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RESUMO

Os recén nados con trastornos xenéticos e malformacions
conxénitas non s6 comprenden unha proporcién sustancial das
admisions nas unidades de coidados intensivos neonatais, senén que
contriblen de forma significativa a morbimortalidade nos primeiros
meses de vida, estimandose responsables de arredor dun 30-50% das
mortes neonatais e infantis. O diagndstico destas patoloxias é un dos
desafios mais complexos aos que se enfrontan os especialistas en
neonatoloxia, dado que se caracterizan por unha ampla diversidade de
sintomas e signos pouco especificos que varian non sé dunha
enfermidade a outra, sendn tameén dun paciente a outro inda padecendo
a mesma enfermidade. Estas dificultades inevitablemente conducen ao
atraso no diagnostico e tratamento dos neonatos criticamente enfermos,
poboacidon especialmente vulnerable pola sta fraxilidade.

As novas técnicas de secuenciacion xendémica mostranse moi
prometedoras no campo da neonatoloxia, aumentando a taxa de
diagnostico e reducindo o tempo ata 6 mesmo. O avance destas
tecnoloxias permite a analise simultanea de centos a miles de xenes en
moi pouco tempo e a baixo custo, ofrecendo varias estratexias para
favorecer o diagndstico dos neonatos con sospeita de enfermidade
Xenética, entre as que se inclien os paneis xénicos e secuenciacion de
exoma clinico (CES), exoma completo (WES) e xenoma completo
(WGS). Porén, varios obstaculos dificultan a incorporacion desta
tecnoloxia & practica clinica habitual, incluindo a necesidade de
recursos humans, técnicos e econémicos moi especificos con distinto

nivel de complexidade.
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Neste proxecto desefiouse un panel ad hoc chamado NeoSeq para
recén nados criticamente enfermos con sospeita de padecer unha
enfermidade xenética, constituido por 1870 xenes implicados en
malformacions conxénitas asi como trastornos neuroldxicos e
metabolicos de inicio precoz. O obxectivo principal deste estudio foi
avaliar prospectivamente a utilidade do panel NeoSeq no diagnostico
molecular de neonatos criticamente enfermos con sospeita de
enfermidade xenética, sendo os obxectivos secundarios comparar o
rendemento diagnostico con outras ferramentas de secuenciacion
masiva, aumentar o0 coflecemento das bases moleculares da
enfermidade nesta poboacion de pacientes e avaliar a utilidade da
escala Phenomizer a través do fenotipo descrito mediante términos
HPO. O fin ultimo deste estudio é poder implementar o panel NeoSeq
no diagndstico das enfermidades xenéticas en neonatos criticamente
enfermos ingresados en UCIN.

Para levalo a cabo aplicouse un enfoque en trio incluindo tanto 6
paciente como a ambos proxenitores. Este panel solicitbuselle a
pacientes criticamente enfermos de menos de dous meses de idade
ingresados en unidades de coidados intensivos de tres hospitais
terciarios de Espafia e que cumplian os seguintes criterios de inclusion e
exclusion: (i) Malformacions conxénitas non relacionadas cun sindrome
xenetico clinicamente identificable, (ii) descompensacion metabdlica
non asociada con parametros bioquimicos e / ou cribado neonatal que
indicase una sospeita de enfermidade metabdlica hereditaria, (iii)
epilepsia ou enfermidades do neurodesenvolvemento de probable orixe
xenética. Excluironse do estudio 6s neonatos con indicios claros dun
sindrome especifico que pudieran diagnosticarse mediante analise
dirixida de xenes cofiecidos ou variantes estructurais. Tddolos
probandos foron fenotipados empregando términos HPO extraidos
manualmente dos rexistros de salde electronicos. Posteriormente
xerouse unha lista de posibles diagnosticos diferenciais basada nos
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achados  clinicos empregando a  aplicacibn ~ Phenomizer
(compbio.charite.de/phenomizer/).

Finalmente, reclutaronse 33 dun total de 51 neonatos, nos que se
estableceu un diagndstico xenético para 12 (36.4%) doentes cun
tempo medio de resposta de 7.5 dias Ademais, realizouse unha anélise
dos estudos prospectivos previos de secuenciacion masiva con
diferentes abordaxes diagndsticas: secuenciaciébn de xenoma
completo, exoma completo e exoma clinico, en recén nados
ingresados en coidados intensivos con sospeita de trastornos
xenéticos, 0 que arroxou unha taxa diagndstica media comparable
(37.2%) pero cunha mediana de tempo diagnostica maior (30.2 dias)
que a obtida con NeoSeq. A taxa diagndstica do panel esta fortemente
asociado coa especificidade dos achados fenotipicos. Asi, o panel
alcanzou una maior rendemento naqueles pacientes con sospeita de
enfermidade metabdlica y enfermidade neuroldxica (43% e 35%,
respectivamente) que o obtido no grupo de anomalias conxenitas, cun
23%. O avaliar o impacto do diagnéstico xenético na evolucion
clinica, achouse que o establecemento dun diagnostico molecular
afectou directamente 6 manexo médico en 11 dos 12 pacientes,
resultando en cambios na medicacion ou dieta (9 pacientes), inicio de
novas valoracions por subespecialistas especificos que non se
consideraran previamente (5 pacientes) ou retirada do tratamento de
coidados intensivos con reorientacion cara coidados paliativos (5
pacientes). A analise dos termos HPO mediante a ferramenta
Phenomizer correlacionou o fenotipo co diagndstico molecular obtido
de forma estadisticamente significativa (p<0.05) nun 41.6% dos
pacientes.

O noso estudio demostra que o panel de xenes NeoSeq dirixido
por fenotipos e especifico para enfermidades xenéticas en neonatos
criticamente enfermos é unha alternativa asequible a secuenciacién de
exoma clinico, exoma completo e xenoma completo ofrecendo unha
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eficacia diagnostica comparable cun tempo de resposta mais rapido, o
que apoiaria a sua aplicacibn como proba de primeiro nivel nas
unidades de coidados intensivos neonatais. Ademais, o impacto do
diagnostico xenético alcanzado con NeoSeq demostra a utilidade
clinica desta ferramenta en neonatos criticamente enfermos. Por outra
parte, a abordaxe en trios permite obter o diagnostico definitivo de
maneira mais réapida, ¢ facer innecesarios 0s posteriores estudios de
segregacion das variantes identificadas nos pacientes indice.

En resumo, as tecnoloxias de secuenciacion masiva e
especificamente o panel NeoSeq tefien un enorme potencial como test
de primeira lifia para o diagndstico de neonatos criticamente enfermos
con sospeita de padecer unha enfermidad xenética. Mentres que as
taxas de diagndstico mais altas deberian agardarse da secuenciacion de
WGS que de WES, e de WES que de CES ou paneis especificos,
encontramos que ésta non se correlaciona co tamafio da porcién do
genoma analizado xa que NeoSeq proporcionou unha taxa diagndstica
similar &s obtidas cos enfoques WGS y WES, a pesar de interrogar 10
veces (WES) e 500 veces (WGS) menos pares de bases. A
implementacion clinica destas probas permite ademais un
asesoramento xenético adecuado para o paciente e familia, asi como
adecuar a actitude terapéutica e 0 seguimento avanzando na lifia da
medicina personalizada aplicada a unha poboacion de doentes
especialmente vulnerable.

Palabras chave: Tecnoloxias de Secuenciacién Masiva, Paneis
Xenéticos, Enfermidades Raras, Neonatos, Unidades de Coidados
Intensivos. Diagnéstico Xenético.
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RESUMEN

Los recién nacidos con trastornos genéticos y malformaciones
congénitas no solo comprenden una proporciéon sustancial de los
ingresos en las unidades de cuidados intensivos neonatales, sino que
también contribuyen significativamente a la morbilidad y mortalidad
en los primeros meses de vida, estimandose que son responsables de
alrededor del 30-50% de las muertes neonatales e infantiles. El
diagndstico de estas patologias es uno de los retos mas complejos que
afrontan los neonat6logos, ya que se caracterizan por una amplia
variedad de sintomas y signos inespecificos que varian no solo de una
enfermedad a otra, sino también de un paciente a otro. Estas
dificultades conducen inevitablemente a retrasos en el diagnostico y
tratamiento de los recién nacidos criticamente enfermos, una
poblacién especialmente vulnerable debido a su fragilidad.

