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RESUMEN

Introduccién: La discapacidad intelectual (DI) se define como una
limitacién significativa en el funcionamiento intelectual y en la conducta
adaptativa que se evidencia a lo largo del desarrollo de un individuo. Su
prevalencia es de un 1-3% y afecta al individuo, a su familia, y a la comunidad en
la que vive, por lo que es una patologia con impacto en salud publica. Las causas
pueden ser genéticas, adquiridas, ambientales y socioculturales.

Las causas genéticas son responsables de un 30-50% de los casos, siendo
éstas muy heterogéneas (cromosdmicas, epigenéticas, monogeénicas...). Dentro de
las causas genéticas de DI, el 15% son atribuidas a alteraciones cromosdmicas y
un 25-30% de los casos a causas monogénicas. En los tltimos afios ha habido una
descripcion masiva de nuevos genes asociados a DI, de nuevos fenotipos clinicos,
asi como la identificacion de fenotipos atipicos o leves de sindromes monogénicos
clasicos, lo que demuestra la dificultad cada vez mayor para la orientacion clinica
y el abordaje del diagnostico molecular de estas entidades.

El desarrollo de nuevas tecnologias de diagndstico genético molecular,
como la secuenciacion de nueva generacion (NGS) permiten el estudio de todo el
genoma (WGS) o bien de todo el exoma (WES) y dentro de éste el exoma clinico,
con un potencial diagndstico elevado. Aun asi, cerca del 50% de pacientes con DI
quedan sin una etiologia conocida tras la aplicacion de estas tecnologias.

Llegar al diagnostico etioldgico del paciente con DI es muy importante por
el impacto que tiene a nivel del individuo, de sus familias y a nivel sanitario y
social.

Objetivos: El objetivo principal de este estudio fue evaluar el rendimiento
diagnostico de la secuenciacion del exoma clinico en los pacientes con DI
atendidos en la Seccion de Genética Médica del Servicio de Pediatria del Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia, asi como evaluar el
impacto econdmico de su incorporacion en la practica clinica. Secundariamente se

quiso evaluar qué variables clinicas podian asociarse a un mayor rendimiento del



exoma clinico para establecer un protocolo de diagndstico eficiente del paciente
con DI en la Seccion.

Material y métodos: Se realizé un estudio observacional retrospectivo de

188 pacientes con DI valorados en la Seccion de Genética Médica del Servicio de
Pediatria del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca, en los que se
procedid al estudio de exoma clinico en su proceso diagndstico. Como criterio de
inclusion, todos los pacientes debian tener una valoracidn clinica completa sin
detectar una causa que explicara su DI, asi como estudio de array-CGH y estudio
molecular de X fragil con resultado normal. Se recogieron las variables de interés
mediante revisién de las historias clinicas y se realizd6 un analisis estadistico
buscando asociacion con la obtencion de un diagnostico molecular en el exoma
clinico. Se recogieron también los costes derivados de los estudios genéticos
realizados para un andlisis econdmico en relacién a la incorporacion del exoma
clinico en la practica clinica habitual.

Resultados: Hubo un predominio de pacientes varones (1,8:1). La edad
media de los pacientes en su primera valoracion fue de 5.2 afios. Se detectaron
antecedentes familiares de primer grado de DI en el 24% y consanguinidad en el
15%. El 45.2% fueron clasificados como DI moderada y el 83.5% se traté de DI
sindromica.

Se obtuvo un rendimiento del exoma clinico en la poblacién de estudio de
un 34%. En el andlisis realizado, no se detecté asociacion entre ninguna de las
variables clinicas con un mayor rendimiento del exoma. La deteccion de rasgos
dismérficos fue la variable que mas se acercd a la significacion estadistica. No
hubo diferencias en cuanto a rendimiento diagnostico del exoma segun las
distintas clasificaciones establecidas (gravedad de la DI o si se traté de DI aislada
o sindromica), aunque si hubo un porcentaje algo mas elevado de diagnosticos en
la DI moderada (41.6%) y sindromica (39%).

Se observd una amplia heterogeneidad genética, con deteccion de variantes
causales en 59 genes distintos, siendo el 63.5% variantes nuevas no descritas en la
literatura. La mayoria fueron detectadas en genes con herencia autosémica
dominante (62.5%) y en la mayoria de los casos ocurrieron de novo (90%). En caso
de obtener un resultado molecular, la presencia de consanguinidad se asoci6 con
la deteccion de variantes en un gen con herencia autosdémica recesiva. El

porcentaje de variables de significado incierto fue considerable (46.2%) al realizar



un abordaje individual del exoma clinico. Tras estudio de segregacion en
progenitores el 17.2% se clasificaron como patogénicas, lo que contribuyd con un
7.4% al rendimiento diagnostico final. El 53.2% de los diagnosticos detectados
fueron entidades dificilmente orientables por el clinico.

Se observo un acortamiento del tiempo al diagndstico y una disminucion de
costes respecto a los estudios diagndsticos del 62% con la incorporacion del
exoma clinico en el proceso diagnostico de los pacientes.

Discusion: El rendimiento diagnostico del exoma clinico para determinar la
base molecular de la DI (34%) fue significativo y similar al descrito en otros
estudios publicados, lo que lo respalda como herramienta diagndstica util en el
paciente con DI. En la literatura se describen rendimientos similares tras la
aplicacion de WES o WGS, por lo que en la practica asistencial es mas eficaz la
utilizacion del exoma clinico.

La amplia heterogeneidad molecular identificada, asi como el predominio
de variantes genéticas causales en genes con herencia dominante de novo
coinciden con publicaciones previas. El estudio de segregacion de las VOUS es
imprescindible para su correcta interpretacion y clasificacion en caso de no
realizar un abordaje del estudio mediante trio.

Ninguna de las variables analizadas mostré asociaciéon con un mayor
rendimiento del exoma; este hecho junto con que mas de la mitad de los
diagndsticos obtenidos no se hubieran podido orientar clinicamente, y el
acortamiento del tiempo al diagnostico y la disminucion de costes demostrada
tras la utilizacion del exoma clinico, demuestra la importancia de incorporarlo en

el proceso diagnostico del paciente con DI de forma precoz.

PALABRAS CLAVE: discapacidad intelectual, retraso global del desarrollo,

secuenciacion masiva, NGS, exoma clinico, rendimiento, eficiencia.






ABSTRACT

Introduction: Intellectual disability (ID) is characterized by significant
limitations in both intellectual functioning and in adaptative behaviour, which
originates before the age 18. It has a prevalence of 1-3% and affects the individual,
its family and the community he lives in, therefore being a public health concern.
ID can be caused by genetic, acquired, environmental and sociocultural factors.

Approximately 30-50% of ID cases are due to a genetic cause, which are
very heterogeneous (chromosomal, epigenetic, monogenic...). Chromosomal
abnormalities are responsible of 15% of genetic causes, and 25-30% are due to
genetic variants in single genes. In the recent years there has been a massive
description of new ID-related genes, new phenotypes, as well as identification of
mild or atypical phenotypes of known clinical entities. These facts show how
clinical detection of all these entities is increasingly difficult and the complexity
towards a molecular approach of ID cases.

Development of next-generation sequencing (NGS) tecniques, which allow
the study of the whole genome (WGS), or the whole exome (WES) or other
diagnostic approaches such as clinical exome sequencing, have shown a high
diagnostic potential. Even so after the application of these diagnostic techniques,
around 50% of ID patients remain without an etiological diagnosis.

Reaching the etiological diagnosis of a patient with ID is essential due to its
impact for the individual, his familiy and at health and social level.

Objectives: The aim of this work was to evaluate the diagnostic yield of
clinical exome sequencing in ID patients evaluated in the Medical Genetics
Department of the Hospital Virgen de la Arrixaca in Murcia, Spain, and the
economic impact of its introduction in clinical practice. An analisis of diagnostic
yield according to the different clinical variables was performed in order to
establish an efficient diagnostic protocol for ID patients in the Department.

Material and methods: This is a retrospective observational study of 188 ID

patients in which clinical exome sequencing was been performed in their
diagnostic process. All patients had undergone a complete clinical evaluation in

order to exclude possible non-genetic causes for ID, as well as normal array-CGH



and fragile X molecular analysis, as inclusion criteria. Clinical variables were
collected from medical reports, and a statistical analysis was performed looking
for association with obtaining a molecular diagnosis on clinical exome
sequencing. Costs derived from the genetic studies performed prior to exome
sequencing application were also collected in order to analyze the economic
impact of introducing clinical exome sequencing in clinical practice.

Results: A predominance of male sex was observed (1.8:1 ratio). Median age
of first clinical assessment was of 5.2 years. Positive family history of ID was
detected in 24% and parents were consanguineous in 15% of cases. 45.2% were
classified as moderate ID and 83.5% were syndromic.

The diagnostic yield of clinical exome sequencing in the population was
34%. No association was detected between any of the clinical variables with a
higher diagnostic yield of clinical exome. The detection of dysmorphic features
almost reached statistical significance. The diagnostic yield proved equally for all
severity grades and both syndromic and non-syndromic ID. Though, there was a
slightly higher percentage of diagnoses in the moderate (41.6%) and syndromic
(39%) ID groups of patients.

Causal variants were detected in 59 different genes, of which 63.5% were
new, not previously described variants, thus remarking the wide genetic
heterogeneity in ID patients. 62.5% of the molecular diagnosis detected occurred
in autosomal dominant genes and 90% of these occurred de novo. In case of
obtaining a diagnosis, if parents were consanguineous, this was associated with
obtaining a variant in an autosomal recessive gene. Variants of unknown
significance (VOUS) were detected in 46.2% of cases due to a singleton approach.
After VOUS segregation analysis 17.2% were finally classified as causal,
contributing to a 7.4% of the diagnostic yield. 53.2% of the diagnosis weren’t
clinically detectable.

Time to diagnosis was shortened and diagnostic study costs decreased in a
62% after clinical exome sequencing implementation.

Discussion: Diagnostic yield of clinical exome sequencing was significant
(34%) and similar to other studies, supporting its utility in diagnosis of ID
patients. Different articles show similar diagnostic yields in ID patients after
using WES or WGS, therefore clinical exome sequencing is an effective approach

for clinical practice.



Wide genetic heterogeneity and predominance of autosomal dominant de
novo variants in ID patients was observed, which overlaps with other studies.
VOUS segregation analysis is crucial for final interpretation of exome sequencing
results in case of singleton approach.

No association was found between any of the variables analyzed and a
higher diagnostic yield; added to the fact that many of the diagnoses weren't
clinically detectable, the reduction of time to diagnosis and the economic savings
with respect to classical diagnostic studies, strengthen the early implementation
of clinical exome sequencing in the diagnostic process of ID patients in clinical

practice.

KEYWORDS: Intellectual disability, global developmental delay, exome

sequencing, NGS, clinical exome, diagnostic yield, efficiency.
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I - INTRODUCCION

1.1. DISCAPACIDAD INTELECTUAL (DI). DEFINICION

La discapacidad intelectual (DI) se caracteriza por una limitacion
significativa tanto en el funcionamiento intelectual como en la conducta
adaptativa de un individuo, que se origina antes de los 18 afos, definicion
acunada por la Asociacion Americana de Discapacidad Intelectual (AADI) y el
Manual Diagnostico y Estadistico de enfermedades Mentales (DSM V) (1-3).

El funcionamiento intelectual, o bien inteligencia, hace referencia a la
capacidad mental del individuo, en cuanto a razonamiento, aprendizaje y
resolucion de problemas. El funcionamiento intelectual puede medirse mediante
los test de inteligencia o calculo de coeficiente intelectual (CI). Un calculo de CI
inferior a 70 indica una limitacién en el funcionamiento intelectual del individuo
(4).

La conducta adaptativa es el conjunto de habilidades conceptuales, sociales y
practicas que se aprenden y ejecutan en la vida diaria. Habilidades conceptuales
como son el lenguaje, la lectura, la escritura, los conceptos numéricos, dinero,
distribucién del tiempo, el razonamiento, la memoria y la autodireccion. Las
habilidades sociales hacen referencia a las habilidades de comunicacion
interpersonal, la empatia, candidez, autoestima, concepto de responsabilidad
social, resoluciéon de problemas, cautela, seguimiento de reglas y obediencia de
normas. Dentro de las habilidades practicas se incluyen las actividades de
cuidado personal (aseo, vestirse, comer), cuidado de la salud, habilidades
ocupacionales y de organizacion, seguimiento de rutinas, transporte, uso del
teléfono...etc. También existen test estandarizados para la evaluacion de la
conducta adaptativa (5, 6).

Ademads del funcionamiento intelectual y de la conducta adaptativa, deben
tenerse en cuenta otros factores cuando valoramos la DI en un individuo como
son los factores sociales y culturales. La diversidad lingiiistica y cultural pueden
influir en el modo que un individuo se comporta, se mueve o se comunica.

También es importante valorar que los individuos pueden presentar limitaciones
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en ciertas esferas, asi como habilidades en otras y que el funcionamiento de un
individuo puede modificarse en el tiempo con ayudas o apoyos (7). Por lo que la
valoracién de la capacidad de un individuo puede ser distinta o modificarse en
distintos momentos de su vida.

Tras esta definicion, se evidencia que la valoracion de un individuo con DI
precisa de muchas evaluaciones en distintas areas de funcionamiento y que solo
tras la valoracion de todas ellas se podra establecer si un individuo presenta o no
DI, su gravedad y organizar la estrategia de apoyos individualizados para cada
persona. Se trata por tanto de una vision pluridimensional de la DI en sus

aspectos bioldgicos, psicologicos, pedagogicos, familiar y social (Figura 1.1).

Figura 1.1: Vision pluridimensional de la DI

La DI se detecta a lo largo del desarrollo de un individuo, de forma
variable, segtin el grado de afectacidn, por lo que estd incluida dentro del grupo
de los desérdenes del neurodesarrollo en el DSM V.

Existen diversas escalas y test de valoracion del coeficiente de desarrollo en
nifos pequenos, para intentar identificar a aquellos que van a desarrollar una DI,
aunque el diagnodstico de DI se establece a partir de los 5 afos, cuando ya existen

pruebas estandarizadas para su diagnostico (4, 8).
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En menores de 5 afios, se puede realizar el diagndstico de retraso
psicomotor (RPM) o del desarrollo (RGD) cuando se evidencia un retraso en dos o
mas de las dreas del desarrollo (motricidad gruesa, motricidad fina, lenguaje,
cognitivo, social/personal...), lo cual es predictivo de una DI posterior (9).
Cuando se afecta un solo dominio puede ser transitorio y carecer de capacidad de

prediccion respecto al desarrollo de una discapacidad cognitiva posterior (10).

1.2. DISCAPACIDAD INTELECTUAL. EPIDEMIOLOGIA E IMPACTO

La prevalencia de la DI en la poblacién general es de un 1-3% (1, 4, 11-14).
La DI afecta al individuo, a su familia, y a la comunidad en la que vive. Las
personas con DI presentan necesidades de apoyo en diferentes ambitos, como el
desarrollo personal, la educacion, las actividades de la vida cotidiana, el empleo,
las relaciones sociales y la salud, (15), por lo que es una patologia con impacto en
salud publica (16, 17).

Muchos estudios epidemioldgicos confirman la prevalencia mundial de DI
en torno al 1%, siendo mas cercana al 3% en paises con ingresos medios o bajos o
con alta natalidad (13, 18-20). Las cifras de prevalencia son distintas cuando se
valora la DI segtin su gravedad, estimandose una prevalencia de la DI grave en
torno a 6/1000 (2), comparada con la de la DI leve, mas cercana al 3%. La
prevalencia de la DI leve es mayor, puesto que se ve mas influida por factores
externos (sistema sanitario materno-infantil mds precario, con peor manejo
gestacional, perinatal y neonatal e infantil, deficiencias alimentarias, nivel
educativo de los padres, acceso a la educacion) y en cambio la prevalencia de la
DI grave es mas estable y se le atribuye una etiologia genética en una mayor
proporcion (13, 20-24).

La prevalencia también varia con la edad y el sexo, siendo mas prevalente
en varones (ratio varéon: mujer 1.6:1) atribuido a los genes responsables de la
discapacidad intelectual ligada a X (19, 22, 25, 26). También se ve afectada por la
edad, siendo mas prevalente el diagndstico de la DI en edad escolar, debido que
es a esta edad donde se identifican el mayor nimero de casos por los mayores
requerimientos cognitivos en el aprendizaje. La prevalencia disminuye en la edad
adulta dado que en casos de DI grave o profunda la esperanza de vida puede

estar disminuida (13). A pesar de la menor esperanza de vida y/o la menor
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probabilidad de descendencia en los pacientes con DI grave, la incidencia de la DI
en la poblacion general se mantiene estable, debido a la gran heterogeneidad
genética causal y a la mayor frecuencia de variantes patogénicas de novo en genes
con herencia autosdémica dominante en estos pacientes (23, 27).

No hay muchos datos sobre incidencia, pero algunos autores estiman una
incidencia de 9.1-12.6 por 1000 habitantes (28, 29) y una incidencia acumulada de
0.62-1.58% (30). Si lo aplicamos a la poblaciéon murciana con una media de 15.290
recién nacidos/afio en los afios de estudio 2015-2018, segun los datos obtenidos
del Centro Regional de Estadistica de Murcia (31, 32), podemos estimar que la
incidencia anual de la DI en la Region de Murcia es de entre 139-192 nifios/afio.
Aun asi, hablar de incidencia en la DI es un concepto algo confuso puesto que el
momento de diagndstico de DI en un individuo es variable y depende de diversos
factores, entre ellos, el grado de DL

Los pacientes con DI asocian comorbilidades tanto fisicas (malformaciones o
anomalias congénitas), sensoriales, como neuroldgico-conductuales (trastornos de
conducta, autismo y epilepsia), lo que hace mas complejo el manejo de estos
pacientes (33-38). Suelen asociarse también la estigmatizacion y la discriminacion
(17, 39, 40). Todos estos factores demuestran el impacto que tiene la DI en la
sociedad y refuerza la importancia de medir su carga. Existen estudios en los que
se ha realizado una estimacion del coste que representa un individuo con DI a lo
largo de su vida, estimando un coste sanitario de 1 millon de ddlares por paciente
(14, 41). Otros autores europeos han estimado un coste global de 16.000-20.000
euros por paciente referente a gastos previos al diagnostico, de los cuales el 40-
42% es atribuido a los estudios diagnosticos (14, 42-44).

Llegar al diagnostico etioldgico del paciente con DI es muy importante por
el impacto que tiene a nivel del propio individuo, ya que va a permitir conocer la
causa, el pronodstico, posibles tratamientos y/o participaciéon en ensayos clinicos;
en su familia, con la deteccién de familiares en riesgo y la posibilidad de
aplicacion de opciones reproductivas para futuras gestaciones en caso de deberse
a una causa genética con riesgo de recurrencia, asi como a nivel social y
econdémico. (12, 14, 45, 46). Es por ello que es y debe ser un reto para los
facultativos que trabajan con pacientes con DI, asi como para los sistemas

sanitarios, el seguir trabajando en mejorar los métodos diagndsticos y la
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realizacion de protocolos para el diagnostico y seguimiento de estos pacientes (10,
12, 14, 45).

1.3. DISCAPACIDAD INTELECTUAL. CLASIFICACION

La DI se puede clasificar segun su forma de presentacién o su gravedad.
Segun la primera, la DI puede ser no sindromica, cuando aparece de forma
aislada o sindromica, cuando aparece combinada con signos fisicos
(malformaciones, rasgos dismorficos), alteracion de la somatometria y/o
alteraciones neuroldgicas (epilepsia, trastornos de conducta o trastorno del
espectro autista (TEA))(14, 24, 38).

Respecto a la clasificacion segin gravedad, se clasifica como DI leve,
moderada, grave o profunda (13, 16). La distribucion en la poblacion general es la
reflejada en la Figura 1.2.

4% 2%

u |eve
= moderada
= grave

profunda

Figura 1.2: Distribucion de la DI segin gravedad

En el pasado, la determinacién de la gravedad de la DI se basaba tan solo en
el Cl. Existen pruebas estandarizadas clasicas para establecer el valor del CI,
como son las pruebas Weschler para la inteligencia en nifios (WISC) en sus
diferentes formatos (47, 48). En base a estos resultados, los sistemas clasificatorios
DSM-1V y CIE-10, establecian la siguiente clasificacion: DI leve: CI 69-50, DI
moderada: CI 49-35, DI grave: CI 34-20 y DI profunda: CI <20 (49-51). Segun
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escalas de WISC, el CI medio poblacional es de 100 con una desviacion tipica de
10 (4).

En la practica clinica habitual, la clasificacién en cuanto a gravedad en
pacientes con DI suele hacerse en relacién con la adquisicion de los hitos del
desarrollo motor, del lenguaje y autonomia, o requerimientos de apoyo a nivel
escolar, sin tener en muchas ocasiones un calculo formal del CI. Esto es debido a
las dificultades que presentan muchos pacientes con DI para la ejecucion de los
test debido a las comorbilidades que suelen asociar (epilepsia, trastornos de
conducta, TEA), asi como su mayor imprecision en casos de DI grave y profunda
donde es dificil la colaboracion del paciente (52, 53).

Es importante clasificar la DI en cuanto a su gravedad ya que de esta forma
se van a ajustar mejor las necesidades de cada individuo en todos los dmbitos
(social, educacional, sanitario) (2, 13). Esta clasificacion también tiene
implicaciones en cuanto a las posibilidades diagndsticas, ya que seguin algunas
publicaciones, es dos veces mds probable identificar la causa en pacientes con DI
grave (aproximadamente en el 50% de los casos) que en la DI leve (se encuentra a
causa en menos del 20%) (4, 24, 54, 55). También, en casos de DI leve, es mas
frecuente la existencia de antecedentes familiares de DI, asi como de influencia de
factores ambientales y socioculturales (24, 56, 57) como se ha mencionado con
anterioridad.

La clasificacion basada tan solo en el CI es obsoleta, ya que no contempla los
dominios social y practico de los individuos. Con la publicacion del DSM-V se
estableci6 una nueva conceptualizacion de la DI con la valoracion de tres
dominios de déficits adaptativos: el conceptual, el social y el practico (18). Se
incluy6 a la DI dentro de los Desordenes del Neurodesarrollo como ya se ha
comentado previamente, definiéndola como una afectacidon cognitiva de inicio
precoz que secundariamente ocasiona déficits de aprendizaje y en el
funcionamiento adaptativo. Se valora al paciente con DI considerando tanto la
capacidad cognitiva, como las funciones ejecutivas para poder determinar mejor
las necesidades de forma individualizada y orientar de forma mas acertada las
ayudas que requieren.

Con la nueva clasificacion se establecen los siguientes criterios para definir
los grados de DI (Tabla 1.1):
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Tabla 1.1: Gravedad de la DI segtin el DSM-V. Adaptado de (2).

Habilidades adaptativas

Gravedad | Prevalencia
Campo conceptual Campo social Campo practico
Leve 85% Los nifios requieren | Las habilidades La mayoria son
ayuda académica sociales y el juicio independientes en
para aprender las personal son las actividades de la
habilidades inmaduros para su | vida diaria, poseen
esperadas para su edad. Existe riego trabajos que
edad. Los adultos de manipulacién requieren de
pueden tener por personas habilidades basicas
dificultades y externas y, normalmente,
déficits en (ingenuidad). viven de manera
habilidades como independiente.
leer, planificar y Necesitan ayuda en
manejo del dinero. decisiones
relacionadas con el
cuidado de la salud,
nutricion, compras,
finanzas y el cuidado
de la familia.
Moderada | 10% En nifios, las Relaciones de La mayoria pueden

habilidades
conceptuales y
académicas van
muy por detrés de
las de sus
companeros. En
adultos, el
desarrollo de
habilidades se
encuentra en un
nivel primario,
necesitan ayuda en
actividades como el

manejo del dinero.

amistad con
familia/amigos
gracias al lenguaje
hablado, pero con
limitaciones por
déficits sociales y
comunicativos.
Necesitan apoyo en
decisiones y juicio

sociales.

realizar las
actividades de
cuidado personal
con ayuday
ensefianza como la
disponible en un
hogar grupal. Los
adultos pueden ser
contratados en
lugares con un

ambiente de apoyo.
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Grave 3-4% | Déficiten la Uso del lenguaje Necesitan ayuda para
compresion del para la relaciéon todas las actividades
lenguaje escrito y de | social, mas que para | de la vida diaria.
los conceptos explicaciones. Continua supervision.
relacionados con Utilizan palabras o Pueden ser
numeros, cantidad, frases simples. entrenados en algunas
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1.4. DISCAPACIDAD INTELECTUAL. ETIOLOGIA

La DI puede originarse por diversas causas, entre las que podemos incluir
causas infecciosas, ambientales, metabdlicas, nutricionales, toxicas, traumaticas o

genéticas (4, 10, 20, 45, 46, 52, 58, 59). Se estima que las causas genéticas podrian
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llegar a estar implicadas en un 30-50 % de los casos en occidente (12, 30, 53, 60);
siendo clasicamente las causas mas frecuentes la trisomia 21 (sindrome de Down)
(61), el sindrome de X fragil (24, 62, 63) y anomalias en las regiones
subteloméricas de los cromosomas (10, 55, 64). Se estima que dentro de las causas
genéticas, las monogénicas, son responsables de un 25-30% de la DI (65). Por ello,
en la investigacion etioldgica de la DI, los aspectos genéticos son esenciales y nos
pueden dar informacion acerca de su origen, prondstico, complicaciones, manejo
y riesgo de recurrencia (12, 14, 45, 46).

Los grandes grupos etiologicos de la DI pueden clasificarse por tanto en:
genéticos, adquiridos, ambientales y socioculturales (45, 46, 58) (Figura 1.3) En
ocasiones estos factores etioldgicos pueden coexistir en un mismo paciente,
pudiendo modificar el fenotipo clinico y dificultar el diagnostico etiologico (60,
66). Por ello, es dificil estimar el porcentaje de implicacién de cada uno de los
grupos etioldgicos por si mismo, y estos datos varian seguin las publicaciones
revisadas. Distintos autores atribuyen a los factores exdgenos, incluyendo por
tanto los adquiridos, ambientales y socioculturales, entre un 5 hasta un 20% de
causalidad (4, 59). Del mismo modo, la implicacién de estos factores también
varia segun el grado de DI como se ha mencionado previamente, siendo mas
prevalentes los factores exdgenos socioculturales y ambientales en la DI leve y los
genéticos en la grave.

El DSM-V clasifica los factores etiologicos de la DI en:

-Trastornos hereditarios

-Alteraciones tempranas en el desarrollo embrionario.

-Problemas durante el embarazo o perinatales

-Afecciones médicas adquiridas durante la infancia o nifiez

-Factores ambientales como falta de estimulo, nutriciéon inadecuada o

exposicion a toxicos.

1.4.1 Trastornos hereditarios

Hace referencia a las causas genéticas de DI. Segtin el mecanismo de
produccion pueden ser debidos a alteraciones cromosdmicas, monogénicas o bien

a otros mecanismos mutacionales como son la expansion de tripletes, las
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alteraciones de metilacion o epigenéticas (67, 68), o alteraciones del ADN

mitocondrial (53).

1.4.1.1 Anomalias cromosomicas

Segun si afecta a todo un cromosoma o solo a una parte seran:

-Numéricas: se anade o pierde material genético de un cromosoma entero,
como es el caso de las trisomias (trisomia 21-sindrome de Down o trisomia
18- sindrome de Edwards) o monosomias (monosomia X-sindrome de
Turner).

-Estructurales: se produce una pérdida o duplicacion de un fragmento
cromosomico. (delecién terminal 5p-sindrome Cri du Chat o del maullido

de gato).

1.4.1.2 Anomalias monogénicas

Debidas a un cambio en la secuencia de ADN en un gen que altera la
proteina resultante. Segun el patron de herencia se clasificardn en: autosdémico
dominante, autosémico recesivo y ligado al cromosoma X.

Se han descrito mas de 100 genes en el cromosoma X y més de 300 genes
con herencia autosémica recesiva (30, 45, 69-72), implicados en DI, siendo los
genes con herencia autosdémica dominante con variantes patogénicas de novo, los
mas frecuentes en estos pacientes (27, 73, 74). Todo ello, refleja la gran
heterogeneidad genética de la DI, con mas de 1000 genes implicados (24, 27, 30,
73, 75).

1.4.1.3 Patrones de herencia no mendelianos

Como son los sindromes de anticipacion génica por expansion de tripletes
(sindrome de X fragil), alteraciones epigenéticas por defectos de metilacion o por
disomia uniparental (sindromes de Angelman, Prader-Willi, o sindrome de
Temple)(24, 67, 68, 76). En este grupo también estarian las alteraciones del ADN

mitocondrial (77).
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1.4.2 Alteraciones tempranas del desarrollo embrionario

En este apartado se incluyen factores que influyen en las primeras etapas

del desarrollo y que pueden dar lugar a un individuo con DI

1.4.2.1 Sindromes de influencia prenatal

En este grupo es importante destacar el sindrome alcohdlico fetal que se
caracteriza por DI, retraso de crecimiento pre y postnatal, rasgos dismorficos y
anomalias congénitas derivados del efecto del alcohol sobre el embrion en
crecimiento. Es la causa prevenible mas frecuente de DI en el mundo occidental
(53, 78, 79). También es importante destacar en este grupo la embriofetopatia por
fenilcetonuria materna, caracterizada por DI, microcefalia, epilepsia y anomalias
congénitas por niveles elevados de fenilalanina en el feto en caso de mal control

dietético materno durante el embarazo.

