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RESUMEN

Introduccion: el objetivo de la secuenciacién es determinar la composicién de los nucleétidos presentes en el ADN
o el ARN. Desde la finalizacién del proyecto genoma humano, surgieron diversas tecnologias de secuenciacién
rapida como Roche 454, SOLID, Illumina, lon Torrent, PacBio y Oxford Nanopore, mas precisas y costoeficientes,
que permiten desarrollar proyectos a gran escala y estudiar genes y genomas, la composiciéon de microbiomas,
enfermedades metabdlicas y enfermedades genéticas que afectan a la poblacién.
Objetivo: describir los fundamentos de los métodos de secuenciacion de ADN y sus aplicaciones en las ciencias
biomédicas.
Métodos: revision descriptiva de las principales estrategias de secuenciacion de ADN de primera, segunda y tercera
generacion y su aplicacion en el entorno biomédico, a partir de la busqueda de articulos en bases de datos electré-
nicas especializadas en investigacion cientifica. Se encontraron 118 documentos, de los cuales se excluyeron 6, por
no cumplir con los criterios de inclusién, y se seleccionaron 112, por cumplir con todos los requisitos.
Conclusiones: el surgimiento de los métodos de secuenciacién de siguiente generacién arroja una gran canti-
dad de datos, incluidos genomas secuenciados completamente de varias especies, con un rendimiento extenso,
tiempos reducidos y costoeficiencia, que lleva a la completa transformacién de las ciencias de la vida y logra un
progreso sin precedentes en el andlisis de genomas, la evaluacion de la ecologia microbiana y el diagndstico de
enfermedades.
Palabras clave: secuenciacion de nucleétidos de alto rendimiento; andlisis de secuencia, ADN; genoma humano;
técnicas genéticas.
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Biomedical Foundations and Applications of Major Sequencing Technologies:
A Literature Review

ABSTRACT

Introduction: The purpose of sequencing is to determine the composition of the nucleotides present
in DNA or RNA. Since the completion of the human genome project, several sequencing technologies
such as Roche 454, SOLID, Illumina, lon Torrent, PacBio and Oxford Nanopore have emerged as tools
for rapid sequencing, with greater precision and cost-efficiency, allowing the development of lar-
ge-scale projects and the study of genes and genomes, along with the composition of microbiomes
and the study of metabolic and genetic diseases that affect the population.

Objective: To describe the foundations of the methods of DNA sequencing and their applications in
the biomedical sciences.

Methods: Descriptive review of the main strategies of first, second and third generation DNA sequencing
and their application in the biomedical environment. This review was carried out by searching articles
in electronic databases specialized in scientific research. A total of 118 papers were found, of which
6 were excluded as they did not meet the inclusion criteria and 112 were selected as meeting all the
requirements.

Conclusions: The emergence of next-generation sequencing methods yielding a wealth of data, including
fully sequenced genomes of various species, with extensive throughput, reduced time and cost-effec-
tiveness that has led to the complete transformation of the life sciences, achieving unprecedented
progress in genome analysis, assessment of microbial ecology and disease diagnosis.

Keywords: high-throughput nucleotide sequencing; sequence analysis, DNA; genome humans;
genetic techniques.
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Fundamentos e aplicacoes biomédicas das principais tecnologias de sequenciamento:
uma re-visao da literatura

RESUMO

Introducao: o objetivo do sequenciamento é determinar a composicdo dos nucleotideos presentes
no DNA ou RNA. Desde a conclusao do projeto do genoma humano, surgiram diversas tecnologias
de sequenciamento rapida como Roche 454, SOLID, Illumina, lon Torrent, PacBio e Oxford Nanopore,
mais precisas e econ0micas, que permitem o desenvolvimento de projetos de grande escala e estudo
de genes e genomas, composicdo de microbiomas, doencas metabdlicas e genéticas que afetam a
popula-cao.

Objetivo: descrever os fundamentos dos métodos de sequenciamento de DNA e suas aplicagcdes nas
ciéncias biomédicas.

Métodos: revisdo descritiva das principais estratégias de sequenciamento de DNA de primeira,
segunda e terceira geracao e sua aplicacdo no ambiente biomédico, a partir da busca de artigos em
bases de dados eletrénicas especializadas em pesquisa cientifica. Foram encontrados 118 documen-
tos, dos quais 6 foram excluidos por ndao atenderem aos critérios de inclusao e 112 fo-ram seleciona-
dos por atenderem a todos os requerimentos.

Conclusoes: o surgimento de métodos de sequenciamento de préxima geracdo rende uma riqueza
de dados, incluindo genomas totalmente se-quenciados de varias espécies, com producao extensa,
tempos reduzidos e eficiéncia de custo, levando a transformacdo completa das ciéncias da vida e
alcancando um progresso sem precedentes no genoma analise, avaliacdo de ecologia microbiana e
diagnéstico de doencas.

Palavras-chave: sequenciamento de nucleotideos de alto rendimento; analise de sequéncia, DNA;
genoma humano; técnicas genéticas.
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INTRODUCCION

Los avances alcanzados en las ultimas décadas
con las tecnologias de secuenciacidon de nucle6ti-
dos como la secuenciacion gendmica, la secuen-
ciacion del exoma completo y la secuenciacién
de ARN o RNA-seq (del inglés RNA sequencing),
que ofrece la secuenciacién de todo el transcrip-
toma, brindan a los investigadores y clinicos una
oportunidad sin precedentes para entender e in-
vestigar las variaciones genéticas implicadas en el
desarrollo de la enfermedad (1). El conocimiento
del genoma humano y las tecnologias de secuen-
ciacion de ADN han permitido evaluar alteracio-
nes cromosémicas como los polimorfismos que
afectan un solo nucleétido. Estas y otras muta-
ciones genéticas en los individuos pueden usarse
para predecir diagnésticos y subclasificar enfer-
medades; ejemplo de ello es el caso de algunas
leucemias hematopoyéticas, en las cuales muta-
ciones en los genes NPM1 y CEBPA se asocian con
la leucemia mieloide aguda (2) o mutaciones en los
genes TET2, DNMT3a, ASXL1, EZH2, SF3B1, SRSF2,
U2AF1, ZRSR2, TP53 o STAG2 se asocian con la
presentaciéon del sindrome mielodisplasico (3).

Otro ejemplo es la identificacién de defectos genéticos,
como en la hemofilia A (4), la hemofilia By la enfer-
medad de Von Willebrand, donde, gracias a las tec-
nologias de secuenciacién de siguiente generacion,
se puede estudiar un grupo de entre 50 y 100 genes
y agilizar en gran medida el diagnéstico (5).
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En cuanto al enfoque farmacogenémico, con el
estudio gendmico se evalla la respuesta de diver-
sos medicamentos basados en genes para enfer-
medades crénicas, como la diabetes mellitus, la
hipertension arterial, las enfermedades cardiacas,
los trastornos autoinmunes, las enfermedades
mentales, los tumores, entre otras, que sin duda
es un gran paso en la medicina moderna (6).

