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INTRODUCCION

El gran desarrollo de las tecnologias gendémicas y su incorporacion a la practica clinica
habitual estd suponiendo un gran impacto en la atencion médica, particularmente en
pediatria, en la que cada vez se tiene mas en cuenta la informacion genética del paciente

para su atenciéon médica

A medida que se incrementa el uso de técnicas gendémicas se hacen mas evidentes algunas dificultades

en el uso:
1. Falta de unanimidad en los protocolos del uso de cada prueba segun la patologia

2. Obtencion de resultados no concluyentes que pueden dar lugar a error en la interpretacion de los

mismos
3. Estigmatizacion del paciente al considerarlo como “enfermo” tras un resultado informativo del que

se desconoce su correlacion clinica
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INTRODUCCION

El uso de estas nuevas técnicas es de especial importancia en neuropediatria, dado que
son el pilar fundamental del diagndstico etioldgico de patologias como el retraso intelectual
(1-3%) y de los trastornos del espectro autista (TEA) (0,7-2%)

El diagndstico genético de estos pacientes puede ser de gran utilidad en su manejo
clinico, permite un prondéstico preciso y, sobre todo, es fundamental para la prevenciér/
de la aparicion de nuevos casos (asesoramiento genético familiar)

Actualmente, técnica de primera eleccion _para trastornos del neurodesarrollo
es el array de hibridacion gendémica comparada (arrayCGH) con un rendimiento
del 10-20%

Sin embargo, la secuenciacion_masiva de ADN (NGS)
estda tomando protagonismo en los ultimos afos. Permite /
realizar estudios dirigidos a un conjunto de genes (panel de |
genes), estudios de exoma completo (WES) o incluso la |
secuenciacion del genoma completo (WGS)
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|Detecc:|on de aneuploidias, deleciones, duphcamones
|y/o amplificaciones de cualquier locus del genoma

— — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — —

Algunos ejemplos de enfermedades genéticas por alteracion en el
numero de copias de ciertos fragmentos del genoma:

o Sindrome de DiGeorge: causado por la delecion de un fragmento
del cromosoma 22

o Sindrome de Cri-du-Chat: causado por la delecidon de un
fragmento en el brazo corto del cromosoma 5
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TECNICAS GENOMICAS

LIMITACIONES

1. No identifican reordenamientos cromosomicos equilibrados (como
translocaciones e inversiones), en los cuales no se producen péerdidas o
ganancias de material genémico

2. No detectan algunos tipos de poliploidia (mas de los 2 conjuntos
habituales de cromosomas), como la triploidia

3. No detectan mutaciones puntuales en el ADN
4. No detectan mosaicismos
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TECNICAS GENOMICAS

e e e e e e e e e

Genoma humano - conjunto de exones (codificante) e intrones
Exoma - conjunto de exones (1-2% del genoma)

Mas del 80% de las mutaciones causantes de enfermedad conocidas
localizadas en los exones

Avance tecnologico - tecnica cada vez mas economica. Secuenciar el
exoma completo brinda muchas posibilidades de hallar la mutacion
causante de la enfermedad que estamos estudiando
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TECNICAS GENOMICAS

Deteccion de:

« Variantes de un solo nucleotido (SNP de sus siglas en inglés Single
Nucleotide Polymorphism)

 InDels (inserciones o deleciones de nucledtidos)
 Variacion del numero de copias (VNC)

Numero de repeticiones

Cromosoma matemo
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TECNICAS GENOMICAS
CLASIFICACION DE VARIANTES

La patogenicidad de las variantes se determina utilizando la recomendacion del
Americano de Genética Médica (ACMG)
Las categorias de variantes establecidas por el ACMG son:

1. Variantes patogénicas

2. Variantes probablemente patogénicas

3. Variantes de significado incierto

4. Variantes probablemente benignas

5. Variantes benignas

Segun el ACMG para considerar un resultado informativo han de considerarse las
patogeénicas y las probablemente patogénicas
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TECNICAS GENOMICAS
LIMITACIONES