1.4.2.2 Infecciones maternas

El feto no tiene una respuesta inmunoldgica demostrada en la gestacion
temprana, por lo que, en esta etapa es muy vulnerable al ataque de agentes
infecciosos. Si la madre pasa por un proceso infeccioso durante la gestacion, el
agente infeccioso pasa al feto a través de la placenta y puede producir anomalias
congénitas y afectar al neurodesarrollo. Ejemplo: infeccion congénita por
citomegalovirus (CMV). Si la madre padece una primoinfeccion por CMV durante
la gestacidon, mayor probabilidad si esto ocurre durante el primer trimestre de
embarazo, puede producir en el feto malformaciones cardiacas, visuales y

auditivas con riesgo también de retraso psicomotor y del desarrollo.

1.4.2.3 Exposicion a téxicos, fdrmacos, radiaciones

En general, los efectos de estas sustancias producidos sobre el feto van a ser
irreversibles y van a dar lugar a retraso en el crecimiento intrauterino (RCIU), y
alteraciones en el neurodesarrollo. En este grupo destacan el grupo de madres
consumidoras de sustancias (opidceos, cocaina, anfetaminas, ...) o aquellas que

toman medicaciones debido a patologias médicas (madres afectas de epilepsia en
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tratamiento con ciertos anticonvulsivantes, tratamientos para el hipertiroidismo,

farmacos inmunomoduladores, ...).

1.4.3 Problemas durante la gestacion y perinatales

En este grupo se incluyen las alteraciones en el desarrollo fetal durante los
dos ultimos trimestres del embarazo o en el momento del nacimiento. En este
grupo son frecuentes las anomalias neuroldgicas. Se incluyen en este grupo:

-Malnutricion fetal: aportes subdptimos de nutrientes, agua u oxigeno para

un adecuado desarrollo fetal que puede ser secundario a alteraciones
placentarias, trastornos vasculares, infecciosos o carencias nutricionales de
la madre.

-Alteraciones perinatales: en este grupo se incluyen las complicaciones

derivadas de problemas de reanimacion durante el parto en caso de
sufrimiento fetal, o dificultad respiratoria neonatal, infecciones congénitas
como son la meningitis o sepsis neonatal precoz, hipoglucemia, o

hemorragia cerebral.

1.44 Enfermedades adquiridas en la infancia

Son aquellos eventos en los primeros afios de vida, que pueden influir en
una alteracion del neurodesarrollo en un nifio previamente sano. Las
enfermedades incluidas en este grupo tienen caracter agudo y son potencialmente
reversibles y evitables. Cabe destacar en este grupo las infecciones y los
accidentes (traumatismos, intoxicaciones, atragantamientos, ahogamientos). A
destacar:

-Infecciones: destacan en este grupo las meningitis y las encefalitis.

-Traumatismos craneales: son frecuentes en nifios, debido a accidentes de

trafico o caseros. Aunque cldsicamente se afirma que el cerebro del nifio
resiste mejor los traumatismos, y existe evidencia de su mejor capacidad de
regeneracion respecto a la poblacion adulta, hay que sefialar la posibilidad
y riesgo de consecuencias graves, desde trastornos psicoafectivos,

impulsividad, hipercinesia y también trastornos intelectuales y epilepsia.
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-Otros: Otras causas pueden estar relacionadas con tumores intracraneales,

enfermedades neuroendocrinas, hipotiroidismo, etc.

1.4.5 Factores ambientales y socioculturales

Existen circunstancias ambientales y socioculturales como el abandono y
carencia de estimulos, la pobreza, desnutricién, madres adolescentes, padres con
bajo CI, asociado a entornos marginales, que pueden propiciar enfermedades
psiquiatricas e insuficiente aprendizaje y escolaridad en los nifios que lo padecen.

En estos casos podriamos hablar de cierta reversibilidad si se acta a tiempo.

FACTORES BIOLOGICOS

l Prenatales
4
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asociados a (consanguinidad) deficiente madre-hijo deficientes deficientes
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Figura 1.3: Factores que intervienen en el neurodesarrollo. Adaptado de (80)

En un grupo de pacientes considerable, aproximadamente el 50%, no se
detecta ningun factor causal, siendo su DI de etiologia desconocida. Este grupo de
pacientes sin diagnostico conocido, son los que motivan el desarrollo continuo de
nuevas tecnologias diagnodsticas para identificar nuevos genes implicados en DI y
generan grupos de investigacion con colaboracién nacional e internacional unidos

con el mismo objetivo.
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1.5. ABORDAJE DIAGNOSTICO DE LA DISCAPACIDAD INTELECTUAL

La valoracion diagnostica del paciente con DI es compleja e interdisciplinar,
por lo que debe ser abordada por personal cualificado para ello (12, 14, 81). El
equipo interdisciplinar basico debe estar formado por un neuropediatra o
neurdlogo (segun la edad en la que se valora al paciente), un genetista clinico y un
genetista de laboratorio. Este equipo se vera ampliado por otros especialistas
segin el paciente asocie o no otras anomalias congénitas o alteraciones que
precisen de su integracion en el equipo (cardidlogos, endocrindlogos,
oftalmologos, otorrinolaringdlogos, psicologos...).

El llegar a establecer una etiologia en los pacientes con DI es de gran ayuda
tanto para las familias como para los facultativos que intervienen en el
diagnostico. Los beneficios obtenidos de ello son el conocer la etiologia, poder
ofrecer un pronodstico o posible evolucion clinica, explicar el mecanismo genético
de su ocurrencia y el riesgo de recurrencia, opciones posibles de tratamiento,
evitar otros estudios complementarios redundantes e innecesarios, manejo de
sintomas o deteccion precoz de complicaciones asociadas a la entidad, y acceso a
asociaciones de pacientes y a ensayos clinicos, asi como opciones reproductivas.
Los objetivos del diagndstico de un paciente con DI se resumen en la Tabla 1.2.
Un diagnostico etiologico especifico junto con el apoyo de los facultativos
responsables es un factor que influye en los resultados psicosociales de un

individuo con DI y sus familias (14)

Tabla 1.2: Objetivos del diagnostico del paciente con DI

1.Conocer la causa / etiologia

2.Establecer un pronodstico o evolucion clinica esperable

3.Asesoramiento sobre el mecanismo genético causal y riesgos de recurrencia

4.0Opciones de tratamiento especificas

5.Evitacion de otras pruebas diagnosticas innecesaria o redundantes

6.Informacién sobre tratamiento, manejo de sintomas o seguimiento de
complicaciones esperables

7.Contacto con asociaciones de pacientes especificas de la entidad diagnosticada

8.Acceso a ensayos clinicos

9.Posibilidad de manejo multidisciplinar y atenciéon integral (social, educativa,
familiar) del paciente mas apropiado segun el diagnostico
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La valoracion inicial del paciente con DI parte de la herramienta basica de
todo médico que es la historia clinica y la exploracion fisica, siendo estos
elementos los mas criticos para el diagndstico del paciente con DI (12, 45, 46, 58,
82).

1.5.1 Historia clinica

La historia clinica debe ser exhaustiva y completa, deben recogerse datos
prenatales (tipo de gestacion, curso de la gestacion, complicaciones o
enfermedades durante la gestacién, toma de farmacos o toxicos, datos
ecograficos...) y perinatales (edad gestaciones, tipo de parto, complicaciones en el
parto, test de Apgar, datos de periodo neonatal inmediato, y muy importante la
somatometria al nacimiento con tablas percentiladas para edad y sexo.).
Posteriormente se recogeran datos del periodo neonatal (meconiorrexis,
onfalorrexis, resultados de estudio de screening neonatal de metabolopatias,
otoemisiones acusticas neonatales), problemas de alimentacion en primeros meses
de vida, y desarrollo psicomotor hasta el momento de la consulta, haciendo
hincapié en el momento de la adquisicion de los hitos del desarrollo. Se recogeran
también datos de enfermedades que haya padecido el paciente, asi como de todas
las consultas médicas que haya tenido por distintos problemas de salud.
Posteriormente se dirigira la anamnesis a otros datos que el facultativo considere
oportuno segun la orientacion clinica del paciente. Es muy importante intentar
cuantificar el CI del nifio con un andlisis adecuado a su edad para intentar
clasificar el grado de DI que tiene el paciente ya que eso también puede ayudar al
facultativo en su orientacion diagndstica.

Dentro de la historia clinica en la primera visita, es imprescindible la
recogida de la historia familiar. Debe recogerse una historia familiar de al menos
3 generaciones segun las recomendaciones establecidas (83) (Figura 1.4). La
recogida de datos de la historia familiar requiere tiempo y dedicacién para
realizarlo de forma adecuada, ya que en ocasiones va a precisar la revision de la
historia clinica de otros familiares, de informes clinicos, pruebas de imagen, e

incluso fotografias.
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Figura 1.4: Simbologia estandarizada para la realizacion del arbol familiar (83).

Mortinato

1.5.2 Exploracion fisica

La exploracion fisica al valorar a un paciente con DI es otra de las
herramientas bdasicas para el clinico, puesto que puede dar muchos datos que
orienten al diagndstico del paciente.

Se inicia con la somatometria, utilizando tablas percentiladas para edad y

sexo. Posteriormente se realizard una exploraciéon ordenada y sisteméatica para no
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pasar ningun dato por alto. Se inicia por la impresion general (habito general,
gestalt), craneo (forma y tamano), cabello, se describen los rasgos dismorficos o
anomalias detectadas en la cara, paladar, dientes, cuello, tdérax (incluye
descripcion anatdmica, y auscultacion cardiopulmonar), abdomen (inspeccion,
palpacion y auscultacion), exploracion de genitales, aparato locomotor (espalda,
miembros), datos neurologicos (tono, fuerza, reflejos osteotendinosos, lenguaje,
contacto con el explorador, comportamiento) y piel (discromias, elasticidad,
tumores) En los pacientes con DI, la exploracion dismorfologica asi como la
conductual y neuroldgica adquieren un papel muy importante y debe realizarse
por personal cualificado.

Es importante utilizar una terminologia estandarizada para la descripcion
morfolégica de manera que las descripciones clinicas sean mads precisas y
consensuadas y asi facilitar las comparaciones de los fenotipos clinicos entre
médicos, genetistas de laboratorio e investigadores. En esta linea existen grupos
de trabajo internacionales que se han encargado de establecer una nomenclatura
estdndar como son los dirigidos por Hennekam y colaboradores (84-90). Con la
introduccién de la secuenciacion masiva (NGS), esta necesidad de homogeneizar
la descripcion y denominacion de los fenotipos clinicos se ha hecho todavia mas
evidente. Es necesario disponer de una herramienta clinica potente para la
interpretacion de las variantes genéticas detectadas por la NGS y poder progresar
en la prediccion de diagndsticos etiologicos basados en las caracteristicas
morfoldgicas. Asi lo describe Hennekam diciendo como la NGS requiere también
de un fenotipado de nueva generacion (91). Con este objetivo se cred un proyecto
internacional para la integracion semantica de datos biomédicos y de organismos
modelo con el objetivo de optimizar la investigacion biomédica (The Human
Phenotype Ontology o HPO) (92, 93). El objetivo es generar una terminologia
estandarizada para la informacién fenotipica en publicaciones y bases de datos
para poder utilizar algoritmos computacionales que puedan explotar estos datos
junto con andlisis de expresion génica y otros fendmenos celulares asociados a
enfermedad en humanos. Esta terminologia es de libre acceso
http://www.human-phenotype-ontology.org.

Una herramienta muy importante en la exploracion de un paciente con DI,
incluye la realizacion de fotografias clinicas. Se precisa de un consentimiento

informado para ello. Es muy importante la realizaciéon de las fotografias ya que va
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a permitir la revision y estudio del paciente por parte del facultativo fuera del
tiempo de visita, asi como valorar la evolucion fenotipica, dato muy importante
en dismorfologia. En este sentido, la evolucion de las tecnologias informaticas
incorporadas a las ciencias de la salud, tienen su impacto en el desarrollo de
nuevas herramientas diagndsticas. En los ultimos afios se han desarrollado
herramientas basadas en la inteligencia artificial deep learning o machine learning
para la correlacion entre fotografias clinicas y diagnosticos, como es el Face2Gene
(94-96). Dicha herramienta esta en proceso de desarrollo y en un futuro, con el
enriquecimiento de su contenido por parte de los profesionales que trabajan en el

campo de la genética, pueda ser una herramienta cada vez mas util (97, 98).

1.5.3 Sintesis clinica

Tras la historia clinica y exploracion fisica del paciente es importante
realizar una adecuada sintesis clinica para una aproximacion diagnostica
pertinente. Se deben recoger los sintomas especificos y los datos dismorfoldgicos
o neuroldgico conductuales que nos sirvan de signo guia.

Serd entonces cuando el facultativo decidird los estudios a realizar para
confirmar el diagnodstico. Dada la amplia heterogeneidad etioldgica de la DI, estos
estudios incluirdn estudios bioquimicos, metabdlicos, pruebas de imagen
(radiografias, ecografia (abdominal, cerebral, ecocardiografia), resonancia
magnética cerebral (RM)), y en ocasiones valoraciéon por otros facultativos
especialistas para descartar anomalias asociadas; que se realizara a la vez o previo

a la solicitud de los estudios genéticos pertinentes segtin el caso (46).

1.5.4 Pruebas de imagen

No existe actualmente un consenso de cuando realizar pruebas de imagen
cerebral en pacientes con DI o de la prueba de imagen indicada (tomografia axial
computarizada (TAC) o RM). Hay grupos en los que recomienda la realizacion de
prueba de imagen cerebral en cualquier nifio con DI (99) y otros que solo la
recomiendan en caso de detectar alteraciones en la exploracion fisica, dejandola

como prueba de segunda linea (14, 100).
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La deteccion de algun tipo de alteracion morfoldgica cerebral (disgenesia
del sistema nervioso central (SNC)) en un paciente con DI, es por supuesto un
dato de utilidad, pero no suele ser un dato que oriente hacia una etiologia
especifica de la causa de la DI del paciente.

La realizacion de TAC craneal tiene un rendimiento bajo de detecciéon de
atrofia cerebral en pacientes con DI, que ademas no contribuye a aclarar la etiologia
especifica de la DI (101). La realizacién de RM cerebral tiene mayor sensibilidad
en la deteccion de anomalias en pacientes con DI (9-80% de anomalias detectadas)
(102). Otros estudios indican mayor prevalencia de detecciéon de anomalias en el
SNC en pacientes con DI moderada-grave con respecto a pacientes con DI leve-
limite (30% vs 21.2% respectivamente)(103-105). Cuando se realiza RM cerebral en
casos seleccionados por deteccion en la exploracion fisica (EF) de
micro/macrocefalia o focalidad neuroldgica el porcentaje de deteccion de
anomalias es claramente mayor (13.9% cuando se realiza a todos vs 41.2% en
pacientes seleccionados) (102)

La Academia Americana de Neurologia y la Sociedad de Neurologia
Infantil recomiendan que la neuroimagen (RM mejor que TAC) es una prueba
recomendada en la evaluacion diagnostica del paciente con DI, particularmente a
realizar cuando se encuentren anomalias en la EF de tipo micro/macrocefalia,
focalidad motora y signos piramidales / extrapiramidales (14).

Dentro de los estudios realizados respecto al rendimiento diagnostico de la
RM espectroscdpica, no se han evidenciado beneficios respecto a su realizacion en
cuanto a ayuda diagnostica en pacientes con DI (104, 106).

En resumen, se detectan anomalias en la RM cerebral en alrededor de un
30% de pacientes con RGD/DI, pero este hallazgo no suele ser de ayuda en cuanto
al diagnostico etiologico de la DI (100, 107). Se debe valorar su realizacion tras
este andlisis y teniendo en consideracion la necesidad de sedacién/anestesia para

su realizacién en nifios pequenos.
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1.5.5 Estudios metabdlicos

Los errores congénitos del metabolismo (ECM) son enfermedades
monogénicas que afectan a los procesos bioquimicos y celulares. Los ECM son
responsables del 1% de la DI en la poblacion general, llegando a un 5% en algunas
publicaciones (53, 108). Algunas de estas enfermedades tienen tratamiento y se
siguen describiendo nuevos tratamientos en los tltimos afios para otras de ellas,
por lo que son un grupo importante de diagnodstico en los pacientes con DI dada
la posibilidad de actuacion para modificar el curso de la enfermedad (108, 109).
No todas estas enfermedades causantes de DI estan incluidas en el cribado
metabolico neonatal.

Se ha demostrado un beneficio en la evolucion de estos pacientes con
distintos tratamientos como son la utilizacion de modificaciones dietéticas,
cofactores/vitaminas complementarias, inhibidores de sustrato, terapia de
reemplazamiento enzimatico y trasplante de células madre hematopoyéticas. Se
ha demostrado una mejoria en cuanto a la progresion (entendida la mejoria como
lentificacion de la evolucidn natural de la enfermedad) respecto al CI, desarrollo,
alteraciones conductuales, epilepsia y alteraciones en la RM cerebral (109).

El abordaje tradicional de la DI incluia la realizacién de un estudio
metabolico de primera linea en todo paciente con DI de etiologia desconocida,
capaz de detectar el 60% de los ECM tratables. Este estudio de primera linea
incluye: en sangre estudio de aminodcidos, homocisteina, acilcarnitinas, cobre y
ceruloplasmina; y en orina estudio de dacidos organicos, creatina, purinas y
pirimidinas, oligosacaridos y glucosaminoglicanos. En los casos en los que no se
alcanzaba un diagndstico tras estos estudios de primera linea, se podia continuar
con estudios de segunda linea si persistia la sospecha de ECM que detectaria el
40% restante de ECM tratables, requiriendo la realizaciéon de estudios mas
especificos y con una orientacion dirigida. Estos estudios serian: sialotransferrinas
y esteroles (7 y 8-dehidrocolesterol)., neurotransmisores en liquido
cefalorraquideo, estudios de actividad enzimatica y otros (108).

Con la incorporaciéon de las nuevas tecnologias de diagndstico genético, el
abordaje de estas enfermedades estd cambiando, sustituyendo los complejos

estudios bioquimicos y enzimaticos por la NGS para su deteccion (110).
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1.6. ESTUDIOS GENETICOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA DISCAPACIDAD
INTELECTUAL

Cuando tras una valoracion inicial no se ha podido detectar una causa que
justifique la DI en el paciente, se procedera a la solicitud de estudios genéticos.
Hace unos anos, los andlisis genéticos para la identificacion de alteraciones
cromosOmicas se realizaban mediante cariotipo fundamentalmente,
posteriormente FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) y MLPA (Multiplex
Ligation-Dependent Probe Amplification) y el estudio de las patologias
monogeénicas se basaba en la secuenciacion Sanger del gen candidato. Debido a la
heterogeneidad genética en la DI, estos métodos mostraban un rendimiento
diagnostico limitado.

En los ultimos afios el campo de la genética ha vivido una revolucion
tecnoldgica con el desarrollo de nuevas tecnologias genomicas para el diagndstico
genético de pacientes con discapacidad intelectual (30, 111, 112). Con el uso de
técnicas como el array-CGH (hibridacion gendmica comparativa) en la primera
década de este siglo, el rendimiento diagndstico para la deteccion de
desequilibrios cromosémicos causante de DI aumentd; con un rendimiento
diagnostico aproximado de un 15% (113-123). Mas recientemente, las técnicas de
NGS, que permiten el andlisis simultdneo de multiples genes, se han identificado
como técnicas de gran importancia y muy costo-efectivas (56, 111, 124, 125). La
gran heterogeneidad descrita con mas de 1000 genes asociados a DI, asi como la
baja prevalencia y la amplia variabilidad fenotipica reflejan la dificultad en el
abordaje del estudio genético de la DI. La NGS ha revolucionado la estrategia
diagndstica molecular del paciente con DI, al permitir analizar un grupo de genes
en un mismo estudio analitico, el exoma o bien todo el genoma. Aun asi, a pesar
de los grandes avances en la tecnologia del estudio del genoma al menos la mitad

de los pacientes con DI no poseen un diagnostico etioldgico (12, 14, 46).
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1.6.1. Cariotipo

El cariotipo se utiliza para el estudio de los cromosomas. Se realiza
mediante bandeo GTG (tripsina y giemsa). Consiste en una digestion enzimatica
con una proteasa (tripsina), que digiere parcialmente las proteinas cromosdmicas,
y una tincidon posterior con Giemsa. El resultado es una alternancia de bandas
oscuras y claras a lo largo del cromosoma que ofrece un patrén caracteristico para
cada par cromosOmico. El cariotipo habitual consigue una resolucién de 400-500
bandas, detectando deleciones y duplicaciones de tamafio superior a 5-8 Mb. Con
el estudio del cariotipo mediante sincronizacion del cultivo obteniendo mayor
numero de células en profase o prometafase, se consigue el cariotipo de alta

resolucidon con 800 bandas, detectando anomalias de unas 5 Mb (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Ideograma del cromosoma 1 con cinco niveles de resolucion de
bandas G. De izquierda a derecha, 300, 400, 500, 700 y 850 bandas (46).

Cléasicamente el estudio del cariotipo era una prueba inicial para el estudio
del paciente con DI con un rendimiento global de un 3.7% (9). (detecta trisomia
21, 13, 18 y desequilibrios de mas de 3-5 Mb).

Hoy en dia, las indicaciones del cariotipo en el estudio del paciente con DI
se limitan al estudio del paciente con sospecha de aneuploidia, trisomias o
monosomias, o para la deteccion de reordenamientos equilibrados en parejas con

abortos de repeticion o con descendencia afecta de desequilibrio cromosdmico. En
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el estudio del paciente con DI, el cariotipo ha sido sustituido por el array-CGH,
por su mayor poder de resolucion para la deteccion de desequilibrios

cromosémicos (126).

1.6.2. FISH (Hibridacion In Situ Fluorescente)

La técnica FISH se utiliza para detectar y localizar secuencias especificas de
ADN en los cromosomas. Detectan alteraciones menores de 5Mb que no pueden
detectarse utilizando el cariotipo convencional. Se exponen estos cromosomas (en
metafase o interfase) a una sonda (secuencia de ADN que contiene una molécula

fluorescente en ella) hibriddndose la sonda en la region a estudiar (Figura 1.6).

Figura 1.6: Imagen de delecion 22q11.2 mediante FISH

Esta  técnica se  utilizaba para investigar sindromes de
microdelecion/microduplicacion clinicamente reconocidos, los cuales constituyen
la segunda causa mas comun de DI. Cada uno de estos sindromes tiene una sonda
FISH especifica por lo que se requiere una orientacion clinica inicial para realizar
la prueba. El rendimiento global de esta técnica en pacientes con DI moderada-
grave es del 6,8% y en pacientes con DI en general de un 5% adicional respecto al
cariotipo (45, 55).

Algunos ejemplos de sindromes asociados a microdeleciones son el
sindrome de delecion 22q11.2 (OMIM 611867 / ORPHA:567) o el sindrome de
Williams (OMIM 194050 / ORPHA:904). Estas entidades también se detectan
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mediante el estudio de array-CGH sin la necesidad de una indicacion especifica
por el clinico y a un menor coste, por lo que en la actualidad también ha sido

sustituido por el array-CGH en el estudio del paciente con DL

1.6.3. MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

La técnica de MLPA es una técnica complementaria, sensible y especifica en
la deteccion de cambios en el nimero de copias gendmicas, no detectados por los
métodos convencionales de laboratorio.

Esta técnica se basa en la hibridacién con sondas de la region de interés,
ligacion y posterior amplificacion por PCR. Permite el analisis de regiones
especificas para detectar pequenas deleciones y duplicaciones, asi como
fendmenos de metilacion. Existen equipos o kits disefados para distintas
patologias, por ejemplo, el MLPA de regiones subteloméricas zonas ricas en
reordenamientos en pacientes con DI, con rendimiento adicional de un 3-5%
respecto al cariotipo y FISH (45, 55). Su ventaja respecto a los anteriores fue el
poder identificar un cierto nimero de patologias a costes relativamente bajos.
Aun asi, por el mismo motivo que en el caso que los anteriores, esta técnica se ha
sustituido por el array-CGH en el estudio del nifio con DI, salvo para los

fendmenos de metilacién.

1.6.4. Estudio molecular X fragil y DI ligada a X

El sindrome X fragil se considera la causa de DI heredada mas frecuente
(127). El gen FMR1 en el cromosoma Xq27.3 contiene entre 5 y 40 repeticiones
consecutivas del trinucleétido CGG. Cuando hay entre 40 y 200 repeticiones, se
considera una premutacion inestable, que puede expandirse durante la meiosis y
transmitirse a la descendencia. Mas de 200 repeticiones se asocian a las
alteraciones fenotipicas, DI y trastornos conductuales descritos en este sindrome.
Las ultimas revisiones publicadas hablan de una prevalencia de un 2% en los
pacientes con DI, considerando ambos sexos. En aquellos que presentan una DI
mas grave la proporcion que se encuentra es mayor 4.1%, comparando con

aquellos que presentan DI leve que se aproxima al 1%(10, 14, 62, 70).
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El Colegio Estadounidense de Genética Medica recomienda realizar el
estudio molecular de X fragil en todo nifo (de ambos sexos) con DI inexplicable
que presenten antecedentes familiares de DI, algin rasgo fisico o conductual
reconocido en esta enfermedad y ausencia de otras anomalias fenotipicas mayores
(4).

El gen MECP2, asociado a sindrome de Rett en mujeres, puede tener una
expresividad variable, presentdndose también con DI leve o dificultades de
aprendizaje. En varones, presenta un fenotipo clinico mas grave con encefalopatia
neonatal o sindrome de parkinsonismo, signos piramidales y macroorquidismo.
La mayoria de los casos es debido a mutaciones puntuales, y en un 10-15% de los
casos a deleciones o duplicaciones intragénicas. Diversos autores detectan un
1,5% de variantes patogénicas en MECP2 en nifias con DI moderada-grave;
recomendando el estudio del gen MECP2 (secuenciacion y MLPA del gen) como
abordaje de primera linea en el estudio de las nifias con DI junto con el array-
CGH vy el estudio molecular de X fragil (45, 128). Otros autores no detectan
variantes patogénicas en este gen en pacientes con DI inespecifica con un
porcentaje suficiente como para sugerir su estudio de forma generalizada (129,
130).

La mayor frecuencia de DI en varones es indicativa de la relevancia del
cromosoma X, donde se describe un enriquecimiento en genes implicados en
funciones cognitivas y por ello, a la contribucion etioldgica de la DI sindrdmica y
no sindromica (12, 70). Hasta la fecha se han identificado 215 entidades
responsables de DI ligada al cromosoma X (131). El 10-13% de la DI en varones es
debido a variantes patogénicas en genes ligados a X (14, 45, 70).

1.6.5. Array-CGH (Array-based Comparative Genomic Hybridization)

El array-CGH se considera una herramienta de primer nivel para el estudio
diagnostico del paciente con DI por su capacidad de detecciéon de desequilibrios
cromosomicos a lo largo de todo el genoma, siendo éstos una de las causas mas
frecuentes de DI. El array-CGH es en este momento la prueba diagnostica mas
eficiente, tras la valoracion clinica y la exploracion fisica del paciente, para la
orientacion diagnodstica del paciente con DI (114, 132, 133).
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Esta técnica permite la comparacion de miles de segmentos de ADN de un
paciente con respecto a un control para la identificacion de deleciones y
duplicaciones gendmicas. Utiliza un microchip de ADN con lo que es capaz de
analizar de forma simultdnea todo el genoma o todos los cromosomas. Las
muestras del paciente y el control marcadas con distintas moléculas fluorescentes,
son hibridadas en el microchip y un scanner automadtico detecta la sefial
fluorescente emitida que es analizada por un programa informatico para detectar
desbalances que indican la presencia de deleciones y/o duplicaciones en una
region concreta del genoma.

El array-CGH es capaz de detectar desequilibrios menores de 1 Mb, segtin
el diseno del array-CGH y detecta desequilibrios cromosdmicos en
aproximadamente un 15% de pacientes con DI (134). Sin embargo, no es capaz de
detectar anomalias cromosdmicas equilibradas, por lo que no podra detectar
inversiones o translocaciones, asi como mosaicismos de bajo grado.

Existen diferentes tipos o disefios de array-CGH, los whole genome arrays los
cuales estan disefiados para cubrir todo el genoma, y los targeted arrays, disehados
para cubrir loci patogénicos como los telémeros y regiones pericentroméricas.