Las nuevas técnicas de secuenciacion genémica son herramientas
muy prometedoras en el campo de la neonatologia, ya que aumentan
la tasa de diagnostico y reducen el tiempo hasta el mismo. El avance
de estas tecnologias permite el andlisis simultaneo de cientos a miles
de genes en muy poco tiempo y a bajo costo, ofreciendo varias
estrategias para facilitar el diagndstico de neonatos con sospecha de
enfermedad genética, incluyendo la secuenciacion de paneles de
genes, del exoma clinico (CES), exoma completo (WES) y genoma
completo (WGS). Sin embargo, varios obstaculos dificultan la
incorporacion de esta tecnologia a la préctica clinica habitual,
incluyendo la necesidad de recursos humanos, técnicos y econémicos
especificos con distintos niveles de complejidad.
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En este proyecto se disefié un panel ad hoc Ilamado NeoSeq para
recién nacidos criticamente enfermos con sospecha de padecer una
enfermedad genética el cual consta de 1.870 genes implicados en
malformaciones congeénitas, asi como trastornos neuroldgicos y
metabdlicos de inicio temprano. El objetivo principal de este estudio
fue evaluar prospectivamente la utilidad diagndéstica del panel NeoSeq
en el diagnéstico molecular de neonatos criticamente enfermos con
sospecha de enfermedad genética, siendo los objetivos secundarios
comparar su rendimiento con otras herramientas de secuenciacion
masiva, aumentar el conocimiento de las bases moleculares de la
enfermedad en esta poblacién de pacientes y evaluar la utilidad de la
escala Phenomizer a través del fenotipo descrito utilizando términos
HPO. El fin dltimo de este estudio es poder implementar el panel
NeoSeq en el diagnostico de enfermedades genéticas en neonatos
criticamente enfermos ingresados en UCIN.

Para llevarlo a cabo se aplico un enfogue en trio que incluia tanto
al caso indice como a ambos padres. Este panel se aplico a los
pacientes criticos menores de dos meses ingresados en unidades de
cuidados intensivos de tres hospitales terciarios de Espafia que
cumplian los siguientes criterios de inclusion y exclusion: (i)
Malformaciones congenitas no relacionadas con un sindrome genético
clinicamente identificable, (ii) descompensacion metabdlica no
asociada a parametros biogquimicos y / o deteccion neonatal que
indicase una sospecha de enfermedad metabdlica hereditaria, (iii)
epilepsia o0 enfermedad del neurodesarrollo de probable origen
genético. Se excluyd del estudio a los recién nacidos con hallazgos
claros de un sindrome especifico que podria diagnosticarse mediante
un analisis dirigido de genes conocidos o variantes estructurales.
Todas las muestras fueron fenotipadas utilizando términos HPO
extraidos manualmente de los registros de salud electronicos.
Posteriormente se generé una lista de posibles diagnosticos
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diferenciales en base a los hallazgos clinicos obtenidos utilizando la
aplicacion Phenomizer (compbio.charite.de/phenomizer/).

Finalmente, se reclutaron 33 de un total de 51 neonatos, en los que
se establecié un diagnostico genético en 12 (36,4%) pacientes con un
tiempo medio de respuesta de 7,5 dias. Ademas, se realiz6 un andlisis
de estudios previos prospectivos que empleaban diferentes
herramientas de secuenciacion masiva: secuenciacion completa del
genoma, exoma completo y exoma clinico en recién nacidos de
cuidados intensivos con sospecha de trastornos genéticos, que arrojo
una tasa de diagnostico promedio comparable (37,2%) pero con una
mediana de tiempo superior (30,2 dias) que la obtenida con NeoSeq.
El rendimiento del panel NeoSeq estd4 fuertemente asociado con la
especificidad de los hallazgos fenotipicos. Asi, el panel logré una
mayor tasa de diagnostico en aquellos pacientes con sospecha de
enfermedad metabdlica y neuroldgica (43% y 35%, respectivamente)
que en el grupo de anomalias congénitas, con un 23%. Al evaluar el
impacto del diagndstico genético en la evolucién clinica, se encontro
que el establecimiento de un diagnéstico molecular afectd
directamente el manejo médico en 11 de los 12 pacientes, resultando
en cambios en la medicacién o dieta (9 pacientes), inicio de nuevas
evaluaciones por subespecialistas especificos no consideradas
previamente (5 pacientes) o retirada del tratamiento de cuidados
intensivos con reorientacion hacia los cuidados paliativos (5
pacientes). El andlisis de los terminos HPO mediante la herramienta
Phenomizer correlaciond el fenotipo con el diagnostico molecular
obtenido de forma estadisticamente significativa (p <0,05) en el
41,6% de los pacientes.

Nuestro estudio demuestra que el panel de genes NeoSeq
especifico para fenotipo en recién nacidos criticamente enfermos es
una alternativa asequible a la secuenciacion del exoma clinico, del
exoma completo y del genoma completo que ofrece una eficacia
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diagnostica comparable pero con un tiempo de respuesta mas rapido,
lo que respaldaria su aplicacion como prueba de primer nivel en
neonatos ingresados en unidades de cuidados intensivos. Ademas, el
impacto del diagnostico genético logrado con NeoSeq demuestra la
utilidad clinica de esta herramienta en neonatos criticamente
enfermos. Por otro lado, el abordaje trio permite obtener el
diagnostico definitivo de manera mas rapida, al hacer innecesarios los
estudios posteriores de segregacion de las variantes identificadas en
los pacientes indice.

En resumen, las tecnologias de secuenciacion masiva Yy
especificamente el panel NeoSeq tienen un enorme potencial como
prueba de primera linea para el diagndstico de neonatos criticamente
enfermos con sospecha de padecer una enfermedad genética. Si bien
se deberian esperar tasas de diagndstico mas altas de WGS que de
WES, y de WES que CES o paneles especificos, descubrimos que esto
no se correlaciond con el tamafio de la porcion del genoma analizado
ya que NeoSeq proporciond una tasa de diagndstico similar a las
obtenidas con los enfoques WGS y WES, a pesar de interrogar 10
veces (WES) y 500 veces (WGS) menos pares de bases. La
implementacién clinica de estas pruebas también permite un adecuado
asesoramiento genético para el paciente y su familia, asi como adecuar
la actitud terapéutica y el seguimiento avanzando en la linea de la
medicina personalizada aplicada a una poblacion de pacientes
especialmente vulnerable.

Palabras clave: Tecnologias de Secuenciacion Masiva, Paneles
Geneticos, Enfermedades Raras, Recién Nacidos, Unidades de
Cuidados Intensivos. Diagndstico genético.
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ABSTRACT

Newborns with genetic disorders and congenital malformations
not only comprise a substantial proportion of admissions to neonatal
intensive care units, but also contribute significantly to morbidity and
mortality in the first months of life, being estimated to be responsible
for about 30-50% of neonatal and infant deaths. The diagnosis of these
pathologies is one of the most complex challenges faced by
neonatologists, as they are characterized by a wide variety of
unspecific symptoms and signs that vary not only from one disease to
another, but also from one patient to another while still suffering. the
same disease. These difficulties inevitably lead to delays in the
diagnosis and treatment of critically ill neonates, a population
especially vulnerable to their fragility.

New genomic sequencing techniques are proving very promising
in the field of neonatology, increasing the rate of diagnosis and
reducing the time to the same. The advancement of these technologies
allows the simultaneous analysis of hundreds to thousands of genes in
a very short time and at low cost, offering several strategies to
promote the diagnosis of neonates with suspected genetic disease,
including gene panels and clinical exome sequencing, complete
exome and genome. However, several obstacles hinder the
incorporation of this technology into routine clinical practice,
including the need for specific human, technical, and economic
resources with varying levels of complexity.

In this project a specific gene panel called NeoSeq was designed
for critically ill newborns suspected of suffering from a genetic
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disease consisting of 1870 genes involved in congenital malformations
as well as early-onset neurological and metabolic disorders (before 2
months of age). The main objective of this study was to prospectively
evaluate the diagnostic utility of the NeoSeq panel in the molecular
diagnosis of critically ill neonates with suspected genetic disease, with
secondary objectives of acquiring diagnostic performance with other
massive sequencing tools, increasing knowledge of the molecular
basis of disease in this patient population and to evaluate the
usefulness of the Phenomizer scale through the phenotype described
using HPO terms. The final objective of this study is to be able to
implement the NeoSeq panel in the diagnosis of genetic diseases in
critically ill neonates and to increase the knowledge of the molecular
basis of genetic diseases in neonates admitted to the NICU.

A trio approach was applied including both the patient and both
parents. This panel was applied to all critically ill patients under two
months of age admitted to intensive care units of three tertiary
hospitals in Spain who met the following inclusion and exclusion
criteria: (i) Congenital malformations that are not related to a genetic
syndrome clinically identifiable, (ii) metabolic decompensation not
associated with biochemical parameters and / or neonatal screening
indicating a suspicion of inherited metabolic disease, (iii) epilepsy or
neurodevelopmental disease of probable genetic origin. Neonates with
clear indications of a specific syndrome that could be diagnosed by
targeted analysis of known genes or structural variants were excluded
from the study. All samples were phenotyped using HPO terms
manually extracted from electronic health records. A list of possible
differential diagnoses was subsequently generated based on the
clinical findings obtained using the Phenomizer application
(compbio.charite.de/phenomizer/).

