El diagnéstico es una de las tareas mas importantes del médico y de la aten-
cién sanitaria (5, 6), de modo que, en las sociedades modernas en las que la cien-
cia y tecnologia médicas disponibles proporcionan un elevado nivel de cono-
cimiento sobre la enfermedad y c6mo abordarla, junto con la organizacién y
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estructura de los servicios sanitarios publicos que permiten conocer los modos
y procesos de enfermar del individuo y de la poblacién, la falta de diagnéstico
por no aplicar al enfermo todo el estuerzo diagnéstico deviene en una cuestion
ética (7). En nuestra cultura médica occidental, el diagnéstico de un paciente su-
pone una explicacién material (bioldgica) y racional (mecanistica) que se puede
comprobar mediante el método cientifico, especialmente aquellas condiciones
que suponen la presencia de una enfermedad orgénica (no quita ello que haya
trastornos que vienen condicionados por etiologfas socioculturales).

La disfuncién fisioldgica del individuo es la consecuencia de interacciones
gen-ambiente a lo largo del tiempo (8). La enfermedad se puede, pues, considerar
una mala adaptacién al nicho ecoldgico que genera una incongruencia entre el
fondo génico del individuo, su proceso de desarrollo y su experiencia vital (9).
Tales desadaptaciones se caracterizan por alteraciones de la homeostasis genética,
del desarrollo y fisioldgica (9). El fondo genético no solo se mantiene regulado
en el proceso vital, sino que también condiciona el balance bioquimico celular y
general (homeostasis fisioldgica) y la respuesta a lo largo de la vida del organismo
en el ecosistema. Conocer, pues, el genoma de la persona permite diagnosticar la
enfermedad genética (variantes de desadaptacion) y disponer de elementos que
nos informan de las respuestas a la terapia y de la susceptibilidad a la enferme-
dad ‘mds compleja’ Sin embargo, el diagndstico genético estd condicionado tanto
por la individualidad genética de la persona como la subpoblacién humana a la
que pertenece. En este sentido, son varios los factores que interaccionan y con-
dicionan el diagnéstico molecular. Se pueden destacar los siguientes: la arqui-
tectura genémica y variacion genética del individuo, la variacién individual de
la expresion fenotipica (modo de manifestarse el proceso clinico en el enfermo),
la heterogeneidad de /ocus de una parte importante de los fenotipos clinicos, la
variabilidad de la regulacién y epigenética de la expresion génica, el espectro de
mutaciones, los tipos de variantes que son detectables por secuenciacion y la ca-
lidad de la prueba genética/gendmica realizada para la deteccién de variantes.
No obstante, la incorporacion del anlisis del genoma en el diagndstico genético
conlleva nuevos desafios en el proceso diagndstico, como son:

e Responsabilidad de los profesionales en relacién con la indicacién de las
pruebas genéticas/gendmicas e interpretacion de los datos y variantes.

e Eleccién de qué informacién y cémo recibirla, tanto por parte de los indi-
viduos como de los padres.
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e Elaboracién de consentimientos informados acorde con los posibles re-
sultados esperables, hallazgos inciertos y hallazgos secundarios e inciden-
tales, asi como modelos de buenas précticas.

e Elaboracion de estandares en relacion con la informacion de los tipos de

hallazgos.
e Almacenamiento a largo plazo de la informacién genémica.

e Cudndo y como deberia ser reanalizada y reinterpretada la informacién
del genoma.

MEDICINA PREVENTIVA

La aplicacién de la secuenciacién gendémica, en un contexto de prevencion
en salud publica como es el cribado neonatal, conlleva dos aspectos fundamen-
tales. En primer lugar, el valor anadido del anélisis genémico en relacién con las
pruebas bioquimicas de las que se dispone en la actualidad. En segundo lugar,
hay que contemplar cudles son los trastornos seleccionables y qué criterios se
aplican.

Por lo que respecta al primer punto, cabe resenar que para un numero impor-
tante de enfermedades metabdlicas se dispone de biomarcadores (metabolitos)
que permiten trabajar con un alto nivel de especificidad y sensibilidad, pero para
otras muchas de las patologias genéticas no se dispone de ningin biomarcador.
En funcién de este criterio, las pruebas genéticas basadas en NGS se contemplan
desde dos prismas: (i) como cribado de segundo nivel ‘multiplexado incremen-
tando la especificidad de los datos bioquimicos analizados mediante espectro-
metria de masas/masas MS/MS; y (ii) como cribado de primer nivel/primera
instancia, especialmente en enfermedades raras para las que no se dispone de
métodos convencionales bioquimicos.