Con el advenimiento de la primera tecnologia de
secuenciaciéon, denominada método de Sanger,
se sentaron las bases para desarrollar tecnologias
de siguiente generacion, como Roche 454, SOLID,
lon Torrent, lllumina, y de tercera generacién,
como PacBio y Oxford Nanopore, que han abierto
nuevas posibilidades para los analisis de ADN (7).
Segun Verified Market Research, el mercado de
la secuenciacion de préxima generacién se valord
en 1,26 mil millones de délares en 2018 y se pro-
yecta que para el 2026 alcance unos 5,47 mil mi-
llones de délares. La aparicion de las tecnologias
de segunda y tercera generacién ha permitido
reducir marcadamente los tiempos y los costos de
secuenciacién. Hace casi dos décadas, los cientifi-
cos obtuvieron la primera secuencia del genoma
humano a un precio de mas de ~2,7 mil millo-
nes de dodlares, un proyecto que tomé al menos
13 afos. Actualmente, secuenciar un genoma
completo con las nuevas tecnologias de secuen-
ciaciéon tarda unos pocos dias y cuesta menos de
1000 dolares (8-10).
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Los avances en las tecnologias y la mejora en las
estrategias de secuenciaciéon siguen bajando los
costos y abren paso a nuevas aplicaciones en
la investigacién biomédica. Con ello es posible
predecir el riesgo de enfermedad, evaluar la res-
puesta o efectos adversos a un medicamento con
oportunidades de prondstico y orientar hacia tra-
tamientos mas precisos (11).

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este
articulo es revisar las principales caracteristicas
de las técnicas de secuenciacion de ADN y ARN
de primera, segunda y tercera generacion; sus
aplicaciones en estudios de gendmica y transcrip-
témica, y algunos de los avances logrados en el
diagnéstico y tratamiento de enfermedades.

METODOLOGIA

Se llevd a cabo una revision descriptiva sobre los
principales métodos de secuenciacién y sus apli-
caciones. La literatura cientifica se buscé en las
siguientes bases de datos electrénicas: PubMed,
Elsevier, LILACS, PMC, MDPI y Redalyc, y con pes-
quisas secundarias en las listas de referencias bi-
bliograficas de los articulos identificados.

Las palabras clave se validaron mediante el descriptor
Medical Subject Headings (MeSH), en idioma
inglés, y Descriptores en Ciencias de la Salud
(DeCS), en espanol: high-throughput nucleotide
sequencing, sequence analysis, DNA; genome,
human; genetic techniques.
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Se seleccionaron todos los articulos en inglés y
espanol, publicados entre 1977 y 2020, que des-
cribieran los principales métodos de secuencia-
cién de primera, segunda y tercera generacion; asi
como sus importantes aplicaciones en el campo
biomédico. Se encontraron 118 articulos, de los
cuales se seleccionaron 112, por titulo, materiales
y métodos y resumen, y se excluyeron 6, por no
cumplir con los criterios de inclusidn, entre ellos
la fecha de publicaciéon reciente o un resumen
conciso y enfocado en el tema de estudio. En
total, se analizaron 112 referencias que presenta-
ban los temas detallados.

DESARROLLO

Métodos de secuenciacion

Los métodos de terminacion de cadena desarro-
llados por Sanger et al. (12) fueron la base para
la primera generacidon de secuencias de ADN, y
ello abrié paso a la secuenciacion del genoma
humano, un gran avance para la ciencia, pero con
un alto impacto econémico (13,14).

Posterior al advenimiento del método de Sanger,
en 2005 las tecnologias de siguiente generacion
—o también llamadas de segunda generacion—
se abrieron paso en el mercado. Asi, Roche 454
instauré el primer secuenciador de alto rendi-
miento, que logré la secuenciacién de millones
de lecturas de ADN sin la necesidad de clonar
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(15). Sin embargo, la alta tasa de error llevo a
la mejora de la quimica de secuenciacién y a la
aparicién de otras tecnologias de alta resolucion
de lectura corta 50-400pb, como Illumina, y de
lectura larga de tercera generacién, como PacBio
y Oxford Nanopore (16).

En esta revision se tratan los principales métodos
de secuenciacién a través de la historia. En
cuanto a los de primera generacién, se describe
el método de Sanger; de segunda generacion,
el método Roche 454 e lllumina, y dentro de los
métodos de tercera generacion, las plataformas
PacBio y Oxford Nanopore. Ademas, se descri-
ben brevemente sus principales aplicaciones en el
campo biomédico.

Secuenciacion de primera generacion:
método de Sanger

Durante 1976 se describieron dos métodos de
secuenciacién de ADN: el método de terminacion
de cadena, desarrollado por Sanger y Coulson. y
el método de escision quimica, desarrollado por
Maxam y Gilbert (17,18).

El método de Sanger, durante muchos afhos con-
siderado el método de referencia (gold standard),
produce secuencias de ADN de alta calidad con
longitudes entre 500 y 1000 pares de bases. En
este se utiliza una técnica enzimatica de termina-
cién de cadena donde los nucledtidos modificados
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llamados didesoxi-nucledtidos (ddNTP) carecen
de un grupo 3’-OH que le impida a la ADN po-
limerasa formar un enlace fosfodiéster entre el
grupo 3'-OH libre del ultimo nucleétido y el 5'-
fosfato del siguiente, a fin de detener la adicion
de mas nucleétidos y obtener, de este modo, se-
cuencias de diferentes longitudes aleatorias (19).

En la secuenciacion manual de Sanger, cada uno
de los dANTP (ddATP, ddTTP, ddGTP y ddCTP) son
agregados en una reaccién en cadena de polime-
rasa (PCR) diferente. La sintesis termina cuando
se incorpora un ddNTP a una cadena de nucle6-
tidos, separada mediante gel de electroforesis en
su version mas basica. El fragmento mas corto
termina en el primer nucleétido desde el extremo
5’ y, asi sucesivamente, hasta establecer la se-
cuencia de 5" a 3. En contraste, en la secuen-
ciacién automatizada de Sanger, cada ddNTP se
marca con un fluoréforo diferente, lo que permite
mezclarlos en la misma reaccion. Posteriormen-
te, se lleva a cabo una electroforesis capilar y
un computador, a través de un laser, excita cada
fluoréforo para identificar cada ddNTP (20).

A pesar de algunas de sus limitaciones, como su
alto consumo de tiempo (dias) y elevados costos
(~500 dodlares por millon de bases + reactivos),
debido a la necesidad de procedimientos adicio-
nales para el aislamiento de fragmentos gene-
ralmente, por técnicas como PCR o clonacion, el
método de Sanger sigue siendo una herramienta
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molecular util para las pruebas genéticas, estudios
de genética evolutiva, gendémica funcional,
identificacién de variantes genéticas en diver-
sas enfermedades, entre otros (16,19).