Los factores que definen la resolucion del array-CGH son el tamafio de las
sondas utilizadas y la densidad de cobertura en el genoma. A menor tamafio de la
sonda y los mds contiguas que estén unas sondas de otras, mayor resolucion del
array-CGH. En funcién del nimero de sondas empleadas en el microarray, la
resolucion del estudio puede ser mayor o menor siendo habitual emplear disefios
de entre 60.000 y 180.000 sondas especificas (llamadas comercialmente 60K o 180K
respectivamente).

Los resultados obtenidos tras un estudio de array-CGH son variantes de
numero de copia (CNVs-copy number variations), puesto que se estan detectando
deleciones o duplicaciones en el genoma. Estas CNVs podrdn ser informadas
como patogénicas, cuando estén relacionadas con un fenotipo clinico,
probablemente patogénicas, cuando o bien por su contenido génico o por su
tamafio podrian ser causales, benignas o neutras, no causantes de patologia, o de
significado incierto.

La especificidad del array-CGH es menor a su sensibilidad, debido a la
deteccion de CNVs de significado incierto, muy prevalentes en el genoma

humano. La deteccion de CNVs de significado incierto, no descritas en la
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literatura e incluso siendo de mnovo, dificultan en muchas ocasiones la
interpretacion de los resultados de array-CGH. Se cre6 un Consorcio
Internacional (ISCA-International Standard Cytogenomic Array Consortium)
donde se han desarrollado bases de datos internacionales para utilizar como
referencia para la interpretacion de las CNVs (132, 135). Las colaboraciones
internacionales ayudan en la clasificacion de las variantes identificadas en el
array-CGH, pero en muchos casos su significado contintia siendo incierto y es
funcion del genetista interpretar su significado para una adecuada aplicabilidad
en la practica clinica.

Otra dificultad afiadida es que no todas las CNVs presentan penetrancia
completa y a veces se relacionan con susceptibilidad a trastornos del
neurodesarrollo incluyendo DI, autismo, y trastornos psiquiatricos, lo que hace
que el asesoramiento en estos casos sea dificil. Cuanto mayor resolucion tenga el
array-CGH, mas numero de CNVs de significado incierto se van a detectar. Una
de las herramientas utilizadas para valorar la patogenicidad de estas CNVs de
significado incierto, es el estudio de segregacion en padres o bien el array-CGH
directamente en trios (madre, padre y afectado). La interpretacion de estas
variantes es compleja y precisa de un abordaje interdisciplinar con clinicos,

bioinformaticos y facultativos de laboratorio.

1.6.6. Secuenciacion Sanger

La secuenciacion del ADN es el método utilizado para identificar el orden
preciso de los nucledtidos en la molécula de ADN. En concreto, la secuenciacion
tipo Sanger, desarrollada en 1970 y usada sistematicamente en los laboratorios
desde 1990, es muy efectiva para identificar variantes patogénicas en genes con
funcion bien conocida. Se utiliza para confirmar una sospecha clinica y realizar
estudios familiares. Durante 25 afios se ha mantenido como gold-standard para la
deteccién de variantes patogénicas por su sensibilidad, exactitud, robustez y
fiabilidad. Se usd para obtener la primera secuencia del genoma, proyecto que
requirio mas de diez afos del trabajo de miles de investigadores a nivel mundial
(136).

En el caso de la DI, la utilizacion de la secuenciaciéon Sanger debe ir

precedida por una alta sospecha clinica del posible gen causal para que tenga un
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adecuado rendimiento y relacion coste-beneficio dptima; cosa cada vez mas dificil
dada la heterogeneidad genética de la DI. La demanda de técnicas de
secuenciacion de bajo coste, ha motivado el desarrollo de la NGS, en cuyo proceso
se producen miles o millones de secuencias al mismo tiempo, dejando la

secuenciacion Sanger para casos concretos.

1.7. SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION (NGS; NEXT GENERATION
SEQUENCING)

Al igual que la secuenciacion Sanger, la NGS es un proceso cuyo objetivo
final es la determinacién de los nucledtidos de una molécula de ADN. Esta
tecnologia ha permitido aumentar la velocidad y disminuir el coste de la
secuenciacion, por lo que actualmente podemos secuenciar secuencias genomicas
individuales. Las técnicas de NGS, también denominadas se secuenciacién
paralela masiva, consisten en la secuenciacion de mdultiples, pero pequefios
fragmentos de ADN en paralelo. Los andlisis bioinformaticos posteriores unen
estos fragmentos mapeando las lecturas individuales sobre la secuencia del
genoma humano de referencia. Cada una de los millones de bases del genoma
humano se secuencian varias veces, para obtener datos mas precisos (137)

La tecnologia de NGS puede utilizarse para secuenciar el genoma completo
(whole genome sequencing-WGS), el exoma completo, esto es los 22.000 genes
codificantes, (whole exome sequencing-WES), o paneles de genes en los que se
analizan un namero determinado de genes asociados a una patologia concreta. En
base al tipo de andlisis de los datos obtenidos tras de secuenciacion del exoma
(WES), se pueden plantear distintas modalidades de estudio, como un exoma
dirigido a un grupo concreto de genes, exoma clinico o exoma trio. Llamamos
exoma clinico al conjunto de cerca de 5.000 genes incluidos en el catdlogo OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man) y asociados a fenotipos clinicamente

relevantes (https://www.omim.org) (138).

El genoma completo equivale a 3.3x10° bases mientras que el exoma
representa entre 1.5-2%, estando el resto del genoma formado por intrones y
zonas reguladoras que controlan funciones genéticas (139). Aproximadamente el
85% de las enfermedades genéticas conocidas se deben a variantes patogénicas en

el exoma, que se van a detectar mediante WES (82, 139, 140). Por tanto, el estudio
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del exoma reduce significativamente el coste y el espacio de almacenaje de la
informacion obtenida en una secuenciaciéon completa del genoma, ademas las
variantes exdnicas son mas faciles de interpretar que las gendmicas, lo que
aumenta también su utilidad clinica. La principal desventaja de la secuenciacién
del exoma con respecto a la del genoma es que no se van a detectar variantes
patogénicas de las regiones no codificantes.

Los resultados de la NGS van a ser cambios detectados entre la muestra del
probando frente al genoma de referencia, llamados variantes. Estas variantes
pueden ser de cambio de un nucleotido (SNV, single nucleotide variant), o
inserciones/deleciones (indels) de un pequefio nimero de nucledtidos. Las SNV
pueden no tener consecuencias sobre la proteina (variante sinénima), producir un
cambio de aminoacido (variante missense) o producir la aparicion o pérdida de un
codon stop (variante nonsense o stop). Son las variantes mas comunes. Las indels
pueden alterar la pauta de lectura produciendo la apariciéon de un codoén stop
(variantes frameshift) o provocar la inclusion o exclusién de algin aminoacido en
la secuencia proteica (variante nonframeshift). Las variantes de splicing van a
alterar la secuencia de ARNm maduro. Las variantes que tienen como
consecuencia que un alelo no pueda generar una proteina, se llaman variantes de
pérdida de funcién (LOF), e incluyen las variantes nonsense, frameshift y de
splicing. Suelen ser consideradas deletéreas y candidatas a ser patogénicas,
aunque no siempre es asi y va a depender del gen al que afecte y de su posicion
en la proteina. La evaluacién de las variantes missense requiere un analisis de la
informacion relativa a la variante en si, la informacién del gen, el tipo de variantes
previamente descritas en dicho gen asociadas a enfermedad, el tamafo del gen o
la presencia de secuencias homologas.

Tras los andlisis de filtrado y priorizacion de las variantes obtenidas de un
estudio de NGS, se emitirdn los resultados clasificAndolas en 5 categorias posibles
en base a las recomendaciones de la ACMG: patogénica, probablemente
patogénica, de significado incierto, probablemente benigna y benigna (141)
(Anexo 4). El informe de los resultados contendra aquellas variantes sospechosas
de estar implicadas en la enfermedad, que seran las patogénicas, probablemente
patogénicas, y también se informaran las de significado incierto (VOUS) que
afecten a un gen que pueda estar relacionado con el fenotipo del paciente. La

interpretacion de resultados de la NGS requiere de personal cualificado asi como
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de un equipo interdisciplinar formado por clinicos y facultativos de laboratorio
para que los resultados sean aplicables y de ayuda para el paciente y sus
familiares. Las variantes informadas habitualmente requerirdan de una
confirmacion mediante secuenciacion Sanger (aunque en los ultimos afios esto ya
no es siempre asi) y un estudio de segregacion en padres para comprobar el
patron de herencia esperado en las variantes patogénicas/probablemente
patogénicas. El abordaje del estudio mediante trio (muestra de individuo y
padres) permite este analisis desde el inicio.

Para el estudio de las VOUS se utilizan herramientas para intentar atribuir
una posible patogenicidad a dicha variante (142-146). Algunas de estas
herramientas son los predictores bioinformaticos que informan del efecto que
podria tener la variante en la proteina, estudios funcionales, o estudios de
segregacion en familiares, entre otros. Aun asi, en muchas ocasiones, tras estos
analisis el facultativo no es capaz de atribuir absolutamente una patogenicidad a
la variante detectada. Serd preciso mantener un seguimiento y actualizacion de la
literatura por si nuevas publicaciones permiten la reclasificacion de la variante
detectada o bien compartir los datos en plataformas nacionales e internacionales
para la deteccion de otros pacientes en la misma situacion.

La NGS es una herramienta que se esta incorporando en la practica clinica
como herramienta de primer nivel para el estudio de DI, dado su potencial
rendimiento diagnodstico, asi como la progresiva disminucién en los costes lo que
la posiciona en una situacion muy competitiva respecto al procedimiento
diagnostico habitual en pacientes con DI. El estudio del exoma clinico o el uso de
paneles dirigidos son los mas utilizados en la préctica clinica por su mayor
facilidad en la interpretacion de resultados, dejando el WES y WGS en un
contexto de investigacion (52, 69, 137, 139, 147-149). La utilizacion del WES y
WGS, va a permitir la identificacion de nuevos genes, nuevas variantes
patogénicas, nuevas rutas moleculares, su asociacion con patologias, ampliando el
conocimiento de las causas moleculares de la discapacidad intelectual (27, 69, 72,
112, 139, 140). La cantidad de datos obtenidos, el complejo proceso bioinformatico
derivado y la necesidad de estudios complementarios para demostrar la
patogenicidad de las variantes detectadas (estudios funcionales y otros), hacen su
utilizacién menos operativa en la practica clinica habitual (12, 30, 45, 52, 147, 149-

152). Con las mejoras de la NGS y los avances en bioinformatica, esta tecnologia
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estd siendo capaz también de detectar CNVs, por lo que en un futuro no muy
lejano, es posible que con un solo analisis seamos capaces de analizar las variantes
puntuales de la secuencia del exoma o genoma, asi como las variantes de nimero
de copia (153-156).

1.7.1. Rendimiento diagndstico en Discapacidad Intelectual

Existen muchas publicaciones en las que se analiza el rendimiento
diagnostico de las distintas aplicaciones de la NGS en pacientes con DI tanto en el
contexto clinico como en el contexto de la investigacion. Algunos autores
apuestan por utilizar la NGS para el estudio dirigido de un nimero determinado
de genes (targeted NGS), o el exoma clinico, con un rendimiento diagnostico entre
el 25-39% (52, 74, 111). El rendimiento diagndstico de la secuenciacion del exoma
completo (WES) en pacientes con DI se encuentra entre el 20-40%
aproximadamente (12, 27, 75, 111, 124, 157, 158). Algunos autores plantean el uso
del WES o WGS en la clinica (73, 159-161) y otros consideran que deben
mantenerse en el campo de la investigacion por el momento por las dificultades
en la interpretacion de los resultados obtenidos como se ha mencionado con
anterioridad (147, 162-164).

A pesar de la utilizaciéon de todas estas herramientas diagndsticas
aproximadamente en el 50% de los casos de DI no obtienen un diagndstico
genético en el momento actual, como se ha mencionado previamente (12, 73, 75,
82, 139, 140).

Es importante mantener el seguimiento de los pacientes que quedan sin
diagndstico tras la aplicacion de la NGS, puesto que, en ocasiones, las
caracteristicas fenotipicas que nos pueden dar la clave del diagnostico se
desarrollan a una edad mads avanzada, o bien dado que las técnicas de
secuenciacion avanzan muy rdpidamente asi como la descripcién de nuevos
genes causantes de DI, puedan en unos afios posteriores ser diagnosticados

mediante reandlisis del exoma o bien aplicacién de WGS (12, 160, 165).
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1.7.2. Hallazgos incidentales

Otro factor que debe tenerse en cuenta cuando se utiliza la NGS, es la
deteccion de hallazgos incidentales o secundarios, que no son objeto del motivo
por el que se solicita el estudio. La utilizacion de este tipo de tecnologias, en las
que estudiamos el exoma en un mismo analisis va a detectar variantes en genes
causantes de enfermedades que no son las que han indicado la solicitud del
estudio, pero que tienen un impacto en la salud del individuo (166-169). La
ACMG publico una guia con las recomendaciones sobre el manejo responsable de
hallazgos incidentales tras la realizacion de WES o WGS en un contexto clinico
(168, 170-173). Dicha guia es reevaluada periddicamente modificando la inclusion
o exclusion de genes segtin la experiencia de los profesionales en su aplicabilidad
clinica. En la ultima version de dichas guias de 2016 se establece un listado de 59
genes causantes de enfermedad que deben informarse siempre que se detecten
variantes patogénicas o probablemente patogénicas, independientemente de la
edad, excepto en el caso de muestras fetales (174). Se hace también hincapié en la
importancia del asesoramiento pretest, previo a la firma del consentimiento
informado (175).

Tabla 1.3: Hallazgos incidentales a informar segtn las recomendaciones de la
ACMG version 2.0 (2016)(174)

Adult BRCA1
BRCAZ

Hereditary breast and ovarian cancer 604370 612555 20301425

Familial adenomatous polyposis
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Tabla 1.3: (continuacion)

Marfan syndr

familial thora:

atecholaminergic polymorphic ventricular

tachycardia

Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy 6(

Familial hypercholesterolemia

Ornithine transcarbamylase deficiency

1.7.3. Consentimiento informado

20301310  Child/adult PKP:

24404629 Child/adult LDLR

APOB
PCSKS

ATPJE

KPand EP

Kp

KP and EP

Siempre que se va a proceder a la realizacion de un estudio genético debe

solicitarse al paciente o a sus padres o tutor legal un consentimiento informado. El

consentimiento informado en el caso de la NGS varia respecto al de otros estudios

genéticos dirigidos, puesto que en este tipo de estudios se va a encontrar

informacién no relacionada con la patologia que ha ocasionado la solicitud del

estudio (DI en nuestro caso). El tipo de informacién que deriva de un WES puede

tener trascendencia en la salud actual o futura del individuo, asi como para otros

familiares. Algunos ejemplos son la deteccion de estado de portador de una

enfermedad AR o ligada a X, que puede tener implicaciones reproductivas,

predisposicion o susceptibilidad a padecer enfermedades, o de enfermedades no

conocidas en ese momento (175-179).
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La ACMG establecié unas recomendaciones respecto a los puntos que debe
incluir el consentimiento informado para la utilizacion de NGS (WES/WGS) (175),
lo cual es extrapolable a la utilizacion del exoma clinico. Estos puntos son:

-Antes de realizar un estudio de NGS el paciente debe recibir asesoramiento
por un médico genetista o un asesor genético y debe quedar un
consentimiento por escrito.

-Los hallazgos incidentales que se informen al paciente, sea nifio o adulto,
deben tener un impacto significativo en su salud, para la cual exista un
tratamiento para prevenir o mejorar el pronostico o gravedad de la
enfermedad. Esta informacion debe proporcionarse como parte del proceso
de asesoramiento genético.

-El asesoramiento pretest debe incluir una explicaciéon de los posibles
resultados del estudio, la posibilidad y tipo de hallazgos incidentales que
se pueden identificar y los tipos de resultados que se informardn y cudles
no.

-Se informard de los beneficios, limitaciones e implicaciones para otros
familiares del uso de WES y WGS, y alternativas posibles a este estudio.

-Debe distinguirse entre el estudio en contexto clinico y en contexto de
investigacion.

-Se debe informar de la inclusion de los datos del estudio en bases de datos
y ofrecer el ser incluidos o no.

-Se debe explicar también que dada la evolucién del conocimiento en el
campo de la genética es posible que el clinico recontacte al paciente en caso
de que existan novedades respecto a los hallazgos detectados en su
estudio.

-Todos estos puntos son recomendaciones y queda en manos de cada

facultativo la redaccion de éste en su practica habitual.

En este estudio todos los pacientes firmaron un documento de
consentimiento informado elaborado en la Seccion de Genética Médica del
HCUVA redactado acorde a las recomendaciones establecidas por la ACMG, para

la utilizacion de la NGS previo a la extraccion analitica para tal fin. (Anexo 2).
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I1 - JUSTIFICACION

La DI es un problema de salud publica, con una prevalencia poblacional del
1-3%. El abordaje del diagndstico genético es una prioridad en estos pacientes,
puesto que en un 30-50% de los casos puede identificarse una causa genética. El
conseguir un diagnostico etioldgico en el paciente con DI tiene un gran impacto a
nivel sanitario, social y economico tanto para el individuo afecto como para sus
familiares.

En los altimos afos ha habido una revolucion tecnoldgica en cuanto a las
técnicas de diagndstico molecular con el desarrollo de la NGS, lo que permite un
abordaje gendmico para el estudio de los pacientes con DI. Estas tecnologias
deben ser utilizadas por personal cualificado y precisan de un abordaje
interdisciplinar por los facultativos implicados en las distintas areas de la genética
humana para obtener un rendimiento diagnoéstico adecuado.

Tradicionalmente, tras un estudio de array-CGH para descartar
desequilibrios cromosoémicos y estudio molecular de X fragil con resultado
normal en un paciente con DI, se realizaba un abordaje molecular dirigido por el
clinico responsable. La gran heterogeneidad genética descrita en la DI en los
ultimos afos, con la descripcion masiva de nuevos genes causantes de DI, nuevos
fenotipos clinicos, asi como la descripciéon de fenotipos atipicos o leves de
sindromes monogénicos clasicos, hacen que la deteccion clinica de todas estas
entidades sea cada vez mds compleja. Un abordaje molecular mediante NGS va a
permitir la deteccion de casos atipicos, fenotipos leves, formas no sindrémicas o
de entidades nuevas en un tinico ensayo.

La interpretacion de los resultados de la NGS en el estudio diagnodstico del
paciente con DI es compleja, ya que se generan una inmensidad de datos
bioinformaticos, que van a precisar de una adecuada descripcion clinica y
orientacion dirigida por el facultativo médico para optimizar el rendimiento
diagnostico del estudio. Del mismo modo, tras el andlisis de los resultados de la
NGS en muchas ocasiones se precisard de una reevaluacion clinica del paciente

para atribuir o no una posible patogenicidad a los resultados obtenidos (91).
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Todo esto ilustra la gran revolucion clinica y tecnoldgica que estd viviendo
en este momento el mundo de la genética y su potencial aplicacién en el
diagndstico de los pacientes con DI. Como clinicos tenemos la responsabilidad de
mantenernos actualizados y adecuadamente formados respecto a las nuevas
herramientas de diagndstico para utilizar aquellas pruebas que puedan ser mas
utiles y eficaces y disminuir la variabilidad en el estudio de pacientes con DI.
Como gestores debemos establecer protocolos de diagndstico eficientes a través
de analisis coste-eficiencia de las distintas herramientas diagndsticas disponibles
y como cientificos es nuestra responsabilidad avanzar en el conocimiento de la DI.

En base a estas premisas se ha motivado la realizacion de este trabajo, en el
que se analiza el rendimiento diagndstico y el impacto de la utilizacion de la
secuenciacion del exoma clinico en el estudio de pacientes con DI en la Secciéon de
Genética Médica, Servicio de Pediatria del Hospital Clinico Universitario Virgen
de la Arrixaca de Murcia. Del mismo modo se realiza un analisis de los resultados
y de los factores clinicos que puedan asociarse a un mayor rendimiento de esta
técnica para intentar establecer un protocolo de actuacién mas eficaz y eficiente

para el estudio diagnostico del paciente con DI
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II1 - HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

El uso del exoma clinico mejora el rendimiento diagndstico en pacientes con
discapacidad intelectual y reduce tanto el tiempo como los costes del proceso

diagnostico.

3.2 OBJETIVOS

El objetivo principal es evaluar el rendimiento diagndstico de la
secuenciacion del exoma clinico en los pacientes con DI valorados en la Seccion de
Genética Médica, Servicio de Peditria del Hospital Clinico Universitario Virgen de
la Arrixaca de Murcia.

Los objetivos secundarios son:

-Conocer las caracteristicas epidemioldgicas, demograficas y fenotipicas de

los pacientes con DI en nuestra poblacion.

-Analizar los resultados del estudio de secuenciacion del exoma clinico en

nuestra poblacion de DI (diagndsticos especificos, VOUS, hallazgos

incidentales).

-Comparar el rendimiento diagnostico del exoma clinico segin diferentes

variables clinicas.

-Identificar las causas de la ausencia, desde el punto de vista clinico, de

orientacion etiologica especifica previa al exoma.

-Analizar la duracion y los costes del proceso diagnostico en DI antes y

después de la aplicacion del exoma clinico.

-Establecer un protocolo diagnodstico actualizado para pacientes con DI en

nuestro medio.
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IV -MATERIAL Y METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio observacional retrospectivo de pacientes con DI
valorados en la Seccion de Genética Médica del Servicio de Pediatria del Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca, en los que se realizd estudio de
secuenciacion del exoma clinico en su proceso diagnostico.

El estudio se ha llevado a cabo siguiendo las normas deontologicas
reconocidas por la Declaracion de Helsinki (59 Asamblea General, Seul, Corea,
Octubre 2008)(180), las Normas de Buena Practica Clinica (181) y cumpliendo la
legislacion vigente y la normativa legal vigente espafola que regula la
investigacién clinica en humanos (Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica)(182).
Los datos seran protegidos de usos no permitidos por personas ajenas a la
investigacion, considerando la informaciéon generada en este estudio como
estrictamente confidencial, permitiéndose, sin embargo, su inspeccion por las
Autoridades Sanitarias. El estudio fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del HCUVA (Anexo 5).

4.2 POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron 188 individuos, con diagnostico clinico de DI, valorados en la
Seccion de Genética Médica del Servicio de Pediatria del Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA) entre los afos 2015 y 2018, en los
que se solicité exoma clinico como herramienta diagnodstica.

El HCUVA pertenece a la red publica de hospitales y es centro de referencia
del Area 1 de Salud de la Regiéon de Murcia y la Seccién de Genética Médica es
referencia regional para la evaluacion y seguimiento de enfermedades genéticas y
raras en nifios y adultos. El periodo de estudio se inici6 en el afio 2015, puesto que
fue entonces cuando se empez6 a utilizar el exoma clinico como herramienta
diagnostica en la Seccion.

Los pacientes presentaban DI como signo clinico principal, sin diagnostico
etiologico conocido previo a la solicitud del exoma clinico. Se clasifico a los
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pacientes atendiendo al nivel de gravedad de su DI, presencia o no de anomalias
asociadas, o segin el momento de evaluacion.

Se incluyeron los pacientes segun los criterios establecidos en el DSM V
atendiendo a sus limitaciones en los ambitos conceptual, social y practico, y se
clasificaron en: leve, moderada o grave/profunda (2). En menores de 5 afios, se
incluyeron aquellos con un retraso global del desarrollo, afectando al menos a 2
areas, puesto que es predictivo de una DI posterior (12, 183). A partir de los 5-6
anos, se utilizaron cuando los tenian realizados, los andlisis estandarizados para
el diagndstico de DI (CI<70), WISC o similar, y en su defecto con diagndstico
clinico de DI por el neuropediatra o neurdlogo y/o segin requerimientos
especiales en su escolarizacién (18, 52, 58, 184).

Respecto a la clasificacion de los pacientes en DI sindrémica o aislada, se
considerd DI sindrémica aquella que asocidé algin otro tipo de anomalia:
alteracion del crecimiento (>2 DE para peso y talla segin edad y sexo), alteracion
del perimetro cefdlico, presencia de anomalias congénitas y/o rasgos dismorficos.

Se realizd una tercera clasificacion de los pacientes segun si se trataba de
pacientes valorados por primera vez en la Seccion en los afos del estudio (casos
nuevos) o bien valorados en afios previos, sin haber podido filiar la etiologia de
su DI, siendo evaluados nuevamente durante el periodo de estudio (casos
reevaluados). Esta clasificacion se realizo para el andlisis del impacto de la

incorporacion de la NGS en la practica clinica.

4.2.1 Tamaiio muestral

Dada la prevalencia de la DI de un 1-3% (13) y partiendo de los datos
demograficos de la poblacién murciana en los afios de estudio (2015-2018) con
una media de 1.470.000 habitantes (31), se ha estimado un tamafio muestral de 180

pacientes para una precision del 1,5% al 2,5%.
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4.2.2 Criterios especificos de inclusion y exclusion

Inclusion:

-Pacientes de ambos sexos con DI sindromica o aislada, en los que se haya
realizado secuenciaciéon del exoma clinico en su estudio diagnostico,
independientemente de la edad y grado de DI.

-Todos los pacientes debian tener realizada una evaluacion médica
completa en la Seccidn, con recogida de antecedentes familiares,
personales, exploracion fisica y realizacion de estudios complementarios
cuando fueron necesarios.

-Pacientes en los que se habia descartado una causa no genética de su DI

En algunos pacientes existié el antecedente de algun factor etiologico

exogeno asociado a posible alteracidon en el neurodesarrollo, pero tras la
valoracion del caso, no se consider6 que pudiera claramente justificar su DI o bien
por la asociacidon de otros factores que apoyaban una posible etiologia genética-
molecular, fueron también incluidos en el estudio. De hecho, los factores
etiologicos de la DI, no son excluyentes entre si, si no que en algunos casos
pueden coexistir, modificando el fenotipo clinico y dificultando en ocasiones el
diagnostico etioldgico (66). En concreto, se hace referencia a algunos casos de
nifios nacidos prematuros, que o bien porque el grado de prematuridad o la
asistencia perinatal requerida no justificaban totalmente una DI o bien porque
asociaban otras caracteristicas que sugerian una posible etiologia molecular
(anomalias congénitas, rasgos particulares...) se incluyeron en el estudio.

-Pacientes con array-CGH y estudio molecular de X Fragil normales.

-El exoma clinico debia haber sido realizado en un tnico laboratorio para
garantizar la homogeneidad de la muestra y consistencia interna, en el
periodo de estudio, afios 2015-2018.

Exclusion:
-Pacientes con CI limite o donde no estuviera claro si existia o no DI franca.
-Pacientes en los que se hubiera detectado otra posible causa para la DI del

paciente tras su valoracion en la Seccidn (teratdégenos, patologia perinatal,
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prematuridad, traumatismos o accidentes, infecciones: = sepsis,
meningitis...).

-Pacientes con deteccion de un desequilibrio cromosdmico que justificara la
DI en el estudio de array-CGH o bien diagndstico de sindrome de X fragil.
-Pacientes con deteccion de la etiologia de su DI tras la realizacion de
estudios analiticos (bioquimicos, metabolicos, enzimaticos o moleculares)

realizados en la Seccion.

-Criterios de pérdida, no se preveian al tratarse de un estudio retrospectivo.

43 RECOGIDA DE DATOS CLINICOS

Se ha realizado un analisis retrospectivo mediante la revision de las
historias clinicas de los pacientes (historia fisica e historia electronica) recogiendo
de forma sistematica los datos y variables del estudio (Anexo 3).

Los datos y las variables que se utilizaron para el presente estudio fueron
los siguientes:

-Datos de filiacion: nombre-iniciales, fecha de nacimiento, nimero de

historia clinica.

-Variables demograficas: sexo y edad.

-Datos familiares: edad de los padres en el momento de nacimiento del
consultante, antecedentes familiares de DI, consanguinidad, origen
geografico o nacionalidad.

-Datos prenatales y perinatales: tipo de gestacion, anomalias prenatales,
edad gestacional, patologia en periodo neonatal inmediato.

-Datos somatométricos y de la exploracion fisica: peso, talla, perimetro
craneal (PC), rasgos particulares.

-Datos clinicos: desarrollo psicomotor, grado de DI, tipo de escolarizacion,
presencia de otras patologias del neurodesarrollo (trastornos de conducta,
trastorno del espectro autista (TEA), trastorno del suefo, epilepsia),
presencia de anomalias congénitas asociadas (cardiacas, renales, cerebrales,
oftalmoldgicas, auditivas...).

-Estudios diagnosticos realizados y costes: estudios cromosdmicos

(cariotipo, FISH, array-CGH), metabolicos, estudios de metilacion y
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estudios moleculares dirigidos (secuenciacion o MLPA de un gen, paneles
NGS).

-Variables de tiempo: fecha de primera visita, edad de primera visita,
numero de visitas hasta solicitar exoma, nimero de visitas tras exoma,
edad al diagndstico.