En relacién con la seleccién de trastornos sobre los que puede estar indi-
cado aplicar el cribado neonatal, conviene tener en cuenta el criterio de accio-
nabilidad, es decir, que la intervencidn precoz o temprana en el nifo afectado
sea capaz de modificar el curso y el prondstico de la enfermedad. Para poder
determinar el grado de accionabilidad cabe tener en cuenta varios aspectos
relativos a la enfermedad, la informacién genética y el individuo. De la enfer-
medad hay que conocer o disponer de informacién adecuada sobre la historia
natural, que se refleja en la edad de inicio (puede ser muy variable), la gravedad
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de la misma (también puede ser variable) y la disponibilidad de un tratamien-
to que modifique el prondstico de la misma. En relacién con la genética del
proceso patoldgico interesa conocer (i) el grado de penetrancia (alto o bajo),
es decir, cudl es la probabilidad que un individuo portador de la(s) variante(s)
patogénica(s) desarrolle la enfermedad y, especialmente por lo que respecta
al cribado neonatal, en los primeros anos de vida; y (ii) el efecto bioldgico de
la(s) variante(s) rara(s) que puedan encontrarse, esto es, si se trata de variantes
patogénicas o benignas, aparte de los hallazgos de polimorfismos. Por lo que
respecta al tratamiento, cabe decir que es de gran relevancia si se dispone de
terapias que curen o modifiquen el curso de la enfermedad, o de intervencio-
nes que permitan una actuacion terapéutica precoz y preventiva de complica-
ciones posteriores. En este sentido, cabe poner en valor la oportunidad parala
vigilancia proactiva del nifo.

Otros desafios a considerar en la aplicacién de la secuenciacién gendmica
en el cribado neonatal tienen que ver con la capacidad actual para obtener una
informacién fidedigna del genomay cudl es el significado de los hallazgos geno-
micos en términos de toma de decisiones (figura 1): (i) desde una perspectiva
biolédgica, qué significado tiene una determinada variante genética; (ii) en tér-
minos clinicos qué conocimiento hay entre el genotipo y el fenotipo en muchos
trastornos (brecha fisiopatoldgica), tanto por el conocimiento patoldgico de
las variantes como por el pleiotropismo de algunos genes (¢j., las variantes en el
gen LMNA son causa de progeria de Hutchinson-Gilford, lipodistrofia fami-
liar, miocardiopatia dilatada, enfermedad de Charcot-Marie-Tooth o distrofia
muscular congénita, entre otras condiciones), lo que nos lleva a la necesidad
de conocer los factores que influyen en la expresién fenotipica; y (iii) en tér-
minos de salud publica, el bajo valor predictivo biolégico, tanto positivo como
negativo, de una parte importante de las variantes genéticas raras que no son
polimorfismos.
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Figura 1. Desafios de la secuenciacion gendmica en el cribado neonatal.

PREDICCION EN MEDICINA Y SALUD

En un programa de cribado neonatal, los datos genéticos obtenidos de la se-
cuenciacion gendmica afectan al diagnéstico clinico inmediato a la obtencidn,
confirmacién, andlisis bioldgico y validez clinica del resultado e introduce un
aspecto importante de medicina preventiva en salud publica. Sin embargo, esta
medicina genémica implica un tercer factor en el proceso de la salud y de los
actos médicos que puede conllevar: la prediccion. Ante la informacion de la se-
cuencia del genoma del individuo, cabe hacerse la pregunta sobre el uso de dicha
informacién a lo largo de la vida e, incluso, si tal informacién aporta un valor a
los progenitores del recién nacido que puede haber heredado una variante gené-
tica que predispone a alguna enfermedad del adulto y que ninguno de los padres
todavia no ha manifestado, pero estd a riesgo de ello. El acceso a la informacién
predictiva de la salud a raiz de la aplicacién del analisis genémico plantea cues-
tiones tales como:
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* La informacién disponible para el médico sobre la historia familiar, in-
terpretar los hallazgos clinicos o de la salud, otros miembros de la familia,
variantes farmacogendmicas, estatus de portador de variantes recesivas,
planificacién reproductiva familiar, variantes comunes de condiciones
complejas.

e Toma de decisiones de los padres sobre cuestiones relevantes:
— Condiciones de inicio precoz para las que no hay intervenciones direc-
tas o medidas preventivas.

— Condiciones del adulto que son accionables medicamente o estatus de
portadores para trastornos recesivos.

— La presencia de otros menores asintomaticos en la familia.

— Necesidad de modificar y adecuar los consentimientos informados
(CI) y nuevas aproximaciones innovadoras para facilitar la toma de
decisiones parentales.

* DProfesionales en consejo genético:

— Generacion de nuevos materiales y procedimientos de comunicacién
de los potenciales riesgos y beneficios.