Secuenciacion de segunda generacion

Las tecnologias de secuenciacién de siguiente ge-
neracion facilitan la manera de secuenciar grandes
cantidades de ADN. Se caracterizan por amplificar
millones de lecturas en paralelo; generalmente,
utilizan pozos individuales como soporte para las
reacciones de secuenciacion (19).

Estas tecnologias ofrecen mejor rendimiento, bajo
costo y menor tiempo de corrida; sin embargo,
presentan mayores tasas de error (tasa de error
secuenciacion por Roche 454: ~1%, SOLID: ~5 %,
ilumina: ~0,1%) con respecto a la secuenciacion
de Sanger de primera generacién (tasa de error:
~0,001) (21) (tabla 1). Dentro de las plataformas
de secuenciacién de préxima generacién mas im-
portantes se encuentran: Roche 454, lon Torrent
e llumina, las cuales pueden usarse para obtener
secuencias de genomas completos o restringirse
a regiones genéticas de interés. La preparacién
de las librerias se realiza de manera andloga; pero
las plataformas 454, SOLID e lon Torrent usan PCR
en emulsion, en tanto que la plataforma lllumina
utiliza PCR en fase sélida (16).

144

Secuenciacion Roche 454

La plataforma 454 fue la primera tecnologia de
secuenciacién de préxima generaciéon implemen-
tada en el mercado. Esta combina la sintesis de
ADN in vitro mediante PCR en emulsién (22) y
la técnica de secuenciacién por sintesis, deno-
minada pirosecuenciacion (23). Fue descrita por
primera vez por Pal Nyren y su equipo, en 1987
(24). En 2005, fue comercializada por la empresa
454 de Life Sciences (25)B>, y en 2007, la com-
pahia Roche adquirié la empresa. Sin embargo,
dado su bajo rendimiento, la plataforma dej6 de
ser competitiva y comercializada en 2013 (26).

Durante la preparacion de la libreria, el ADN se
fragmenta enzimaticamente por sonicacién (24);
después se incorporan adaptadores de doble
cadena a los extremos de los fragmentos de lon-
gitud de 400-700 pb, mediante la accién de una
ADN ligasa. Cada uno de estos fragmentos tendra
un adaptador complementario flanqueado en la
perla del andamiaje. El adaptador localizado en el
extremo opuesto servira de anclaje de la ADN po-
limerasa y de inicio de la replicaciéon. Una vez ob-
tenida la libreria, se desnaturalizan los fragmen-
tos para obtener secuencias monocatenarias. El
adaptador incorporado hibrida con el adaptador
acoplado a la perla en una solucién diluida que
permite la inmovilizaciéon de una sola molécula de
ADN en cada perla. Posteriormente, se coloca el
conjunto de perlas en una emulsiéon de agua en
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Tabla 1. Principales caracteristicas de las plataformas de secuenciacién

Ref. Generacion Plataforma de secuenciacion Método de secuenciacion Longitud de lectura (pb) Tasa de error (%) Tiempo de corrida Costo por millon de bases (do6lares) Ventajas Desventajas
L [ -Lecturas largas ~1000 pb [] Costos altos, por necesidad de procedimien-
Terminaci6n de cadena
Primera generacién Sanger 600-1000 0,001 ~2h ~500 [J Baja tasa de error tos adicionales, como clonacién
didesoxi
[J No se requiere amplificacién por PCR [J Bajo rendimiento
Roche 454 Quimica de pirosecuenciacion 700 1 ~24h ~8,57
Metzker etal., 2010
Ligacion secuencial de sondas 0 Alto rendimiento
SOLiD . - 2%60 5 ~8 dias ~0,11
de oligonucledtidos [0 Profundidad en las lecturas [] Lecturas més cortas que los obtenidos por
Derocles etal.. 2018 Segunda generacién Ion Torrent Sintesis por polimerasa 200 1 ~2-4h ~0,10 [ Bajo costo y baja tasa de error Sanger (100-500 pb)
[0 Répido tiempo de respuesta a las ejecu- [ Se requiere amplificacion por PCR
MiSeq Sintesis 2x300 0.1 4-5h ciones [1 Ensamblajes altamente fragmentados
Mlumina HiSeq Sintesis 2x150 0,1 2-4 dias ~0,03-0,15
Kchouk etal., 2018
NovaSeq Sintesis 2x150 0,1 16-36h
[0 Lecturas largas, >14 kb
Secuenciacion en tiempo real [ Alta tasa de error
Tercera generacién PacBio ~10.000-15.000 13 20 min-4h ~0,40-0,80 [] En el caso de MinION, facil portabilidad

de una sola molécula (sintesis) 0 if
No requiere amplificacién
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Componente Morfolégico Componente Muscular Componente Motor Componente Cardiorrespiratorio
OR OR OR OR
Saludable No saludable Saludable No saludable Saludable No saludable Saludable No saludable
P valor P valor P valor P valor
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Lim inf Lim sup Lim inf Lim sup Lim inf Lim sup Lim inf Lim sup
Nivel educativo padre
Ninguno-primaria-
. 75 69,9 60,9 75 61,2 74,2 66,9 26,1
secundaria
0,62 0,27 2,19 *0,00 1,19 3,12 *0,01 1,11 2,97 0,15 0,87 2,24
Técnico tecnoldgico
. o 25 30,1 39,1 25 38,8 25,8 33,1 26,1
Universitario
Forma de desplazamiento
Activo 55 02 59,1 60,3 57,3 61 63,5 55,9
0,64 0,32 1,07 0,84 0,60 1,50 0,51 0,53 1,37 0,15 0,88 2,12
Pasivo 45 39,8 40,9 39,7 42,7 39 36,5 44,1

OR: Odds Ratio; Lim inf: Limite Inferior; Lim sup: Limite Superior; * p valor <0,05: Asociacion estadisticamente significativa; estadistico de prueba utilizado: Chi cuadrado

Fuente: autores



aceite (emPCR), que contiene la mezcla de reaccién
de amplificacion para aumentar clonalmente cada
fragmento (25).

Una vez realizada la amplificacién, se depositan
las perlas en una placa de secuenciacién que con-
tiene aproximadamente 1,6 millones de pozos, de
los cuales aproximadamente 450.000 presentan
secuencias detectables, y 200.000, lecturas exitosas
(27). La solucion se diluye de tal manera que cada
pozo de 75 pl contenga como maximo una perla
para poder comenzar el proceso de secuenciacion.
Luego, la placa se coloca en una camara de flujo a
través del cual se difunden perpendicularmente los
reactivos (25). Cuando el ddNTP correcto se in-
corpora, se detecta la sefal de quimioluminiscen-
cia generada por la liberacién de una molécula
de pirofosfato (21,22). En la reaccién, la adenosina
trifosfato, en presencia de APS (3'-fosfoadenosi-
na-5'-fosfosulfato), convierte el pirofosfato libera-
do en adenosina trifosfato, que reacciona con la
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enzima luciferasa. Asi, la luciferina se transforma en
oxilciferina y emite una senal de luz. La senal es
capturada mediante una camara de fibra éptica
(25) y la intensidad de la luz serd proporcional a
la cantidad de pirofosfato escindido (27) (figuras
lay 1b).