-Resultados del exoma clinico: variantes detectadas (patogénicas,
probablemente patogénicas, VOUS), tipo de variante, patréon de herencia,
realizacion de estudios de segregacion familiar, clasificacion de VOUS tras
estudio de segregacion, deteccion de hallazgos incidentales.

-Motivo de no diagnostico previo al exoma clinico: no sindrémico, atipico,

no conocido, dentro de entidades sugeridas.

44 ESTUDIO DE SECUENCIACION DEL EXOMA

Los estudios de secuenciacion del exoma clinico en la Seccion de Genética
Médica del HCUVA se realizan en distintos laboratorios externos previo a
solicitud de autorizacion a la direccion del Hospital. Para conseguir una muestra
homogénea y con consistencia interna, se seleccionaron los pacientes cuyo estudio
de exoma clinico se realizdé en un solo laboratorio. El abordaje del estudio de
exoma fue de forma individual en el paciente, enviando posteriormente muestra
de los padres u otros familiares cuando fue necesario, segun los hallazgos
detectados.

44,1 Obtencion de muestras

Para la obtenciéon del ADN se llevd a cabo una extraccién de sangre
periférica en 2 tubos con EDTA de 5 ml, por el personal de enfermeria de la
Seccion de Genética Médica (dentro de la practica asistencial habitual de la
Seccidn). En caso que el paciente ya tuviera realizados otros estudios moleculares
y hubiera ADN almacenado en el Centro de Bioquimica y Genética Clinica
(CBGC), se realizd el estudio sobre ese ADN para evitar tener que volver a
realizar extraccion analitica al paciente.

El envio de la muestra del paciente o bien del ADN al laboratorio de estudio
del exoma se realizé mediante el sistema de transporte habitual del Hospital.
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4.4.2 Consentimiento informado

Previo a la realizacion del estudio de exoma clinico se procedi6 en todos los
casos, a la explicacion de la tecnologia que se iba a utilizar y firma del
consentimiento informado para utilizacion de pruebas de NGS. Dicho
consentimiento informado ha sido elaborado en la propia Secciéon de Genética
Meédica siguiendo las recomendaciones de la ACMG y de la Comision de Bioética
(54-56).(Anexo 2).

4.4.3 Metodologia del exoma realizado

El proceso de andlisis bioinformatico de los datos de exoma puede
observarse en la Figura 4.1. Inicialmente se realiz6 una captura y secuenciacion
masiva de los exones de genes humanos. Se utilizo el Kit de captura SeqCap EZ
MedExome Enrichment Kit, de Roche Nimblegen y el equipo de secuenciacion
NextSeq (Illumina) con una profundidad de cobertura promedio superior a 70-
80X. Tras el proceso de secuenciacion y revisados los controles de calidad, se
realizé el alineamiento de las secuencias con el genoma de referencia version
NCBI37/GRCh37 (hg19).

Cuando hubo una sospecha clinica u orientacidon diagnodstica dirigida por el
clinico solicitante del estudio, se realiz6 en primer lugar un filtrado para los genes
sugeridos (exoma dirigido). En segundo lugar, se procedi¢ al filtrado de variantes
de todo el exoma clinico, que incluye alrededor de 5000 genes, en base a la
version de OMIM utilizada. Puesto que la informacion de genes modrbidos de
OMIM estd en constante evolucion (https://www.omim.org/statistics/update),

durante el periodo de estudio se emplearon distintas versiones del exoma clinico
(version de junio 2015, septiembre 2015, junio 2016 y febrero 2017).
La depuracion de las variantes se realiz6 empleando los siguientes
parametros:
-Profundidad de cobertura minima para deteccion de variantes: 6x
-Ntmero de secuencias con la variante (para heterocigotas): > 20%
-Deteccidn de variantes sobre las regiones de interés capturadas: +/- 75 pares

de bases flanqueantes


https://www.omim.org/statistics/update
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-Se anotaron como variantes de splicing aquellas encontradas hasta +/- 20

pares de bases desde el limite del exon-intrén

Cuando se suponia un modelo de herencia recesivo, en la identificacion de
variantes candidatas se excluyeron las variantes con frecuencias >0.5% en la base
de datos Genome Aggregation Database y >1% en la base de datos propio del
laboratorio y se recuperaron aquellas variantes reportadas en ClinVar como
patogénicas o probablemente patogénicas.

Cuando se analizaron los resultados de acuerdo con un modelo de herencia
dominante, se excluyeron las variantes con frecuencias >0.05% en la base de datos
Genome Aggregation Database y >0.2% en la base de datos propia del laboratorio
y se recuperaron las variantes reportadas en la base de datos ClinVar como
patogénicas o probablemente patogénicas.

La anotacion de variantes se realizd anadiendo la informacion relevante a
cada variante detectada mediante un completo andlisis bioinformatico de los
datos del exoma, incluyendo: gen afectado (nombre completo del gen y resumen
RefSeq), tipo de mutacidn (missense, nonsense, frameshift, splicing...), cambio en
mRNA y en la proteina, frecuencia en poblaciéon control en bases de datos
publicas (dbSNP, 1000Genomes, Exome Variant Server) y privadas (propia del
laboratorio, exomas de poblacién espafiola), prediccion de patogenicidad de
variantes missense con varios algoritmos, e informacion OMIM.

Para la priorizacion de las variantes patogénicas se seleccionaron las
variantes en los genes seleccionados seguin el fenotipo. Si existia un modelo de
herencia conocido para la enfermedad se analizaron las variantes de acuerdo con
el modelo sugerido. Las variantes candidatas se validaron por Sanger.

Para la elaboracion del informe se categorizaron las variantes segun las
recomendaciones de la ACMG (141), y se incluyeron las variantes sospechosas de

estar implicadas en la enfermedad y los hallazgos incidentales (Anexo 4).
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Figura 4.1: Proceso de anadlisis bioinformatico de los datos de exoma.

45  ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd un anadlisis descriptivo de las variables analizadas. Para las
variables cualitativas, se obtuvieron las frecuencias absoluta y relativa y su
intervalo de confianza (95%); y para las variables cuantitativas, los valores
minimo, maximo, media y desviacidn estandar.

Se realiz6 un analisis univariante para las variables de interés. Se uso el test
de la Chi cuadrado para estudiar la independencia de las variables cualitativas en
tablas 2xN y el test exacto de Fisher en tablas 2x2. Para el andlisis de las variables
cuantitativas y tras realizar un estudio de normalidad, se usé el test no

paramétrico U de Mann-Whitney.
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Se consideraron estadisticamente significativos los resultados de los test con
p-valor menor que 0,05 (nivel de significacion alfa del 5%). Para el analisis de los
datos se ha usado el programa estadistico Stata V.15

En los estudios analiticos, cuando se utilizo la variable de diagndstico final,
se consideraron los casos con diagnostico final certero, para evitar sesgo de
seleccion.

Se defini6 el término rendimiento del exoma, como el porcentaje obtenido de
la division entre el numero de casos con confirmacién molecular y el niumero de

casos total de la variable a analizar.
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V-RESULTADOS

5.1  ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA POBLACION ESTUDIADA

5.1.1. Datos demograficos

Las caracteristicas demograficas de la poblacion a estudio se describen en la
tabla 5.1.

Hubo un predominio del sexo masculino con una ratio de 1.8:1. La media de
edad de los pacientes en la primera visita en consulta fue de 5.245.7 afios, y la
media de edad en la que se solicitd el exoma fue de 8.7+6.6 afos. De los casos con
resultado patogénico en el exoma, la edad media al diagnostico fue de 10.4+8
anos.

La edad media de la madre al nacimiento del paciente fue de 30.3+5.4 y la
del padre de 34+6.6 afios. La mayoria de los pacientes estudiados fueron de origen
caucasico, aunque hubo representacion de otras nacionalidades, sobre todo
marroqui.

En cuanto a los datos gestacionales y perinatales, en el 95.2% de los casos, la
gestacion se consiguié de forma natural y en un 2.6% se precisd algun tipo de
reproduccion asistida (inseminacion artificial (IA), fecundacién in vitro con
inyeccion intracitoplasmatica (FIV-ICSI)). Hubo donaciéon de gametos en 4 casos
(2.1%).

Se detectd algun tipo de anomalia durante la gestacion en el 17.6% de los
casos (RCIU 8%, anomalias congénitas 5.9%, translucencia nucal aumentada o
riesgo de aneuploidias (2.1%)), siendo la mayoria gestaciones sin incidencias
destacables (82.5%). El nacimiento se produjo a término en el 88% de los casos, y
el resto fueron prematuros; no hubo ningun caso de posmadurez. De los
prematuros (23/188), el 78% fueron prematuros de entre 32-37 semanas, y el 17%
(4/23) prematuros menores de 32 semanas de gestacion, solo hubo un caso de

prematuridad extrema (<29 semanas de gestacion).
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Tabla 5.1: Caracteristicas demograficas de la poblacion.

Variables Proporcion| %

Sexo

Masculino| 121/188 64.4
Femenino 67/188 35.6

Edad
<5aros| 112/188 59.6
5-18 asios |  69/188 36.7
>18 arios 7/188 3.7
Origen

Caucdsico (espariol) | 142/188 75.5
Marroqui |  24/188 12.8
Sudamericano | 10/188 53
Gitano 5/188 2.7

Antecedentes familiares

Familiar primer grado afecto| 45/188 24
Consanguinidad | 28/188 15

5.1.2. Caracteristicas clinicas de los pacientes:

Se clasifico a los pacientes segun tres criterios: grado de DI (leve, moderada,
grave), momento de primera visita en la Seccion (casos nuevos o reevaluados) y
asociacion de anomalias (aislada o sindromica) (Tabla 5.2).

Practicamente la mitad de los casos (45.2%) fueron clasificados con DI
moderada. Solo en un 28.7% existié un andlisis estandarizado para el diagndstico
de la DI, siendo el resto clasificados por criterio del neuropediatra o neurdlogo
y/o segun el tipo de escolarizacion recibida atendiendo a los criterios del DSM V.
El 71.3% fueron pacientes valorados por primera vez en la Seccion durante el
periodo de estudio (casos nuevos) y la mayoria cumplian criterios de DI
sindromica.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con DI sindrémica pueden
observarse en la Figura 5.1. Las anomalias asociadas con mayor frecuencia en los

pacientes con DI sindromica fueron la presencia de rasgos dismorficos detectados
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en la exploracion fisica y las alteraciones del crecimiento craneal. De los pacientes
con alteracion del crecimiento craneal, el mas frecuente fue la microcefalia o
microcefalia relativa (59.7%). A destacar también las alteraciones en el
crecimiento, la talla baja.

El 43% de los pacientes presentaron malformaciones o anomalias
estructurales, con una media de 1.4 anomalias/paciente. De éstas, las mas
frecuentes fueron las cardiologicas, seguidas de las malformaciones
genitourinarias. Se detectaron alteraciones morfologicas en la RM cerebral en un
41.5% de los pacientes, pero la mayoria fueron hallazgos inespecificos no
relevantes para el diagnostico del paciente (agenesia/disgenesia de cuerpo calloso,
agenesia del esplenio, atrofia corticosubcortical, aumento del espacio
subaracnoideo, asimetria ventricular, colpocefalia...).

Los datos referentes a la adquisicion de los hitos del desarrollo y presencia

de comorbilidades asociadas se reflejan también en la figura 5.1.

Tabla 5.2: Distribucion de los pacientes segun las distintas clasificaciones.

Clasificacion Proporcion %
Grado de DI
leve| 61/188 32.5
moderada|  85/188 45.2
grave| 42/188 22.3
Casos nuevos/Reevaluados
nuevos | 134/188 71.3
reevaluados| 54/188 28.7
DI aislada / sindromica
aislada| 31/188 16.5
sindromica| 157/188 83.5
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Anomalias genitourinarias I 10.2
Anomalias cardioldgicas I 13.3
Afectacion agudeza visual IS 15.3
Afectacion auditiva I 16
Talla baja I 13
Alteraciones esqueléticas I 1
Trastorno de conducta IEEEEEGE )6
TEA I 303
Epilepsia NI 362
Anomalias del SNC NN 115
Anomalias craneales NN 3.3
Retraso motor GGG (3.6
Rasgos dismorficos I /1.3
Retraso del lenguaje N 057

0 20 40 60 80 100 120

Figura 5.1: Caracteristicas clinicas de los pacientes con DI sindrémica.

5.1.3. Estudios solicitados previo a la realizacion exoma clinico

Ademas de los estudios basicos de inclusion (array-CGH y X fragil), los
pacientes tenian otros estudios realizados previos al exoma clinico (Figura 5.2).

La mayoria de los pacientes tenian solicitado estudio de cariotipo y un
grupo menor estudios de FISH (22q11.2, 1p36, 7q11.2, 5p, 17p11.2).

Los pacientes tenian solicitados también estudios metabdlicos (aminodcidos
en sangre y orina, acidos orgdnicos en orina, acilcarnitinas, sulfitest, SAICAR,
estudio de glucosaminoglicanos y oligosacaridos en orina, purinas y pirimidinas,
esteroles y sialotransferrinas), y estudios de metilaciéon (para el despistaje de
sindrome de Prader-Willi, Angelman, Temple, Kagami-Ogata) previo a la
realizaciéon del estudio de exoma clinico en un porcentaje considerable de
pacientes.

Se solicitaron estudios moleculares dirigidos en la mayoria de los pacientes
(70.7%) previo a la realizacion del exoma clinico, con una media de 2.3 estudios
moleculares por paciente. Los tipos de estudios solicitados fueron, secuenciacion
dirigida de un gen (43%), MLPA de un gen (27%) o panel NGS dirigido (21%).
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aray-ccH - |, <00
x-fragil | <0
Metabslico |, <.
cariotipo | '
Molecular |, .’
Metilacion [ N NN /-
rsH T 7

0 20 40 60 80 100 120

Figura 5.2: Estudios solicitados previo al exoma clinico.

5.1.4. Descripcion de tiempos hasta realizacion de exoma clinico y tiempo

hasta diagnéstico

El tiempo medio transcurrido desde la primera visita del paciente en la
Seccién de Genética Médica hasta la solicitud del exoma clinico fue de 42 meses,
con una media de 4.5+3 visitas desde la primera valoracion hasta la solicitud del
exoma.

De los casos con diagnodstico etioldgico molecular confirmado, la media de
tiempo hasta diagndstico fue de 4.9+3,8 afos. Tras la realizaciéon del exoma
clinico, el nimero medio de visitas hasta poder confirmar el diagnostico fue de
1.2 visitas por paciente, derivado del estudio de segregacion de variantes y/o de la
comprobacion del patrén de herencia de las variantes patogénicas con muestras

de los padres.
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5.2 RESULTADOS DE EXOMA CLINICO

De los 188 pacientes estudiados con secuenciacion de exoma clinico se
hallaron variantes patogénicas o probablemente patogénicas en el 27.6% (52/188),
y VOUS en un porcentaje considerable de pacientes (87/188) (Figura 5.3).

. normal

26%

VOUS
46.2%

patogénico
9.6%

prob patogénico
18%

Figura 5.3: Resultados de exoma clinico.

5.2.1 Tipos de variantes detectadas en el exoma clinico

Las variantes detectadas en el exoma fueron informadas siguiendo los
criterios de la ACMG (141) (Anexo 4).

De las variantes patogénicas o probablemente patogénicas el 36% fueron de
tipo frameshift, el 34.6% nonsense, y el 27% missense. El 3.7% afectaban al splicing y
hubo una de tipo nonframeshift (Figura 5.4). El 63.5% fueron variantes nuevas, no
descritas previamente, en genes asociados a DI.

De las VOUS informadas, la gran mayoria fueron variantes missense, y en un
menor porcentaje fueron de tipo frameshift y nonsense. Hubo 2 que podian alterar
el splicing y una nonframeshift (Figura 5.4).

Tras estudios de segregacion de las VOUS en progenitores y otros familiares
cuando fue preciso, se clasificaron finalmente como patogénicas el 17.2%,
descartandose como causales el 69.5%. 6 variantes (4%) se consideraron
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posiblemente patogénicas, por ser compatible el patrén de herencia tras el estudio
de segregacion en padres, pero la correlacion con el fenotipo clinico fue dudosa,
por lo que no se consideraron dentro del grupo de diagndsticos confirmados para
el estudio analitico. En un 9% de los casos no se pudo concluir el analisis por falta
de muestras parentales.

Segun el tipo de variante, al menos la mitad de las frameshift y nonsense se
clasificaron finalmente como patogénicas y un porcentaje considerablemente
menor en el caso de las missense (Figura 5.5). De las dos que podian alterar el
splicing, una fue clasificada como patogénica y la otra no se pudo concluir por
falta de muestras parentales. La de tipo nonframeshift fue clasificada como no
patogénica.

Las VOUS clasificadas finalmente como patogénicas contribuyeron al
rendimiento diagnostico del exoma clinico en un 7.4%, confirmandose como

causales 5 variantes en genes con herencia AD, 5 de herencia AR y 4 ligados a X.

M Variantes patogénicas / probablemente patogénicas mVOoUSs
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0% | — —_—

frameshift missense nonsense splicing

Figura 5.4: Tipos de variantes detectadas en el exoma.
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9.5%
No padres
m No patogénica
m Probablemente patogénica
W Patogénica
frameashift nonsense misssense

Figura 5.5: Clasificacion final de las VOUS segun el tipo de variante.

5.2.2 Hallazgos incidentales

Se detectaron variantes patogénicas en genes incluidos en el listado
publicado por la ACMG como hallazgos incidentales a informar en estudios de
secuenciacion masiva en un 3.2% de los casos (6/188). Se detallan en la Tabla 5.3.

Se detectaron de forma incidental, estados de portador de enfermedades AR
o ligadas a X en un 15.4% de los pacientes, en genes no implicados en el fenotipo
del paciente (CFTR, ATB7B, GJB2, ABCA4, USH2A, MCAD, FANCE, MAN2B1,
DHCR?7, BBS12, NPHS1, RECQL4).

Tabla 5.3: Hallazgos incidentales detectados en el exoma clinico.

Numero de
Gen Enfermedad OMIM i
pacientes
BRCA2 Céancer de mama/ovario familiar 2 612555 3
MSH2 Sindrome de Lynch 120435 1
SCN5A Sindrome de Brugada 1 6001144 1
APOB Hipercolesterolemia familiar 143890 1
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5.3 RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DEL EXOMA CLINICO

El rendimiento diagnodstico de la secuenciacion de exoma clinico en
pacientes con DI en esta poblacion fue de un 34% (64/188). El 57.5% (108/188)
continuaron sin diagnoéstico molecular, y en un 5.3% existi6 un diagndstico
molecular probable, o bien por tratarse de una variante probablemente
patogénica o VOUS en la que no se pudo realizar estudio de segregacion en
familiares para concluir su patogenicidad, o bien de una VOUS que, tras un
estudio de segregacion compatible, no existi6 suficiente soporte bibliografico o
correlacion clinica para atribuirle absolutamente la patogenicidad. Si se hubiera
incluido finalmente este 5.3% en los casos, el rendimiento final del exoma clinico
del estudio hubiera sido de un 39.3%. El 3.2% restante, se traté6 de VOUS que no
pudieron aclararse por no disponer de muestras de los padres, pero que a priori
no parecian justificar claramente el fenotipo del paciente.

De los casos diagnosticados, mas de la mitad fueron en genes con patron de
herencia autosémico dominante y de éstos la gran mayoria fueron de novo. De los
genes con herencia autosomica dominante que fueron heredados, uno estuvo
presente en mosaico en uno de los progenitores. En las Figuras 5.6 y 5.7 se ilustra
la distribucién de los casos diagnosticados segun el patron de herencia del gen y
si fueron heredados o de novo.

m Diagndstico confirmado

B No diagndstico

= VOUS poco probable
Diagndstico posible

3.2% 23%
. (+]

Ligadaa X

m A. Recesiva

m A. Dominante

Figura 5.6: Rendimiento diagnodstico del exoma clinico y patrones de herencia.
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m Heredada

H De novo

Autosomico dominante Autosomico recesivo Ligado a X

Figura 5.7: Tipo de herencia de los casos diagnosticados.

5.3.1 Heterogeneidad genética de la poblacion

Tras la aplicacion y andlisis de resultados del exoma clinico, se detectaron
65 variantes causales en 59 genes distintos asociados a DI, observandose una
amplia heterogeneidad genética en la poblacion de estudio (Tabla 5.4).

Se detectd una variante causal en mas de un paciente en 6 genes distintos
(10%), siendo el resto variantes detectadas en genes unicos. Estos genes
recurrentes en nuestra poblacion han sido: AHDC1 (en tres pacientes), EFTUD2,
SHANKS3, NDST1, HACE1 y MECP2 (en dos pacientes cada uno). Un paciente
presentd variantes causales en dos genes distintos (doble diagndstico), ambos

influyendo en su fenotipo clinico (genes SOX10 y DDX3X).
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Tabla 5.4: Resultados moleculares patogénicos del exoma clinico.

Gen Locus Variante patogénica Sindrome asociado OMIM

Herencia autosémica dominante: heredada
NM_006265: c.589C>T, Sindrome de Cornelia Lange

RAD21 8q24.11 614701
p-GIn197Ter mat 4
NM_016169: c. 157C>T, Sindrome de Gorlin / nevus

SUFU 10q24.32 109400
p-GIn53Ter mat basocelular

NF1 17eiio NM_000267: ¢.3437T>G, Sindrome 601321

4= p-Vall146Gly mat Neurofibromatosis-Noonan

NM_001040143: c.3631G>A, | Encefalopatia epilépti

SCN2A | 2q24.3 - c , [neeta opatia eprieptica 613721
p-Glul211Lys mat (mosaico) | infantil temprana 11

Herencia autosdmica dominante: de novo
NM_001029882: c.2062C>T,

AHDC1 | 1p36.1 - ¢ Sindrome de Xia Gibbs 615829
p-Arg688Ter
NM_001029882: c.2565del,

AHDC1 | 1p36.1 - c-oooode Sindrome de Xia Gibbs 615829
p-Phe855LeuFsTer
NM_001029882: ¢.2260T>C,

AHDC1 1p36.1 - c Sindrome de Xia Gibbs 615829
p-GIn754Ter
NM_001258354: Disostosi dibulofacial-

EFTUD2 | 17q21.31 - psostosts Mandibuiotaca™ | 610536
c.2531+1G>A microcefalia

EFTUD2 17q21.31 NM_001142605: c.560C>G, Di.sostosis .mandibulofacial— 610536
p.Ser187Ter microcefalia
NM_033517: ¢.3382_3383del, | Sindrome de Phelan

SHANK3 | 22q13.33 . 606232
p-Leul128fs McDermid
NM_033517: c.2246dup; Sindrome de Phelan

SHANK3 | 22q13.33 . 606232
p-Leu749fs McDermid

1193466: ¢.1816C>T i Kool

KANSLI 17q21.31 NM_001193466: c.1816C>T, Serdrome de Koolen de 610443

p-Arg606Ter Vries
Encefalopatia epiléptica d

NM_004975: c.1230del, B

KCNB1 20q13.13 inicio en la infancia precoz 616056
p-Phe410fs .

tipo 26

NM_018328: c.2190del, Discapacidad intelectual AD

MBD5 2q23.1 i 156200
p.Leu730fs tipo 1
NM_000834: c.2459G>C, Discapacidad intelectual AD

GRIN2B 12p13.1 . 613970
p-Gly820Ala tipo 6
NM_001429: ¢.5798_5799del, | Sindrome Rubinstein-Taybi

EP300 22q13.2 613684

p-GIn1933fs

tipo 2
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Tabla 5.4 (continuacién)

Gen Locus Variante patogénica Sindrome asociado OMIM
NM_205768: ¢.943_944del, .

ZBTB18 1q44 Retraso mental AD tipo 22 612337
p-Arg315fs
NM_020732: c.5356 A>T, , s

ARID1B 6q25.3 Sindrome de Coffin Siris 135900
p-Lys1786Ter
NM_001256468: Sind de Say Barb

KAT6B | 109222 - S e e 603736

c.2474_2475ins, p.Ala825fs Biesecker

NM_006306: c.1117A>T, Encefalopatia epileptica de

SMC1A 2q24.3 . i 607208
p.Lys373Ter debut precoz infancia
NM_001101: c¢.547C>T, Sindrome de Baraitser Winter-

ACTB 7p22.1 ) .. : 243310
p-Argl83Trp distonia juvenil
NM_133266: c.902dup,

SHANK2 | 11q13.3 - e7eatp Susceptibilidad a Autismo 17 | 613436
p-Pro302fs
NM_005859: c.678del,

PURA 5q31.3 Retraso Mental AD 31 616158
p-Val226fs
NM_001032221: c.504del, Encefalopatia epiléptica

STXBP1 9q34.11 ) . 612164
p-Ile168fs infantil temprana 4
NM_000832: ¢.2413C>T, Alt del d 11

GRIN1 Pq34.3 -000832: ¢.2413C ¢ neurodesatrotio 614254
p-Pro805Ser con/sin crisis AD
NM_005359: c.1498A>G, ,

SMAD4 18q21.2 - ¢ Sindrome de Myhre 139210
p-Ile500Val
NM_001171653: c.3099T>A, | _, )

ZEB2 2q22.3 Sindrome de Mowat Wilson 235730
p-Cys1033Ter
NM_002880: c.782C>T,

RAF1 3p25.2 ~ c Sindrome de Noonan 5 611553
p-Pro261Leu
NM_006772: c.2895del,

SYNGAP1 | 6p21.32 ; Retraso Mental AD 5 612621
p-His965fs
NM_002140: c.1347T>G, , .

HNRNPK | 9q21.32 Sindrome Au-Kline 616580
p-Tyr449Ter
NM_001197104: ¢.7255G>T, | Sind de Wied

KMT2A | 119233 — € indrome de Yredemant 605130
p-Glu2419Ter Steiner

Trastorno del desarrollo con
NM_001098209: ¢.1603C>T,

CTNNBI1 3p22.1 diplejia espastica y trastornos | 615075

.Arg535T
P18 °r visuales
NM_022455: ¢.3964C>T,
NSD1 5q35.3 B ¢ Sindrome de Sotos 117550
p-Argl322Ter
NM_001243234: ¢.1017dup,
TCF4 18q21.2 — AP gindrome de Pitt Hopkins 610954
p-Gly340fs

NM_003718: c.2525A>G, Cardiopatia, rasgos

CDK13 7pl4.1
P p-Asn842Ser particulares y DI

617360
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Tabla 5.4 (continuacién)

Gen Locus Variante patogénica Sindrome asociado OMIM
NM_001271: c.5225G>A; Encefalopatia epiléptica de

CHD2 15g26.1 . . . 615369
p-Argl742GIn inicio en la infancia
NM_014423: ¢.772C>T; ;

AFF4 5q31.1 Sindrome CHOPS 616368
p-Arg258Trp
NM_014727: c.4903C>T,

KMT2B 10q13.12 - ¢ Distonia infantil 28 617284
p-Argl635Ter
NM_004518: ¢.913 915del; Encefalopatia epiléptica

KCNQ2 20q13.33 . . 613720
p-Phe305del infantil precoz 7

SOX10 92413 1 NM_006941: c.743_744del, Sindrome de Waardenburg 611584

q° p-Glu248fs tipo 2E
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Tabla 5.4 (continuacién)

Gen Locus Variante patogénica Sindrome asociado OMIM
Herencia autosémica recesiva
NM_001301063:
NDST1 5q33.1 c.1831G>A; p.Gly611Ser DI AR tipo 46 616116
homocigosis
NM_001301063:
NDST1 5q33.1 c.1831G>A; p.Gly611Ser DI AR tipo 46 616116
homomocigosis
HACEL 6q16.3 NM_020771: c.697._703.de1; Paraplejia éspééti.ca con 616756
p-Leu233fs homocigosis RPM con/sin crisis
NM_020771: ¢.587C>G, Paraparesia espastica y RPM
HACE1 6q16.3 e L 616756
p-Ser196Ter homocigosis con/sin crisis
NM_002335: c.1282C>T, : .
LRP5 11q13.2 L Osteoporosis-pseudoglioma | 259770
p-Arg428Ter homocigosis
NM_001163817: c.452G>A, , ) )
Sindrome de Smith Lemli
DHCR7 11q13.4 p-Trp151Ter / c.1A>G, Opit 270400
itz
p.Met1Val P
OTUD6B 8q21.3 NM_016023: c.433C>T, DI, rasgos dismorficos,
p-Arg145Ter homocigosis epilepsia y anomalias de 617452
miembros
NM_005559: ¢.5369del; , :
Sindrome de Poretti
LAMA1 18p11.31 | p.Argl790fs / c.2935del; 615960
Boltshauser
p-Arg979fs
AHI1 6q233 | M-017651: c2488C>T, Sindrome de Joubert tipo3 | 608629
) indrome de Joubert tipo
g p.Arg830Trp / ¢.1-22T>C P
NM_001291339: ¢.1979C>G,
CSPP1 8q13.1 - ¢ . Sindrome de Joubert tipo 21 611654
p-Thr660Ser homocigosis
NM_015340: c.1565C>A,
LARS2 3p21.31 p-Tht522Asn / c.632A>T, Sindrome de Perrault 4 615300
p-Asp211Val
NM_015213: c.1011G>A, Encefalopatia epilépti
DENND5A | 11pl5.4 - CIUATs7A, | mheeld opatia epriephica 617281
p-Trp337Ter homocigosis infantil 49
NM_000122: c.1631G>A;
ERCC3 2q14.2 - ¢ o Tricotiodistrofia tipo 2 616390
p-Cys544Tyr homocigosis
NM_139125: c.199G>A; ,
MASP1 3q27.3 Sindrome 3MC 257920

p-Gly665Ser homocigosis
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Tabla 5.4 (continuacién)

Gen Locus Variante patogénica Sindrome asociado OMIM
Herencia ligada a X
NM_001110792: c.459C>G,
MECP2 Xq28 B € Sindrome de Rett 312750
p-Tyrl53Ter
NM_001110792: ¢.313C>T; ,
MECP2 Xq28 Sindrome de Rett 312750
p-Prol05Ser
NM_002641: c. 348A5G, | ondrome de ACM,
PIGA Xp22.2 - ¢ ’ hipotonia y convulsiones 300868
p-llel116Met .
tipo 2
NM_001042537:
SLC9A6 Xq26.3 c.1176_1177; Sindrome de Christianson 300243
p-GIn394ArgfsTer6
NM_001111125:
IQSEC2 Xp11.22 - DIligadaa X1 309530
¢.3470A>C; p.Asn1157Thr
DDX3X Xpl1.4 NM_001193417: DI ligada a X tipo 102 300958
. i i
P ¢.1939_1940del, p.*647fs gadaaAhpo
NM_004586: c.53del;
RPS6KA3 Xp22.12 - €2o0¢ Sindrome de Coffin Lowry 303600
p-Prol8ArgfsTer38
NM_001170628: c.932G>A; ) i
AFF2 Xq28 ) DI ligada a X tipo FRAXE 309548
p-Arg311His
NM_005120: c.6440A>G;
MED12 Xq13.1 - ¢ Sindrome de Opitz Kaveggia | 305450
p-GIn2147Arg
DI ligada X con hipoplasia
OPHN1 Xq12 NM_002547: ¢.313-1G>T 300486
cerebelosa
NM_030624: c.417_418del, .
KLHL15 Xq22.11 DI ligada a X 103 300982
p-Leul39fs

5.3.2 Analisis clinico de los diagndsticos

Se agrupd a los casos diagnosticados segin el motivo de no diagndstico

previo al exoma clinico con el objetivo de realizar un andlisis de los fenotipos

clinicos presentes en el grupo de diagnosticos.