— Necesidad de formacién de genetistas clinicos y asesores genéticos,
aspecto este muy importante dado que en Espana no existe el recono-
cimiento oficial de la especialidad en genética clinica ni la formacién
reglada a través de mdsteres universitarios en consejo o asesoramiento
genético.

e Infraestructura asistencial:
— Manejo de informes, reandlisis de las secuencias, almacenamiento de

la informacién gendmica e integracion de las historias clinicas electré-
nicas.

— Fenotipado iterativo del individuo para definir la relevancia clinica de
las variantes genéticas.

MEDICINA GENOMICA DEL RECIEN NACIDO: EL CRIBADO
NEONATAL GENETICO

En gran medida, el planteamiento de un cribado neonatal extendido a otras
enfermedades genéticas para las que no se dispone de ningtin biomarcador
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metabolico, endocrinolégico o hematoldgico ha cambiado a raiz de la dispo-
nibilidad de la secuenciacién del genoma como biomarcador para muchas de
las patologias hereditarias. Sin embargo, la disponibilidad de la tecnologia de
secuenciaciéon masiva y de un grado relativamente aceptable de conocimiento
sobre las consecuencias bioldgicas y patoldgicas de la variacién del genoma hu-
mano no debe significar que la ecuacién genoma-cribado genético sea inmedia-
ta. Hay muchos puntos que conviene analizar y sobre los que hay que mejorar la
informacién de la que disponemos.

En este sentido, es importante desarrollar proyectos piloto de investigacion
con el objetivo de explorar cémo la informacién gendémica puede ayudar a co-
nocer y comprender mejor las enfermedades identificadas en la época neonatal e
infantil de modo que se puedan implementar acciones para mejorar el curso de
la enfermedad y su prondstico, y modificar su historia natural. El objetivo de un
proyecto de esta indole ha de ser, pues, explorar el impacto médico-asistencial,
familiar y social, asi como econémico, de la secuenciacién genémica en la aten-
cién sanitaria de los recién nacidos y lactantes, con una vision integral que atine
los aspectos médicos, de asesoramiento genético, bioéticos, psicolégicos y socia-
les, con participacién inclusiva de los diversos actores implicados, esto es, padres,
pediatras de atencién primaria, asesores genéticos, genetistas de laboratorio,
bioinformaticos, médicos genetistas, neonatdlogos, obstetras y eticistas. Los an-
tecedentes inmediatos son proyectos desarrollados en EE.UU.,, concretamente
los proyectos del Consorcio NSIGHT financiados por los Institutos Nacionales
de la Salud (NIH) sobre la secuenciacién de recién nacidos en el contexto de la
medicina gendmica y la salud publica (10, 11), entre los que destaca, en relacién
con la finalidad del presente proyecto, el BabySeq Project (12). Los primeros re-
sultados de este ultimo proyecto han venido siendo publicados recientemente
(13-17), lo que es un buen indicador del creciente desarrollo que estd teniendo
este campo de la medicina gendmica y su impacto en la salud publica.

Estas acciones estdn llevando a planteamientos de carcter médico (18), so-
cial (19) y bioético (20, 21) que confirman el creciente interés por la medici-
na gendmica y su especial repercusion en los recién nacidos y la relevancia que
puede tener en los programas de cribado neonatal. Todo ello hace pertinente y
oportuno poner en marcha un proyecto cientifico piloto que permita dar res-
puesta a las cuestiones y preocupaciones que se plantean o se puedan plantear en
nuestra sociedad. Un proyecto de esta indole debe contemplar preguntas sobre
diferentes aspectos:
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a) Bioldgicos y tecnoldgicos: ¢podria la secuenciacién gendmica ser parte
del cribado estandar universal para recién nacidos realizado por cada uno
de los servicios de salud publica, reemplazando las pruebas bioquimicas
convencionales, o podria ofrecerse como un suplemento opcional?

b) Sociales y éticos: es fundamental tener en cuenta los principios bioéticos
como son la no maleficencia, beneficencia, autonomia y preservacién de
un futuro abierto para cada nifio... justicia social.

c) Econémicos: los aspectos econdémicos deben considerarse en el proyecto
de modo que se pueda medir el coste ante la posible implementacién a
nivel de poblacional, teniendo en cuenta el coste-eficiencia del programa.