Finally 33 of a total of 51 neonates were recruited, in which a
genetic diagnosis rate was established for 12 (36.4%) patients with a
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mean response time of 7.5 days. In addition, an analysis of previous
prospective mass sequencing studies with different diagnostic
approaches was conducted: complete genome sequencing, complete
exome and clinical exome in intensive care newborns with suspected
genetic disorders, which yielded a comparable average diagnostic rate
(37.2%) but with a higher median diagnostic time (30.2 days) than
obtained with NeoSeq. Panel diagnostic performance is strongly
associated with the specificity of phenotypic findings. Thus, the panel
achieved a higher rate of diagnosis in those patients with suspected
metabolic disease and neurological disease (43% and 35%,
respectively), when compared with the diagnostic yield obtained in the
group of congenital anomalies, with 23%. When assessing the impact
of genetic diagnosis on clinical evolution, it was found that the
establishment of a molecular diagnosis directly affected medical
management in 11 of the 12 patients, resulting in changes in
medication or diet (9 patients), initiation of new assessments by
specific subspecialists. were previously considered (5 patients) or
withdrawn from intensive care treatment with reorientation toward
palliative care (5 patients). Analysis of HPO terms using the
Phenomizer tool statistically significantly correlated the phenotype
with the obtained molecular diagnosis (p <0.05) in 41.6% of patients.

Our study demonstrates that the phenotype-specific, gene-specific
NeoSeq gene panel in critically ill neonates is an affordable alternative
offering comparable diagnostic efficacy to complete exome
sequencing with a faster response time, which would support its
application as first-level test in neonatal intensive care units. In
addition, the impact of the genetic diagnosis achieved with NeoSeq
demonstrates the clinical utility of this tool in critically ill neonates.
On the other hand, the trio approach allows to obtain the definitive
diagnosis more quickly, by making unnecessary the subsequent
studies of segregation of the variants identified in the index patients.
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In summary, mass sequencing technologies and specifically the
NeoSeq panel have enormous potential as a first-line test for the
diagnosis of critically ill neonates suspected of suffering from a
genetic disease. While higher diagnostic rates should be expected
from WGS than WES, and from WES than CES or specific panels, we
found that this did not correlate with the portion size of the genome
analyzed as NeoSeq provided a diagnostic rate similar to those
obtained with the approaches. WGS and WES, despite interrogating
10 times (WES) and 500 times (WGS) fewer base pairs. The clinical
implementation of these tests also allows adequate genetic counseling
for the patient and family, as well as adapting the therapeutic attitude
and follow-up advancing in the line of personalized medicine applied
to a particularly vulnerable patient population.

Keywords: Mass Sequencing Technologies, Genetic Panels, Rare
Diseases, Newborns, Intensive Care Units. Genetic diagnosis.
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ACMG
ADN
ARN
ARN-seq
B

BFNE
BWA
CES
CMA
CNV
CONDEL
CoQ10
CPS1

DE
DECIPHER

EDTA
EEG
EXAC
FISH
GnomAD

ABREVIATURAS

Colegio Americano de Medicina Gendmica
Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Secuenciacion de ARN

Benigna

Epilepsia Neonatal Familiar Benigna
Burrows-Wheeler Aligners
Secuenciacion de exoma clinico
Microarray Cromosémico

Variantes en el Numero de Copias
CONsensus DELeteriousness
Coenzima Q10

Carbamoil fosfato sintetasa 1
Desviacion Estandar

Base de datos de variantes gendmicas y fenotipo en
humanos mediante recursos Ensembl

Acido etilendiaminotetraacético
Electroencefalograma

Consorcio de Agregacion de Exomas
Hibridacion Fluorescente In Situ

Base de datos de Agregacion de Genomas

27



MARIA JOSE DE CASTRO LOPEZ

GERP
HANAC

HMG
HPO
HSF
LB
LCCS
LP
MAF
NGS
NEE
OEIS

OMIM
OTGS
OXPHOS
P

PCHW

PCR
PhenIX
SMA
SNP
SNVs
RTA

28

Genomic Evolutionary Rate Profiling

Angiopatia hereditaria con nefropatia, aneurismas y
calambres musculares

Base de Datos de Mutaciones Genéticas Humanas
Ontologia de Fenotipos Humanos

Human Splicing Finding

Probable benigna

Sindrome de Contractura Congénita Letal
Probablemente patdgena

Minor allelle frequency

Secuenciacion de nueva generacion

Encefalopatia Epiléptica Precoz

Onfalocele, extrofia vesical y rectal, ano imperforado y
defectos espinales

Online Mendelian Inheritance in Man
Secuenciacion Optimizada de Genoma en Trios
Sistema de Fosforilacion Oxidativa Mitocondrial
Patégena

Neuropatia desmielinizante periférica, dismielinizacion
central, sindrome de Waardenburg y enfermedad de
Hirschsprung

Reaccion en cadena de la polimerasa
Interpretacion Fenotipica de Exomas
Atrofia muscular espinal
Polimorfismos de un solo nucleotido
Variantes Individuales de Nucledtidos
Analisis en tiempo real



r'WES
r'wWGS
UCIN
UCIP
urwGS
VACTERL

VATER

VCF
VUS
WES
WGS

Abreviaturas

Secuenciacion de Exoma Rapido
Secuenciacion de Genoma Rapido

Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales
Unidad de Cuidados Intensivos Pediatricos
Secuenciacion de Genoma Ultrarrapido

Defectos vertebrales, atresia anal, defectos cardiacos,
fistula traqueo-esofagica, anomalias renales y
anomalias de las extremidades

Defectos vertebrales, atresia anal, fistula traqueo-
esofagica, anomalias renales y anomalias de las
extremidades

Variant calling format

Variante de significado incierto
Secuenciacion de exoma completo
Secuenciacion de genoma completo

29






INDICE

RESUMO ...ttt 15
RESUMEN ..o e 19
ABSTRARCT et 23
ABREVIATURAS ...t 27
INDICE DE TABLAS......coeiitiieiitcersssesssiesssssssssie s, 35
INDICE DE FIGURAS ..ot itessesceeeeecessenes st s 37
1. INTRODUCCION......ccoovirisiiirieisissesseisissessss s, 39
1.1. ENfermedades Faras ..........ccoovieeieeeerieseeeesie e see e neenees 39
1.2 Retos para el diagnéstico de las enfermedades raras ............ccccoeneee. 40
1.3. Enfermedades genéticas en neonatos criticamente enfermos............ 42

1.4 Expresién clinica de las enfermedades genéticas en neonatos
criticamente eNfermOS ........coovviiiiine e 43
1.4.1 RasgOS diSMOITICOS. ......ccuririiriirieieieieees e 43
1.4.2 Cluster de Signos Y SINtOMAS .........cceerrrerieeririnieeseeeseeeene 46
1.4.3 Deterioro NeUroCOgNItiVOo ........cceeveeieeiieesiesesieseenieeseee e 47

1.5 Retos para el diagndstico de las enfermedades genéticas en

neonatos criticamente enfermos ...........ccoceveverereicie s 48
1.6 Técnicas de diagndstico genético en pediatria........c..cccoeeevveiiinennenne. 49
1.6.1 Diagnostico genético ClASICO ........ccevvvevievececci s 49

1.6.2 Diagnostico genético en la era de la secuenciacion masiva ... 51
1.6.3 Pruebas de diagndstico genético basados en tecnologias
de SecUENCIaCioN MASIVA ........covververiereeieieese e 53

31



MARIA JOSE DE CASTRO LOPEZ

1.6.4 Enfoque en un solo probando 0 en trios ..........ccceeeveieeiienens

1.7 Integracion e interpretacion de 10S datos ..........coceovvvvininincieneieins
1.7.1 Llamada y anotacion de variante ............c.ccoeerrennenneninnenn
1.7.2 Filtrado de variantes ..........ccccooeeereieeeene e
1.7.3 Asignacion de patogenicidad............ccooeviiiieviiieie i

1.8. Consideraciones para la aplicacion clinica............ccoovvviiiiineinnns
1.8.1 Human Phenotype ONntology........cccevvevieevieevieeiiese e enieenieens
1.8.2 EXperiencia CHNICA ......ccccveveie i
1.8.3 Seleccion del paciente candidato a estudio genético ..............
1.8.4 Eleccion del estudio genetico ..........cooevvveerenineinenncie
1.8.5 Consideraciones éticas y legales..........ccccoevveveiiiiciciieienneas

1.9. Estudios piloto prospectivos que han aplicado técnicas de
secuenciacion masiva a neonatos criticamente enfermos ..................

3. MATERIAL Y METODOS.........oiiiimiiiieeinissseeeeseiesessesessesesenens
3.1. Disefio del @StUdIO. .......ccveieiieiece e
3.2, PACIENTES ...ttt
3.3 Variables del eStudio..........ccceviiiieviiiiiie s
3.4 Disefio del panel NEOSEQ ........coveiririiiieieeee s

3.5 SecuenciaCion NGS ........ccooeveieieine e
3.5.1 Recepcion de muestras y extraccion de ADN ..........c..cc.......
3.5.2 Librerias de ADN con captura de SeCUENCia ............ccccueuenven.
3.5.3 Dilucién de muestras, agrupacion y preparacion de

bibliotecas para SECUENCIACION .........ccccvevveveieiieiececee e
3.5.4 Secuenciacion en la plataforma MiSeq (Illumina) ................

3.6 Analisis bioiNfOrMALICO.........cccoveiiiei i
3.6.1 ANAlISIS Primario ........cccccvevieiiiie e
3.6.1.1 Andlisis de imagenes y llamadas de base .................