El 37.5% se consideraron diagnosticos no sindrémicos y por tanto

dificilmente orientables por el clinico en una primera visita. En el 28% el

diagndstico estuvo dentro de las entidades sugeridas por el clinico al solicitar el

exoma clinico, pero que se aborddé mediante NGS por ser una entidad con

heterogeneidad genética o bien por tener un diagnodstico diferencial amplio. El
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9.4% se consideraron como entidades de descripcidon reciente y por tanto no
conocidas hasta el momento del diagndstico tras la NGS y el 6.3% fueron
diagnosticos conocidos, pero que tuvieron una presentacion atipica. El 18% se
consideraron entidades conocidas, no identificadas por el clinico en la visita, pero
que tras el diagnostico si se considerd que cumplian las caracteristicas clinicas de
la entidad.

5.4 RENDIMIENTO DIAGNOSTICO SEGUN VARIABLES EPIDEMIOLOGICAS, CLINICAS Y
ANO DE ESTUDIO

5.4.1Datos demograficos y rendimiento del exoma

Se realizd un estudio analitico con el objetivo de valorar si existia
correlacién entre distintas variables demograficas (sexo, edad de los padres,
origen, consanguinidad, antecedentes familiares) y el rendimiento del exoma u

otras variables de interés.

5.4.1.1Sexo y rendimiento diagndstico del exoma

En este estudio se observd un predominio de individuos de sexo masculino
tanto en el grupo global de pacientes, como en los casos diagnosticados. De los
casos diagnosticados, el 66% fueron hombres y el 34% mujeres. Este predominio
fue debido a las enfermedades genéticas con patron de herencia ligada a X,
presentes en un 15.5% de los pacientes, ocurriendo en este estudio, todos los casos
confirmados en pacientes varones. Aun asi, no hubo un rendimiento diagndstico

significativamente mayor en hombres que en mujeres (Tabla 5.5).

Tabla 5.5: Rendimiento diagndstico del exoma segun sexo.

Sexo Rendimiento del exoma Valor p

Varon 38.2%
0.75
Mujer 35.5%




CAPITULO V: RESULTADOS 105

5.4.1.2Edad de los padres y deteccion de mutacion causal de novo

Se analiz¢ la posible correlacion entre la edad de los padres y la posibilidad
de detectar una variante causal de novo en el exoma, por grupos de edades,
valorando edades >35, >38 y >40 afos, asi como <25 afos, sin detectarse asociacion
significativa.

El motivo de este andlisis fue la asociacion descrita entre mayor frecuencia
de variantes patogénicas de novo a mayor edad de progenitores (185-188)
clasicamente descrito en el caso de padre de edad avanzada, pero también en el
caso de la madre (189). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, pero si se observo que, en el grupo de madres mayores de 40 anos,
los casos diagnosticados (3 casos) fueron todos en genes de herencia AD, de novo y
en el rango de madres mayores de 38 afos, de 8 casos, 6 fueron también en genes
con patrones de herencia AD de novo. En el caso de los padres, no se observo

ninguna relacion.

5.4.1.3 Origen y consanguinidad

Respecto al origen de los pacientes y la posible relacion con la
consanguinidad, se observd que en la poblacion marroqui y gitana hubo un
porcentaje mayor de consanguinidad respecto a la poblaciéon caucasica,

alcanzando significacion estadistica como se observa en la Tabla 5.6.

Tabla 5.6: Relacidn entre origen y consanguinidad.

Consanguinidad segun

Origen origen Valor p
Caucasico 5%

Marroqui 67% <0.001
Sudamericano 10%

Gitano 80%
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5.4.1.4Consanguinidad y rendimiento diagnostico del exoma / patron de herencia de

los casos diagnosticados

No hubo asociacién estadistica entre la presencia de consanguinidad y
conseguir un diagnostico molecular (p=0.07), no observandose un mayor
rendimiento del exoma en familias consanguineas; aunque si se observo un ligero
mayor rendimiento en las familias consanguineas (54%) respecto a las no
consanguineas (34%).

Se analiz6 la correlacion entre la presencia de consanguinidad en los padres
y el patron de herencia de los casos diagnosticados para ver si habia asociacion
con la deteccién de variantes patogénicas en genes con herencia autosémica
recesiva (en homocigosis o heterocigosis compuesta) en caso de consanguinidad,

observandose relacién estadisticamente significativa con una p=0,008 (Tabla 5.7).

Tabla 5.7: Relacion entre consanguinidad y patron de herencia de los casos

diagnosticados.

Consanguinidad Casos diagnosticados con herencia AR / Valor p

casos diagnosticados

No 17%
0.008
Si 54%

5.4.1.5 Antecedentes familiares de DI y rendimiento diagnostico del exoma /

relacion con grado de severidad de la DI

En este estudio, la existencia de antecedentes familiares (AF) positivos de DI
no se relaciond con un mayor rendimiento en el exoma. Tampoco se observd un
mayor numero de casos con AF positivos en el grupo de DI leve como estd
descrito en la literatura.

5.4.2. Datos clinicos y rendimiento del exoma

Se realiz6 un estudio analitico de las variables clinicas recogidas (grado de

DI, clasificacion segin presencia o ausencia de anomalias, variables prenatales,
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perinatales, hitos del desarrollo psicomotor, comorbilidades, estudios solicitados),
con el rendimiento del exoma clinico para intentar identificar qué variables
podian asociarse a un resultado diagnostico molecular en el exoma clinico (Tabla
5.8).

5.4.2.1 Rendimiento diagnodstico del exoma segiin grado de DI

Se observo un discreto mayor rendimiento del exoma en los casos de DI
moderada y grave respecto a la leve, pero sin hallarse diferencias

estadisticamente significativas.

5.4.2.2 Rendimiento diagnostico del exoma y solicitud de estudios previo a exoma

segiin clasificacion de DI en sindromica o aislada

Se observd una mayor proporcién de diagndsticos en los casos de DI
sindrémica (11% mas de diagnosticos en los casos sindrédmicos respecto a los no
sindrémicos), aunque sin hallarse tampoco significacién estadistica segin esta
clasificacion.

Dentro de esta clasificacién, se valoré también el nimero de estudios
moleculares solicitados previo a exoma en los dos grupos, no observandose
diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Se solicitaron una media de
1.2 estudios por paciente en el grupo de pacientes con DI aislada y una media de

1.7 estudios por paciente en pacientes con DI sindromica.

5.4.2.3Rendimiento diagndstico del exoma segun presencia y nimero de

malformaciones asociadas

Se valord la relacion entre la presencia y numero de malformaciones
congénitas (cardiopatia, malformacion cerebral, renal, ocular, del drea ORL o de
miembros) con un diagnostico molecular en el exoma. Del mismo modo que en el
caso anterior, no se hallaron diferencias significativas en cuanto a la existencia de
malformaciones congénitas con un mayor rendimiento diagndstico del exoma
clinico, aunque también se observo una ligera mayor proporcién de casos
diagnosticados en el grupo con anomalias congénitas. El numero de anomalias

congénitas no se relacion6 con mayor rendimiento del exoma.
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Tabla 5.8: Variables clinicas y rendimiento del exoma I.

Variables clinicas Rendimiento del  Valor
(I exoma p
Grado de DI
Leve 30%
Moderada 42% 0.4
Grave 39%
DI Aislada o Sindrémica
Aislada 28%
0.2

Sindroémica 39%
Malformaciones
No 32.7%

0.14
Si 43.7%
Malformaciones: niimero
1 40.4%
2 50% 0.7
3 40%
Malformaciones: tipo
Cardioldgicas 40% 0.8
SNC 37.5% 0.8
Renales 59% 0.06
Oftalmoldgicas 40% 0.8
ORL 33% 0.7
Esqueléticas 47.5% 0.13

5.4.2.4 Rendimiento diagnodstico del exoma clinico segun anomalias clinicas y
comorbilidades

Se valoro la relacion entre anomalias clinicas asociadas como alteraciones de
la somatometria, rasgos dismorficos, anomalias sensoriales, asi como

comorbilidades (epilepsia, trastorno de conducta y TEA) habituales en pacientes
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con DI con el rendimiento diagndstico del exoma clinico. Ninguna de las variables
se asocio estadisticamente a un mayor rendimiento del exoma, pero la presencia
de rasgos dismorficos fue la variable que mds se acercé a la significacion
estadistica con una p=0.05. Al contrario, la presencia de bajo peso y/ o microsomia
se presentd en mayor proporcion en los casos sin diagnodstico, aunque sin alcanzar

significacion estadistica (Tabla 5.9)

Tabla 5.9: Variables clinicas y rendimiento del exoma II.

Variables clinicas Rendimiento del exoma Valor
(I1) p
Anomalias clinicas
Rasgos dismarficos 42% 0.05
Alteracion del PC 0.5
Microcefalia 38.5%
Macrocefalia 43.2%
Alteracion del peso 0.07
Bajo peso 17%
Sobrepeso 20%
Alteracion de la talla 0.4
Talla baja 14%
Talla alta 28.7%

Alteraciones sensoriales

Visuales 42.6% 0.6
Auditivas 48.3% 0.2
Comorbilidades
Epilepsia 40% 0.6
TEA 33.3% 0.5
T. Conducta 30% 0.2

5.4.2.5 Rendimiento diagnostico del exoma segiin antecedentes personales

Se valord la relacién entre las variables recogidas referentes a antecedentes

personales del paciente (tipo de gestacion, datos prenatales, momento de parto)
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con el rendimiento diagndstico del exoma clinico. Ninguna de las variables se

asocio estadisticamente a un mayor rendimiento del exoma (Tabla 5.10).

Tabla 5.10: Antecedentes personales y rendimiento del exoma.

Antecedentes personales Rendimiento Valorp
del exoma
Gestacion 0.6
Espontanea 37.8%
TRA 20%
Anomalias prenatales 0.29
No 35%
Si 47%
Tipo de parto 1
A término 37%
Pretérmino 38%

5.4.3Analisis de tiempo hasta diagndstico y rendimiento diagnéstico segun el

momento de evaluacion (casos nuevos / reevaluados)

Se realizd un andlisis entre las variables de tiempo (edad de primera
valoracion en consulta, nimero de visitas y tiempo desde primera visita hasta
solicitud de exoma clinico, edad de solicitud del exoma clinico, tiempo hasta
diagnostico, edad al diagndstico, numero de estudios moleculares solicitados
previo al exoma) y la clasificacién de los pacientes en casos nuevos/reevaluados
para valorar el impacto de la incorporacion de la NGS en el diagnostico del
paciente con DI en cuanto a la obtencién de un diagnoéstico de forma mas precoz
(Figura 5.8).

Se observd un tiempo hasta el diagnostico significativamente menor en
pacientes nuevos frente a pacientes reevaluados (media de 3.4 afios versus 8.6
afos respectivamente), asi como en tiempo y ntimero de visitas previo a la

solicitud del exoma. con una p<0.001.
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En cambio, no hubo diferencias en cuanto a la edad de primera valoracion
en ambos grupos (media de 4.6 afios en casos nuevos y de 5.5 afios en los
reevaluados). No se detectaron diferencias significativas cuando se valoro la
media de estudios moleculares dirigidos solicitados previo al exoma clinico,
siendo de 1.5 estudios/paciente en el grupo de pacientes nuevos y de 2
estudios/paciente en el grupo de los reevaluados. A destacar, que tampoco hubo
diferencias significativas respecto a la edad de diagnostico, siendo de media 9.7

anos en el grupo de pacientes nuevos y de 12.3 en el caso de los reevaluados.

B Casos Nuevos [ Reevaluados
16
14

10

Edad solicitud exoma Edad al diagnostico
Edad primera visita Tiempo hasta diagndstico

Figura 5.8: Andlisis de variables de tiempo en pacientes nuevos / reevaluados.

Se comparo¢ el rendimiento diagndstico en pacientes nuevos y en pacientes
reevaluados, siendo de un 38% y 34.6% respectivamente, por lo que, en caso de
haber utilizado el exoma clinico desde afios anteriores, el rendimiento diagndstico
hubiera sido similar, eliminando asi un posible sesgo de selecciéon que podria

aumentar falsamente el rendimiento final del estudio.

5.5 ESTUDIO DE COSTES

Se realiz6 un estudio econdmico para valorar la eficiencia de la utilizacion

del exoma clinico en el proceso diagnostico del paciente con DL
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Se hizo un cdlculo aproximado de los costes procedentes de estudios
realizados previo al exoma. Se clasificaron los estudios diagndsticos en dos
grupos, el primer grupo fueron estudios previos necesarios o no sustituibles por
el exoma. En este grupo se incluyeron el estudio de array-CGH y el estudio
molecular de X fragil, puesto que era criterio de inclusion tener realizados dichos
estudios con resultado normal para poder ser candidato a estudio de exoma. En
este grupo se incluyeron también los estudios de metilacion, puesto que el exoma
no iba a ser capaz de detectar alteraciones de imprinting. En el segundo grupo se
consideraron otros estudios solicitados durante el proceso diagndstico que
pudieran ser evitables con la utilizacion del exoma clinico como herramienta
diagnostica precoz. En este grupo se incluyeron estudios metabolicos, y estudios
moleculares dirigidos, puesto que, al tratarse de enfermedades de causa
monogénica, en ambos casos, el estudio de exoma clinico iba a ser capaz de
detectarlos. Todos los pacientes tenian realizado el screening metabodlico neonatal,
con el despistaje precoz de enfermedades metabdlicas con tratamiento urgente.

El objetivo de este analisis fue identificar qué estudios podrian haberse
evitado, o bien que estudios podrian considerarse innecesarios o redundantes en
caso de utilizar el exoma clinico de forma mads precoz en el proceso diagnostico de

un paciente con DI y el impacto economico de ello.

5.5.1 Costes previos a la realizacion del exoma clinico

Se gastaron una media de 2.702+1.385 euros por paciente en estudios
solicitados previo a la realizacion del exoma. La distribucion de los costes segtn
el tipo de estudio fue la reflejada en la Figura 5.9.

En el grupo de estudios cromosdmicos se contabilizaron los gastos de array-
CGH asi como otros estudios cromosdmicos realizados previamente en algunos
pacientes como cariotipo o FISH. Al ser el array-CGH vy el estudio de X fragil
ambos criterios de inclusidn, el coste del estudio molecular de X fragil se incluyd

en los cromosdmicos para minimizar los subapartados.
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Figura 5.9: Distribucién de los costes de los estudios realizados previo al exoma

clinico.

5.5.2 Costes del exoma clinico

El coste del exoma clinico fue de 1.100+300 euros. Se consider6 incluir
dentro del gasto de exoma también el gasto de segregacion de variantes cuando
fue necesario, ya que cuando se detecté una variante patogénica, probablemente
patogénica o VOUS, se realizd estudio de segregacion para completar
asesoramiento familiar o bien completar estudio de patogenicidad segtin el caso.
El coste del estudio de segregacion de variantes fue de 300 euros por trio.

Se realiz6 estudio de segregacion en padres en el 70.2% de los pacientes, y
en un 4.3% adicional, no se pudo realizar por no contar con muestras parentales.
Se preciso realizar estudios de segregacion en otros familiares en el 13.8% de los

casos.

5.5.3 Costes tras exoma clinico

Tras la valoracion de los resultados del exoma clinico y el andlisis de
segregacion de las variantes detectadas, en el 5.3% de los pacientes se solicito
algiin otro estudio genético posterior. Los estudios genéticos que se solicitaron
tras el exoma fueron o bien para completar andlisis de patogenicidad, como por

ejemplo estudio de inactivacién del X en mujeres portadoras de una variante en
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un gen ligado a X, o en caso de no haberse identificado una etiologia causal en el
exoma, como por ejemplo estudios de metilaciéon no solicitados anteriormente.

Estos estudios supusieron un gasto promedio de 266 euros/paciente.

5.5.4 Analisis econdmico

Tras el estudio de costes, puede observarse la distribucion del coste de los
estudios diagnosticos en pacientes con DI segin la clasificacion explicada
anteriormente, en la Figura 5.10.

La media del coste total del estudio del paciente con DI en esta poblacion
(estudios previos a exoma y de exoma) fue de unos 4.000 euros. Se determiné que
los estudios metabolicos y moleculares dirigidos que representaron el 62% de los
costes, podrian haberse evitado con la utilizacion del exoma de forma precoz. Los
costes inevitables corresponden a los estudios incluidos en el primer grupo de
estudios diagndsticos clasificados como necesarios o no sustituibles por el exoma.

En caso de haber utilizado el exoma clinico tras el estudio de array-CGH y X

fragil, se hubiera producido un ahorro medio de 2.082+1.191 euros por paciente.

= Costes exoma
= Costesinevitables

2082 = Costes evitables

Figura 5.10: Distribucién del coste de los estudios diagndsticos en pacientes con

discapacidad intelectual.
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Para finalizar, se realizd6 un analisis de la media de costes de estudios
solicitados previo al exoma segun las distintas clasificaciones de los pacientes
(Figura 5.11)

5.5.4.1 Analisis de costes segtin pacientes nuevos/reevaluados

No hubo diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la media de
costes de estudios previo a exoma atendiendo a esta clasificacion. El coste medio
en pacientes reevaluados fue de 3.082+1.125 euros versus 2.548+1.452 euros en los
pacientes nuevos. A destacar que, en el grupo de pacientes nuevos, fue donde el

rango de coste maximo fue mas elevado.

5.5.4.2Analisis de costes segiin grado de DI

Tampoco se hallaron diferencias estadisticamente significativas segtin esta
clasificacidn, pero se observd una tendencia al alza segtin el grado de DI. El coste
medio en el caso de la DI leve fue de 2.339 euros, en la DI moderada 2.634 euros, y
en la DI grave 3.367 euros. También se observd la misma tendencia al alza segin
mayor grado de DI en el rango maximo de costes (4.957 euros en DI leve, 5.855
euros en DI moderada y 6.670 euros en la DI grave).

5.5.4.3 Analisis de costes segiin pacientes con DI aislada o sindromica

El coste medio de los pacientes con DI aislada fue de 2.399 euros y de 2.762
euros en el caso de la DI sindromica, practicamente superponibles en ambos

casos.

5.5.4.4Andlisis de costes segiin diagnostico final

Se valor6 si hubo diferencias en cuanto a la media de costes de estudios
previo a exoma segun el diagnostico final (casos confirmados versus sin
diagndstico), sin hallarse diferencias estadisticamente significativas, con un coste
practicamente superponible en ambos casos. Coste medio de 2.758 euros en los
casos sin diagnostico y de 2.783 euros en los casos con diagnostico molecular

confirmado.
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Figura 5.11: Media de costes de estudios genéticos solicitados previo al exoma

clinico segun las distintas clasificaciones de los pacientes con DI
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VI-DISCUSION

La DI afecta al 1-3% de la poblacién, con un gran impacto individual,
familiar, social y economico. Puede originarse por causas infecciosas, ambientales,
metabolicas, nutricionales, toxicas, traumaticas o genéticas (4, 10, 20, 45, 46, 52, 58,
59). Se estima que las causas genéticas podrian explicar alrededor de un 30-50 %
de los casos (12, 30, 53, 60) por lo que es evidente la importancia en la mejora de
las técnicas de diagndstico molecular y su aplicabilidad a la practica clinica.

La etiologia molecular de la DI es muy heterogénea, con mas de 1000 genes
asociados a DI. Ademas, estas entidades son de baja prevalencia y con una amplia
variabilidad fenotipica, hechos que reflejan la dificultad en el reconocimiento
clinico de todas las entidades y en el abordaje del estudio molecular de la DI.

En los ultimos afios el campo de la genética ha vivido una revolucion
tecnoldgica con el desarrollo de nuevas tecnologias gendmicas para el diagndstico
genético de pacientes con discapacidad intelectual (30, 111, 112). La NGS ha
revolucionado la estrategia diagnostica molecular del paciente con DI al permitir
analizar todo el genoma, el exoma o bien un grupo de genes en un mismo estudio
analitico destacando como técnicas de gran potencial diagndstico y muy coste-
efectivas (56, 111, 124, 125). La secuenciacidon del exoma clinico se sugiere como
una herramienta de primera linea en el diagnostico genético de la DI. Aun asi, a
pesar de los grandes avances en la tecnologia del estudio del genoma al menos la
mitad de los pacientes con discapacidad intelectual no poseen un diagndstico
etiologico (12, 14, 46).

El objetivo principal de esta investigacion fue determinar el rendimiento
diagnostico de la secuenciacion del exoma clinico en los pacientes con DI
atendidos en la Seccion de Genética Médica del Servicio de Pediatria del HCUVA
de Murcia.

Partiendo de los datos de prevalencia de la DI, se realizéd un calculo de
tamafio muestral suficiente para que los resultados obtenidos fueran

extrapolables a la poblacién general.
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6.1 CARACTERISTICAS CLINICAS Y DEMOGRAFICAS

6.1.1 Datos demograficos:

Se observo un predominio de sexo masculino en la poblacion estudiada y en
el grupo de pacientes con diagndstico molecular. Esta mayor prevalencia de
varones en la DI estd descrita ampliamente en la literatura, atribuido en su
mayoria a genes responsables de la DI ligada a X (12, 14, 45, 69, 70, 139, 148).
Muchos autores describen el enriquecimiento del cromosoma X con genes
causantes de DI, con aproximadamente un 10% de sus genes implicados en DI,
frente a aproximadamente el 4% calculado a nivel gendmico general. Se conocen
unos 800 genes presentes en el cromosoma X, siendo mas de 100 asociados a DI
(12, 25, 30). Algunos autores hablan de hasta un 40% de exceso en varones en
estudios de prevalencia de DI (14, 21). Todo ello justifica porqué el estudio de la
DI en varones y el estudio de genes responsables de DI ligados a X han sido
motivo de muchos estudios y publicaciones (25, 26, 70, 190). En la mayoria de los
trabajos revisados donde se analiza el estudio de exoma dirigido en pacientes con
DI, se observa también esta mayor proporcion de varones (21, 52, 66, 74, 165, 191).

En el presente estudio, de los varones con DI en los que se obtuvo una causa
molecular, el 24% fueron debidos a variantes patogénicas en genes ligados a X. Si
referimos el dato a los varones totales del estudio, estos casos representaron el
9.1%, similar al descrito en la literatura, donde refieren que entre un 10-12% de la
DI en varones es debida a variantes patogénicas en genes ligados a X (45, 70, 190).

La mayoria de estudios describen las variantes patogénicas de novo en genes
de herencia AD como la causa principal de DI (23, 188, 192) y otros asocian la
mayor prevalencia de variantes patogénicas de novo en hijos de padres afosos
(185-187, 189, 193). Por este motivo se valord en el estudio si hubo relacion entre
la edad de los padres al nacimiento del hijo y una mayor frecuencia de hijos con
DI debido a variantes patogénicas de novo en genes con herencia AD, sin
encontrarse dicha asociacion; lo que concuerda con otras publicaciones que no
relacionan las variantes patogénicas de novo con la edad parental (193, 194). En el
presente estudio si se observd, aunque sin alcanzar significacion estadistica, que
en caso de edad de la madre mayor de 40 afios, todos los casos detectados fueron

debidos a variantes patogénicas de novo en genes AD. Estos resultados pueden
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deberse probablemente a que son pocos el nimero de casos diagnosticados en ese
rango de edad de la madre, junto a que las variantes patogénicas en genes AD de
novo son también las mas frecuentes en este estudio.

Respecto a la consanguinidad, se ha detectado un 15% de consanguinidad
en la poblacion, a expensas de la poblacion marroqui y gitana atendida en nuestra
Seccidn, cifra algo elevada comparada con otros estudios. En la mayoria de
publicaciones se describe consanguinidad en un porcentaje relativamente bajo de
la poblacion a estudio, dado que la mayoria de publicaciones sobre utilizacion de
NGS en DI se realizan en paises occidentales, donde la consanguinidad no es tan
frecuente (13). Algunas de las publicaciones revisadas en las que se utiliza NGS
en el estudio de pacientes con DI describen cifras de consanguinidad entre el 3-8%
(111, 159, 165). Si comparamos los porcentajes de consanguinidad en las distintas
poblaciones, con la proporcion de genes causales detectados con herencia AR, no
se observa ninguna relacién. En el caso de Martinez y colaboradores (111) si
podria sugerirse una menor proporcion de casos con diagndstico con herencia AR
(7%) que pudiera atribuirse a un porcentaje bajo de consanguinidad en su
poblacién (3%); pero en el caso de Xiao y colaboradores (165) asi como
Stavropoulos y colaboradores (159), no se observa esta relacion. Xiao describe un
6% de consanguinidad en su poblacion y un porcentaje de genes causales con
herencia AR muy similar al de este estudio (21%) e incluso Stavropoulos describe
un porcentaje mayor de genes causales con herencia AR (37%) partiendo de una
poblacion con una consanguinidad menor a la presente (8%). Estos datos apoyan
los resultados del presente estudio donde no se ha detectado un mayor
rendimiento del exoma en pacientes provenientes de familias consanguineas.

Si se observd, con asociacion estadistica, que en caso de haber obtenido un
diagnostico confirmado en el exoma y provenir de una familia consanguinea, es
entonces mas probable la identificacion de las variantes causales en genes con
herencia autosémica recesiva. Estos resultados se observan en otras publicaciones
donde distintos autores estudian el rendimiento del exoma en pacientes con DI en
poblaciones consanguineas, donde si bien el rendimiento global es similar al
descrito en la literatura, el porcentaje de genes causales de herencia AR es mas
elevado. Reuter y colaboradores (72) analizan el rendimiento del estudio de
exoma (WES) en 152 pacientes provenientes de familias consanguineas, con un

rendimiento diagndstico global del 36.8%, similar al descrito en otros estudios y
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en el presente. De los diagndsticos, el 90% fueron en genes con herencia AR. A la
inversa, Rauch y colaboradores (195) estudian el rendimiento del WES en una
poblacion de pacientes con DI grave no sindromica en la que no habia ningin
caso de consanguinidad, con una representacion muy baja de genes con herencia
AR en sus resultados. Los estudios centrados en poblaciones consanguineas han
ayudado a la identificacion de nuevos genes con herencia AR asociados a DI (72,
112); hay multiples publicaciones que insisten en el estudio de genes de DI en
familias consanguineas, puesto que sugieren que hay muchos genes con herencia
AR causantes de DI no conocidos, estimadndose por el momento mas de 300 (30,
45,71, 72, 112).