En nuestro pais no se ha desarrollado todavia ningn proyecto que aborde
estas cuestiones y que plantee desde una aproximacién cientifica cémo enfocar
el cribado neonatal de un nimero méas amplio y creciente de trastornos genéti-
cos que puedan beneficiarse de una accién precoz, bien sea en forma de trata-
miento en el nifio que mejore el prondstico y el curso de la enfermedad, bien de
una intervencion familiar temprana que permita el asesoramiento genético y la
prevencion de la recurrencia de la enfermedad en el seno de la familia. En este
contexto, se ha puesto en marcha el proyecto piloto ‘GenNatal’ para analizar
cémo implementar la secuenciacién genémica en medicina neonatal y salud pu-
blica. GenNatal esta financiado por la Fundacién Ramén Areces y participan en
el mismo tres entidades: el Instituto Pediatrico de Enfermedades Raras (IPER)
del Hospital Sant Joan de Déu en Barcelona, el Centro de Diagnéstico de En-
fermedades Moleculares (CEDEM) de la Universidad Auténoma de Madrid en
Cantoblanco y el Centro de Investigaciéon Biomédica en Red de Enfermedades
Raras (CIBERER). Los resultados de este proyecto han de servir para ofrecer
a las autoridades sanitarias y a la sociedad un conocimiento y una metodologia
sobre la aplicacion de la secuenciacién gendmica en los programas de cribado
neonatal de las acciones en salud publica.

La finalidad del proyecto es explorar cémo la informacién genémica puede
ayudar a conocer y comprender mejor las enfermedades identificadas en la época
neonatal e infantil de modo que se puedan implementar acciones para poder
mejorar el curso de la enfermedad, su prondstico y modificar su historia natural.
El objeto principal del proyecto es, pues, explorar el impacto médico-asistencial,
familiar, social y econédmico de la secuenciacién genémica en la atencién sanita-
ria de los recién nacidos y lactantes, con una visién integral que atine los aspectos
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médicos, de asesoramiento genético, bioéticos, psicoldgicos y sociales con par-

ticipacion inclusiva de los diversos actores implicados, esto es, padres, asesores

genéticos, genetistas de laboratorio, bioinformaticos, médicos genetistas, neo-

natdlogos, obstetras, pediatras de atencién primaria y eticistas. Los objetivos es-

pecificos estan en relacién directa con la evaluacion de las respuestas operativas

alas siguientes cuestiones:

1.

Aumentar el nimero de trastornos sobre los que ofrecer informacion, mas
alld de aquellos que se cubren hoy en dia (minimo 7 enfermedades en el
SNS) que se basan en biomarcadores bioquimicos/metabélicos.

Estudiar el posible beneficio del nifio/a y de los padres ante la deteccién
precoz de un trastorno de cardcter accionable en términos de: (i) entrada
en el sistema de atencidn sanitaria lo mds pronto posible con el objeti-
vo de minimizar el impacto de la condicidn; (ii) proveer a los padres de
la informacién de la condicién lo mas pronto posible; (iii) prevencién a
medio o largo plazo de la ‘odisea diagndstica’; (iv) oportunidad de tener
informacién acerca de aspectos reproductivos de los progenitores; y (v)
ofrecer opciones terapéuticas.

. Conocer cdmo viven los padres el proceso y la experiencia que para ellos

representa el andlisis gendmico en el cribado neonatal.

Conocer la variabilidad genética de individuos sanos (o posibles enfer-
mos) en relacion al efecto patogénico de las variantes genéticas, especial-
mente aquellas catalogadas como de significado incierto (variable of unk-
now significance, VUS), y el procedimiento tecnoldgico que se aplica en
la prueba gendmica. Esta puede variar entre paneles de genes, el exoma
completo o el genoma clinico completo.

. Determinar c6mo es el proceso global en sus tres partes principales: pre-

test, test 'y postest.

Examinar el potencial y el significado de disponer informacién genémica
de por vida, asi como los aspectos éticos y técnicos del almacenamiento de
la informacién gendmica.

Analizar el impacto econémico y el coste-efectividad de un PCN extendi-
do como el que se plantea en base a la secuenciacién genémica.

Estos objetivos se clasifican en cuatro categorfas genéricas: (i) aspectos de

cardcter asistencial, en el marco de la atencién sanitaria y salud publica, con re-
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percusién en la unidad familiar (objetivos 1-3); (ii) conocimiento bioldgico y
tecnoldgico, dificultades y posibles soluciones (objetivo 4); (iii) manejo clinico
del proceso: el asesoramiento genético (objetivo 5); y (iv) aspectos éticos e im-
pacto econdmico (objetivos 6y 7).