Figura 1a. Secuenciacion Roche 454

a) Preparacién de la libreria. Fragmentacién del
ADN para generar secuencias de longitud de
400-700 pb e incorporar adaptadores a los frag-
mentos obtenidos. b) Inmovilizacién-hibridacion
de adaptadores de los fragmentos de la libre-
ria con las secuencias complementarias de las
perlas de andamiaje. c) Amplificaciéon clonal de
los fragmentos en las perlas suspendidas en una
emulsiéon de agua en aceite (emPCR). d) Genera-
cion de la senal de quimioluminiscencia. La libera-
cion de una molécula de pirofosfato desencadena
la conversién de la luciferina a oxilferina, gene-
rando una emision de luz.

Figura 1. Métodos de secuenciacion de segunda generacién

} ®
(g (@
i« T
AAR N
]
$
3
a. Preparacién de la b. Perlas de c. Amplificacion

libreria inmovilizacion EmPCR
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Figura 1. Métodos de secuenciacion de segunda generacion

Primer

®
“OO

Adaptador

@

(
@ -

c. Liberacion del Fluoroforo

Figura 1b. Secuenciacion por ligacion
(SOLID). a) Hibridacion de adaptadores y
primers. Acoplamiento de los adaptadores
a la perla de andamiaje e hibridacion del
cebador a la zona complementaria del adap-
tador. b) Unidon del octamero a la secuencia
diana. Hibridacién de los octameros obteni-
dos en la libreria a las secuencias diana com-
plementarias. ¢) Liberacion del fluoréforo.
Deteccién de la senal de fluorescencia deter-
minada por las dos primeras bases del octa-
mero acoplado. d) Proceso de elongacion de
la cadena blanco. e) Repeticion del ciclo N-1.
Continuacion de la secuenciacién a partir de
cebadores de longitud N-1, N-2, etc.

La tecnologia 454 de Roche fue capaz de secuenciar

mas de 25 millones de bases, con una precisién pro-
medio del 96% para librerias genémicas en un
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tiempo de corrida de 4 h (25). Fue usada comun-
mente para secuenciacién de genomas y para
muestras de metagenomas (28). Se lograron en-
samblajes de novo, es decir, sin genomas de re-
ferencia con coberturas del 96% y precision del
99,06 %. Adicionalmente, dentro de las ventajas
de la pirosecuenciacion no se requerian geles,
marcadores fluorescentes o didesoxinucleétidos,
lo que generaba una mayor rapidez, comparada
con el método de Sanger. No obstante, presenté
problemas con la determinacién precisa de ho-
mopolimeros, debido a la dificultad para detectar
la intensidad de luminiscencia conforme aumen-
taba la longitud de la secuencia. Por otra parte,
su alta tasa de error (1%) y su elevado costo de
secuenciacién por millon de bases (~8,57 ddlares)
hicieron que la llegada de lecturas de 200-300 bp
de MiSeq a un menor costo, junto con las lecturas
de >8000 bp de PacBio, esencialmente, acabaran
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con esta tecnologia. Al final, la mayoria de los
errores de esta plataforma fueron las inserciones
o eliminaciones, que son mucho mas dificiles de
manejar, en comparacion con los errores de sus-
titucidon que se presentan en la secuenciacién de
lllumina (24,27).

Secuenciacion por ligacién y deteccion de
nucletotidos (SOLID)

La plataforma SOLID realiza secuenciacién masiva
de fragmentos en paralelo (29). Fue adquirida por
Applied Biosystems Instrument, en 2006 (30), y
posteriormente fue comercializada por Life Tech-
nologies Corporation (31).

Para la preparacién de la libreria se procede de
manera similar a la descrita en la plataforma
Roche 454 (véase figura 1a). EI ADN es cortado en
fragmentos de 80-130pb (32) y los fragmentos
obtenidos son adaptados en las posiciones 5’ y 3’
con secuencias complementarias para ser hibrida-
das a perlas paramagnéticas. Aproximadamente,
120 M de perlas son utilizadas y colocadas en una
emulsién para la amplificacion de las secuencias,
y al finalizar la secuenciacién, el 60 % de las perlas
iniciales generaran secuencias de buena calidad
(33,34).

La plataforma maneja una libreria de sondas de
8 nucleétidos marcadas con fluoréforos. En total,
se utilizan 4 fluoréforos diferentes para generar
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la senal de fluorescencia que representard la
combinaciéon de dos nucleétidos. Dadas las 16
posibles combinaciones, se utiliza una técnica de-
nominada espacio-color para la codificacion de
la sefal y la determinaciéon de la posiciéon cada
nucleétido (35). Un iniciador se acopla a la pla-
tilla blanco para comenzar la secuenciacion, el
octdmero se une y en cada paso de replicacion
la sonda se libera produciendo fluorescencia.
Asi, se deja el extremo 5’ libre para continuar
con la elongacién. Este procedimiento se repite
durante 10 ciclos continuos. Después de culmi-
nada la primera ronda, el producto obtenido
de la extension es degradado, para dar paso al
mismo proceso con una sonda de longitud N-1.
Ello permite conocer las posiciones faltantes de
la anterior amplificacién, y de esta manera el
proceso se repite con sondas de longitud N-2 ,
N-3 y asi sucesivamente hasta determinar la tota-
lidad de la cadena (35) (figura 1b). Se ha emplea-
do en el andlisis de expresién, splicings (corte y
empalme de ARN), analisis de polimorfismos y de
genomas completos (33). Genera 80-360 Gbp de
datos por corrida, con longitudes de las lecturas
de 75-85bp (29). La precisidon puede alcanzar un
99,99%; sin embargo, los tiempos de corrida
son muy largos (~8 dias). Desafortunadamen-
te, emplea mas de una semana para el proce-
samiento y genera lecturas de longitudes muy
cortas ~2 X 60pb, lo que la hace inadecuada
para muchas aplicaciones (36).
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Secuenciacion por lllumina

La plataforma lllumina, que actualmente ocupa
una gran parte del mercado de la secuenciacion
de proxima generacién y que implica la fragmen-
taciéon aleatoria de ADN vy la ligacién de frag-
mentos de ADN mediante adaptadores presentes
en una lamina, se describié entre 2006 y 2008
(37,38). Esta metodologia se basa en la secuen-
ciacion por sintesis de la cadena complementaria,
amplificacién en puente y deteccion a partir de
fluorescencia de nucleétidos (39,40).

Su baja tasa de error <1%, comparada con la
secuenciacién de Pacific Biosciences (12 %-15 %)
y Oxford Nanopore Technology (5%-20%), junto
con una cobertura de secuencia mayor (“secuen-
ciacidon masiva en paralelo”), es una gran ventaja
de esta tecnologia (19). Durante cada ciclo se adi-
ciona una mezcla de cuatro nucleétidos (adenina,
guanina, timina y citocina), individualmente mar-
cados con un fluoréforo especifico para ese tipo

de base y bloqueados en el 3" deoxinucleétido
(dNTP).
determina mediante microscopia de fluroscen-

Posteriormente, cada base insertada se

cia de reflexion interna total, que utiliza de dos a
cuatro canales laser (41).