Es necesario comentar en este apartado los pacientes incluidos con
antecedente de prematuridad. La prematuridad es un factor independiente que
puede ser causa de DI, puesto que de por si es un factor de riesgo de alteracion
del neurodesarrollo (12, 14, 46, 58). Los pacientes incluidos en este estudio fueron
pacientes en los que se realiz6 previamente un analisis y estudio exhaustivos de
todas las posibles causas no genéticas de su DI, seleccionando por tanto aquellos
que tras el estudio de dichos factores no tenian una causa justificada de su DI. Los
pacientes prematuros, fueron incluidos porque o bien la prematuridad no se
consider6 suficiente para explicar la DI, al tratarse de una prematuridad por
encima de las 32 semanas en el 78% de los prematuros incluidos, sin haber tenido
ninguin proceso asistencial significativo asociado a dicha prematuridad; o bien en
el caso en que la prematuridad si fue significativa (5 pacientes fueron menores de
32 semanas), estos pacientes presentaron otros factores que sugirieron una posible
etiologia molecular de su DI como fueron presencia de rasgos particulares o
asociacion de malformaciones por lo que fueron incluidos en el estudio. Es
evidente y asi estd descrito en la literatura que las distintas causas de DI no son
excluyentes, y pueden coexistir en un mismo paciente (53, 60, 66). De los 5
pacientes con prematuridad <32 semanas, dos tuvieron finalmente un diagndstico
molecular (MECP2 y HNRNPK ambas de novo). De los otros tres, uno presenté un
cuadro de anomalias congénitas multiples (ventriculo derecho de doble salida y
comunicacién interventricular, poliesplenia y atrofia renal), otro estaba afecto de
encefalopatia epiléptica y el tercero presento rasgos dismorficos y un cuadro de

regresion neuroldgica, no propia de los pacientes prematuros.
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Se comentd en el estudio analitico como la presencia de AF de primer grado
de DI se ha asociado en algunos articulos a una mayor probabilidad de detectar
una causa genética para la DI (72). Otros articulos hacen la asociacion inversa,
argumentando que en la mayoria de casos en los que hay AF positivos, se trata de
casos de DI leve, donde se estima que la etiologia multifactorial o exdgena es mas
prevalente, o bien otros donde encuentran un menor rendimiento diagnostico del
exoma, dando como posible explicacion la dificultad de la interpretacion de
VOUS en casos familiares de DI leve (53, 73). En nuestra poblacion, no hubo
asociacion entre la presencia de AF de DI con un mayor rendimiento del exoma.
Tampoco se observo que hubiera mas frecuencia de AF positivos en los pacientes

con DI leve, no apoyando dichos datos.

6.1.2 Caracteristicas clinicas de los pacientes:

Se clasificd a los pacientes del estudio en distintos subgrupos para poder
comparar el rendimiento diagndstico del exoma clinico partiendo de lo publicado
en la literatura, clasificAndolos segtin grado de DI y asociacion o no de anomalias.
De cara al estudio de tiempos y costes, se clasificoé de una tercera forma a los
pacientes (reevaluados o casos nuevos), para poder valorar el impacto de la
incorporaciéon de la NGS en el proceso diagnostico del paciente con DI en la
Seccidn.

Respecto a la clasificacion de la DI segun gravedad, nuestra poblacion no
sigue la distribucidon habitual en la poblacion general segun la AADI donde se
describe un 85% DI leve, 10% moderada y 5% grave y profunda (2, 3). Esto es
debido a que los pacientes remitidos a la Seccién de Genética Médica del HCUVA
de Murcia para estudio por DI suelen ser valorados previamente por otros
especialistas, habitualmente neuropediatras que realizan una selecciéon previa, no
siendo remitidos habitualmente pacientes con DI leve en los que no se detectan
otras anomalias como alteracién en la somatometria, anomalias congénitas o
rasgos particulares; por lo que la prevalencia de DI leve en nuestra poblacion es
menor a la esperada. Este hecho tambien explica porqué la mayoria de la
poblacién de estudio fue clasificada como DI sindrémica.

A destacar que so6lo un 28.7% de los pacientes tenian realizado un analisis

estandarizado para el diagnostico de la DI (estudio retrospectivo). A priori pudo
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parecer un porcentaje bajo para el esperado, partiendo de la importancia de la
clasificacion de la DI para optimizar la organizacion de las ayudas que precisan
estos pacientes a nivel educativo, social y econémico como ya se explicé con
anterioridad (2, 13). Si bien, en la literatura también se describe esta situacion y se
justifica por diversos motivos (14, 52-54, 58). Muchos pacientes con DI no tienen
realizado o no es posible realizar un analisis estandarizado para cuantificar el CI
debido a las comorbilidades que asocian con mucha frecuencia como son
trastornos conductuales o TEA. En los casos de DI grave o profunda no es posible
que los pacientes realicen ninguna prueba de este tipo dada su afectacion y por
tanto suelen clasificarse segun criterios clinicos. La mayoria de los pacientes de
este estudio que tenian realizado un test estandarizado eran pacientes con DI
leve-moderada, donde son mas ttiles, ya que son menos sensibles para valorar los
extremos (DI limite o grave/profunda) (53, 196).

Respecto a la clasificacion de los pacientes en DI aislada o sindrémica ya se
justificd anteriormente porqué en este estudio hay un porcentaje mayor de
pacientes con DI sindromica. Las anomalias que se asociaron con mayor
frecuencia en dicho grupo de pacientes fueron similares a las descritas en otros
estudios, siendo las anomalias de crecimiento del PC, sobre todo microcefalia, y
las malformaciones cardiacas las mas frecuentes (27, 52, 66, 165, 191). La talla baja,
aunque también presente en nuestra poblacion en un porcentaje a considerar, ha
sido menos prevalente que en otras publicaciones.

En este estudio se ha observado que la presencia de rasgos dismorficos
detectados por el clinico evaluador del caso ha sido la variable que mas se ha
asociado a un diagnostico molecular, casi rozando la significacion estadistica. Este
dato es relevante ya que indica que la evaluacion clinica del paciente sigue siendo
un buen método de cribado para el diagnostico del paciente con DI (82, 91). Otros
articulos también asocian la presencia de rasgos dismoérficos con mayor
rendimiento de la NGS, aunque el diagnostico final detectado por el exoma no
fuera el sugerido por el clinico (66). Argumentan que el hecho de presentar unos
rasgos dismorficos, sea el clinico capaz o no de incluirlos en un fenotipo
especifico, ya es un dato clinico con una fuerte asociacion a una causa genética en
el paciente (66, 165), lo que coincide con nuestros resultados.

Se detectaron anomalias en la RM cerebral en un 41.5% de los pacientes,

cifras similares a la literatura, siendo los hallazgos en su mayoria inespecificos y
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no relevantes para el diagnostico del paciente, también descrito asi en distintos
articulos (52, 73, 195). Por ello, se sugiere el no realizar esta prueba de imagen de
forma rutinaria en pacientes con DI, si no en casos seleccionados (focalidad
neuroldgica, micro o macrocefalia), ya que los hallazgos no suelen ayudar a
orientar el diagnodstico y se precisa en muchas ocasiones sedar a los pacientes
debido a la edad (12, 14, 102, 107).

Respecto a las comorbilidades habituales en pacientes con DI, como son la
epilepsia, el autismo y los trastornos de conducta, los porcentajes detectados han
sido similares a lo observado en la literatura. Se describen rangos amplios segun
los criterios de seleccion de los pacientes con DI en cada estudio, con presencia de
epilepsia en un 26-50%, autismo 10-32% y trastorno de conducta en 5-15% de los
pacientes con DI (56, 72, 195).

6.1.3 Estudios solicitados previo a la realizacion exoma clinico

El objetivo principal de este estudio fue evaluar el rendimiento diagnostico
del exoma clinico en los pacientes con DI de etiologia no conocida, en una
poblacion de pacientes candidatos a una causa monogénica para su DI. Todos los
pacientes tuvieron una valoracion clinica y analitica previa que descartd posibles
causas adquiridas y ambientales que pudieran justificar su DI, realizando asi una
seleccion de aquella poblacion con una posible causa genética.

Dentro de las posibles causas genéticas de DI, en todos los pacientes de este
estudio se descartaron desequilibrios cromosdémicos mediante array-CGH y el
sindrome de X fragil como criterio de inclusién, siendo este criterio utilizado de
forma generalizada en los estudios donde se evalta el rendimiento de la NGS en
pacientes con DI (27, 30, 52, 56, 66, 72, 74, 75, 111, 157, 159, 165, 191). La necesidad
o coherencia de la realizacion de estos estudios previo a la NGS es evidente,
puesto que son pruebas de primera linea para detectar causas genéticas no
monogénicas frecuentes en pacientes con DI, que pueden detectarse mediante los
estudios mencionados, siendo menos costosos que la NGS. Su utilizacion previa
también estd justificada por las limitaciones iniciales de la NGS para la deteccion
de CNVs; las cuales se han ido superando en los ultimos anos. Causas
cromosdmicas en el caso del array-CGH, presentes en el 15% de pacientes con DI,

y la causa mas frecuente debida a expansion de tripletes (sindrome de X fragil)
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presente en el 2-3% varones con DI'y 1-2% de mujeres con DI (127). En el presente
estudio, los pacientes tenian también realizados otros estudios cromosomicos
como cariotipo y FISH, puesto que se habian valorado por primera vez en
consulta previo a la utilizacion del array-CGH como herramienta de primera linea
en la Seccion a partir de 2010, o bien habian sido remitidos a la Seccién con dichas
pruebas ya realizadas. Todos los pacientes valorados por primera vez en la
seccion a partir del afio 2010 ya no tenian realizado cariotipo ni estudios de FISH.
Estos datos se recogieron también para el andlisis econdmico realizado en este
estudio.

Muchos de los pacientes incluidos en el estudio tenian realizados otros
estudios dirigidos a la detecciéon de enfermedades genéticas responsables de DI
previo a la realizacion del exoma clinico, como son estudios metabolicos, estudios
de metilacion y estudios moleculares dirigidos. La realizacion de estos estudios
no se considerd como criterio de inclusidén, aunque si fueron excluidos todos
aquellos pacientes que tras estos estudios se detecto la causa de su DI y por tanto
ya no fueron candidatos a exoma. Esto refleja que la poblacion de estudio se trata
de una poblaciéon muy seleccionada con un despistaje previo amplio de posibles
causas de DI, tanto no genéticas como genéticas. Se consideré importante el
recoger estos datos para evaluar la estrategia diagnostica en la Seccion y para el
estudio de impacto de la incorporacion de la NGS en el estudio del paciente con
DL

Estd ampliamente descrito y debatido en la literatura, la necesidad de
realizar estudios metabdlicos como prueba de primera linea en pacientes con DI,
junto con el array-CGH, puesto que este tipo de enfermedades son
potencialmente tratables y se benefician de un diagnostico precoz (10, 12, 14, 45,
46, 58, 108, 109). A pesar de ser enfermedades poco frecuentes de forma
independiente, de forma global pueden representar un 1-5% de los pacientes con
DI (12, 108). Algunas publicaciones recientes reflexionan, que en centros donde
existe la posibilidad de acceder a la NGS, podria considerarse su aplicacién inicial
para el diagndstico de estas patologias asegurando una adecuada cobertura de los
genes responsables de estas enfermedades, obviando asi los mdltiples y costosos
estudios metabolicos previos (12, 44, 197). Muchos articulos también evaltan la
implicacion de la NGS en el estudio de los ECM y su utilidad para la deteccion de

casos clinica o analiticamente atipicos y en la deteccién de nuevos genes causales
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(110, 198, 199). Como aportacion en cuanto a experiencia personal en la Seccion,
se detectd un caso de sindrome de Smith-Lemli-Opitz mediante exoma clinico con
un fenotipo atipico, con estudio de colesterol normal y esteroles discretamente
elevados, y una paciente con trastorno congénito de glicosilacion tipo 1a, con
estudio de sialotransferrinas previo normal (este tltimo caso no incluido en el
estudio, realizado diagndstico en afo 2019). Tras este analisis y revision de la
literatura, concluimos que tras el despistaje habitual de las patologias metabdlicas
tratables mas frecuentes detectadas en el screening neonatal de metabolopatias a
fecha de hoy, la estrategia de estudio del resto podria abordarse mediante NGS,
por lo que se han incluido como estudios sustituibles por el exoma clinico.

Respecto a los estudios de metilacion, van a detectar anomalias epigenéticas
que, al no deberse a un cambio en el ADN, no van a ser identificadas mediante
NGS (159). Las alteraciones epigenéticas se han descrito como causantes de DI
(67, 68). Existen entidades clasicas debidas a alteraciones en la metilacion y
expresion génica (sindrome de Angelman, Prader-Willi) y en los tultimos afos se
han descrito nuevas alteraciones epigenéticas como causa de DI (sindrome de
Temple o Kagami-Ogata) (200). En nuestra poblaciéon se solicitaron estudios de
metilacion en el 41% de los pacientes, previo al estudio de exoma clinico. En la
mayoria de publicaciones donde se analiza el rendimiento de la NGS en sus
distintas modalidades respecto a pacientes con DI, no se hace referencia a los
estudios de metilacion, y en los que se hace referencia, se refieren habitualmente
al despistaje de sindrome de Prader-Willi y Angelman (74). En una publicacion en
la que se realizo WGS en una poblacion de pacientes con DI, dos pacientes, uno
con sindrome de Silver-Russell y el otro con DUP14 no fueron detectados por la
NGS, precisandose la solicitud dirigida del estudio para su diagndstico (159). Se
han incluido en la recogida de estudios solicitados previo a exoma en este estudio
por el mismo motivo que los estudios metabolicos, para valorar su impacto en el
estudio del paciente con DI de etiologia desconocida, aunque no se han
considerado un estudio sustituible por el exoma clinico.

La mayoria de los pacientes tenian solicitado algin estudio molecular en su
proceso diagndstico previo a la solicitud del exoma clinico con una media de 2.3
estudios moleculares por paciente, siendo algo madas elevado en pacientes
reevaluados respecto a pacientes nuevos, pero sin alcanzar significacion

estadistica. Esto refleja una estrategia diagnodstica contenida o sensata por parte
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de los facultativos en el grupo de pacientes reevaluados, con decisiéon en un
momento dado de no solicitar mds estudios y recomendacién de nueva valoracion
en unos anos para aplicacion de nuevas tecnologias, conociendo ya la futura
aplicabilidad del exoma en la practica clinica. Los datos respecto a la solicitud de
estudios moleculares coinciden con los descritos en la literatura, donde en
estudios similares describen la realizacion de 2-3 estudios moleculares por
paciente (52, 159) previo a la NGS. Otros estudios lo definen en porcentajes, con
realizacion de estudios moleculares en un 38-56% de los pacientes (56, 73) algo
menor del descrito en este estudio. En dichos estudios, la poblacion de estudio no
era tan seleccionada, incluyendo pacientes con alteraciones en el neurodesarrollo,
lo que podria explicar las diferencias. Este dato fue recogido también con el
proposito de valorar el impacto econémico del abordaje molecular del paciente

con DIy el impacto de la incorporacion de la NGS en estos pacientes.

6.1.4 Tiempo hasta diagnostico

Los resultados obtenidos demuestran el impacto de la utilizacion del exoma
clinico en cuanto a un diagndstico mas precoz en los pacientes con DI. Se observd
un tiempo al diagndstico significativamente menor en el grupo de pacientes
nuevos donde ya estaba incorporada la utilizacion de la NGS en la practica
clinica. Del mismo modo, hubo diferencias significativas en cuanto a niimero de
visitas previo al exoma. Esta reduccion de visitas en el grupo de pacientes nuevos,
donde se tuvo un acceso precoz al exoma, refleja el impacto de su utilizacion
respecto a la llamada odisea diagndstica del paciente con DI, con multiples visitas,
realizacion de multiples estudios, sin conseguir alcanzar un diagndstico etioldgico
(157). Asi mismo, se observo en este estudio una disminucion tanto en el niimero
de visitas tras exoma como en el nimero de estudios solicitados tras exoma, lo
que refleja el concepto de fin de trayecto tras la utilizacion de la NGS en el proceso
diagnostico del paciente con DI también descrito en la literatura (43).

No hubo diferencias en cuanto a la edad de primera valoracién en ambos
grupos lo que demuestra que los pacientes han sido remitidos a la Seccion de
Genética con un criterio similar a lo largo del tiempo. Un dato para destacar es
que tampoco hubo diferencias significativas en cuanto a la edad al diagnostico en

los dos grupos; dato inicialmente no esperado, al haber detectado diferencias
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significativas respecto a tiempo a diagndstico en ambos grupos. Este hecho se
explica por el rango de edades en los dos grupos, con pacientes de edad mas
elevada en el grupo de casos nuevos (de 6 meses a 40 afios, desviacion estandar 9
anos) respecto al grupo de reevaluados (de 5 a 24 afos, desviacion estandar de 5
anos).

El rendimiento diagnodstico del exoma en ambos grupos (nuevos y
reevaluados) fue similar, por lo que en la poblaciéon estudiada, 17 pacientes
reevaluados podrian haber sido diagnosticados antes si se hubiera tenido acceso a
la NGS en el momento de su primera valoracion, con el impacto sanitario, social,

educativo y familiar que eso tiene en un paciente con DI (12, 14).

6.2 RESULTADOS DE EXOMA CLINICO

Tras los resultados iniciales del exoma clinico, se hallaron variantes
patogénicas y probablemente patogénicas en el 27.6% de los casos, similar a los
hallazgos obtenidos en publicaciones previas (125). Todas ellas se confirmaron
como causales tras el estudio de segregacion familiar, salvo dos casos, por falta de
muestras parentales.

En este estudio, el exoma clinico se realizé sobre el ADN del caso indice y se
enviaron muestras de padres u otros familiares cuando fue necesario, segun los
hallazgos del exoma. Se enviaron muestras de los padres en caso de deteccion de
variantes patogénicas y probablemente patogénicas para confirmar el patrén de
herencia esperado, y en caso de VOUS, para completar el estudio de
patogenicidad observando la segregacion de la variante en los familiares.
Diversos estudios refieren un mayor rendimiento del exoma al realizar el estudio
en trio, debido a que se pueden filtrar mejor las variantes detectadas partiendo
del patrén de herencia conocido de dicho gen (30, 56, 73, 125, 195). En las
publicaciones revisadas en las que se han realizado los estudios de WES mediante
trio no muestran un rendimiento diagnodstico superior (27-30.7%) al del presente
estudio (56, 73, 125). Dichos estudios son sobre una poblaciéon de un ntmero
considerable de pacientes e incluyendo pacientes con DI o alteraciones en el
neurodesarrollo. Existen dos publicaciones con rendimiento mayor (45-60%),
donde se ha realizado el estudio de exoma mediante trio. En estos casos se trata

de estudios con un numero reducido de pacientes y con una poblacion
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seleccionada de DI moderada-grave, donde a priori el rendimiento pueda ser
mayor (30, 195). Dados estos resultados, afirmamos que si bien, el abordaje mas
completo y adecuado para el estudio de NGS en pacientes con DI es el exoma
clinico en trio, en este estudio no ha habido un menor rendimiento ya que en
todos los casos en los que se ha detectado una variante candidata o una VOUS se
ha completado con el estudio familiar, por lo que el resultado final en cuanto a
rendimiento diagnostico es similar a haber hecho el analisis mediante trio desde
un inicio. Si se hubiera realizado el abordaje inicial en trio en este estudio,
seguramente habria disminuido el nimero de VOUS informadas reduciéndose el
numero de estudios de segregacion realizados (en el 70% de los casos), asi como
el tiempo al diagnostico al disponer de la muestra de los padres en el proceso
inicial de interpretacion de las variantes. Del mismo modo, el porcentaje final de

VOUS clasificadas como no patogénicas seria también menor.

6.2.1 Tipos de variantes detectadas en el exoma

La distribucion segun el tipo de variante en el caso de las variantes
patogénicas o probablemente patogénicas en este estudio coincide con otras
publicaciones donde predominan las variantes frameshift y nonsense (52-72%)
respecto a las missense (28%) (74, 111). Otras publicaciones describen resultados
distintos, siendo las variantes missense mas frecuentes, responsables de alrededor
del 50-52% de los casos, siendo el porcentaje de variantes frameshift y nonsense
menor (alrededor del 20-23%)(73, 124, 191). En nuestro caso, la mayoria de las
variantes deletéreas fueron frameshift y nonsense, seguramente porque los genes a
los que afectaban fueron genes cuyo mecanismo patogénico es por pérdida de
funcion, ya que estas variantes originan una proteina truncada.

La mayoria de las variantes probablemente patogénicas eran variantes no
descritas en la literatura, lo que apoya la gran heterogeneidad alélica/molecular
de la DI como estd ampliamente descrito en la literatura (56, 125). Trujillano (125)
realizé estudio de WES en 1000 pacientes donde un 77% tenian alteraciones en el
neurodesarrollo, y en sus resultados, el 59.7% de las variantes patogénicas
detectadas fueron nuevas, no descritas previamente en la literatura. Este dato
justifica la necesidad de generar bases de datos nacionales e internacionales para

compartir los datos y ayudar al conocimiento de variantes patogénicas o
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probablemente patogénicas contribuyendo a su caracterizacion mediante el data
sharing. Este hecho también explica la dificultad para la interpretacion de muchos
resultados de la NGS, puesto que la mayoria al ser variantes no descritas
previamente, van a requerir de estudios de segregacion, estudios funcionales u
otros para confirmar su patogenicidad.

Se detectaron VOUS en casi la mitad de los pacientes. Otros autores
describen un porcentaje algo menor, alrededor de un 25% de VOUS (125),
posiblemente por el abordaje en trio del exoma en dichos estudios, descartandose
en ese primer andlisis las variantes heredadas de un progenitor sano. Aun asi,
otros estudios describen un 41% de VOUS a pesar de un abordaje en ese caso de
WES en trio (43). Tras el analisis de las VOUS, finalmente se clasificaron como
patogénicas el 17.2%, lo que contribuy¢ al rendimiento diagnostico del exoma
clinico en un 7.4%, lo que destaca la importancia de completar el estudio de las
VOUS y de realizar un analisis y estudio minucioso de los resultados de exoma.
Otros estudios describen porcentajes similares, con un 11.3% de las VOUS
finalmente clasificadas como patogénicas (73).

Dentro de las VOUS, la mayoria fueron missense y tras el andlisis y
categorizacion final, se observé que las de tipo frameshift y nonsense se clasificaron
como patogénicas en un porcentaje considerablemente mayor que en el caso de
las missense. Estos datos nuevamente refuerzan la patogenicidad de las variantes

de tipo frameshift y nonsense respecto a las de tipo missense (74, 75, 111).

6.2.2 Patron de herencia y tipo de herencia de los diagnosticos confirmados

Las variantes patogénicas en genes de herencia autosémica dominante de
novo son la causa mas frecuente de DI, descrito asi ampliamente en la literatura
(27, 30, 52, 55, 56, 66, 73, 74, 111, 124, 150, 158, 159, 192), lo que coincide con los
resultados del estudio. Por ello, la incidencia de la DI en la poblacion general se
mantiene a pesar de las estrategias sanitarias y educacionales dirigidas a
minimizar causas conocidas evitables de DI como son el abuso de alcohol y otros
toxicos o el manejo perinatal del recién nacido (13), e incluso tras la aplicacion de
opciones reproductivas en familias donde se ha identificado la causa molecular de

un hijo previo con DL
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La distribucion respecto al resto de patrones de herencia en pacientes con
DI es similar a la descrita en la literatura (66, 73, 74, 124, 125, 159, 191). Otros
articulos difieren en sus resultados en cuanto a la distribucion respecto a los
patrones de herencia y tipo de herencia (de novo o heredado) de los casos
diagnosticados. Redin et. al. (52) detecta una mayor frecuencia de genes con
herencia ligada a X respecto a AD, pero debemos considerar que en su poblacidn,
el 90% eran pacientes varones lo que puede aumentar la proporcion de casos
debidos a genes ligados a X y ademas utiliza un panel dirigido de 217 genes
asociados a DI que probablemente pudo estar enriquecido de genes ligados a X.
Martinez et. al. (111) coincide en cuanto a la distribucién de los patrones de
herencia, pero en el caso de las enfermedades ligadas a X, describe mayor
frecuencia de variantes patogénicas de novo, al contrario que en este estudio
donde han sido mas frecuentes las formas heredadas. El estudio de Yang (124) si
coincide con nuestros resultados siendo el 60% de los casos con herencia ligada a
X heredadas. Reuter (72) en sus resultados presenta un predominio de genes con
herencia AR (90%), pero parte de una poblacion de DI en familias consanguineas

con DI severa y sindromica.

6.2.3 Tipos de diagndsticos

Un hallazgo a destacar es la alta heterogeneidad genética en esta cohorte,
con deteccidn de 65 variantes causales en 59 genes distintos asociados a DI. Se ha
encontrado una mutacién causal en el mismo gen en mds de un paciente (10%):
AHDCI (en tres pacientes), SHANKS3, EFTUD2, HACE1, NDST1 y MECP2 (en
dos pacientes cada uno), siendo el resto de variantes patogénicas en genes tinicos.
Un paciente obtuvo un diagnostico molecular en dos genes distintos, ambos
influyendo en su fenotipo de DI (SOX10 y DDX3X); estos dobles diagndsticos se han
descrito en otras series de pacientes con DI y diagnostico mediante WES o WGS
donde llegan a sugerir hasta un 4-6% de pacientes con variantes patogénicas en
mas de un gen asociado a DI (56, 124, 159).

Hubo también dos casos donde no se detecté una causa molecular para la
DI del paciente, pero si se detect6 una causa molecular para una anomalia
congénita también presente en el cuadro clinico y por tanto separada
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etiologicamente de la DI. En ambos casos se detectd una causa molecular para una
malformacion ocular (genes PAX6 y PITX2).

La heterogeneidad genética en la DI esta ampliamente descrita en la
literatura con mas de 1000 genes distintos asociados a DI, lo que como ya se ha
explicado, dificulta el proceso diagndstico y apoya el abordaje molecular
mediante la NGS del paciente con DI. Varios articulos analizan los genes
recurrentes asociados a DI en sus series, describiendo algunos genes como mas
prevalentes como causa de DI. Asi Redin (52) detecta 4 genes repetidos en 26
pacientes (15%) diagnosticados (KDM5C, MECP2, DYRK1A y TCF4), Martinez
(111) de 25 genes distintos, 3 son repetidos en dos pacientes cada uno (12%)
(KMT2D, KMT2A y MEDI13L). Gieldon (66) detecta 2 genes repetidos de 36
diagndsticos (5%) (SYNGAP1 y MED13L). Grozeva (74) 5 genes repetidos de 107
en los que detecta una causa molecular (4,7%) (SETD5, ATRX, CUL4B, ARID1B y
MECP2), Yang (124) 7 de 62 causales (11%) (ANKRD11, ARID1B, ATL1, KRAS,
SACS, ATRX, OFD1) y Rauch (195) 8 de 51 (15,6%) (SYNGAP1, STXBP1 y
SCN2A). Tanto Redin como Grozeva incluyen al gen MECP2 como recurrente, lo
que tambien ocurre en nuestra serie. El resto de los genes recurrentes en nuestra
cohorte no estan incluidos como recurrentes por otros autores. Entre ellos si
coinciden en el gen MED13L, citado como recurrente tanto por Martinez como
por Gieldon. Algunos de los genes citados como recurrentes por dichos autores se
han detectado al menos en un paciente en nuestra serie (TCF4, SYNGAP1,
STXBP1, SCN2A), siendo por tanto genes habituales. El bajo porcentaje de casos
recurrentes detectado en este estudio (10%) y en los otros publicados, asi como la
lista distinta de genes recurrentes en unos estudios y otros de nuevo refuerzan la
gran heterogeneidad genética de la DI.

Se agrupé a los casos resueltos seguin el motivo de no diagnostico previo al
exoma clinico con varios objetivos: realizar un analisis clinico de los diagndsticos
en la poblacidn, valorar el rendimiento clinico en la Seccién de Genética Médica y
valorar nuevamente el impacto del exoma en el rendimiento diagndstico de estos
pacientes.

Tras este analisis se observo que algo mas de la mitad de los pacientes
(63.2%) fueron pacientes cuyo diagnostico no hubiera sido posible sin la
aplicacidon del exoma clinico, incluyendo los pacientes diagnosticados afectos de

entidades no sindrémicas, atipicas o en genes de reciente descripcion. En un 28%



134 MARIA JULIANA BALLESTA MARTINEZ

hubo una orientacion sindrémica acertada por parte del clinico y un 18% se
podrian considerar fallos de diagnostico clinico que también se detectaron gracias
a la NGS. Diversos articulos hacen mencion a conceptos similares, por ejemplo
Gieldon (66) describe un 13.9% de diagnodsticos clinicos correctos previo al WES.
Yang (124) menciona diagndsticos mediante WES de entidades como RASopatias
o cohesinopatias, secundario a presentaciones atipicas remarcando también la
implicacion de la NGS en el mejor conocimiento del espectro clinico de las
enfermedades genéticas. En nuestra serie también se detectaron dos pacientes
afectos de sindrome de Noonan / Neurofibromatosis 1-Noonan por mutacion en
los genes RAF1 y NF1 respectivamente, asi como un caso de una cohesinopatia-
sindrome de Cornelia de Lange con mutacion en RAD21. En los tres casos el
diagnostico estuvo dentro de las entidades sugeridas por el clinico, pero si bien,
no fueron fenotipos clasicos.