El analisis del genoma forma parte del conocimiento que tenemos de la en-
fermedad y se ha convertido en una prueba diagndstica de primer orden, espe-
cialmente para las enfermedades raras monogénicas, aunque también para el
abordaje de la medicina de precisién (22, 23). En este contexto, la secuenciacion
gendmica es una opcién en el cribado neonatal de enfermedades para las que
no se dispone de biomarcadores que sean accionables. No obstante, tal como ya
se ha sefalado anteriormente, la aplicacién en el cribado neonatal requiere una
investigacién y conocimiento previo que permita contestar las multiples y varia-
das cuestiones que plantea. A modo de ejemplo, uno de los aspectos es el analisis
gendmico que se aplica empleando la tecnologia de NGS. Segtn el tipo de anéli-
sis se podra detectar o no algunas variantes genéticas, tales como las variaciones
en numero de copias (copy number variants, CNVs). La deteccion fidedigna
de estas CNV mediante tecnologia NGS requiere analizar el genoma completo
y no el exoma. Ello se debe a que la sensibilidad del exoma para deteccion de
repeticiones de nimero de copia no es la adecuada al secuenciar tnicamente los
exones. Esto es importante en el caso de algunas de las enfermedades accionables
que tienen cierta prevalencia como es la atrofia muscular espinal (AME), en la
que la mutacién més frecuente (aproximadamente el 95% de los alelos mutan-
tes) es la delecién del exén 7 en el gen SMNI. Pero, un proyecto de esta indole
es necesario, sobre todo, para abordar con conocimiento de causa aspectos clini-
cos, personales, parentales, sociales y bioéticos para los que no disponemos atin
de respuestas definitivas.
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RESUMEN

Los programas de cribado neonatal permiten la identificacién precoz en
recién nacidos asintomdticos de diversas enfermedades, la mayoria de base ge-
nética. Las enfermedades que se incluyen son las que se pueden evitar, curar, o
mejorar, al ser factible intervenir para modificar positiva y significativamente el
curso de la enfermedad.

De un modo progresivo la metodologia que se aplica en el cribado estd inclu-
yendo técnicas genéticas o gendmicas, pero estos abordajes suscitan reflexiones
ético-legales, estando entre las cuestiones mds relevantes la seleccion de los genes
y enfermedades a estudiar, el proceso de entrega de los resultados a los padres y
los aspectos derivados de su implementacion en el SNS.

Es necesario tener en consideracion tanto la regulacion general de los criba-
dosy de los estudios gendémicos, como el marco ético general y el especifico que
contempla los principios morales a preservar.

Entre los retos éticos destaca la posibilidad de realizar diagndsticos predictivos
sobre enfermedades de aparicién tardia (en la edad adulta). Solo aquellas enferme-
dades cuya prevencién o tratamiento dependa de una intervencién temprana en
la edad infantil se deberan incluir en el cribado, evitando vulnerar la autonomia
de los menores al realizar diagnésticos predictivos sin beneficio para el neonato y
con el consiguiente perjuicio sobre su libertad futura para elegir conocerlas o no.

Otro riesgo es la deteccién de variantes genéticas cuya repercusion clinica es
dudosa o desconocida. Asi, el cribado debera evitar en la medida de lo posible
identificar o reportar resultados dudosos.
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Por tltimo, es conveniente prever la posibilidad de que el nifo, una vez al-
canzada la madurez pueda tener acceso y recibir la informacién genética que le
concierne.

Para velar por el cuidado ético de todos estos aspectos, se recomienda imple-
mentar adecuadamente el proceso de consentimiento informado y el asesora-
miento genético, en los cribados neonatales con herramientas genémicas, con
el objetivo de lograr una mejor comprensién de todos los procedimientos y una
aceptacion informada y voluntaria de todos ellos.

INTRODUCCION

Los programas de cribado permiten la identificacién precoz en neonatos
asintomdticos de diversas enfermedades, muchas de base genética. Su aplicacién
esta indicada para aquellas enfermedades en las que es posible intervenir para
prevenir, tratar o modificar positiva y significativamente el curso de la enferme-

dad [1].

Actualmente, los estudios genéticos se usan como método secundario para
confirmar resultados positivos obtenidos con el cribado bioquimico, pero cada
vez mds se plantea su uso como primera linea de cribado, particularmente el uso,
en un futuro cada vez més préximo, de técnicas de secuenciacién masiva (NGS)
y concretamente, el cribado gendmico (WGS y WES), debido a su ya demostra-
da utilidad clinica en el contexto del diagndstico en los neonatos con sospecha
de patologia grave de origen genético (2, 3].

Recientemente, en EEUU se puso en marcha el consorcio Newborn Sequen-
cing in Genomic Medicine and Public Health (NSIGHT) [4, 5] con el objetivo
de explorar “/as oportunidades de uso de la informacion gendmica para ampliar la
comprension de las enfermedades identificadas en el periodo neonatal”, financian-
do varios proyectos, entre los cuales se encuentra el proyecto BabySeq [6, 7].
Otros programas se estan poniendo en marcha siguiendo iniciativas ptblicas en
el contexto internacional [8], existiendo también iniciativas de comercializacién
a nivel privado.