Los fragmentos de ADN estan ligados a adaptadores
que, después de la desnaturalizacién, se inmovi-
lizan en una ldmina que contiene adaptadores
complementarios tanto directos como reversos.
Posteriormente, cada fragmento monocatena-
rio crea una estructura de puente que, gracias a
una mezcla de reactivos de PCR compuesta por
cebadores, cuatro nucleétidos terminadores re-
versibles cada uno marcado con un fluréforo y el
ADN polimerasa, inicia la amplificacién por PCR y
genera 100-200 millones de grupos clonales de
amplificacién (figura 2). Los recientes ajustes de
quimica avanzada han permitido lecturas finales
emparejadas de hasta 2 X300 pb de cada frag-
mento de ADN (42).

Figura 2. Secuenciacion por sintesis - lllumina
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Figura 2. Secuenciacion por sintesis (lllumina).
a) Adicion de adaptadores e identificadores a
la plantilla de ADN, preparacion de la libreria.
b) Hibridizacion de adaptadores: se adicio-
nan las plantillas de ADN a la celda de flujo
y ello permite hibridar el adaptador a los
oligos complementarios en la celda. ¢) Am-
plificacion en puente: una polimerasa crea
la secuencia complementaria del fragmento
hibridado, la hebra se dobla y el segundo
adaptador se une a otro oligo complementa-
rio para amplificar en puente. d) Amplifica-
ciéon clonal: generacion de grupos de ampli-
ficacion o amplificacién clonal.

La plataforma lllumina tiene una alta tasa de precision
(>99,5%), dada la quimica de terminador re-
versible que permite que cada ciclo se complete
minimizando la incorporaciéon incorrecta de cada
base, lo que mejora la precisién, la cobertura
de la secuencia consenso y el llamado de poli-
morfismos que afectan un solo nucleétido, para
obtener datos precisos a muy alto rendimiento y
bajo costo (~0,03-0,15). Esto hace que este tipo
de secuenciacién sea menos susceptible a los
errores de homopolimeros observados en plata-
formas como Roche 454 o lon Torrent (39).

Sin embargo, algunas de las desventajas de la
secuenciacién lllumina son los ensamblajes al-
tamente fragmentados, sobre todo los ensam-
blajes de novo, debido a la dificultad de resolver
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secuencias repetitivas (43), la disminucion de la
sefal y una tasa de error bruto del 1%-1,5% (42)
(véase tabla 1).

Secuenciacion por sintesis (lon Torrent)

La plataforma lon Torrent es el primer método de
secuenciacién por sintesis con deteccion electro-
quimica. Traduce la informacién del cambio de
pH generado durante la sintesis en informacién
digital, en lugar de utilizar sistemas 6pticos para
detectar la sefal de secuenciacién (44,45). La tec-
nologia fue lanzada al mercado en 2010 por Life
Thecnologies, los inventores de Roche 454 (46),
y a partir de ahi ha sido muy utilizada, debido al
rapido procesamiento de las lecturas (47).

La secuenciacion es dirigida hacia las celdas de
un microchip que contiene sensores electrénicos
gue permiten detectar iones de hidronio para
generar la sefal de secuenciamiento (31). Existen
dos secuenciadores que utilizan la tecnologia
lon Torrent: el chip PGM (lon Personal Genome
Machine), que utiliza un promedio de 11,1 M sen-
sores, y el lon Protén, que contiene mas de 165M
de sensores (48).

La preparacion de la libreria es similar a la de
Roche 454 (véase figura 1). El ADN es fragmenta-
do hasta obtener secuencias de 200-400 pb y se
realiza el ligamiento de los adaptadores, lo que
permite la unidn a las perlas, las cuales se colocan
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posteriormente en una emulsién para la reaccién
de amplificacién del fragmento (31,49). En esta
plataforma no se incorporan fluoréforos para
visualizar la secuenciacion; el ensamblaje es con
nucleétidos sin modificar, utilizando como senal
el cambio en el pH de la solucién, que es detec-
tado electronicamente por un transistor, dada
la liberacion de un ion hidronio. La deteccién se
genera con el clivaje del pirofosfato y la liberacién
de un atomo de hidrégeno en la posiciéon 3’ tras
la incorporacién de un nucleétido (50). El sistema
normaliza las sefnales y reconoce el voltaje corres-
pondiente a cada nucleétido (31,49) (figura 3).

Figura 3. Secuenciacion lon Torrent. a)
Amplificaciéon en chip semiconductor: la amplifi-
caciéon de los fragmentos ligados a las perlas de
andamiaje libera iones de hidronio. b) Lectura del
potencial de iones de hidrégeno: el chip semicon-
ductor contiene sensores electrénicos que permi-
ten detectar los iones hidronios liberados, debido
a la incorporacién de un nucleétido. c) Procesa-
miento y analisis datos: el sistema normaliza los

datos y detecta una senal especifica para cada
uno de los nucleétidos.

El sistema lon Protén es una tecnologia que
genera secuencias de alta calidad, utiliza tiempos
cortos de corrida, es facilmente accesible y eco-
némico (50). Se ha utilizado en estudios meta-
gendmicos, caracterizacién microbiana y estudios
de cancer (51). El dispositivo lon Proton presenta
una buena tasa rendimiento, ya que genera apro-
ximadamente 10G de datos y 80M de lecturas,
con un promedio de longitud de lectura de 200 bp
en 4 h (31,52). Por otro lado, el PGM produce de
70Mbp a 2Gbp (0,5-0,7 M lecturas de 200 a 400
bp en un tiempo de 2-5 h), dependiendo del chip
(31,53). Se observa mejor calidad y costos en la
plataforma lon Protén que la PGM; sin embargo,
en los datos de secuenciacidn resultantes se ob-
servan inserciones asociadas a repeticiones de
homopolimeros de un solo nucleétido (49,54) y
se han obtenido tasas de error de insercién y eli-
minacion de secuencias del 1,5% (53).

Figura 3. Secuenciacién lon Torrent.
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Secuenciacion de tercera generacion

En 2004 comenzé el desarrollo de las tecnologias
de secuenciacién de tercera generacién, que
generan secuencias de mas de 1000 pb. Estas uti-
lizan como plantilla una molécula sencilla de ADN
que es secuenciada en tiempo real (SMRT, por sus
siglas en inglés), sin requerir pasos de limpieza
entre las lecturas (55,56). Asi, las tecnologias de
secuenciacién de tercera generacidn evitan una
preparacién extensiva de la muestra y contribu-
yen a disminuir el costo y a incrementar la veloci-
dad de secuenciacién (57).