Este andlisis nuevamente refuerza la necesidad de un abordaje molecular
mediante NGS del paciente con DI ya que no solo existe un gran heterogeneidad
genética, sino también una amplia variabilidad clinica derivada de fenotipos
atipicos, descripcion continua de nuevas entidades, asi como genes asociados a DI
no sindromica, por lo que la estrategia diagnostica molecular clasica del paciente
con DI mediante solicitud de secuenciacion o MLPA de un gen candidato
orientado por el clinico no es abordable en la actualidad (69, 82).

La valoracion y orientacion clinica del paciente con DI sigue siendo el
primer escaldn para el diagndstico del paciente, describiéndose en la literatura un
diagnostico clinico acertado en la primera visita en un 14% de los casos en una
poblacién con DI seleccionada para WES, descartdandose causas no genéticas y
cromosdmicas previamente (66), o hasta un 41% cuando se parte de una
poblacion sin un escrutinio previo, incluyéndose todas las posibles causas de DI
(82). En este estudio, de los casos diagnosticados, el gen causal estuvo dentro de
las entidades sugeridas por el clinico en un 28% de los casos. Ademas, estd mas
que demostrada y descrita la necesidad de la descripcidn correcta y estandarizada
de los fenotipos con términos HPO para la correcta interpretacion de las variantes
detectadas en la NGS (82, 91, 148). Pero, partiendo de estas premisas, dada la
amplia heterogeneidad clinica y molecular de la DI hoy en dia, la NGS permite un

abordaje diagndstico mas eficaz.
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6.2.4 Hallazgos incidentales

Se detectaron hallazgos incidentales en un porcentaje similar a otras
publicaciones con utilizacion de WES o WGS en el diagndstico de pacientes con
DI. En dichas publicaciones describen deteccion de hallazgos incidentales entre
un 3-7% y algunas describen también deteccion de portadores sanos de
enfermedades genéticas con herencia AR o ligada a X de un 4.5-14% (66, 73, 124,
159). En nuestro caso se detectaron estado de portadores en un 15% similar a lo
publicado en la literatura. En el consentimiento informado, previo a la realizacion
del exoma clinico, se informo de la posibilidad de deteccion de dichos hallazgos.

Se inform¢ de los hallazgos incidentales y se extendid el estudio a otros
familiares en riesgo, con la posterior derivacion para seguimiento clinico
protocolizado de los portadores de la variante patogénica detectada.

En cuanto a los estados de portador, se informaron las variantes
patogénicas descritas en genes causales de enfermedades potencialmente graves e
invalidantes. Se asesord a las familias seguin la frecuencia de portadores en la
poblacion para dichas patologias cuando fue posible y se ofrecio despistaje de
otros familiares en riesgo cuando fue preciso, asesorando de forma independiente

a cada individuo y/o pareja.

6.3 RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DEL EXOMA CLINICO

Existen numerosos estudios en los que se utiliza la NGS para el abordaje
diagnostico de pacientes con DI. Se han seleccionado algunos articulos donde han
utilizado paneles o exomas dirigidos a un nimero mayor o menor de genes
asociados a DI en pacientes con DI para comparar los rendimientos y realizar un
andlisis de dichos resultados. En nuestro caso se utiliz6 un exoma clinico con
alrededor de 5.000 genes, en base a la version de OMIM utilizada. De dichos

estudios, destacamos los siguientes (Tabla 6.1):
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Tabla 6.1: Comparativa de rendimiento de WES dirigido en pacientes con DI

Estudio N* diagnosticos/ ,%, Panel NGS utilizado
N¢casos rendimiento

HCUVA 2019 64/188 34 Exoma clinico
Han et al 2018 (191) 10/35 29 Panel de 4813 genes
Gieldon et al 2018 (66) 36/106 34 Panel 4800 genes
Xiao et al 2018 (165) 19/33 57 Exoma clinico (enero 2017)
Martinez et al 2016 (111) 29/92 39 Panel 1256 genes
Grozeva et al 2015 (74) 107/986 11 Panel 565 genes
Redin et al 2014 (52) 26/106 25 Panel 217 genes

Como se aprecia en la tabla, la mayoria de los autores describen un
rendimiento muy similar al que se ha obtenido en este estudio.

Los estudios de Redin (52) y Grozeva (74) presentan un rendimiento mds
bajo, probablemente debido a que utilizan un panel dirigido a un grupo reducido
de genes asociados a DI, de 217 y de 565 genes respectivamente. Ambos son
estudios realizados hace 4-5 afos, utilizando paneles dirigido a genes recurrentes
en DI. Muy probablemente el reandlisis de dichos paneles actualizados con los
genes implicados en DI segin el conocimiento actual, lograria un mayor
rendimiento en dichas poblaciones. Ambos estudian una poblacién de DI
moderada-grave. En el caso de Redin (52) excluye pacientes con anomalias
congénitas, por lo que esto tambien podria explicar un menor rendimiento y en el
caso de Grozeva (74), el andlisis se hace unicamente en los pacientes, sin tener
acceso a muestras parentales, lo que tambien se ha descrito como un factor
importante en la interpretacion de variantes y por tanto en el rendimiento del
exoma.

En otros articulos como el de Martinez (111) y Xiao (165), el rendimiento
diagndstico es mas elevado que el de este estudio, siendo del 39% y 57%
respectivamente. Este discreto mayor rendimiento que detecta Martinez (111) es
probablemente atribuido a que estudia pacientes con DI sindromica esporadica y
realiza el analisis en trios, factores relacionados a priori, con un mayor
rendimiento de la NGS. Xiao (165) selecciona un nimero reducido de pacientes
(33 pacientes) con DI moderada-grave, siendo un 94% sindrémicos, y realiza un

exoma clinico similar al de nuestro estudio (segun base de datos OMIM version
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Enero 2017). En nuestro estudio, si valoramos el rendimiento diagndstico solo en
el grupo de pacientes con DI moderada-grave y pacientes sindromicos, el
rendimiento hubiera sido de un 42%.

El articulo mds similar al presente en cuanto a disefio y resultados es el de
Gieldon y colaboradores (66), puesto que incluye pacientes con DI de todos los
niveles de gravedad, asi como DI sindrémica y aislada. Utiliza un exoma clinico
que contiene 4.813 genes, con un rendimiento del 34%, igual al obtenido en este
estudio. En sus resultados, no detecta mayor rendimiento del exoma segun la
gravedad de la DI (36% en DI grave vs 44% en DI leve) ni en el caso de DI
sindrémica o no; resultados superponibles con el presente.

El 57.5% de los pacientes de este estudio continuaron sin diagndstico
molecular, lo que coincide con lo descrito en la literatura, donde a pesar de los
avances en los estudios diagnosticos de la DI, en un 50-60% contintian sin
diagnostico (12, 14, 73, 82, 124, 139, 140). Los casos que quedan sin diagndstico
pueden deberse a la presencia de variantes en zonas mal cubiertas por el exoma
utilizado, o bien localizadas en zonas intrénicas o regiones reguladoras, como
variantes en genes no asociados a DI por el momento, asi como modelos
poligénicos que combinan CNVs con SNPs, o alteraciones de la metilacion o
multifactoriales no evidenciadas previamente, segin describen distintos autores
(12, 100).

Dada la continua descripcion de nuevos genes asociados a DI, los resultados
tanto de los paneles dirigidos como los del WES en un momento dado, quedan
anticuados. Se ha descrito hasta un 25% de rendimiento adicional tras reanalisis
de exoma en plazos de 1-2 afios (66, 73, 75, 125, 157, 160, 165). Por tanto, los casos
que quedaron sin diagndstico en el momento del analisis inicial podrian
resolverse mediante reanalisis del exoma clinico actualizado en unos afos o bien
la utilizaciéon de WES o WGS para la deteccion de genes nuevos no descritos.

Es importante recordar en este apartado que dentro del propio estudio se
han utilizado distintas versiones del exoma clinico basado en la base de datos de
OMIM. Es preciso que los laboratorios realicen actualizaciones periodicas de su
exoma clinico para adaptarse al avance del conocimiento y descripcion de nuevos
genes en OMIM como criterio de calidad. En el periodo de estudio se utilizaron
las versiones de exoma clinico de junio 2015, septiembre 2015, junio 2016 y febrero

2017 (en el 56% de los pacientes se utilizo esta ultima versidén) que pueden tener
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pequenas diferencias en cuanto a su contenido de genes asociados a DI. En la
Seccidn se optd por el abordaje del paciente con DI mediante exoma clinico (con
captura del exoma completo) para poder reanalizar los datos en un tiempo y
poder obtener nueva informacidén sin necesidad de realizar nueva extraccion
analitica al paciente.

No debemos olvidar que un 5.3% de los pacientes tuvieron un diagnostico
molecular probable que no se incluy6 dentro de los diagndsticos ya que no se
pudo concluir definitivamente su patogenicidad por diversos motivos, para evitar
incrementar falsamente el rendimiento del exoma. Se traté de variantes
probablemente patogénicas o VOUS en las que no se pudo realizar estudio de
segregacion en padres, pero que podrian explicar el fenotipo del paciente. En
otros casos se tratd6 de VOUS que tras el estudio de segregacion coincidia el
patron de herencia esperado para dicho gen, pero que el fenotipo clinico no era
claramente compatible o bien se trataba de una entidad de reciente descripcion
donde no existia suficiente soporte bibliografico para atribuirle absolutamente
patogenicidad. Algunos autores describen situaciones similares, donde aun tras la
deteccion de variantes en el estudio del exoma no es posible atribuirles una
relacion absolutamente causal con el conocimiento actual. Rauch et al (195)
describe la deteccion de variantes que no se asociaban con el fenotipo esperado, y
recomienda el uso del WES no dirigido, argumentando que solo asi se va a poder
detectar y llegar a conocer el abanico fenotipico asociado a variantes patogénicas
en un gen. En caso de haber incluido estos pacientes dentro de los diagndsticos, el
rendimiento del exoma clinico en esta poblacion hubiera sido de un 39.3%.

Se han revisado también articulos en los que se ha realizado la
secuenciacion del exoma completo (WES) o del genoma (WGS) en pacientes con
DI, para comparar los resultados de su rendimiento con los de este estudio (Tabla
6.2). Hay multiples estudios que describen un rendimiento diagndstico del WES
en torno al 16-45% (27, 30, 56, 72, 73, 77, 112, 124, 125, 157, 195). Otros estudios de
pacientes con DI mediante WGS describen un diagnostico de variantes
patogénicas en un 27-34% (73, 159). En ambos casos los datos de rendimiento son
similares al del exoma clinico, lo que apoya la aplicaciéon del exoma clinico en la
practica clinica habitual como herramienta diagndstica mas eficaz, como tambien
apoyan otros autores (52, 66, 111, 165, 191). El exoma clinico, al limitar el analisis

al filtrado de genes descritos en OMIM como ya asociados a patologia, hace algo
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mas sencillo el estudio bioinformatico derivado de un estudio de NGS. En el WES
se estudian todos los exones (1% del genoma), en el WGS se secuencian tanto
intrones como exones lo que hace que sea una técnica mucho mads costosa tanto
econdmicamente, como en términos de tiempo (191). La utilizacion del WES o
WGS genera muchisimos mas resultados y variantes nuevas, variantes en genes
no descritos asociados a patologia, que requieren de estudios adicionales
(estudios funcionales, ensayos...etc) para completar el estudio su posible
patogenicidad y/o asociacién a patologia clinica, algo que tiene sentido en un
ambito de investigacidn, pero que carece de utilidad en una rutina clinica. Gracias
a la utilizacién del WES y WGS se esta progresando en el conocimiento de las
causas moleculares de DI con la descripcion de nuevos genes, asociacion con
fenotipos clinicos...etc siendo muy ttiles en el campo de la investigacion, aunque
es evidente que este tipo de estudios no pueden adaptarse a la presion asistencial
derivada de la practica clinica habitual. Dado que el rendimiento diagndstico del
WES y WGS es similar al del exoma clinico, la utilizacion del exoma clinico es una
técnica mas Optima en la practica clinica.

Los pacientes que tras dicho estudio queden sin diagndstico generaran un
grupo de pacientes candidatos a continuar su proceso de diagnostico en el campo
de la investigacion mediante la aplicacion de WES o WGS en la busqueda de
nuevos genes asociados a DI. Los articulos que utilizan WGS, afiaden a los
beneficios de su utilizacion frente al WES, el que detecta también todas las CNVs,
aunque también hay articulos recientes que informan de la progresion en la
deteccion de CNVs con el WES (153); por lo que podrian en un futuro préximo
sustituir tambien al array-CGH y convertirse en una tinica prueba diagnostica de
la etiologia genética de la DI (73, 159).

Las poblaciones de estudio de los articulos revisados son distintas, en
cuanto a namero de pacientes estudiados y a caracteristicas clinicas, lo que debe
tenerse en cuenta para el analisis critico de los resultados. Estudios como los de
Thevenon (157), de Ligt (27), Wright (56), Vissers (201) y Rauch (195) se centran en
pacientes con DI grave o sindromica; otros grupos analizan pacientes con DI en
familias consanguineas como Reuter (72) y Najmabadi (112). Otros analizan
poblaciones mas heterogéneas caracerizadas por alteraciones del neurodesarrollo
o sospecha de enfermedad genética, si bien un porcentaje elevado incluye

pacientes con DI, como son los estudios de Trujillano (125), Yang (75, 124),
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Bowling (73) o Stavropoulos (159). También debe tenerse en cuenta el ano de
estudio, puesto que el conocimiento de los genes asociados a DI ha aumentado de
forma exponencial desde el uso de estas tecnologias en los ultimos afios. Esto
podria justificar el rendimiento del 16-17% de Ligt (27) y Najmabadi (112) al ser
estudios realizados en los afos 2011-2012, los que podrian tener un rendimiento
mayor si se reanalizara a fecha actual. En el estudio de Najmabadi (112), tras la
realizacion de WES en pacientes con DI moderada-grave en familias
consanguineas, sugieren 50 genes candidatos responsables de DI AR, exponiendo
la utilidad del WES para la identificaciéon de nuevos genes responsables de DI. El
estudio realizado por Schuurs Hoejmakers y colaboradores (77) tambien presenta
un rendimiento algo inferior al esperado, aunque el nimero bajo de pacientes
incluidos y el afio del estudio podrian justificar este hecho. A la inversa, Vissers y
colaboradores (200) publican un rendimiento algo mas elevado que el resto, de un
60% aunque solo estudia a 10 pacientes, muy seleccionados y con DI moderada
grave, lo que podria explicar sus resultados. El resto de articulos presentan
rendimientos similares entre ellos y entre los resultados de utilizacion de paneles
dirigidos o exoma clinico en pacientes con DI.

El presente estudio parte de una poblacion muy seleccionada de pacientes
con DI candidatos a una causa monogénica, que lo diferencia de muchos de los
estudios mencionados. No solo se habian descartado minuciosamente causas
exdgenas, asi como causas cromosomicas y sindrome de X fragil, si no que
muchos de ellos tenian ya un despistaje molecular de la etiologia monogénica mas
plausible en el paciente. Por lo que el rendimiento obtenido debe entenderse en
dicho marco. Muchos estudios de los mencionados partian de poblaciones menos
seleccionadas de pacientes con DI, alteracién en el neurodesarrollo, e incluso de
sospecha de patologias pedidtricas en general, por lo que muchos de los
diagnosticos detectados fueron entidades clasicas, que en este estudio
probablemente fueron previamente diagnosticados y por tanto no incluidos.

Cuando se evalua el rendimiento de una prueba diagndstica es importante
tener en cuenta el momento de inclusidn de los pacientes. Si no se considera esta
variable, podria aumentar falsamente el rendimiento obtenido, ya que se estarian
incluyendo un grupo de pacientes diagnosticables mediante dicha prueba, que no
se van a diagnosticar hasta su utilizacion. Para controlar dicho sesgo de seleccion,

se compard el rendimiento diagnostico en pacientes nuevos y en pacientes
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reevaluados. Las cifras en cuanto a rendimiento diagnostico fueron similares,
incluso algo mayor en el grupo de pacientes nuevos, por lo que no se considerd

esta clasificacion en los resultados y analisis de rendimiento final.

Tabla 6.2: Comparativa de rendimiento de WES/WGS en pacientes con DI

Diaenésti
Estudio iagnésticos/ % Poblacion de estudio WES/WGS
casos
HCUVA 2019 64/188 34 DI Exoma Clinico
Reuter et al 2017 (72) 56/152 36.8 Familias consanguineas WES
Trujill 12017
: f;; ano et al 20 307/1000  30.7 Enf genética (77%SNC) WES
Thevenon et al 2016 WES
(157) 14/43 32.5 DI grave
. . WES
Wright et al 2015 (56) 311/1133 27 DI grave / sindromica
Schuurs Hoejmakers bl fafmhas 1o . WES
19 16 consanguineas con mas
et al 2013 (77)
de 2 afectos
Sospecha enfermedad WES
Yang et al 2013 (124) 51/200 26 genética (80% DI)
o WES
Rauch et al 2012 (195) 16/51 45 DI grave no sindrémica
de Ligt et al 2012 (27) 16/100 16 DI grave WES
Najmabadi et al 2011 23/136 17 DI moderadé—grave y WES
(112) consanguinidad
. WES
Vissers et al 2017 (201) 6/10 60 DI moderada-grave
Bowling et al 2017 Alt. Neurodesarrollo WGS
100/371 27
73) 007 (90% DI)
Stavropoulos et al 26/100 38.6 Sospec/:h'a enfermedad WGS
2016 (159) genética (57% DI)

6.3.1Rendimiento del exoma clinico segun distintas variables

Se realiz6 un andlisis estadistico para buscar si habia relacion entre alguna
variable clinica de los pacientes y un mayor rendimiento del exoma y en base a
los resultados, elaborar una estrategia diagndstica respecto al abordaje del estudio
molecular del paciente con DI en la Secciéon. No se han detectado diferencias

estadisticamente significativas respecto al rendimiento diagnostico del exoma
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clinico asociado a ninguna de las variables analizadas, lo que indica que se debe
realizar estudio de exoma clinico en todos los pacientes con DI,
independientemente de sus caracteristicas clinicas.

Si se ha observado un ligero mayor rendimiento en casos de DI
moderada/grave o DI sindromica respecto a la DI leve o aislada respectivamente,
pero sin alcanzar diferencias significativas que permitan establecer un criterio
distinto de actuacion en unos u otros pacientes. El ligero mayor rendimiento en la
DI moderada-grave respecto a la leve podria explicarse porque la distribucién de
la DI segtin gravedad en la poblacion de este estudio no sigue la descrita en la
poblacion general, con un mayor nimero de pacientes con DI moderada, y el
mismo criterio podria aplicarse al mayor rendimiento en la DI sindrémica.

Hay articulos que también describen un mayor rendimiento en DI grave
respecto a la leve, en casos de DI sindrémica o presencia de anomalias asociadas,
o en caso de antecedentes familiares positivos. Reuter y colaboradores (72)
detectan mayor rendimiento en la DI grave (45.5%), sindromica (42.9%) y en caso
de AF positivos (39%), pero sin detectar asociacion estadistica; aunque le ocurre
como en este estudio, ya que la mayoria de pacientes son sindrémicos (90%) y
ademas con DI grave (50%). A la inversa, Bowling y colaboradores (73) detectan
menor rendimiento en casos con AF positivos argumentando mayor presencia de
éstos en casos de DI leve, donde hay menor deteccion de causas moleculares y
mas influencia de factores ambientales. En este estudio no se detecté una mayor
presencia de AF positivos en los casos de DI leve ni en relaciéon con mayor
rendimiento diagndstico. Trujillano (125) también detecta un mayor rendimiento
en casos de consanguinidad de los padres (45% de consanguinidad en su
poblacién) y, como otros autores, en DI severa y fenotipo sindrémico, aunque
nuevamente sin hallar diferencias estadisticamente significativas (72, 157). Otros
estudios concluyen tras el andlisis estadistico, que no existe mayor rendimiento
del exoma segtin grado de DI ni asociaciéon de anomalias congénitas, como son
Gieldon y Redin (52, 66), resultados similares a los del presente estudio.

Tras el andlisis de nuestros resultados y la revisidn de la literatura, no existe
ninguna variable clinica que permita discriminar en que pacientes realizar o no
un estudio de NGS para el estudio diagnostico de su DIy por tanto debe aplicarse

en todos los pacientes con DI.
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6.4 ANALISIS DE COSTES

Esta descrito en la literatura que la DI se asocia a un gasto sanitario elevado,
practicamente igualando el impacto econémico de patologias como el ictus, la
patologia cardiaca o el cancer (12, 100). Se estima un gasto de hasta 900.000 euros
en cuanto a costes de por vida de un paciente con DI (14, 42, 202). Dichos estudios
valoran en cuanto al cdlculo de gastos, las visitas médicas a distintas
especialidades, ingresos hospitalarios, transporte sanitario, y estudios analiticos,
de imagen o genéticos que precisan estos pacientes. Otros estudios realizan un
andlisis del impacto econdmico de un paciente con DI referente a su proceso
diagnostico estimandose un gasto de 14-15.000 euros por paciente (43, 44).

En el presente estudio se ha querido realizar un estudio econémico respecto
a los costes derivados de los estudios genéticos que se solicitan en un paciente con
DI en su proceso diagndstico, para valorar el impacto y eficiencia de la
incorporacion del exoma clinico de forma madas precoz en la prdactica clinica
habitual.

No se incluyeron en el analisis econémico los costes de tipo asistencial,
como numero de visitas en distintas especialidades, ingresos hospitalarios...ni los
costes derivados de pruebas de imagen, como la ecografia abdominal,
ecocardiograma o la RMN cerebral que suelen solicitarse como despistaje de
anomalias asociadas en el proceso diagndstico del paciente. Es cierto que el tener
un diagnostico molecular especifico de forma precoz, podria repercutir en la
minimizaciéon del impacto econdmico derivado de estudios redundantes o
innecesarios que se solicitan de forma habitual en el proceso diagndstico cldsico
como son pruebas de imagen (ecografia abdominal, RMN cerebral),
Interconsultas a otras especialidades para despistaje de posibles anomalias
asociadas (valoracion cardioldgica, ecocardiograma, valoracion oftalmologica,
potenciales auditivos....) o bien numero de visitas en la Seccién derivadas de la
realizacion de distintos estudios con resultado de normalidad. En contraposicion,
el diagnostico molecular de un paciente, también conlleva la realizacién de
pruebas de imagen e interconsultas médicas para descartar anomalias asociadas a
dicha entidad. Por ello no hemos considerado analizar dichos factores y realizar
un estudio focalizado en el impacto econdémico correspondiente a los estudios

genéticos.
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Tras el analisis de costes, se demostrd la eficiencia de la utilizacion del
exoma clinico como herramienta de primera linea en el estudio diagnodstico del
paciente con DI. En caso de haber utilizado el exoma clinico tras un resultado de
array-CGH y X fragil normales, se hubiera producido un ahorro medio de 2082
euros por paciente, lo que representa un 62% de ahorro en cuanto a los costes de
estudios genéticos solicitados en el proceso diagnostico de un paciente con DI.
Otros estudios que analizan el impacto econdmico de la utilizacion del WES en el
proceso diagnostico del paciente con DI obtienen cifras similares, estimando un
ahorro de 774-2300 euros por paciente (43, 44, 82, 201) refiriéndose también al
coste en cuanto a estudios analiticos. En dichos estudios, como el de Vrijenhoek y
colaboradores (43) y Monroe y colaboradores (44), mencionan también el efecto
de la utilizacion del exoma en cuanto a final de trayectoria independientemente del
resultado obtenido. Realizan un andlisis de costes preWES y postWES, siendo
estos ultimos un 80% mas bajos y observan una reduccion en el nimero de visitas,
ingresos y estudios analiticos al 50%. Vrijenhoek (43) analiza dentro de los costes,
tanto los costes analiticos como los asistenciales, hospitalizaciones y estudios
complementarios, pero observa que el mayor porcentaje de dichos costes
corresponde a los estudios analiticos-genéticos. Dicho efecto de final de
trayectoria también se observa en nuestro estudio, con un gasto pre-exoma clinico
de 2.702 euros/paciente y un gasto post-exoma clinico de 266 euros por paciente
(80.7% menor tras exoma clinico), por lo que apoya lo sugerido por Vrijenhoek,
que la utilizacion del WES de forma precoz no solo reduce el gasto medio por
paciente, sino que también reduce los costes de estudios tras su utilizacion
independientemente del diagndstico molecular.

Tras el andlisis global de los resultados de este estudio, tanto el rendimiento
diagndstico obtenido de un 34% como el impacto en cuanto a tiempo al
diagnostico y la reducciéon de costes demostrada al utilizar la NGS de forma
precoz, demuestran la eficacia y eficiencia de la incorporacion del exoma clinico
en el proceso diagnostico del paciente con DI. Se propone un algoritmo
diagnostico para el paciente con DI en la Seccion de Genética Médica del HCUVA
en base a los resultados obtenidos en este estudio (Anexo 6).
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6.5 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Al tratarse de un estudio retrospectivo y descriptivo, presenta ciertas
limitaciones. En primer lugar, no se trata de un estudio de las causas de la DI en
la poblacion murciana, puesto que la poblacion a estudio eran pacientes en los
que no se conocia la causa de su DI tras haber descartado posibles causas de DI, a
través de una valoracion clinica y analitica iniciales, con el objetivo de valorar el
impacto de la utilizaciéon de la NGS en el grupo de pacientes con un probable
diagnostico molecular de su DI. Por lo que los datos obtenidos y las conclusiones
derivadas de ello deben analizarse en dicho contexto. Diversos articulos definen
que la valoracion clinica inicial del paciente con DI en primera visita obtiene un
diagndstico causal estimado en un 17-33% de los casos, debido a causas
ambientales, adquiridas o genéticas derivadas de una orientacién sindrémica
dirigida (14, 66, 82). En este estudio no se ha estudiado el nimero de pacientes
que se diagnostican en la Seccion tras una valoracion inicial en la consulta o tras
un estudio molecular dirigido, por lo que no se trata de un estudio del
rendimiento del diagnostico clinico del paciente con DI ni las causas de DI de
forma general en la poblacion murciana.

En segundo lugar, la distribucion de los grados de DI no es la representativa
de la poblacion general, puesto que los pacientes eran seleccionados previamente
por otros facultativos, remitiendo en su mayoria pacientes sindrémicos y con DI
moderada o grave, por lo que los valores de rendimiento han podido verse
influidos por estas variables.

En tercer lugar, ha habido un 6% de pacientes donde no se ha podido
realizar segregacion de las VOUS detectadas por ausencia de muestras parentales,
bien por tratarse de una gestacion conseguida mediante donacion de gametos o
bien por fallecimiento de alguno de los progenitores o no deseo de extraccion
analitica por parte de los progenitores. Por tanto, algunos de los resultados del

exoma no se han podido concluir.
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6.6 FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Como se ha mencionado a lo largo del texto, la mejoria en el rendimiento
diagnostico del paciente con DI debe ser una prioridad a nivel sanitario y social.
Por ello, el estudio del paciente con DI de etiologia no filiada debe ser una
continua linea de investigacion para los facultativos dedicados a la genética.

De esta forma los pacientes que han quedado sin diagnostico tras este
estudio son nuestro grupo de pacientes candidatos a continuar trabajando en su
proceso diagnostico. En primer lugar, son candidatos a reandlisis del exoma,
sobre todo los analizados al principio del estudio, donde se utilizaron versiones
anteriores de OMIM. En la literatura se describe un rendimiento afiadido de un
15-25% (160, 165) tras reanalisis de exoma en un plazo de 1-2 afios.

Otro abordaje tras reanalisis del exoma clinico con resultado normal, seria el
estudio mediante WES o WGS para detectar variantes en genes nuevos hasta el
momento no asociados a DI.

Las tecnologias de diagndstico molecular evolucionan de una forma
exponencial, lo que estd cambiando el paradigma del estudio de las enfermedades
genéticas y es un privilegio el poder trabajar en este campo y poder participar de
esta transformacion del diagnostico en Medicina. El manejo interdisciplinar entre
genetistas moleculares y genetistas clinicos en la aplicacion de la NGS para el
diagnostico del paciente con DI es necesaria e imprescindible para conseguir su
maximo rendimiento y aplicabilidad al paciente como bien describen muchos
autores, como Hennekam y colaboradores (12, 91). El estudio y andlisis de las
multiples variantes detectadas en los estudios de NGS (estudios funcionales,
ensayos..), la exhaustiva y homogénea descripcién de los fenotipos clinicos
mediante términos HPO y la colaboracién nacional e internacional, son elementos
imprescindibles para progresar en el conocimiento de las causas moleculares de la
DI (91).