Estos abordajes gendémicos del cribado neonatal suscitan, entre otras, re-
flexiones ético-legales, estando entre las cuestiones mas relevantes la seleccion
de los genes y enfermedades a estudiar, el proceso de entrega de los resultados a
los padres [5] y los aspectos derivados de su implementacion en el SNS [9, 10].
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Base legal: regulacién y guias

La Tabla 1 recoge recomendaciones europeas [11-13], asi como algunos de
los documentos legales espafioles [14-16] que afectan a los estudios genéticos en
la practica asistencial. Es de destacar que en ellos se definen, a efectos legales, las
pruebas genéticas, asi como el cribado genético, estableciéndose, en su caso, los
limites y los criterios que deben reunir las pruebas para ser incluidas en el SNS.
Asi pues, en nuestro ordenamiento juridico estan ya recogidas estas caracteris-
ticas que, aunque no desarrolladas por completo, establecen el marco legal de
aplicacion.

Tabla 1. Recomendaciones y marco regulatorio para las
pruebas genéticas diagndsticas y de cribado.

En Europa En Espafa

Additional Protocol Convention on Human | Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion bio-
Rights and Biomedicine, concerning Genetic | médica. LIB [14].

Testing for Health Purposes Council of Europe Acompafiadas de asesoramiento genético (AG)

(2008) [11] (art. 9) y consentimiento informado (Cl) (arts. 48
Acceso a medidas preventivas, equidad, |y 49).
calidad.

Cribado genético (art. 54).

Recomendaciones dé la Sociedad Europeade | o 5q1/2065/2014, de 31 de octubre: por Ia
Genética Humana (ESHG): o

que se modifican los anexos |, Il y lll del Real De-
e NGS en menores [12] creto 1030/2006, de 15 de septiembre, por el que
se establece la cartera de servicios comunes del
Sistema Nacional de Salud y el procedimiento para
su actualizacion [15].

Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Pro-
teccion de Datos Personales y garantia de los de-
rechos digitales [16].

e Datos genéticos y proteccion de datos [13]

Marco ético general de los estudios gendmicos

Por otra parte, también es conveniente recordar los principios morales que,
como en el resto de la actividad clinica (y también cientifica), se aplican en los

estudios y cribados de genéticos en seres humanos, como marco ético general
[11,17-21] (tabla 2).
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Tabla 2. Marco ético general de aplicacion en los estudios genémicos
en seres humanos [11, 17-21].

Bioética
Conjunto de principios que orientan la conducta humana dptima, con relacion a la vida (seres
humanos, vida animal o vegetal, y del medio) [17]

Principios éticos basicos: Fundamentos [18-19]

Principio Como se aplica Valores
Respeto a la persona | Consentimiento informado Autonomia del recién nacido
Beneficencia Evaluacion riesgo/beneficio Prevencion vs medidas excesivas
Justicia Seleccion de los sujetos Costes, equidad
Documentos

Convenio sobre los Derechos Humanos y Biomedicina (de Oviedo), 1997 [20]. Protocolo Adicional,
relativo a los estudios genéticos con propositos sanitarios, Gouncil of Europe. 2008 [11].

Declaracion de Reikiavik sobre consideraciones éticas para el uso de la genética en la salud. Aso-
ciacion Médica Mundial 2019 [21].

CARACTERISTICAS DE LOS CRIBADOS
EN SU ENFOQUE ETICO

Los retos éticos que plantea el cribado neonatal genémico derivan de tres de
las caracteristicas distintivas de esta aproximacién metodoldgica.

En primer lugar, mientras que en el cribado metabélico o bioquimico existen
marcadores bioldgicos que pueden revelar la presencia de enfermedad real, los
marcadores genéticos solo indican la existencia de un riesgo, y no informan ne-
cesariamente de la presencia de la enfermedad asociada, por lo que, en ocasiones,
pueden tener un cardcter més predictivo que diagndstico de enfermedad, sea
esta de aparicién en la infancia o en la vida adulta, y tanto para enfermedades en
las que se pueda intervenir (intervenibles), como las no tratables.

Ademas, el cribado gendémico permite detectar variantes cuya patogenicidad
atin no estd establecida o es dudosa (tipo 3 o VUS segun la clasificacién de las
gufas del ACMG) [22], por lo que este abordaje se acompafia de un margen
mayor de incertidumbre que los estudios clasicos.

Por ultimo, tanto por su caricter potencialmente predictivo, como por su
naturaleza genética, el conocimiento de los resultados obtenidos podria ser de
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interés para el recién nacido, una vez alcanzada su madurez o para sus familiares
bioldgicos.

Los aspectos éticos necesarios a considerar en el cribado genémico neonatal
son el balance beneficio/riesgo, que siempre debe ser favorable [23], el proceso
de consentimiento informado y el asesoramiento genético antes y después de la

prueba.

Beneficios y riesgos

En la tabla 3 se resumen algunos de ellos, muchos de los que se preveian [1]
y otros que se han puesto de manifiesto en el seguimiento de la cohorte de 159
recién nacidos estudiados en el BabySeq Project [24-25].