Tecnologia de Molécula Unica en Tiempo
Real (SMRT®)

La primera secuenciacién en tiempo real fue
desarrollada por Jonas Korlach y Stephen Turner,
en la Universidad de Cornell, en 2004, con el ob-
jetivo de crear un microscopio con mayor eficacia
que cualquiera de las tecnologias de secuencia-
cién disponibles hasta el momento. La secuen-
ciacion SMRT, de Pacific Bio Sciences, inmovili-
za directamente la polimerasa, induciendo un
aumento de la velocidad de procesamiento de la
enzima (58). Esta tecnologia se caracteriza por la
deteccién de la sefal mediante fluorescencia, el
procesamiento de fragmentos largos, los ciclos
cortos de lectura y los bajos costos, comparada
con otras plataformas (59).
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El chip de secuenciacién SMRT contiene 150.000
micropocillos ZMW (Zero-Mode-Waverguide) que
permiten la observacion directa de la elongacion
de la cadena de ADN (60). Los ZMW estan fabrica-
dos en una pelicula de metal de diéxido de silicio,
tienen un didmetro de 100 nm y un volumen
de deteccion de fluorescencia de 20 zeptolitros
(107~ 21 L) (59).

En cada pozo se lleva a cabo la secuenciacién por
sintesis de una sola molécula (59), no obstante
las fallas en el proceso de anclaje de la polimerasa
sobre la base del pozo o del anclaje de la molé-
cula de ADN a la enzima, que generan que solo
35.000-70.000 de los pozos utilizados arrojen
lecturas (60).

En cada ZMW se difunde una hebra de ADN,
denominada en inglés SMRTbell. La plantilla es
una hebra de doble cadena circular previamente
flanqueada con adaptadores monocatenarios en
forma de horquilla. La polimerasa inmovilizada
en la base del pozo reconoce el sitio de unién a la
horquilla y permite comenzar la replicacion (61).

Dada la caracteristica circular del SMRTbell, se
pueden realizar multiples pases de replicacién de
una molécula, teniendo en cuenta el rendimiento
y la vida util de la polimerasa (60,62). El tiempo de
residencia de la polimerizacién en el sitio activo ZMW
depende de la velocidad de catalisis (63). Los desoxi-
nucleétidos trifosfato (ANTP) son modificados con la
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insercion de distintos fluoréforos, de tal manera
que no se interfiera o se detenga el proceso de
replicacion. La sefal de fluorescencia se enlaza al
fosfato terminal de los dNTP, mientras la ADN po-
limerasa induce el clivaje del enlace a-B-fosforilo
para liberar el grupo pirofosfato unido al fluoré-
foro (64). La asignacién de la sefal o base llamada
se obtiene por la fluorescencia detectada en el
volumen delimitado por el ZMW, mediante un
sistema Optico confocal que identifica moléculas
individuales del fluoréforo (62,65,66) (figura 4).

Figura 4. Secuenciacion SMRT (PacBio). a)
Chip de secuenciacién SMRT: contiene 150.000
micropocillos ZMW. Cada micropozo permite la
reacciébn de secuenciacion de una sola cadena.
b) Anclaje de SMRTbell a la enzima polimerasa:
hibridacién de la hebra de ADN de doble cadena
circular flanqueada con adaptador en forma de
horquilla a la polimerasa inmovilizada en el pozo.

Una vez anclada, da inicio a la amplificacién y se
genera la sehal de fluorescencia con la insercién
de nucledtidos modificados con fluoréforos. c)
Base calling: lectura de la sefal obtenida median-
te un sistema de deteccién confocal.

La secuenciacion PacBio proporciona lecturas
largas.
PacBio Sequel maneja lecturas promedio mayores

La ultima tecnologia implementada
a 10 kb con longitudes superiores a 60 kb y el
rendimiento por celda es de 0,5-1 mil millones de
bases; sin embargo, esta tecnologia maneja una
alta tasa de error (13 %), comparada con tecno-
logias de secuenciacién de segunda generacion
(véase tabla 1) (67).

Secuenciacion Oxford Nanopore Technology
El primer boceto de secuenciacién por nanoporos

(25 de junio de 1989), desarrollado por David
Deamer, George Church y Daniel Branton,

Figura 4. Secuenciacion SMRT (PacBio)
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muestra el dibujo de 3 bases de una cadena de
ADN que atraviesan un nanoporo bajo la apli-
cacién de voltaje, donde cada base afecta la co-
rriente idnica y permite determinar las secuencias
de las bases (68). La secuenciaciéon de nanoporos
se distingue de otros enfoques, ya que en este
una hebra larga de ADN pasa a través de un poro
de proteina estabilizado en una membrana de
polimero, sobre la cual se coloca un voltaje que
detecta cambios de corriente idnica a medida que
un nucleétido atraviesa el poro, sin necesidad de
sintesis activa de ADN (69).

Similar a la secuenciacién de segunda generacion,
se requiere la preparacion de una biblioteca que
consta de la reparacion de ADN o producto de
PCR para formar extremos romos, la adicion
de colas poli-A en los extremos 3" y la adicién
de adaptadores. Generalmente, las bibliotecas
tienen dos adaptadores: el lider, en forma de Y, y
otro en forma de horquilla, o adaptador HP. Las
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proteinas motoras son las encargadas de guiar el
ADN a través del nanoporo, donde la hebra mo-
nocatenaria inicia su paso por el adaptador Y en
el extremo 5°, seguida de la hebra complementa-
ria, dirigida por la proteina motora del adaptador
de horquilla.

Se aplica un voltaje a través de la membrana vy,
posteriormente, a medida que pasa el ADN, por
el poro se genera un cambio de flujo de corrien-
te idnica, que permite identificar cada base en
tiempo real. Si solo es leida la informacién de
una hebra de ADN, se denomina lectura 1 dimen-
sional, lo que ofrece un mayor rendimiento; sin
embargo, si se leen las dos hebras, se denomina
lectura 2 dimensional, que representa una mayor
calidad de secuencia (43) (figura 5). La celda del
secuenciador MinlON contiene 2048 nanoporos
gue se pueden controlar en grupos de 512 nanopo-
ros mediante un circuito, con lo cual se secuencian
512 moléculas de ADN simultaneamente (70).

Figura 5. Secuenciacion Oxford Nanopore-MinlON
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Figura 5. Secuenciacion Oxford Nanopo-
re-MinlON. a) Preparacién de la libreria: adicion
de cola de adeninas a la hebra molde de ADN
junto con los adaptadores de horquilla. b) Se-
cuenciacion mediante nanoporos: el ADN pasa a
través del nanoporo y genera un cambio de flujo de
corriente idnica. ¢) Andlisis y ejecucién de resultados.

El secuenciador MinlON de Oxford Nanopore tiene
un costo aproximado de 1000 ddlares, incluido el
dispositivo y los reactivos iniciales, un valor rela-
tivamente bajo con respecto a otros instrumen-
tos de secuenciacion masiva en paralelo. Por otra
parte, su peso oscila entre 90 y 100 gr y mide
aproximadamente 3,3 X 10,5 X 2,3 cm; esto lo
hace ser un dispositivo portatil, veloz y asequible,
que se puede conectar a cualquier computador
(69). Tales caracteristicas lo hacen atractivo para
una gran comunidad cientifica (70,71).