En este sentido, la Seccidon de Genética Médica del HCUVA forma parte de
un proyecto nacional de investigacion de pacientes con DI sin diagnostico para la
aplicacion de WES / WGS (Proyecto de COHORTES) y en el proyecto ENOD para
el estudio de enfermedades raras no diagnosticadas dentro de la estructura del
CIBER de Enfermedades Raras o CIBERER del Instituto de Salud Carlos III
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(ISCIII), como participacion activa en el aprendizaje e investigacion de las causas

genéticas de la DI.

Es importantisimo seguir trabajando en el diagndstico molecular del
paciente con DI, puesto que hay un porcentaje considerable de pacientes que
contindan sin diagndstico, con el objetivo de poder proporcionar un manejo
apropiado, mejorar la calidad de vida, investigar posibles vias terapéuticas y

prevenir nuevos casos a través del asesoramiento genético.
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VII-CONCLUSIONES

1.El rendimiento diagnostico de la secuenciacion del exoma clinico en pacientes
con DI en la poblacion estudiada es del 34%, similar a los descritos en la
literatura para el exoma clinico, WES y WGS; lo que favorece su priorizacion
como herramienta diagndstica.

2.En la muestra poblacional de DI estudiada predominan los varones y la DI
moderada y sindrémica.

3. Se observa gran heterogeneidad genética, identificando variantes patogénicas
en 59 genes distintos asociados a DI; un 63.5% son variantes nuevas, no
descritas previamente en la literatura. La mayoria de variantes patogénicas
detectadas han sido de pérdida de funcion y en genes con herencia AD (62.5%),
tratdndose la mayoria de mutaciones de novo (90%).

4.Fl estudio de segregacion de VOUS del exoma clinico aumenta un 7.4% su
rendimiento diagnodstico por lo que es imprescindible para su correcta
interpretacion y clasificacion en caso de no realizar un abordaje del estudio
mediante trio.

5.No se ha demostrado correlacion significativa entre el rendimiento del exoma y
las caracteristicas clinicas de los pacientes con DI, sugiriendo su indicacion de
primera linea en todos los pacientes con DI.

6.Un 53.2% de las etiologias detectadas en el exoma no eran orientables a nivel
clinico, lo que demuestra la dificultad de un abordaje diagnostico dirigido.

7.La utilizacién del exoma clinico en el estudio del paciente con DI se ha mostrado
eficiente, con un ahorro aproximado del 50% respecto al procedimiento
diagndstico habitual.

8.Estos resultados permiten disefiar un protocolo diagnostico de DI que
disminuya la variabilidad clinica y aumente la eficiencia en nuestra Seccién para

ser aplicado y reevaluado en el futuro.
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ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA REALIZACION DE NGS

CONSENTIMIENTO INFORMADO (C-GEN-HCUVA-004)
ESTUDIO DE SECUENCIACION MASIVA NGS

SECCION GENETICA MEDICA. HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO VIRGEN
ARRIXACA

ESTUDIO GENETICO MEDIANTE TECNICA DE SECUENCIACION MASIVA (NGS)

Descripcion de la técnica

Se trata de una tecnologia molecular que es capaz de determinar la secuencia del ADN
de un nimero variable de genes de forma simultdnea. Este tipo de abordaje diagndstico
del estudio de los genes es til en aquellas enfermedades genéticas causadas por mas de
un gen. Cuando estamos ante un paciente con sospecha de una enfermedad genética
pero que no se es capaz de orientar clinicamente el gen candidato, esta tecnologia
resulta idonea, ya que ofrece la posibilidad de estudiar la totalidad de los 22.000 genes,
mediante la secuenciacidon del exoma, con el fin de intentar identificar la posible causa
de la enfermedad o del trastorno genético.

¢Como se realiza?

Habitualmente el estudio se dirige inicialmente al analisis de un grupo o panel de genes
relacionados con la enfermedad que ha motivado el estudio. En el caso de no identificar
ninguna alteracidn, si existe indicacion médica, se puede completar con el estudio del
exoma completo. Aun asi, tras la aplicacidn de estos estudios, es posible que no se pueda
encontrar la causa de la enfermedad.

Limitaciones de la NGS

Los estudios de secuenciacién masiva son estudios complejos que generan muchos datos
que precisaran de una exhaustiva evaluacién para determinar cuales pueden ser o no
relevantes. También existen limitaciones técnicas, como regiones en los genes que
pueden resultar dificiles de analizar y es importante conocerlo para poder interpretar
correctamente los resultados.

Si se ha realizado el estudio de un panel de genes, solo se van a detectar variantes en los
genes incluidos, no detectando variantes posiblemente causales en otros genes. Es



182 MARIA JULIANA BALLESTA MARTINEZ

importante por tanto conocer el listado de genes que se han analizado para completar el
estudio diagndsitco.

éQué tipos de resultados podemos obtener en la NGS?
Hay 4 tipo de resultados posibles:

1.Deteccidn de una variante patogénica, causal, que explique el fenotipo del paciente.

2.Deteccién de variantes de significado incierto. Estos resultados van a ocasionar la
necesidad de estudiar a otros miembros de la familia (estudio de segregacién de la
variante), asi como solicitar en ocasiones, estudios complementarios para intentar
atribuir una posible patogenicidad a la variante.

3.No deteccién de ninguna variante causal ni de significado incierto.

4.En caso de realizar secuenciacion del exoma, se pueden detectar hallazgos
incidentales: deteccién de variantes patogénicas en no relacionados con la enfermedad
gue motivo el estudio, pero que pueden tener implicaciones para la salud del paciente
y/o de sus familiares.

¢Qué hallazgos se van a informar tras un estudio de NGS?

Se informan:

-Variantes causales o relacionadas con la enfermedad que indicé el estudio.

-Si el paciente o el tutor legal lo autoriza, se informaran los hallazgos incidentales que
pudieran tener consecuencias importantes para la salud del paciente o de sus familiares
(ejemplo, mutaciones en genes causantes de enfermedades cardiovasculares que
predisponen a muerte subita o en genes que predisponen al desarrollo de cancer
hereditario).

-Variantes que confirman el estado de portador (sano) de una enfermedad (ejemplo,
fibrosis quistica del pancreas), en aquellas enfermedades en las que la frecuencia de
portadores en nuestra poblacién sea mayor o igual a 1/50.

No se informan:

-Variantes de significado incierto sin relacion causal aparente con el motivo del estudio.
-Variantes que confirman el estado de portador (sano) de una mutacidn causante de una
enfermedad, en enfermedades en las que la frecuencia de portadores en nuestra
poblacién sea baja, salvo en casos en los que haya consanguinidad en la pareja.

Relevancia de revisar los estudios de secuenciacion masiva en el tiempo, segtn el
avance el conocimiento en genética

El estudio sobre la funcién de los genes y su papel en determinadas enfermedades
genéticas avanza de forma muy rdpida. Una variante considerada de significado incierto
en un momento dado deberd ser revisada mas adelante, puesto que puede haber
cambios en su clasificacion con el avance del conocimiento. Por ello se recomienda la
reevaluacién del caso en un tiempo (2-3 afios) para revisar la situacion clinica asi como
realizar un reandlisis del estudio de NGS por si se dispone de nueva informacion que
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pudiera modificar la clasificacion de la variante o bien la identificacién de variantes en
genes de reciente descripcién no detectados con anterioridad.

Procedimiento para la realizacion de la NGS:

Es necesario obtener una muestra de sangre (3-6 ml) o de cualquier otro tejido del que
se pueda extraer ADN. La muestra de sangre se obtiene mediante una puncién de una
vena de la parte interior del codo o del dorso de la mano.

No es preciso acudir en ayunas para el andlisis.

Una vez obtenida la muestra, se extrae el ADN de las células (en una muestra de sangre,
los leucocitos o glébulos blancos), parte del cual se utiliza para realizar el estudio y el
resto se almacena por si se precisaran estudios posteriores. En algunas ocasiones, como
ya se ha mencionado, se precisa la obtencién de muestra de sangre de los padres o de
otros familiares para la interpretacién de los resultados.

Tiempos para resultados El plazo estimado de resultados se estima en unos 6 meses,
segln la extension del estudio.

Riesgos

1.Riesgos generales: Los riesgos asociados a la puncidn venosa, si los hay suelen ser leves
(hematoma en el punto de puncién, mareo o desmayo).

2.Riesgos personalizados: si la enfermedad que padece el individuo genera algun riesgo
afiadido a los anteriores.

Indicaciones del estudio: Identificar la causa genética de la enfermedad del paciente.
Este hecho ademas de confirmar el diagndstico, genera otros beneficios como conocer
informacidn sobre el prondstico de la enfermedad asi como permitir ofrecer opciones
reproductivas a los pacientes y sus padres y el estudio de otros miembros de la familia en
riesgo.

Con este documento se solicita su autorizacién para realizar el procedimiento, y para
tener acceso a la informacion de la Historia Clinica con fines docentes o cientificos, ya
que esta siendo atendido en un Hospital Universitario. Toda la informacién relacionada
con el estudio es estrictamente confidencial y sera tratada en conformidad con la Ley
Orgénica de Proteccidn de Datos 11/2018 y los derechos conlleva de acceso, cancelacidn,
rectificacion y oposicion.

En caso de obtener su autorizacion, los resultados de los estudios de secuenciacion
masiva seran almacenados y custodiados en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca — IMIB Arrixaca y podran ser compartidos, de forma andnima con otros grupos
de investigacion con el fin de aumentar el conocimiento sobre las enfermedades
genéticas.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO (C-GEN-HCUVA-004)

ESTUDIO DE SECUENCIACION MASIVA NGS

Autorizo a que el ADN extraido de mi / mi hijo / la persona bajo mi tutela legal sea
analizado mediante técnicas de secuenciacidn masiva para el estudio molecular de su
Problema MEICO: ..o e

Tipo de andlisis a realizar:

A) Andlisis de un panel de genes: se analizaran exclusivamente los genes conocidos y
relacionados con la enfermedad genética.

B)Analisis ampliado: se realizara un analisis inicial de los genes conocidos y relacionados
con la enfermedad, seguido de un analisis ampliado de otros genes en caso de no
detectar la causa, pudiendo llegar al exoma completo, si existe indicacién médica.

He entendido que en cualquiera de las dos opciones es posible encontrar hallazgos de
significado incierto.

Si he optado por el andlisis ampliado, he entendido que ademdas pueden encontrarse
hallazgos incidentales no relacionados con la enfermedad o el trastorno genético que ha
indicado el estudio:

En tal caso quiero / no quiero ser informado de los hallazgos incidentales que se
pudieran detectar y que pudieran tener consecuencias importantes para mi salud o la de
mis familiares.

Quiero / No quiero que la muestra se destruya tras realizar el estudio.

Autorizo / No autorizo a que el excedente de la muestra de ADN conservada en el
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca — IMIB Arrixaca, pueda ser compartida
de forma andnima con otros grupos que investiguen sobre la misma enfermedad.

He entendido que el conocimiento médico avanza con el paso del tiempo y que seria
conveniente en caso de no haber obtenido un diagndstico molecular, solicitar una
revisién en un tiempo para reevaluar la situacidn y comprobar si se dispone de nueva
informacidn que pudiera modificar la interpretacion inicial de los resultados.
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1.Firma del/la paciente:

He sido informado de la prueba que se me va a realizar, me han explicado los riesgos, y
tipos de resultados posibles, lo he comprendido y estoy satisfecho con la informacién
recibida.

Doy mi consentimiento para que se realice la prueba y a ser informado/a de los
resultados segln lo arriba dispuesto. Mi aceptacion es voluntaria y puedo retirar este
consentimiento cuando lo crea oportuno, sin que esta decisidn repercuta en mis
cuidados posteriores.

Fecha: ........ [ o, [ oo Firma:

2.Firma de familiar o tutores

El paciente D./DRa. c.ccccceeeeeeieeieeeeiee et ettt no tiene capacidad para
decidir en este momento.

D. 2 LR con D.N.I.
................................... , ¥ en calidad de........c..... cceeeveveeveveneeneenen.., he sido informado/a

suficientemente de la prueba que se va a realizar al paciente y doy expresamente mi
consentimiento en su nombre. Acepto de forma voluntaria y puedo retirar este
consentimiento si lo creo oportuno.

Fecha: ........... [ YA Firma del tutor o familiar
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ANEXO 3. VARIABLES RECOGIDAS EN EL ESTUDIO.

ESTUDIO DE RENDIMIENTO DE EXOMA CLINICO EN PACIENTES CON
DISCAPACIDAD INTELECTUAL EN MURCIA

Ntimero de Historia Clinica (NHC)
Iniciales PACIENTE

Fecha de Nacimiento

SEXO: Varon-mujer

DATOS FAMILIARES:

EDAD DE LA MADRE (al nacimiento del paciente)
EDAD DEL PADRE (al nacimiento del paciente)
CONSANGUINIDAD no-si

ANTECEDENTES FAMILIARES de DI: no - si

ETNIA: caucasico-marroqui-sudamericano-gitano-otros

ANTECEDENTES PERSONALES:

TIPO DE GESTACION: espontanea-TRA (IA, FIV-ICSI)-donacién de gametos
DATOS PRENATALES: No- TN aumentada - riesgo aneuploidias - CIR -
malformacion fetal - alteracion del liquido amnidtico

PARTO/EDAD GESTACIONAL: término-pretérmino-postérmino

PERINATAL: normal-reanimacion superficial o profunda

DATOS CLINICOS:

RASGOS PARTICULARES: no-si
ANOMALIAS EN PC: no-microcefalia relativa — microcefalia — macrocefalia -

macrocefalia relativa

ALTERACIONES DEL PESO: no-bajo peso (<2DE)-sobrepeso (>2DE)
ALTERACIONES DE LA TALLA: no-talla baja (<2DE) — talla alta (>2DE)
HIPERCRECIMIENTO GRAL / MICROSOMIA:

DESARROLLO MOTOR: normal - retraso

DESARROLLO DEL LENGUAJE: normal - retraso
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DISCAPACIDAD INTELECTUAL: leve — moderada - grave

TEST/ESCALA DE DESARROLLO y puntuaciéon

TIPO DE ESCOLARIZACION: mismo curso con apoyo — adaptacién curricular
leve - adaptacion curricular significativa — Aula Abierta — no escolarizado
EPILEPSIA: no - si

TRASTORNO DE CONDUCTA: no - si

TEA: no - si

ALTERACION DEL SUENO: no - si

ANOMALIAS ASOCIADAS:
VALORACION CARDIOLOGICA: normal — cardiopatia estructural - alteracién

del ritmo — no realizada

Tipo de cardiopatia estructural

RMN CEREBRAL: normal — malformacién - no realizada

Tipo de alteracion cerebral

EEG: normal - alterado — no realizado

ECOGRAFIA ABDOMINAL: normal — malformacion — no realizada

Tipo de alteracion en ecografia abdominal

VALORACION OFTALMOLOGICA: normal - afectacién agudeza visual —
malformativo — no realizada

VALORACION AUDITIVA: normal — hipoacusia — sordera congénita — no
realizado

APARATO RESPIRATORIO: normal — anormal - no realizado

Tipo de alteracion respiratoria

ALTERACION ORL: normal - malformacion paladar — fisura labial -
malformacion auricular

TRAUMATOLOGIA: normal - malformaciéon columna - extremidades -
paraparesia - no realizada

CLASIFICACIONES:

SINDROMICO: no -si

PRESENCIA DE ANOMALIAS CONGENITAS: no - si
NUMERO de ANOMALIAS (ntimero ordinal)
REEVALUADO: no - si
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ESTUDIOS SOLICITADOS PREVIO A EXOMA:

CARIOTIPO: si — no -no realizado

ARRAYCGH: si —no

FISH: si - no

Tipo estudio FISH

ESTUDIO METABOLICO: si - no

Tipo de estudio metabdlico

ESTUDIOS DE METILACION: si - no

ESTUDIOS MOLECULARES DIRIGIDOS: si - no
Numero de estudios moleculares dirigidos

Tipo de estudio molecular 1: MLPA, secuenciacion, panel NGS
Tipo de estudio molecular 2: MLPA, secuenciacion, panel NGS
Tipo de estudio molecular 3: MLPA, secuenciacion, panel NGS
Tipo de estudio molecular 4: MLPA, secuenciacion, panel NGS
ESTUDIOS TRAS EXOMA: no - si
Cuales?

COSTES:

COSTES ESTUDIOS METABOLICOS

COSTES ESTUDIOS MOLECULARES
COSTES TOTALES PREVIOS A WES: COSTES
COSTES ESTUDIOS TRAS EXOMA

VARIABLES DE TIEMPO:

FECHA DE PRIMERA VISITA EN CONSULTA

EDAD PRIMERA VALORACION EN CONSULTA (ANOS)

EDAD A LA QUE SE SOLICITA EXOMA CLINICO (ANOS)

FECHA SOLICITUD EXOMA CLINICO

NUMERO DE VISITAS HASTA PEDIR EXOMA CLINICO

MESES DESDE PRIMERA VISITA HASTA PEDIR EXOMA CLINICO
FECHA ULTIMA VISITA

FECHA DIAGNOSTICO MOLECULAR

EDAD DIAGNOSTICO MOLECULAR (ANOS)

NUMERO VISITAS TRAS EXOMA PARA CONFIRMAR DIAGNOSTICO
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EXOMA CLINICO

RESULTADOS DEL EXOMA CLINICO: Normal-VOUS-Patogénica-
Probablemente patogénica
VARIANTES PATOGENICAS O PROB PATOGENICAS:
TIPO: frameshift — nonsense — missense — splicing - nonframeshift
LITERATURA: descrita — no descrita
Codon/proteina
Gen
PATRON DE HERENCIA GEN: AD - AR - lig X
HERENCIA: heredada - de novo — no posible, no padres

VOUS 1
TIPO: frameshift- missense - nonsense - splicing - nonframeshift
GEN VOUS 1
P HERENCIA VOUS 1: AD - AR - lig X

VOUS 2
TIPO: frameshift- missense - nonsense - splicing - nonframeshift
GEN VOUS 1
P HERENCIA VOUS 1: AD - AR - lig X

VOUSs 3
TIPO: frameshift- missense - nonsense - splicing - nonframeshift
GEN VOUS 1
P HERENCIA VOUS 1: AD - AR - lig X

VOUS 4
TIPO: frameshift- missense - nonsense - splicing - nonframeshift
GEN VOUS 1

P HERENCIA VOUS 1: AD - AR - lig X
INCIDENTAL FINDINGS: no - portador sano — predisposicion a cancer -
patologia edad adulta
Cuales?
ESTUDIOS DE SEGREGACION EN PADRES: no - si — no acuden
ESTUDIOS DE SEGREGACION EN OTROS FAMILIARES: no - si
CLASIFICACION FINAL DE LA VOUS 1: no patogénica — patogénica — VOUS -
no posible
CLASIFICACION FINAL DE LA VOUS 2: no patogénica — patogénica — VOUS -
no posible
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CLASIFICACION FINAL DE LA VOUS 3: no patogénica — patogénica — VOUS —
no posible
CLASIFICACION FINAL DE LA VOUS 4: no patogénica — patogénica — VOUS —
no posible

RENDIMIENTO DIAGNOSTICO:

DIAGNOSTICO FINAL: confirmado — no confirmado — diagndstico probable —
VOUS sin segregacion probable — VOUS sin segregacion improbable

MOTIVO DE NO DIAGNOSTICO PREVIO A WES: no sindréomico - descripcion
reciente - presentacion atipica —no reconocido — dentro de entidades sugeridas
PATRON DE HERENCIA FINAL: AD - AR - lig X

HERENCIA FINAL: AD de novo — AD heredada - AR de novo - AR heredada -
ligada a X de novo - ligada a X heredada — AD mosaico
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ANEXO 4. RECOMENDACIONES PARA CLASIFICAR LAS VARIANTES DETECTADAS EN
EXOMA SEGUN LA ACMG (141)

Criteria for Classifying Pathogenic Variants

Very strong evidence of pathogenicity

PVS1

Null variant (nonsense, frameshift, canonical +/—1 or 2 splice sites, initiation
codon, single or multi-exon deletion) in a gene where loss of function (LOF)
is a known mechanism of disease

Caveats:
. Beware of genes where LOF is not a known disease mechanism (e.g. GFAP, MYH7)
. Use caution interpreting LOF variants at the extreme 3° end of a gene
. Use caution with splice variants that are predicted to lead to exon skipping but leave the remainder of the protein intact

. Use caution in the presence of multiple transcripts

Strong evidence of pathogenicity

PS1

Ps2

PS3

Ps4

Same amino acid change as a previously established pathogenic variant
regardless of nucleotide change

Example: Val->Leu caused by either G>C or G=T in the same codon

Caveat: Beware of changes that impact splicing rather than at the
amino acid/protein level

De novo (both maternity and paternity confirmed) in a patient with the
disease and no family history

Note: Confirmation of paternity only is insufficient. Egg donation, surrogate
motherhood, errors in embryo transfer, efc. can contribute to non-
maternity

Well-established in vitro or in vivo functional studies supportive of a
damaging effect on the gene or gene product

Note: Functional studies that have been validated and shown to be
reproducible and robust in a clinical diagnostic laboratory setting are
considered the most well-established

The prevalence of the variant in affected individuals is significantly
increased compared to the prevalence in controls

Note 1: Relative risk (RR) or odds ratio (OR), as obtained from case-control
studies, is >5.0 and the confidence interval around the estimate of RR or OR
does not include 1.0. See manuscript for detailed guidance.

Note 2: In instances of very rare variants where case-control studies may
not reach statistical significance, the prior observation of the variant in
multiple unrelated patients with the same phenotype, and its absence in
controls, may be used as moderate level of evidence.

Moderate evidence of pathogenicity

PM1

PM2

PM3

PM4

PMS5S

PM6

Located in a mutational hot spot and/or critical and well-established
functional domain (e.g. active site of an enzyme) without benign variation

Absent from controls (or at extremely low frequency if recessive) (see Table 6)
in Exome Sequencing Project, 1000 Genomes or EXAC

Caveat: Population data for indels may be poorly called by next generation
sequencing

For recessive disorders, detected in trans with a pathogenic variant
Note: This requires testing of parents (or offspring) to determine phase

Protein length changes due to in-frame deletions/insertions in a non-repeat
region or stop-loss variants

Novel missense change at an amino acid residue where a different
missense change determined to be pathogenic has been seen before

Example: Argl 56His is pathogenic; now you observe Argl 56Cys

Caveat: Beware of changes that impact splicing rather than at the amino
acid/protein level

Assumed de novo, but without confirmation of paternity and maternity
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Supporting evidence of pathogenicity

PP1 Co-segregation with disease in multiple affected family members in a gene
definitively known to cause the disease

Note: May be used as stronger evidence with increasing segregation data

PP2 Missense variant in a gene that has a low rate of benign missense variation
and where missense variants are a common mechanism of disease

PP3 Multiple lines of computational evidence support a deleterious effect on
the gene or gene product (conservation, evolutionary, splicing impact, etc)

Caveat: As many in silico algorithms use the same or very similar input for
their predictions, each algorithm should not be counted as an independent
criterion. PP3 can be used only once in any evaluation of a variant.

PP4 Patient’s phenotype or family history is highly specific for a disease with a
single genetic etiology

PPS Reputable source recently reports variant as pathogenic but the evidence is
not available to the laboratory to perform an independent evaluation

Criteria for Classifying Benign Variants

Stand-Alone evidence of benign impact

BA1  Allele frequency is above 5% in Exome Sequencing Project, 1000 Genomes,
or EXAC

Strong evidence of benign impact
BS1  Allele frequency is greater than expected for disorder (see table 6)

BS2  Observed in a healthy adult individual for a recessive (homozygous),
dominant (heterozygous), or X-linked (hemizygous) disorder with full
penetrance expected at an early age

BS3  Well-established in vitro or in vivo functional studies shows no damaging
effect on protein function or splicing

BS4  Lack of segregation in affected members of a family

Caveat: The presence of phenocopies for common phenotypes (i.e. cancer,
epilepsy) can mimic lack of segregation among affected individuals. Also,
families may have more than one pathogenic variant contributing to an
autosomal dominant disorder, further confounding an apparent lack of
segregation.

Supporting evidence of benign impact

BP1  Missense variant in a gene for which primarily truncating variants are
known to cause disease

BP2  Observed in trans with a pathogenic variant for a fully penetrant dominant
gene/disorder; or observed in cis with a pathogenic variant in any
inheritance pattern

BP3  In-frame deletions/insertions in a repetitive region without a known
function

BP4  Multiple lines of computational evidence suggest no impact on gene or
gene product (conservation, evolutionary, splicing impact, etc)

Caveat: As many in sifico algorithms use the same or very similar input for
their predictions, each algorithm cannot be counted as an independent
criterion. BP4 can be used only once in any evaluation of a variant.

BP5  Variant found in a case with an alternate molecular basis for disease

BP6  Reputable source recently reports variant as benign but the evidence is not
available to the laboratory to perform an independent evaluation

BP7 A synonymous (silent) variant for which splicing prediction algorithms
predict no impact to the splice consensus sequence nor the creation of a
new splice site AND the nucleotide is not highly conserved
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Rules for Combining Criteria to Classify Sequence Variants

Pathogenic

1 1 Very Strong (PVS1) AND
a. =1 Strong (PS1-PS4) OR
b. 22 Moderate (PM1-PM6) OR
¢. 1 Moderate (PM1-PM6) and 1 Supporting (PP1-PPS) OR
d. 22 Supporting (PP1-PP5)

2 =2 Strong (PS1-PS4) OR

3 1 Strong (PS1-PS4) AND
a. =3 Moderate (PM1-PM6) OR
b.  2Moderate (PM1-PM6) AND =2 Supporting (PP1-PP5) OR
¢. 1 Moderate (PM1-PM6) AND >4 Supporting (PP1-PPS)

Likely Pathogenic

1 Very Strong (PVS1) AND 1 Moderate (PM1-PM6) OR

1 Strong (PS1-PS4) AND 1-2 Moderate (PM1-PM6) OR

1 Strong (PS1-PS4) AND =2 Supporting (PP1-PP5) OR

=3 Moderate (PM1-PM6) OR

2 Moderate (PM1-PM6) AND =2 Supporting (PP1-PP5) OR

S B W N e

1 Moderate (PM1-PM6) AND >4 Supporting (PP1-PPS5)

1 1 Stand-Alone (BA1) OR
2 22 Strong (BS1-BS4)

Likely Benign
1 1 Strong (BS1-BS4) and 1 Supporting (BP1-BP7) OR
2 =2 Supporting (BP1-BP7)

#
Variants should be classified as Uncertain Significance if other criteria are unmet or the criteria for benign and pathogenic are contradictory.
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ANEXO 5. APROBACION DEL ESTUDIO POR EL COMITE DE INVESTIGACION CLINICA DEL
HCUVA

Hospital Universitario
"Virgen de la Arrixaca"

Servicio |

Murciano

de Salud

Ctra. Madrid - Cartagena ¢ Tel. 968 36 95 00
30120 El Palmar (Murcia)

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIm Hospital Virgen de la Arrixaca

CERTIFICA

Que el CEIm Hospital Virgen de la Arrixaca en su reunion del dia 17/12/2019, acta 11/2019 ha evaluado la
propuesta de la investigadora Dra. M2 Juliana Ballesta Martinez referida al estudio:

Titulo: Estudio de rendimiento diagndstico y andlisis de resultados de la secuenciacion del exoma clinico en
pacientes con discapacidad intelectual.

Cadigo Interno: 2019-12-7-HCUVA

19, Considera que

- El estudio se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su
realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

20,  Por lo que este CEIm emite un DICTAMEN FAVORABLE y acepta que dicho estudio sea realizado por la Dra.
M2 Juliana Ballesta Martinez como investigadora principal en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca

Lo que firmo en Murcia, a 19 de diciembre de 2019

w1 Cliniea
i Cllnica

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIm Hospital Virgen de la Arrixaca
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ANEXO 6. PROPUESTA DE ALGORITMO DIAGNOSTICO EN DI

DISCAPACIDAD INTELECTUAL / RETRASO GLOBAL DEL DESARROLLO

Historia familiar

Arbol genealdgico 3 generaciones
Antecedentes personales

Exploracion fisica — dismorfologia (HPO)

SI

Diagnostico

NO

SI

Diagnoéstico

NO

\4 \4

Sospecha de
diagnostico especifico

v v v

DI inespecifica

Entidad con Entidad Entidad sin
heterogeneidad debida a heterogeneida
genética o diagnostico anomalias de d genética o
diferencial amplio imprinting hotspots

NO

SI

Diagnoéstico

NO

Seguimiento clinico (frecuencia segiin edad del paciente)
Reevaluacion del exoma clinico en 2-3 afios
Cohorte candidata a investigacion (reanalisis de exoma, WES, WGS)