Tabla 3. Riesgos y beneficios percibidos en el cribado genético neonatal [1, 6, 24-25].

Beneficios Riesgos

e Diagnostico mas rapido y preciso, predictivo, y | ® Cuestiones técnicas: calidad del proceso,
de un mayor nimero de enfermedades (frente dificil interpretacion de los resultados:

al cribado bioguimico clasico). — Resultados erréneos (falsos + y -).

— Dudosos.
— Incompletos.

e |ntervencion mas rapida: orientacion precisa en
el tratamiento y mejor prevencion.

e Beneficios para terceros (familiares): consejo

genético y reproductivo e Riesgos derivados de estudio predictivo en

menores: Autonomia.
e Posibles usos secundarios (en el caso de WES/

" o e Problemas relacionados con las interven-
WGS): farmacogenetica, reandlisis por enfer-

ciones a aplicar: seguimiento, riesgos de

medades posteriores.

Salud Pdblica: morbi-mortalidad, discapa-
cidad poblacional, enfermedades de base

los tratamientos y prevencion. Impacto
psicoldgico.

Otras implicaciones éticas, legales, y so-

genetica. ciales: Confidencialidad, derechos de

terceros.

e Equidad: Costes, accesibilidad.

Uno de los asuntos a abordar es el hecho de que mediante el cribado neonatal
genoémico se podria realizar un diagnéstico predictivo en un menor. Por lo que
es conveniente tenerlo en cuenta a la hora de elegir los genes/enfermedades a
incluir en el cribado.
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Las recomendaciones [11] y la regulacién [15] indican que se pueden aplicar
estudios genéticos predictivos en menores, siempre que se obtenga un beneficio
directo para el nifio, por ser factible aplicar alguna intervencién durante la in-
fancia que modifique el curso natural de la enfermedad.

Asi pues, en principio se recomienda que solo las enfermedades intervenibles,
en las que la intervencion deba aplicarse de forma precoz durante la infancia, se
deberian incluir en el cribado.

Ademis, el trastorno deberfa ser grave, la prediccion genética de enfermedad
fiable (variable genética tipo 4 o 5 asociada a enfermedad grave) y el riesgo ele-
vado (alta penetrancia).

Algunos ejemplos de este tipo de patologias genéticas serian varias de las me-
tabolicas, la atrofia musculo-espinal [26], la amaurosis congénita del Leber por
mutaciones en RPE6S [27] o la fibrosis quistica [28], enfermedades para las que
esta disponible un tratamiento eficaz y cuya aplicacién debe realizarse precoz-
mente para tratar una enfermedad grave.

Algunos programas en fase de investigacién, como el proyecto NSIGHT [6],
incluyen brazos del estudio en los que los padres pueden elegir recibir informa-
cién sobre enfermedades: a) de inicio pedidtrico no intervenibles, b) recesivas, en
estado de portador, o ¢) intervenibles de inicio en la edad adulta.

Consentimiento Informado (CI)

Tanto la LIB [14] como grupos de expertos [29] y distintas organizaciones
[21,30] han emitido recomendaciones acerca del proceso de consentimiento in-
formado para las pruebas genéticas en el entorno clinico y de los elementos a
incluir en la informacién previa a los participantes, particularmente con el uso

de la tecnologia de NGS (Tabla 4).

En cuanto al cribado neonatal bioquimico, el CI especifico [31], recogido
por escrito, estd poco extendidoy se considera que, dado el niimero de enferme-
dades y las caracteristicas del cribado, no es “ni deseable ni factible” [ 32] y, por
otra parte, al ser el cribado un requerimiento de salud publica, muchos gobier-
nos, como el de EEUU, no lo consideran necesario [9].
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Tabla 4. Elementos a incluir en la informacidn al paciente en el proceso de Consentimiento
Informado (CI) para las pruebas y cribado genéticos en el marco clinico [14, 29-30].

Sin embargo, al plantearse el cribado mediante abordaje genémico, lo que
incluye un grupo numeroso de enfermedades, y debido a su complejidad, incer-
tidumbre y caricter predictivo, tanto el CI[6,7] como el asesoramiento genético
(AG) [1,7] pre y post prueba deberfan realizarse, al menos en la fase inicial o
exploratoria del cribado gendmico, en tanto no se conozca el alcance ético de su
implementacidn, aunque esta cuestiéon no esta exenta de debate.