3.6.1.2 Control de calidad...........coovmeeeeeeeeeieeeeee e

32



indice

3.6.2 ANALISIS SECUNUANIO ....vovvevieiieiieiicie st 99
3.6.2.1 Alineamiento de SECUENCIAS .......cccvevverrrrveriereeierieas 99
3.6.2.2 Llamada de variante ..........cccccoecvevenencienniese e 100
3.6.3 ANALISIS tEICIANIO ..vecveevieieiiece e 102
3.6.3.1 ldentificacién y anotacion de las variantes............. 102
3.6.3.1 Filtrado y priorizacion de las variantes .................. 104
3.6.4 Informe de variantes...........coceeeererenieneseee e 106
3.7. Valoracion clinica del resultado genético considerado positivo ..... 107
4. RESULTADOS ...ttt 109
4.1. Caracteristicas de los pacientes a estudio.............cccceeevveveireriernenne. 109
4.2. Estudios genéticos. Tiempo de respuesta y tasa diagnostica del
PANET NBOSEQ ...ttt 110
4.2.1 Pacientes con variantes definitivamente/probablemente
CAUSAIES .t 111
4.2.2 Pacientes con variantes no definitivamente/
probablemente causales............ccoooeieieiininiic e 134
4.2.3 Pacientes con enfermedad genética no confirmada
mediante el panel NE0SEQ........ccvcvivvivieieiece e 144
4.2. Impacto del diagnostico genético sobre el manejo clinico.............. 145
5. DISCUSION ..ottt 149
6. CONCLUSIONES........ooi e 171
7. PERSPECTIVAS FUTURAS ... 173
8. ANEXO I: Genes incluidos en el panel NeoSeq..........ccccceevrvnnne 175
9. ANEXO I1: PUBIICACIONES ......cccvveeeciiecie e 187
10. ANEXO I11: Permiso de reproduccion de la Figura 1 ................... 203
11. REFERENCIAS ... 205

33






INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Indicaciones para la realizacion de WES, WGS o paneles

GENICOS €N PEAIALITA .. c.civeviieeiiieeeie e 69
Tabla 2. Variantes identificadas en €l caso 1 .........cccceevveiiiniinienenenienen, 112
Tabla 3. Andlisis in silico de la patogenicidad enel caso 1 ....................... 112
Tabla 4. Variantes identificadas en €l Caso 2 ...........ccccocevveniiniciiccnnennn, 114
Tabla 5. Andlisis in silico de la patogenicidad en el caso 2 ....................... 114
Tabla 6. Variantes identificadas en el caso 3 ...........ccccocivniiniiiiicnin, 116
Tabla 7. Analisis in silico de la patogenicidad enel caso 3 ........................ 116
Tabla 8. Variantes identificadas en el caso 4 ........cc.ccccovvienviniiiccnnennn, 117
Tabla 9. Andlisis in silico de la patogenicidad en el caso 4 ....................... 117
Tabla 10. Variantes identificadas en €l caso 5 ..........cccovvviiiininincnnne, 119
Tabla 11. Andlisis in silico de la patogenicidad en el caso 5 .................... 119
Tabla 12. Variantes identificadas en el caso 6 ...........cccoocevvvvriiriinineniennnn. 120
Tabla 13. Andlisis in silico de la patogenicidad en el caso 6 ..................... 120
Tabla 14. Variantes identificadas en el caso 7 ..........ccccooevviiininincnenn, 122
Tabla 15. Andlisis in silico de la patogenicidad enel caso 7 ..................... 122
Tabla 16. Variantes identificadas en el caso 8 ...........ccccccevviiiniiinciennn, 124
Tabla 17. Analisis in silico de la patogenicidad en el caso 8 ..................... 124
Tabla 18. Variantes identificadas en el caso 9 ...........ccoevvviiiiniiinene, 126

35



MARIA JOSE DE CASTRO LOPEZ

Tabla 19. Analisis in silico de la patogenicidad en el caso 9..................... 126
Tabla 20. Variantes identificadas en el caso 10...........ccccoovvviriiiiniiciennns 128
Tabla 21. Andlisis in silico de la patogenicidad en el caso 10................... 129
Tabla 22. Variantes identificadas en el caso 11.........ccccccvvvviiieniieicinnnns 131
Tabla 23. Analisis in silico de la patogenicidad en el caso 11................... 131
Tabla 24. Variantes identificadas en el caso 12...........c..cccovviviiiiicinenns 133
Tabla 25. Analisis in silico de la patogenicidad en el caso 12................... 133

Tabla 26. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes
incluidos en el eStUdiO. .........cccoviiiiiieiii e 138

Tabla 27. Hallazgos demogréficos, clinicos y genéticos de los
pacientes con variantes causales/probables. ............c.ccccceveiie 141

Tabla 28. Hallazgos demograficos, clinicos y genéticos de los
pacientes con variantes no definitivamente/no
probablemente CauSales. ........cc.ooeririieiiini e 143

Tabla 29. Impacto del diagnéstico molecular en el manejo médico.......... 148

Tabla 30. Estudios prospectivos del rendimiento diagnéstico de WES,
WGS y CES en recién nacidos con sospecha de trastorno
genético CES:secuenciacion de exoma clinico..........cccccevervenens 151

36



INDICE DE FIGURAS

Figuras 1Ay 1B. Caracteristicas dismorficas a tener en cuenta en la

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

exploracion fisica de un recién nacido. ..........cc.coevvvvvererieienan 44
Estrategias de secuenciacion genética. ..........cccvvvverenerieniernnnnns 49

Integracidn de flujos de trabajo clinicos y de laboratorio
para optimizar el diagndstico de enfermedades raras
mediante secuenciacion de nueva generacion. .............ccceeeeee. 57

Criterios de informacion de resultados en el proyecto

BahYSEQ. ..viiveeiiciecee e 73
Flujo de trabajo para la secuenciacion y analisis de
diferentes regiones del genoma humano. ..........ccccccecevevvevnenen. 92

Comparacion del panel NeoSeq con otras estrategias
diagndsticas de secuenciacion genétiCa...........ccovevvrervrernnnnn 152

Retos y aproximaciones diagndésticas en pacientes con
sospecha de enfermedad genética sin confirmacién
Mediante NGS. ... 166

37






1. INTRODUCCION

1.1. ENFERMEDADES RARAS

Las enfermedades raras, llamadas también ‘huérfanas”,
“minoritarias” o “poco frecuentes” se definen, en funcion de su
prevalencia, como aquellas patologias que afectan a un nimero bajo de
personas en una poblacion. El limite a partir del cual se considera
minoritaria una enfermedad es variable, en la Unién Europea se
denomina como enfermedad rara aquella en la que el nimero de sujetos
afectados es menor de 5:10.000, mientras que en los EEUU incluye
aquellas condiciones que padecen menos de 200.000 personas en el
pais, correspondiendo a una prevalencia aproximada de 60:100.000(1).
Frecuentemente se trata de patologias cronicas y debilitantes, asociadas
a discapacidad y a una disminucion en la esperanza de vida, de las que
se deriva un alto impacto socio econémico (2).

La mayoria (60-75%) de las enfermedades raras afectan a los nifios y
muchos son trastornos multisistémicos graves con una amplia variedad
de fenotipos. Tomadas en conjunto, las enfermedades raras son
responsables del 35% de muertes en el primer afio de vida y una
importante causa de ingresos hospitalarios pediatricos (3); de hecho hasta
un tercio de los nifios que nacen con una enfermedad rara falleceran antes
de alcanzar los cinco afios de edad. Se estima que en total existen 7000
enfermedades raras, de las cuales un 80% tienen una causa genética (4).

Debido a que estas enfermedades pueden ser dificiles de
reconocer basandose unicamente en las caracteristicas clinicas, el uso
de pruebas genéticas en la poblacién pediatrica es critico para facilitar
su diagndstico y tratamiento (5).
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La identificacion de la causa molecular precisa (genotipo) que
explican las caracteristicas clinicas de la enfermedad (fenotipo) es la
piedra angular de la asistencia de estos pacientes ya que desbloquea el
acceso a una gran cantidad de informacién sobre el manejo adecuado,
la terapia indicada y el pronostico. Ademas, permite la determinacion
precisa del riesgo existente y futuro en otros miembros de la familia
(6) y también facilita el acceso especifico a grupos de apoyo, lo que
reduce el aislamiento de las familias afectadas por un trastorno poco
comun. A reducir este aislamiento también se suman las asociaciones
de afectados y familias. En este sentido, EURORDIS, una alianza no
gubernamental de organizaciones de pacientes en Europa, representa a
929 organizaciones de pacientes con enfermedades raras en 72 paises,
siendo la voz de 30 millones de personas afectadas por enfermedades
raras en toda Europa (7).

1.2 RETOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES RARAS

Encontrar un diagndstico para cada individuo afecto sigue siendo
un desafio considerable debido a la variabilidad genética y fenotipica
asociada con estas enfermedades, asi como a nuestro conocimiento
incompleto y en constante evolucion tanto de su historia natural como
de sus bases moleculares (8, 9).

Superar este reto constituye uno de los objetivos principales del
Consorcio Internacional de Investigacion de Enfermedades Raras para
el periodo 2017-2027 “permitiendo que todas las personas con una
enfermedad rara reciban un diagnostico preciso, cuidado y terapia
disponible en el plazo de un afio tras requerir asistencia médica"(10).