Una de las principales desventajas de los secuen-
ciadores de lectura larga es que el secuenciador
de nanoporos tiene una tasa de error de entre
el 5% y el 38%, que varia segun la preparacion
de la biblioteca y el tipo de molécula (69,72). Sin
embargo, Oxford Nanopore ha estado trabajan-
do en mejorar la quimica de secuenciacién y el
software de llamado de base, que con ayuda de
las nuevas herramientas bioinformaticas mejora
la identidad de lectura secuenciada (73).
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Aplicaciones de las tecnologias de
secuenciacion

Un mayor conocimiento de la biologia humana y
del desarrollo de enfermedades mediante la ca-
racterizacién de marcadores bioldgicos, incluidos
genes o proteinas, o el estudio de sus modifica-
ciones, ya sea por factores internos o externos,
ha ayudado a la comprension de patologias y su
adherencia o resistencia a diferentes tratamientos
(74,75).

Las tecnologias de secuenciacidon han traido in-
numerables avances biomédicos. En cuanto a la
gendmica, estas tecnologias incursionaron en el
cribado neonatal, diagnéstico de enfermedades
hereditarias, analisis de genes para la identifica-
cién de polimorfismos de nucleétido Unico, inser-
ciones y deleciones y variaciones en el nimero de
copias, discapacidades intelectuales y enfermeda-
des crénicas (76-78). Asi mismo, han aumenta-
do la sensibilidad y eficacia de pruebas genéticas
para enfermedades mendelianas, enfermedades
raras, deteccion de mutaciones y defectos en el
genoma, asociados con el desarrollo de cancer,
la principal causa de morbilidad y mortalidad en
todo el mundo (79,80).

herramientas, ademas, los
médicos a tomar mejores decisiones en cuanto al
diagnostico y tratamiento de distintas enferme-
dades. Es el caso de la invencién en tratamientos

Estas ayudan a
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con anticuerpos monoclonales, como trastuzumab
y pertuzumab, dirigidos contra el receptor del
factor de crecimiento epidérmico humano 2, un
receptor de tirosina quinasa transmembrana de
185 kDa codificado por el gen ERBB2 (cromoso-
ma 17q12) en pacientes con cancer de mama y
cancer gastrico (81).

Otros estudios realizados con herramientas de
secuenciacion de ADN han logrado avances
médicos en el cancer gastrico, donde se encon-
traron mutaciones somaticas involucradas en la
aparicién y progresién de estos tumores (80,82).
Es el caso de mutaciones en el gen CDH1, respon-
sables del desarrollo de cancer gastrico difuso
hereditario temprano, al igual que mutaciones
SMAD4 o BMPR1A en la poliposis gastrointestinal
y PTEN en el sindrome de Cowden (83-85). Otras
aplicaciones en cancer resaltan los avances gene-
rados con tecnologias de secuenciaciéon, como en
el diagnéstico y tratamiento de cancer de pulmoén
(86), cancer colorrectal (87,88), cancer prostati-
co avanzado (89), neoplasias de células B como
mieloma multiple (90), entre otras patologias.

En cuanto al transcriptoma que abarca el estudio
del ARN, a través de la funcionalidad regulado-
ra de genes (72,91), las tecnologias de secuen-
ciacion de ADN han tenido un gran auge en los
ultimos anos (92). Avances en técnicas de secuen-
ciacion como PacBio SMS y Oxford Nanopore
permiten estudiar completamente secuencias de
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ADN complementario de longitud completa sin la
necesidad de fragmentar el ADN, como ocurre en
la secuenciacién por lllumina, porque se elimina
la necesidad de hacer ensamblaje, lo que identifi-
ca transcripciones completas (93).

Las aplicaciones de transcriptomica incluyen el
estudio genético del carcinoma hepatocelular
(94), la evaluacion de la plasticidad tumoral e in-
teracciones estromales en la metastasis cerebral y
la confirmacioén de la regulacion al alza de genes
que miden la metastasis cerebral como SERPINI1
y L1CAM, que informan sobre caracteristicas
transcriptémicas de células tumorales (95), anali-
sis de la expresién cuantitativa de genes y varian-
tes genéticas relacionados con la diabetes tipo 2,
glucemia alterada en ayunas (96,97), asociacién
del indice de masa corporal con los perfiles trans-
criptoma de adipocitos viscerales humanos en el
cancer colorrectal (98), transcriptdmica del virus
del papiloma humano como biomarcador de ci-
tologia cervical de alto grado (99) o andlisis de
transcriptoma de verrugas inducidas por el virus
del papiloma humano (100). Otros estudios han
permitido la identificacién de biomarcadores en
etapa temprana y descubrir objetivos terapéuti-
cos para el desarrollo de nuevas terapias.

Por ultimo, es importante destacar que el uso
de estas tecnologias para la secuenciacion del
genoma completo constituye una herramienta
poderosa para comprender la dindmica de trans-
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misién de los brotes. Es el caso de los estudios
realizados para controlar la transmision del SARS-
CoV-2, los cuales permiten comprender de forma
mas precisa los patrones de transmision y apoyan
la toma de decisiones en el ambito de salud
publica (101).

Fundamentados en lo anterior, Oude Munnink
et al. et al. (102) describieron la incursion del
SARS-CoV-2 en los Paises Bajos, por medio de
un enfoque de secuenciacion basado en am-
plicones. Ello revel6 que el antepasado mas re-
ciente de los virus que circulaban en los Paises
Bajos se remonta a finales de enero y principios
de febrero; ademas, se reportaron casos relacio-
nados con viajes y un numero creciente de casos
locales que proporcionaron un apoyo adicional a
la toma de decisiones y restricciones (101). Por
otra parte, en un estudio mas reciente que utilizé
la secuenciacion del genoma completo de los
brotes en 16 granjas de visones, reportd que el
68 % de los residentes de la granja evaluados, em-
pleados o contactos, tenian evidencia de infeccién
por SARS-CoV-2, lo que demostrd la transmision
del SARS-CoV-2 de animal a humano dentro de las
granjas de visones (103).

En Colombia, Lopez-Alvarez et al. (104) reportaron
la secuencia del genoma de un aislado del coro-
navirus 2 del SARS-CoV-2, obtenido de frotis
nasofaringeo de un paciente con sintomas de
la enfermedad que estaba infectado en Cali
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(Colombia), usando Oxford Nanopore-MinlON.
El analisis demostré 7 mutaciones, en compa-
racion con el genoma de referencia y la agrupa-
cién del aislamiento Cali-01 y Bogota-78390 en el
clado G; mientras que el aislado Antioquia-79256
permanecio en el clado S.