Asesoramiento genético (AG): interpretacion e informacidn sobre los
resultados

Por tltimo, el AG, intimamente ligado al proceso de CI, también debe pro-
porcionarse a los padres de los nifos que participan en el cribado neonatal gené-
tico, tanto antes de este, como en el momento de la entrega de los resultados [9,

7,14, 15,21, 32, 33].
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En cuanto a estos, se deberia anticipar qué tipo de resultados se podrian
obtener [34], siendo esperable que aproximadamente el 5% de los recién naci-
dos puedan tener una variante de riesgo reportable para una enfermedad mo-
nogénica y cerca del 90% ser portadores de alguna enfermedad recesiva [7].
También, habria que enfocar el tipo de genes y enfermedades a estudiar y las
variantes a reportar a aquellas enfermedades/genes intervenibles, de cardcter
grave y de causalidad clara, minimizando el impacto de hallazgos secunda-
rios no englobados en las categorias anteriores, asi como el estado de portador
asintomatico de enfermedades recesivas. Un estudio reciente da algunas in-
dicaciones sobre coémo ayudar a la categorizacion de parejas de gen/enferme-
dad, de acuerdo con su grado de posible intervencién, gravedad y certeza en
la causalidad o penetrancia [35], y en la pagina web de ClinGen se actualiza
la informacidn, estratificada de acuerdo con el grado en estas categorias [36].
Asimismo, es recomendable informar acerca de las medidas de intervencién
en si mismas, ya que su aceptabilidad o tolerabilidad podrian no verse por los
padres, o no serlo para los propios ninos, como proporcionales al dano poten-

cial de la enfermedad [37].

También serfa necesario implementar las medidas de seguimiento médico de
los casos diagnosticados, tal y como establecen las recomendaciones [30] y la
cartera de servicios del SNS [15] y habrd que establecer un sistema para revi-
sar temporalmente los datos dudosos, asi como el procedimiento para que los
menores puedan consultar y ser informados de sus propios datos al alcanzar la
madurez [9].

Otros aspectos a considerar son los relacionados con los medios necesarios
para incluir la informacién en la historia clinica y manejar estos datos a largo pla-
zo para el bien de la salud del paciente. En este sentido, el proyecto BabySeq [7]
contempla la inclusién del estudio de algunas variantes farmacogenéticas que
podrian ser de interés para el paciente a lo largo de su vida.

Por tltimo, un reciente estudio [38] analiza el impacto logistico y econd-
mico de la implementacién de medidas clinicas para el caso de intervenciones
derivadas de hallazgos secundarios en secuenciacién exdmica, estimindose que
en un 3,7% se encontraran secundariamente variantes patogénicas causales yen
un 3,8% variantes en estado de portador, de un total de 244 genes/enfermedades
intervenibles, estableciéndose también la necesidad de tiempo adicional para el
proceso de asesoramiento genético, en todos esos casos.
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RECOMENDACIONES Y CONCLUSIONES

Diversos autores han emitido recomendaciones sobre los factores a tener en
cuenta a la hora de implementar un cribado genémico [39], y concretamente el
neonatal [1, 7].

En la tabla 5 se resumen los puntos més relevantes, remarcandose los que
tienen un impacto ético: el CI, los criterios para informar, el informe y AG, y el
acceso a los datos de los clinicos y familiares, asi como del menor cuando alcance
la mayoria de edad o madurez [9].

Tabla 5. Factores a considerar para implementar el cribado genémico neonatal
(*los de mayor relevancia ética).

Establecimientos de

Disefo adecuado del - - L
recursos técnicosy | Aspectos clinicos | Revision temporal

estudio
humanos

e Seleccion de los e (Calidad de proceso | ® Informe y ase- e Acceso de datos

pacientes de andlisis e inter- soramiento en la edad ma-
e Consentimiento pretac!on (centros y genéticos dura del menor

. " profesionales): o

informado e Seguimiento e Nuevos genes,

. e Confirmacion de | lini - nuevas enferme-

* Establecimientos de iosultadzzo s (s:o aﬁgsyda;tgz dgzezs(see zn S?J

criterios para informar™ por clinicos y posibiliad %e ser

) . e Plazos para informar . . .
— Tipo de variantes P familiares™ intervenibles)

— Genotipos y Estatus
(afecto, predictivo,
portador)

— Definicion de patolo-
gias/genes (graves,
intervenibles, inicio
edad infantil)

Para concluir, actualmente es factible y en cierto modo recomendable incluir
las técnicas de NGS en el cribado neonatal ya que pueden proporcionar una in-
formacion de mayor calidad y beneficiar a la salud de los participantes al poder
intervenir precoz y eficazmente sobre ciertas enfermedades. Para ello se requiere
cumplir con ciertas premisas éticas (figura 1) que afectan tanto al disefio y pro-
tocolo del estudio, como al CI, los procesos clinicos y al seguimiento y evalua-
cién de los resultados.
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Figura 1. Requisitos éticos necesarios para la implementacion
del cribado genémico neonatal.
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