Las variantes genéticas causantes de enfermedad son diversas y
varian en tamafio desde la sustitucion, eliminacion o duplicacion de un
Gnico par de bases a variantes estructurales y variaciones de nimero
de copia de un cromosoma completo (aneuploidia) o genoma (como
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en el mosaicismo diploide / triploide). La enorme heterogeneidad,
tanto genética como clinica, asociada a estas enfermedades es uno de
los factores que explican la dificultad de su diagndstico. Ademas estas
enfermedades no sélo son muy raras o ultrararas (<1 : 50.000) a nivel
individual sino que también es frecuente que presenten una gran
variabilidad en su penetrancia y en la expresividad de sus
caracteristicas fenotipicas dentro de cada una de las entidades
patoldgicas (5).

Una proporcidn de esta variabilidad asociada a las enfermedades
genéticas se atribuye a la heterogeneidad del locus y la heterogeneidad
alélica, que puede ser extrema; por ejemplo, la clinica caracteristica de
"discapacidad intelectual” puede ser causada por variantes
monoalélicas o bialélicas en uno 0 més de 700 genes diferentes (11,
12). Otras fuentes importantes de variabilidad incluyen variantes
genéticas en uno o mas loci (modificadores) y factores ambientales,
que actualmente son dificiles de identificar y cuantificar (13).

Por otro lado, hay que tener presente que no todos los trastornos
raros son de origen genético y actualmente sigue habiendo una
contribucion pequefia pero importante de la exposicién a teratégenos
(por ejemplo, sindrome de alcohol fetal (14), toxoplasmosis congénita
(15) o virus Zika (16). Todos estos factores explican como, hasta hace
poco, la mayoria de los pacientes con enfermedades raras,
especialmente aquellos con trastornos del desarrollo, habian
permanecido sin diagnosticar.

Debido a estas dificultades, el proceso para llegar a un diagndstico se
ha llegado a definir como “odisea diagndstica(17). Algunos pacientes
viven durante meses, afios 0 en muchos casos, toda su vida, con una
enfermedad “sin nombre”. Obtener un diagnostico puede ser un proceso
largo y dificil; una encuesta de EURORDIS sobre las ocho enfermedades
raras mas prevalentes en Europa mostro que el 25% de los pacientes
esperaban mas de cinco afios hasta conocer la causa de su enfermedad, y
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durante ese tiempo el 40% recibian un diagnostico incorrecto lo cual
supone la instauracion de tratamientos inadecuados que pueden ser
yatrogénicos. Ademas, otra importante consecuencia de no tener un
diagnostico es la angustia y el estrés que sienten los pacientes y sus
familias ante la incertidumbre, que se combinan con sentimientos de
aislamiento y exclusion. Es frecuente que durante este proceso el paciente
sea derivado a diferentes especialistas y se le realicen numerosas pruebas
complementarias, muchas de ellas invasivas.

1.3. ENFERMEDADES GENETICAS EN NEONATOS CRITICAMENTE
ENFERMOS

Los recién nacidos ingresados en una unidad de cuidados
intensivos (UCIN) pueden padecer una enfermedad genética rara,
siendo este grupo de enfermedades una causa importante de
morbilidad y mortalidad tanto en el periodo neonatal como en la
primera infancia (18). El término “trastornos genéticos” es amplio y
en este contexto se refiere tanto a anomalias cromosomicas (19), como
los sindromes de aneuploidia o trastornos por delecion o duplicacion
cromosomica (20), como a enfermedades mendelianas (21),
incluyendo los errores congénitos del metabolismo (22). Por otra
parte, las malformaciones congénitas, que afectan aproximadamente al
2% de los nacidos vivos, son responsables de una gran proporcién de
los ingresos en una UCIN y son la causa principal de mortalidad
infantil en los paises desarrollados (23), aunque la etiologia
subyacente de estas malformaciones puede no ser genética, como en la
embriopatia diabéetica o en la exposicion intrautero a teratégenos. En
resumen, los neonatos con trastornos genéticos y malformaciones
congénitas que sugieren un posible sindrome genético no solo
comprenden una proporcion sustancial de las admisiones a la UCIN,
sino que contribuyen de manera importante a la mortalidad neonatal,
habiéndose estimado que dichos trastornos son responsables de
alrededor del 30-50% de las muertes neonatales e infantiles (24, 25).
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El diagnostico genético tiene un impacto inmediato en el cuidado
y manejo de estos pacientes. Utilizando los recursos diagnosticos
actuales, en demasiadas ocasiones no es posible conocer la causa
molecular de la enfermedad o si se conoce es de forma tardia. Es por
ello que la Neonatologia se ha convertido en una de las areas en la que
mas interés ha despertado el uso de las nuevas herramientas de
secuenciacion genomica.

1.4 EXPRESION CLINICA DE LAS ENFERMEDADES GENETICAS EN
NEONATOS CRITICAMENTE ENFERMOS

Los hallazgos en el examen fisico y la historia clinica que
sugieren la presencia de una enfermedad genética pueden ayudar en el
diagnostico y tratamiento de los pacientes afectados, asi como la
derivacion a las diferentes subespecialistas que precisen para su
tratamiento y seguimiento, ya que la mayoria de estas patologias son
multisistémicas. Entre los datos de alerta que pueden orientar hacia
una condicion genética se incluyen los rasgos dismorficos; las
anomalias multiples; el deterioro neurocognitivo inexplicable; y los
antecedentes familiares que sugieran una enfermedad hereditaria (26).

1.4.1 Rasgos dismarficos

Los rasgos dismorficos se deben a una perturbacién en el
desarrollo humano, la cual puede ser un efecto directo de una
mutacion genética o puede involucrar indirectamente un factor
exogeno, como en el caso de la exposicion gestacional a un
teratdgeno. Las Figuras 1A y 1B son ejemplos de caracteristicas
dismorficas que se pueden encontrar en el examen fisico de un recién
nacido, la primera en relacion a sindrome de Noonan y la segunda a
alcohol fetal.
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Figuras 1A y 1B. Caracteristicas dismorficas a tener en cuenta en la exploracion
fisica de un recién nacido. En la figura 1A se representan los hallazgos faciales y
corporales de un neonato con sindrome de Noonan. En la figura 1B se muestran los
hallazgos faciales en un recién nacido con sindrome de alcohol fetal. Figura 1A adaptada
de Am Fam Physician. 2014 Jan 1;89(1):37-43 (www.aafp.org/afp/2014/0101/p37.html);
y la figura 1B proveniente del Centers for Disease Control and Prevention. ANEXO
Ill: Permiso de reproduccion de la Figura 1.
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Its contents are solely the responsibility of the authors and do not necessarily
represent the official views of the Centers for Disease Control and

prevention or the Department of Health and Human Services

Ademas del peso, la longitud y la circunferencia de la cabeza,
ejemplos de otras medidas importantes incluyen la distancia
interpupilar (la distancia entre el centro de las pupilas) si se sospecha
un defecto en la linea media (como en el caso de holoprosencefalia, la
malformacién méas comdn del prosencéfalo humano), o el tamafio de
las extremidades en el caso de una displasia esquelética. Estos valores
deben interpretarse en el contexto del crecimiento longitudinal del
paciente, asi como de los antecedentes familiares (27).

La ausencia o0 presencia de ciertas caracteristicas en los miembros
de la familia puede constituir una pista de que una caracteristica fisica
sea patoldgica o simplemente una variante familiar o étnica. Por
ejemplo, los pliegues epicanticos internos (pequefios pliegues de piel
sobre los ojos a nivel medial) pueden aparecer en personas con
sindrome de Down y también se describen en mas de otros 50
sindromes, incluido el sindrome de Noonan, el sindrome de
Rubinstein-Taybi y el sindrome de Smith-Lemli-Opitz. Sin embargo,
dichos pliegues también son un hallazgo normal en muchas personas
de ascendencia asiatica o nativa americana (28).

Recientemente, se ha hecho un esfuerzo para codificar
descriptores fisicos, que pueden ayudar a comunicar de forma
estandarizada los hallazgos presentes en un paciente asi como a
establecer los potenciales diagndésticos diferenciales.

Debe tenerse en cuenta que la evidencia de una malformacion obvia
no deberia limitar la evaluacion completa, porque los hallazgos
adicionales y mas sutiles a menudo van a resultar de gran importancia
en el diagndstico diferencial. Por ejemplo, es posible que se observe
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inmediatamente que un recién nacido tiene un paladar hendido, lo cual,
como hallazgo aislado, tiene un extenso diagnostico diferencial. Sin
embargo, un paciente que ademas del paladar hendido presente
hipocalcemia, un defecto del tabique ventricular, y sutiles
caracteristicas fisicas, como una raiz nasal ancha, hélices de las orejas
superpuestas y dedos estrechos y largos de manos y pies,
probablemente estard afecto de un sindrome de delecion 22q11.2
(anteriormente Ilamado sindrome de DiGeorge), que tiene una
prevalencia de aproximadamente uno de cada 4.000 nacidos vivos (29).