En cuanto al estudio del material genético no detecta:
Grandes deleciones/duplicaciones mayores de 40 pares de bases

Translocaciones equilibradas ni inversiones
Disomia uniparental
Variantes que se encuentren en una proporcion celular inferior al 50% (mosaicismo)

Regiones con expansion de tripletes (sindrome de X fragil, ataxia de Friedreich,
enfermedad de Steinert, corea de Huntington...)
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OBIJETIVO

En nuestro centro, hasta el momento actual, el algoritmo utilizado para el diagndstico de trastornos
neurologicos sigue las directrices existentes - array-CGH y/o X-fragil como pruebas de primer nivel
seguidos de secuenciacion del exoma en los casos no resueltos por el primer enfoque

Estudiar el rendimiento de las diferentes técnicas gendmicas (entre array y exoma)
para el diagndstico de enfermedades en el campo de la neuropediatria segun la clinica,
asi como hallar aquellos patrones clinicos que se beneficiarian del diagnéstico mediante
un exoma como técnica de eleccion inicial
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MATERIAL Y METODOS

Estudio retrospectivo de casos donde se analizan los datos de 71 pacientes con clinica neurologica

en seguimiento en consultas externas de Neurologia Pediatrica del Hospital General Universitario Dr.
Balmis a los que se les solicitd estudio genético mediante exoma y array-CGH simultaneamente entre

enero del 2021 y enero 2024

Variables principales: edad, sexo, estudio genético (exoma y array-CGH) y clinica (fenotipo)

Segun la clinica al debut se clasifico a los pacientes en 4 categorias:

1.

&

Trastornos epilépticos

. Trastornos neuromusculares

2
3.
4

Trastornos del neurodesarrollo (retraso psicomotor, retraso intelectual...)

Malformaciones congénitas

"
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RESULTADOS Masculino 73%

Tamano muestral - 71 casos Femenino 27%

Trastorno epiléptico DISTRIBUCION POR EDAD
si 24 (33,8%)
i
No 47 (66,2%) m Neonatos M Lactantes ™ Escolares
Trastorno Neurodesarrollo
. 60 (84,5%
Si
No 11 (15,5%)
Trastorno Neuromuscular
Si 22 (31%)
MO 49 (69%)
Malformaciones congénitas
Si 23 (32,4%)
No 0, i .
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RESULTADOS
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38 casos (53%) con estudio genético informativo teniendo en cuenta solo
aquellos con resultados de variantes probablemente patogénicas y
variantes patogénicas

Rendimiento del exoma 34,8% frente a un
rendimiento del array del 20,5%

Un 60% de los casos con resultado genético
informativo para el diagnostico fue
determinado exclusivamente por exoma frente

a un 30% por array
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RESULTADOS

Segun nuestros resultados impresiona de un rendimiento
diagndstico ligeramente mayor con el exoma gue con el array.
Cabe destacar que el 46% de los casos no se obtuvo un
diagndstico genético
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Meta-analysis and multidisciplinary consensus statement:
exome sequencing is a first-tier clinical diagnostic test for
individuals with neurodevelopmental disorders

Siddharth Srivastava, MD', Jamie A. Love-Nichols, MS, MPH® ', Kira A. Dies, ScM",
David H. Ledbetter, PAD®?, Christa L. Martin, PhD?, Wendy K. Chung, MD, PhD**,

Helen V. Firth, DM, FRCP>®, Thomas Frazier, PhD’, Robin L. Hansen, MD?, Lisa Prock, MD, MPH*,
Han Brunner, MD'%"""? Ny Hoang, MS'*'*">, Stephen W. Scherer, PhD@® 41>,
Mustafa Sahin, MD PhD® ', David T. Miller, MD PhD® '®
and the NDD Exome Scoping Review Work Group

Metaanalisis de 30 articulos , afio 2019 = el WES supera
al array en la evaluacion de trastornos del
neurodesarrollo (NDD) = rendimiento del 36 % en
general, del 31 % para las NDD aislados y del 53 % para
las NDD mas condiciones asociadas