Estos y otros estudios demuestran la importancia
de combinar el analisis epidemiolégico con la se-
cuenciacion profunda del genoma viral median-
te herramientas de secuenciacidon de segunda o
tercera generacién, para entender la propagacion
del SARS-CoV-2 y obtener conocimientos funda-
mentales sobre la dinamica mutacional y las pro-
piedades de transmision. Ello permitira contribuir
al esfuerzo internacional en curso para rastrear y
comprender la pandemia del SARS-CoV-2 (105).

DISCUSION

Los métodos de secuenciacién han revolucionado
nuestra comprensién de la biologia humana en
los ultimos 40 afos. A medida que avanza la tec-
nologia, estos serdn mas rapidos y precisos, con
tasas de error mucho mas bajas y con una reduc-
cién en la formaciéon de artefactos, a un costo
mucho menor (19). Las ventajas de la secuencia-
cion de siguiente generacién, como la construc-
cién in vitro de la libreria de secuenciacién, ampli-
ficacion clonal de moléculas de ADN, asignacion
de cédigos de barras a cada muestra (también
llamado proceso de multiplexacién), estabilidad,
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rendimiento y gran velocidad permitird a los
investigadores estudiar sistemas biolégicos de
una manera mucho mas precisa (42).

En la actualidad, la aparicién de técnicas que
pasan moléculas de ADN a través de poros muy
pequefos de membranas bioldgicas mediante la
ayuda de proteinas motoras o mediante la imple-
mentacidon de tecnologias de sensor de estado
sélido que utiliza sustratos de metal con poros
nanométricos ofrecerdn nuevas oportunidades
de secuenciacion de ADN en tiempo real, de
forma portatil y rapida que ofrezcan diagnosticos
oportunos para la prevencién y tratamiento de
enfermedades que aquejan a la poblaciéon (19).

En el dmbito biomédico, estas tecnologias de
secuenciacion fortalecen los enfoques de la
medicina moderna, en cuanto a la prediccién y
prevencion de enfermedades. Las complejas pre-
guntas de tipo gendmico en las nuevas investiga-
ciones exigen una mayor profundidad de infor-
macion en la secuenciacién rapida de genomas
completos, secuenciacidon con alta profundidad
de regiones objetivo del genoma, analisis de fac-
tores epigenéticos (como metilaciones de ADN
en todo el genoma), estudios de la diversidad
microbiana o en el medio ambiente, estudios de
enfermedades genéticas raras no diagnosticadas,
entre otros, que las tecnologias tradicionales no
logran abarcar (11).
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Como se mencionaba, estas tecnologias traen
consigo avances y resultados prometedores; sin
embargo, es importante resaltar que generan vo-
limenes de datos muy altos (aproximadamente
Roche 454: 15 GB; lllumina: 1 TB, y SOLiD: 15 TB),
lo que les plantea a los investigadores grandes
desafios, en cuanto al uso y procesamiento de
datos, pues se requiere un sistema de almace-
namiento y procesamiento mayor. Los andlisis
basados en puntajes Phred para rechazar lecturas
de baja calidad, la alineacion y el ensamblaje de
lecturas cortas son sustancialmente mas dificiles
que para los datos obtenidos por Sanger, por
lo cual una gran cantidad de softwares se han
puesto a disposiciéon de la comunidad cientifica, a
pesar de que sus caracteristicas varian con la apli-
cacion. Actualmente, se estan implementando di-
versas herramientas para analisis de datos de se-
cuenciacion de segunda y tercera generacién que
les saquen el maximo provecho a la cantidad de
datos obtenidos, lo cual deriva en grandes retos
para el campo de la bioinformatica (106-108).

Asi mismo, el futuro de la secuenciacién gené-
mica parece enfrentar desafios adicionales, entre
los que se incluyen la capacidad de integrar un
conjunto grande de técnicas en una sola plata-
forma, que revolucione de una manera positiva
los grandes conjuntos de datos de la biologia
moderna, masivamente paralelos y de alto rendi-
miento, a fin de ofrecerles una oportunidad a di-
versos equipos interdisciplinarios, como médicos,
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cientificos, bioinformaticos, matematicos, bidlogos,
estadisticos, entre otros, para formular y generar
enfoques en el tratamiento de diversas patolo-
gias, entre ellas el cancer, con una mayor apro-
piacion en la medicina clinica (109).

Las investigaciones en las cuales se generan
grandes cantidades de datos genotipicos y feno-
tipicos que se pueden vincular con los participan-
tes individuales de un estudio plantean una serie
de cuestiones éticas (110) en tres areas principa-
les: privacidad, consentimiento informado y de-
volucién de resultados (111).

Las instituciones o investigadores que utilizan
tecnologias de secuenciacién deberan asegurar-
se de que existan medidas de seguridad y alma-
cenamiento adecuadas para la gran cantidad de
datos; deberan estar atentos a la necesidad de
obtener un consentimiento informado, basan-
dose principalmente en la comunicacién de be-
neficios y riesgos al participante; deberan estar
atentos a proteger a los participantes del estudio
de posibles usos indebidos o repercusiones per-
judiciales de sus datos gendmicos, y deberan
tener en cuenta las preferencias del individuo con
respecto a la recepcién de resultados. Todo esto
sugiere que aun existe un largo camino por reco-
rrer, en cuanto a los aspectos éticos del uso de
secuenciacién genémica y manipulaciéon de gran
cantidad de datos por parte de los cientificos o
personal de la salud (112).
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CONCLUSION

Las tecnologias de siguiente generacion han
traido consigo un gran avance en el estudio de
los sistemas biolégicos; sin embargo, grandes
desafios seran el disefio de algoritmos para el
analisis adecuado de los datos, la incorporacion
de costos mas asequibles y el logro de mejores
tiempos de corrida, con una menor tasa de error.

La disminucién de los costos, la mejora de las pla-
taformas y de los softwares para el analisis de los
datos de secuenciacién de préxima generacion,
junto con la accesibilidad para su uso, no solo
llevard al desarrollo de herramientas analiticas
importantes para el procesamiento de datos ob-
tenidos, sino también al abordaje de una amplia
aplicabilidad, especialmente para datos clinicos
y de diagnoéstico de enfermedades en el campo
biomédico, porque ayudaran a los cientificos y
clinicos a resolver desafios bioldgicos con la aper-
tura de conocimientos para el planteamiento de
nuevas terapias.

Finalmente, con el uso de tecnologias de secuen-
ciacion también se podran rastrear los origenes
y comprender la evolucién de los agentes infec-
ciosos, investigar la propagacioén y las cadenas de
transmision de los brotes, facilitar el desarrollo
de pruebas de diagndstico molecular (eficaces y
rapidas) y contribuir a la busqueda de tratamien-
tos y vacunas oportunas.
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LIMITACIONES DEL TRABAJO

Algunos de los articulos seleccionados no presentaban
acceso abierto para su lectura, por lo cual fueron
de dificil consulta. La gran cantidad de datos e
informacion relevante asociada al tema de inves-
tigacion conlleva extender la presentacion de esta
revision.
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