1.4.2 Cluster de signos y sintomas

Muchas condiciones genéticas se manifiestan a través de una
combinacion de caracteristicas clinicas, que incluyen la apariencia
fisica del paciente, anomalias de laboratorio y aspectos relativos a la
familia. Por ejemplo, las anomalias del dedo pulgar de un recién
nacido que tambien presenta anemia aplasica pueden sugerir anemia
de Fanconi y la confirmacion de este diagndstico seria importante al
permitir instaurar las medidas de seguimiento que permitan identificar
precozmente las potenciales complicaciones a largo plazo (30). Otro
ejemplo seria la presencia de rabdomiomas cardiacos y nodulos
subependimarios en un paciente cuya madre o padre presenta fibromas
periungueales y manchas hipocrémicas, lo cual nos orienta hacia una
esclerosis tuberosa (31).

Se han propuesto varias hipodtesis para explicar la presencia de un
grupo de hallazgos en un paciente con un sindrome genético. Una de
ellas es la pleiotropia, en la que una mutacion en un solo gen ejerce
multiples efectos en diferentes drganos y sistemas. Por ejemplo, en el
sindrome de Holt-Oram, a veces llamado sindrome corazén mano las
variantes patdgenas en el gen TBX5 causan malformaciones
congénitas tanto del corazon como de las extremidades (32). Otra
posible explicacién para la presencia de un grupo de hallazgos es que
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el paciente tiene un sindrome genético contiguo de modo que se
afectan todos los genes en los intervalos eliminados o duplicados
dando lugar a un cuadro clinico complejo. El sindrome de delecion
22011.2 es un ejemplo bien conocido de un sindrome genético
contiguo (29).

1.4.3 Deterioro neurocognitivo

En muchas condiciones genéticas, el deterioro neurocognitivo
puede ser el primer y mas evidente signo de enfermedad. Las
enfermedades genéticas pueden producir un afectacion en el
neurodesarrollo mediante diferentes mecanismos, los cuales incluyen
tanto las malformaciones estructurales del sistema nervioso central,
como la sefalizacion aberrante que implica genes que desempefian
importantes funciones neuroldgicas asi como la acumulacion de
sustancias toxicas o el deficit energético de los errores innatos del
metabolismo (33).

Estos ultimos pueden causar una patologia neuroldgica debido a
una cantidad inadecuada de un sustrato necesario para el correcto
funcionamiento del sistema nervioso o a la acumulacion de un
metabolito toxico para el mismo. En este sentido la fenilcetonuria, la
galactosemia, la aciduria metilmalénica y la enfermedad de la orina
con jarabe de arce son ejemplos de afecciones causadas por errores
innatos del metabolismo incluidos en el cribado neonatal, lo que
permite su diagndstico precoz. Sin embargo, muchas otras
enfermedades metabolicas no estan incluidas en dicho cribado, como
es el caso de las enfermedades peroxisomales y lisosomales. Las
manifestaciones de deterioro neurocognitivo en recién nacidos pueden
incluir la hipotonia, las convulsiones y la encefalopatia. Desde el
punto de vista bioquimico, la hiperamoniemia, la acidosis metabdlica,
la hipoglucemia y la hiperlactacidemia pueden sugerir un error
congénito del metabolismo (34). Asimismo, en la evaluacion del
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retraso del desarrollo y el deterioro neurocognitivo, debe incluirse la
realizacion de pruebas de neuroimagen ante la sospecha de un proceso
estructural, degenerativo 0 metabdlico.

Ademas, es fundamental recoger en la historia médica el grado y
el tipo de disfuncion; asi como el momento en el que se observd por
primera vez y como el deterioro ha cambiado con el tiempo
(incluyendo si ha habido regresion, o pérdida de hitos del desarrollo);
y si hubiese algn desencadenante reconocido.

Los errores innatos del metabolismo merecen una atencion
especial, porque las intervenciones médicas de forma precoz en estos
trastornos son especialmente importantes para prevenir las secuelas
neuroldgicas. Por ejemplo, puede ser necesario eliminar un tipo de
alimento fuente que no se puede metabolizar adecuadamente. Estas
intervenciones pueden influir en el grado de deterioro cognitivo, y
pueden ser una cuestion de vida o muerte.

1.5 RETOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES
GENETICAS EN NEONATOS CRITICAMENTE ENFERMOS

Si bien se sospecha una enfermedad genética en mas del 50% de los
nifios que ingresan en la UCIN y mueren durante el primer afio de vida,
el diagndstico se confirma solo en el 20-30% de los casos, a menudo
post-mortem(35). Existen multiples factores que dificultan el diagnostico
genético en los recién nacidos, incluida la heterogeneidad genética (a dia
28 de febrero de 2021 existen 5615 enfermedades genéticas con causa
molecular conocida en la base de datos OMIM) (36), la heterogeneidad
clinica (por ejemplo, la aparicion de formas frustres de fenotipos
clasicos) (37) y la comorbilidad relacionada con la fragilidad de los
recién nacidos (38). Asimismo, la enfermedad tiende a progresar mas
rapidamente en el periodo neonatal que en otras etapas de la vida.
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Por todos estos motivos, los pacientes de la UCIN podrian
beneficiarse enormemente de un diagnostico genético rapido, ya que
éste mejoraria el manejo clinico del neonato criticamente enfermo,
bien con tratamientos especificos o bien reorientando la atencion hacia
cuidados paliativos y la adecuacion del esfuerzo terapéutico, lo cual es
de particular importancia en la UCIN.

1.6 TECNICAS DE DIAGNOSTICO GENETICO EN PEDIATRIA

1.6.1 Diagnostico genético clasico

Durante la mayor parte de su historia la genética clinica se ha
basado en dos tipos de pruebas: analisis molecular de alta resolucion
de un solo gen y pruebas citogenéticas de todo el genoma de baja
resolucion (Figura 2) (39).

Microscopia Cariotipo de Microarray Secuenciacion del Secuenciacion de
optica bandas G exoma completo genoma completo
.« 7
‘\\’ M CGGATGATTACCCGTT CGGATGATTACCCGTT
N 1 Guevereennnns GCTC GATATAGCTCTCGCTC
Apariencia FH TAGCTAGCTATA. . . . GCTCTAGCTAGCTATA
"/ |\ GGCTATGGGTGGGGGC
» o
Resolucion Cromosoma 5-10 Mb 50-100 kb 1bp 1bp
completo
Numero de loci ~0.05-2 ~50 3 mil
sondadas N/A -500 millones millones millones
Variantes Aneuploidia, Variantes >5 Mb Variantes en el Regiones de Mayoria de
detectadas poliploidia numero de copias codificacion variantes
Variantes a1
por persona Oo1 Oo1 10-100s ~20,000 4-5 millon
Rendimiento .
diagnostico Baja Alta
Hallazgos .
incidentales Baja Alta

Figura 2. Estrategias de secuenciacion genética. En la figura se compara la
apariencia, la resolucion, el nimero de locus analizados, las variantes por persona,
la tasa diagndstica y los hallazgos incidentales de las diferentes técnicas de
diagnostico genético. A medida que aumenta la resolucion de la prueba, el nimero
de variantes detectadas también aumenta, lo cual mejora el rendimiento
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diagnostico pero también incrementa sustancialmente la probabilidad de detectar
hallazgos incidentales y variantes de importancia clinica incierta. Figura adaptada
de Wright CF, et al. Nat Rev Genet 2018;19(5):253-268 (5).

En las pruebas moleculares de un solo gen, se selecciona un gen
particular para la secuenciacion o genotipado mediante la técnica de
Sanger de acuerdo con la presentacion clinica del paciente. Esta
técnica fue desarrollada en 1977 y permite establecer la secuencia de
tramos cortos de ADN, pudiendo identificar variantes de nucle6tido
individuales (SNVs), pequefias inserciones y pequefias deleciones. La
probabilidad de que la prueba conduzca al diagnostico depende de
identificar correctamente la causa genética subyacente de la afeccion y
seleccionar la prueba correcta. Por ejemplo, la mayoria de los
trastornos genéticos "clasicos", como la fibrosis quistica (causada por
variantes en el gen CFTR) (40) o distrofia muscular de Duchenne
(causada por variantes en el gen DMD) (41), se diagnostican
utilizando este enfoque. Por el contrario, una herramienta que estudie
el genoma completo a baja resolucion, como un cariotipo basado en
microscopia de banda G (resolucion ~ 5-7Mb), se puede utilizar para
diagnosticar trisomias comunes y aneuploidias segmentarias junto con
algunos trastornos del desarrollo aparentemente esporadicos que son
causados por grandes desequilibrios Unicos de material cromosémico
(42). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el rendimiento
diagnostico del cariotipo de banda G es limitado porque no suele
detectar anomalias por debajo de las 5-10 megabases.