Comparison of the diagnostic yield of aCGH and genome-wide
sequencing across different neurodevelopmental disorders

Francisco Martinez-Granero'*, Fiona Blanco-Kelly'?#, Carolina Sanchez-Jimeno'?, Almudena Avila-Fernandez'~, Ana Arteche?,
Ana Bustamante-Aragones'?, Cristina Rodilla(®', Elvira Rodriguez-Pinilla'?, Rosa Riveiro-Alvarez'?, Saoud Tahsin-Swafiri g
Maria Jose Trujillo-Tiebas'?, Carmen Ayuso(®'?, Marta Rodriguez de Alba'?, Isabel Lorda-Sanchez'* and Berta Almoguera

1,2
1,202

Estudio espafiol, afio 2021, cohorte 1412 pacientes demostrd que el WES era superior al array en el diagndstico genético de
diferentes trastornos del neurodesarrollo en general y también en todas las categorias y subcategorias de fenotipo, salvo en
caso del TEA aislado. Se alcanzé significacion estadistica para retraso global (WES 26,2% vs 8,4% por aCGH). En las diferentes

categorias WES logré el mayor rendimiento:

* WES 55,6%, para formas de retraso global con micro o macrocefalia (8,3% por aCGH)
 WES 31,5% para formas sindromicas de retraso global (12,1% para aCGH) X @
* WES 26,7% para formas de retraso global con epilepsia (16,7% por aCGH)
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The contribution of whole-exome sequencing to
intellectual disability diagnosis and knowledge of

Revisidn sistematica y metaanalisis, afno
2022, que demuestran la superioridad del
WES en cuanto a rendimiento diagnéstico en

underlying molecular mechanisms: A systematic retraso intelectual

review and meta-analysis

Karen Y Sanchez-Luquez !, Marina Xavier Carpena 2, Simone M Karam >, Luciana Tovo-Rodrigues

Genome-Wide Sequencing Modalities for Children with Unexplained Global
Developmental Delay and Intellectual Disabilities—A Narrative Review

Mary Hsin-Ju Ko' and Hui-Ju Chen?3"

Revision, afno 2023, que concluye con
la superioridad del WES sobre el array
en retraso global del desarrollo

A semiautomated whole-exome sequencing workflow leads to increased diagnostic
yield and identification of novel candidate variants

Jianling Ji, 12 Lishuang Shen,' Moiz Bootwalla,! Catherine Quindipan, Tatiana Tatarinova, ® Dennis T_Maglinte,

Jonathan Buckley,'? Gordana Raca, ' Sulagna C_ Saitta, 2 Jaclyn A. Biegel, ' and Xiaowu Gai'-2

Estudio descriptivo, 106 casos, ano
2023, donde se evidencia la
superioridad del WES en diferentes
patologias
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CONCLUSIONES

» Desde el afio 2010 las guias recomiendan el array y el estudio de X fragil como pruebas de primer
nivel para el diagndstico de trastornos del neurodesarrollo y TEA con un rendimiento de 10-20%

« Cada vez hay mas evidencia de la superioridad, en cuanto al rendimiento diagnostico, de la
secuenciacion del exoma (30-40%) para los trastornos del neurodesarrollo frente al array

« Si bien todos los estudios coinciden en el uso de secuenciacion del exoma como primer enfoque
para el diagnostico de trastornos del neurodesarrollo, alin no existen directrices aceptadas para su
uso sistematico en la practica clinica

Sugerimos seguir usando el array como prueba de primer nivel en el retraso mental
leve/moderado no asociado a otras condiciones y en el TEA no complicado

« Conocer en qué consisten las diferentes tecnicas genomicas, asi como la base genética de la
patologia sospechada nos puede ayudar a seleccionar la mejor técnica para su diagnostico

 Moderar las expectativas con respecto a los resultados de las pruebas genéticas a pesar de los
avances tecnologicos dado que aproximadamente en el 50% de los casos no se obtiene un
diagndstico genético
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