A principios de la déecada de 1990, se desarroll6 la hibridacion in
situ mediante inmunofluorescencia (FISH). Esta técnica detecta
anomalias genéticas por debajo del umbral del cariotipo de banda G,
facilitando la identificacion de eventos submicroscopicos (por ejemplo,
deleciones adyacentes a los telémeros) implicados en enfermedad. Sin
embargo, esta herramienta diagnostica se ve limitada a la evaluacion de
las regiones cromosdmicas que pueden ser objeto de sondas y las
anomalias por debajo del rango de 50-300 kb no se pueden
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detectar(43). El cariotipo de bandas G y el FISH han sido reemplazados
en gran medida por el microarray cromosémico (CMA), que permite la
evaluacion simultanea de todos los cromosomas para los desequilibrios
del nimero de copias y, en algunos casos, la isodisomia uniparental. El
uso de CMA ha revelado que las anomalias citogenéticas
submicroscopicas contribuyen significativamente a los defectos
congénitos y trastornos neuroldgicos neonatales. EI CMA suele ser una
prueba de primer nivel en la evaluacion de los nifios que presentan
enfermedades con sospecha de base genética, como las anomalias
congénitas multiples y el retraso del desarrollo, obteniéndose una tasa
de diagnostico de entre el 15% y el 20%, dependiendo de la indicacion
clinica(44). Existen diferencias entre las plataformas CMA que afectan
al rango de anomalias detectadas. Las matrices basadas en conjuntos
estandar de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) pueden tener
una resolucion algo menor para genes particulares en comparacion con
la hibridacion gendémica comparativa, pero son superiores para la
deteccion de mosaicos de variaciones de numero de copia (CNV), asi
como anomalias neutrales de copia clinicamente importantes e
isodisomia. EI CMA no puede detectar translocaciones equilibradas e
inversiones(45).

Sin embargo, su sensibilidad es baja en comparacién con las
técnicas de secuenciacién masiva y solo ~ 10% de los pacientes con
una enfermedad pediatrica rara puede diagnosticarse utilizando estos
enfoques(42).

1.6.2 Diagnostico genético en la era de la secuenciacion masiva

Las tecnologias de secuenciacion de nueva generacién (NGS)
(Figura 2) permiten la secuenciacion simultanea de una gran cantidad
de material genético, lo cual ha revolucionado la genética clinica al
analizar multiples genes o incluso exomas o genomas completos. Este
enfoque de alta resolucion combina los beneficios de las pruebas
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moleculares y las pruebas citogenéticas de todo el genoma(46). Por
ejemplo, el sindrome de Bardet-Biedl puede ser causado por variantes
en méas de 20 genes con presentaciones clinicas indistinguibles (47).
Del mismo modo, hay muchas causas de deficiencia auditiva
neurosensorial congénita que son clinicamente indistinguibles, pero
genéticamente diferentes. En ambos casos, la secuenciacion en
paralelo de todos los genes que pueden estar potencialmente
implicados mejora y acelera el proceso de diagnostico. Las
tecnologias de secuenciacion masiva son particularmente Utiles para
diagnosticar trastornos del desarrollo que podrian ser causados por
SNVs o pequefias inserciones y/o deleciones (indels) en cualquiera de
los miles de genes en el genoma donde probar cada gen candidato
individualmente ya no es un enfoque factible.

Esta estrategia se ejemplifica mediante la aplicacion de NGS al
diagnostico genético de encefalopatia epiléptica infantil, una entidad
clinica heterogénea que puede ser causada por variantes en docenas de
genes, donde la aplicacion de las técnicas de NGS permitio la
identificacion de 31 genes nuevos entre 2012 y 2015. La sensibilidad de
las tecnologias NGS para detectar SNVs e indels es extremadamente
alta (48) y, aungue la secuenciacién de Sanger todavia se considera la
técnica de referencia para la confirmacion de este tipo de diagnostico,
en algunos casos las tecnologias NGS pueden resultar superiores,
permitiendo, por ejemplo, detectar las variantes en mosaico que s6lo
estan presentes en un subconjunto de células. Los datos de NGS
también se pueden utilizar para detectar CNVs y otras variantes
estructurales, aunque su validez es inferior a la de los microarrays. No
obstante, los paneles genéticos optimizados secuenciado a alta
profundidad utilizando NGS han demostrado ser utiles para detectar
pequenas eliminaciones de exones (<10 kb) y tanto la secuenciacion de
exoma completo (WES) y genoma completo (WGS) se han utilizado
con éxito para detectar grandes CNVs (>500 kb)(49).
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Las técnicas de secuenciacion masiva de lectura corta no detectan
de forma fiable las expansiones de repeticion de tripletes, que son la
causa molecular de enfermedades como el sindrome de X fragil, la
distrofia miotdnica congénita y la ataxia de Friedreich (50). También
presentan limitaciones en la deteccion de pequefios CNV, como
eliminaciones de exones o duplicaciones, que son una de las
principales causas de enfermedad en patologias como la distrofia
muscular de Duchenne y atrofia muscular espinal (SMA) tipo 1. En
zonas de baja cobertura pueden no detectarse variantes presentes en
mosaico en el paciente o considerar como de novo variantes heredades
de progenitores que la presentan en mosaico somatico y no esta
afectos (51). Por lo tanto, es crucial considerar los parametros
analiticos de cada ensayo para determinar si el gen o genes relevantes
estan convenientemente cubiertos y si es el adecuado para detectar el
tipo de variante tipicamente asociada con enfermedad.

1.6.3 Pruebas de diagndstico genético basados en tecnologias
de secuenciacion masiva

Las herramientas de NGS se pueden aplicar de diferentes maneras
para el diagnoéstico clinico, dependiendo del nimero y el tipo de
regiones que se deseen estudiar. Los enfoques dirigidos incluyen la
secuenciacion de genes individuales y paneles de genes asociados a
una enfermedad o fenotipo clinico concreto; asi como la secuenciacion
de todos los exones de los genes actualmente conocidos como
causantes de enfermedad, lo que también se conoce como el exoma
clinico (CES)(52).

Por el contrario, la secuenciacion de los exones de los 20.000
genes codificantes de proteinas incluidos en el exoma y los genomas
completos son esencialmente pruebas no dirigidas (53). Todos los
enfoques diagnosticos basados en técnicas de secuenciacion masiva
generan grandes cantidades de datos, pero la diferencia de escala entre
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las pruebas puede ser muy amplia, desde unos pocos cientos de pares
de bases de ADN para un gen pequefio, donde solo un cierto nimero
de variantes seran detectadas, a 3 mil millones de pares de bases para
un genoma completo, que como promedio contiene de 4 a 5 millones
de variantes por persona.

A medida que se secuencian mas genes en paralelo y se obtienen
maés datos la sensibilidad de la prueba aumenta, pero la especificidad
disminuye y se incrementan los desafios logisticos y éticos. En
particular, el problema de como lidiar con hallazgos secundarios no
solicitados es complejo debido a la enorme cantidad de variantes en
cada genoma Yy la dificultad en su interpretacion. Cuando se aplica un
enfoque de panel de genes virtual a analizar datos de WES o WGS, se
debe lograr un equilibrio entre limitar el panel a un conjunto muy
especifico y conservador de genes que estan directamente
relacionados con el fenotipo particular del paciente (por ejemplo,
limitar las pruebas a los genes relacionados con la epilepsia en lugar
de incluir todos los genes relacionados con trastornos del
neurodesarrollo), lo que aumentara la especificidad de la prueba, y
realizar una prueba no dirigida, como WES o WGS, que
potencialmente seréd capaz de identificar cualquier defecto genético en
el paciente a costa de disminuir la especificidad e incrementar la
dificultad de la interpretacion de los resultados.

El panel es clinicamente atractivo porque reduce el ruido de
hallazgos no relacionados y hallazgos incidentales, pero puede resultar
en errores diagnosticos debidos sobre todo a falsos negativos. Por otro
lado, el nimero de variantes genéticas presentes en cada individuo, en
muchos casos privadas, puede conducir a la sobreinterpretacion de la
relacion de estas variantes con el fenotipo del paciente, lo que conduce
a un sobrediagnostico, que sera mas probable al aumentar la escala de
la prueba. Todavia estd en debate cual es la mejor aproximacion para
ajustar el analisis gendmico con el fin de maximizar la identificacion
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de verdaderas variantes de diagnostico y minimizar la identificacion
de variantes de confusion.

1.6.4 Enfoque en un solo probando o en trios

Una excelente estrategia para gestionar la riqueza de variantes
genéticas identificadas por CES, WES o WGS es utilizar la
aproximacion en trios, lo cual consiste en analizar las muestras del
nifio y de ambos padres bioldgicos. Esto permite filtrar variantes raras
benignas privadas, identificar variantes de novo que estan presentes
solo en el nifio y confirmar la herencia.

Para familias en las que ninguno de los padres se ve afectado por
el mismo trastorno que el hijo, la secuenciacion de trios ofrece una
reduccion de aproximadamente diez veces en el nimero de variantes
candidatas, asi como un aumento del 50% en el rendimiento
diagndéstico aumentando sustancialmente la velocidad y probabilidad
de llegar a un diagnastico preciso (54).

Este aumento del poder analitico debe sopesarse con el coste
adicional de la secuenciacion parental, aunque dicho coste se puede
compensar en parte por la eliminacion de la necesidad de realizar
estudios de segregacion de variantes candidatas que es necesario en
enfoques de un solo probando (55, 56).

1.7 INTEGRACION E INTERPRETACION DE LOS DATOS

Durante la Gltima década, se ha vuelto cada vez mas evidente que
un genoma individual no puede interpretarse de forma aislada. Se
requiere conocimiento de la variacion de fondo en una poblacion para
filtrar variantes comunes. Idealmente, esta informacion se obtendria de
forma aleatoria en individuos muestreados que no han sido
seleccionados por cualquier caracteristica clinica o social especifica,
para lo cual se necesitan miles de estos genomas. La clasificacion
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Optima de las variantes también requiere informacion clinica detallada y
completa sobre el probando, en lugar de una simple etiqueta de
diagndstico. La escala de datos WES y WGS necesita la automatizacion
del filtrado de variantes para centrarse en los intervalos genémicos y / o
variantes relevantes con relacion a la clinica.

Por otra parte, los flujos de trabajo analiticos para el diagndstico
de enfermedades raras que implican el procesamiento de datos de
secuenciacion crudos, la identificacion de variantes patogénicas y la
integracion de datos clinicos para lograr un diagnostico genético
robusto son complejos y no estan completamente estandarizados
(Figura 3) (57, 58).
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Observaciones

clinicas:
« Hipotonia
« Ictericia Historia
« Cardiopatia familiar

congénita

Secuenciacion ADN Términos HPO:
« Hipotonia neonatal generalizada, HP: 0008935

» Enfermedad hepatica colestasica neonatal, «—
HP: 0006566
— « Tetralogia de Fallot, HP: 0001636
Annalisis bioinformatico, Edad Indicacion
llamada de variantes | «<———| Sexo de prueba
y filtrado Probable herencia (por ejemplo, autosomica (p- €j., Diagnéstico)
dominante, autosdémica recesiva, esporadica)
l Indicacién
Evaluacion de variantes JL
plausibles de Diagnoéstico Diagnostico
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probable(por ejemplo, molecular clinico
criterios ACMG)
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[No hay variantes plausibles

Probable iagnostico
diagndstico genético ge co robusto
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Causa genéti 6 i
poco probable siendo probable

Figura 3. Integracion de flujos de trabajo clinicos y de laboratorio para
optimizar el diagnostico de enfermedades raras mediante secuenciacion de
nueva generacion. La implementacion efectiva y segura de un servicio de
gendmica pediatrica requiere un disefio diligente para optimizar la experiencia de
los médicos, bioinformaticos y cientificos en varias partes del flujo de trabajo.
Cada paso del proceso de filtrado de variantes merece una evaluacion cuidadosa
para reducir el nimero de variantes un nimero suficientemente bajo que permita
la revision de las mismas sin eliminar variantes valiosas para el diagnostico. La
evaluacion clinica del paciente se lleva a cabo tanto al principio como al final de
todo el proceso diagnostico. Figura adaptada de Wright CF, et al. Nat Rev Genet
2018;19(5):253-268 (5)
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1.7.1 Llamada y anotacion de variante

Los procesos bioinformaticos de llamada y anotacion de variantes
por los que pasan los datos crudos generados tras la secuenciacion del
ADN, implican una serie de pasos claves en la posterior interpretacion
de los resultados.

La llamada y la anotacién de variantes son procesos muy
complejos, y la reproducibilidad para el analisis repetido de la misma
muestra de WGS utilizando la misma canalizacion es generalmente
inferior al 100%(59). La llamada de variante se usa para identificar
diferencias alélicas en la composicion base de un individuo
comparando cada posicion representada en los datos con la posicion
equivalente en un genoma humano de referencia. La sensibilidad
depende de la calidad de los datos de prueba y de los datos de
referencia, asi como de los algoritmos empleados.

La presencia de datos de baja calidad o cobertura pueden resultar en
la pérdida de variantes importantes para el diagnéstico. La variante de
Ilamada, particularmente de pequefios indels, es dificil en secuencias
repetitivas, lo que puede conducir a la omision de diagndsticos a pesar
de que la variante esté presente en los datos brutos (60).

Los datos de variante de Ilamada se almacenan en archivos de
formato “variant calling” (VCF) estandarizados, que posteriormente
se modifican para el analisis clinico incluyendo la anotacion de cada
variante (61). La anotacion de las variantes implica la generacion de
una serie de parametros que son cruciales para la interpretacion clinica
de dicha variante, especialmente la frecuencia alélica y la prediccion
de las consecuencias de la variante.

Todas las anotaciones, pero los datos frecuencia alélica en
particular, varian con los datos de partida y el software utilizado en el
momento de la anotacién. Como resultado, los archivos VCF pueden
variar sustancialmente entre proveedores y entre versiones a pesar de
tener una estructura estandarizada (62).
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1.7.2 Filtrado de variantes

Las decisiones sobre qué variantes incluir o excluir en la
evaluacion diagnostica o en los analisis posteriores dependen en gran
medida de los recursos utilizados y la fecha en la que se accedié a los
mismos. Las variantes se suelen excluir si no tienen predicciones o
consecuencias funcionales conocidas, si se considera que son
demasiado comunes para ser la causa de una enfermedad en particular
0 si no encajan con el patron observado de herencia para la
enfermedad(63).

Si se aplica un enfoque en trio, se debe realizar una cuidadosa
evaluacion de los padres para asegurarse de que no tienen un fenotipo
subclinico leve relevante para el trastorno en su hijo; de lo contrario,
se establecerd un patron de herencia incorrecta confundiendo el
analisis. Filtrar variantes sin funcién conocida requiere una prediccion
precisa del efecto de la variante genética por software como por
ejemplo Ensembl VEP71(64, 65) o SNPeff (66). Sin embargo, estas
predicciones pueden no reflejar la consecuencia bioldgica real de la
variante. Ademas, la misma variante gendémica puede tener diferentes
consecuencias a nivel prondstico debido a la presencia de transcritos
alternativos, ya que la falta de un método estandarizado y sencillo de
seleccion para determinar el transcrito de la mayoria de los genes es
una fuente significativa de variacion entre los laboratorios de
diagndstico. La identificacion de variantes comunes requiere acceso a
recursos de poblacion a gran escala, como EXAC (67) y gnomAD
(68). A dia de 28 de febrero de 2021, estas bases de datos contenian
variantes de méas de 125.748 exomas y 76.156 genomas de una serie
de cohortes de estudio para adultos y nifios. No obstante, muchos
grupos siguen estando subrepresentados (69).

Las variantes genéticas que causan enfermedades graves en la
infancia rara vez estdn presentes en este tipo de bases de datos, al
contrario que lo que sucede con variantes asociadas con enfermedades
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de debut en la edad adulta, ya que los factores relacionados con el
estilo de vida y las exposiciones ambientales a largo plazo no
contribuyen de forma significativa a la variabilidad de expresion de
las enfermedades de aparicion temprana.

En este sentido cuando el anélisis se aplica a poblacion pediétrica,
puede ser conveniente establecer unos umbrales de frecuencia alélica
muy bajos que permitan seleccionar solo variantes muy raras. Sin
embargo, la etnia del individuo que se esta secuenciando y su grado de
representacion en conjuntos de datos de referencia puede afectar la
eficacia del filtrado de variantes, y debe tenerse en cuenta que sigue
habiendo un sesgo europeo en el andlisis genémico (70).

1.7.3 Asignacion de patogenicidad

Un examen clinico exhaustivo sigue siendo crucial para
interpretar las variantes candidatas identificadas por secuenciacion
gendémica y para garantizar las buenas practicas clinicas (Figura 2).
Asignar patogenicidad a una variante rara identificada mediante el uso
de un algoritmo bioinformatico y establecer un diagnostico genético
puede ser un proceso extremadamente desafiante.

Las variantes en genes previamente asociados con una
enfermedad en cuestion a menudo se priorizan utilizando paneles
genéticos virtuales (71), asi mismo la capacidad de identificar a las
personas que no tienen una de las causas conocidas de una
enfermedad a menudo facilita el descubrimiento de nuevos
determinantes de enfermedades (72).

Desafortunadamente las asociaciones espureas entre un gen y una
enfermedad son relativamente frecuentes en la literatura, lo que resulta
en enormes diferencias entre los paneles génicos y una falta de
consenso claro con respecto al nivel de evidencia requerido para que
un gen se incluya en un panel. Ademas, las bases de datos de variantes
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patogénicas, como la Human Gene Mutation Database (HGMD) (73),
contienen NUMerosos errores, ya gque contienen variantes benignas a
las que en algiin momento se les asignd errbneamente patogenicidad
(74, 75).

Es esperable que esta situacion mejore a medida que aumente el
nimero de genomas secuenciados, pero la importancia de estas
grandes bases de datos que comprenden colecciones de genomas tanto
de individuos sanos como de individuos con enfermedades raras,
como gnomAD vy ClinVar (76), no debe ser sobreestimada. Grandes
cohortes pediatricas como Deciphering Developmental Disorders
Study en el Reino Unido han facilitado el desarrollo de métodos
robustos para establecer la patogenicidad Unicamente sobre la base de
datos genémicos, si bien estos estudios también cuentan con la ayuda
de datos fenotipicos categdricos y cuantitativos (77). De hecho, los
enfoques categoricos utilizan ontologias estructuradas, como el
Human Phenotype Ontology (HPO) (78), para capturar caracteristicas
clinicas importantes, mientras que los datos cuantitativos en genética
pediatrica incluyen el crecimiento y los hitos del desarrollo.

La publicacién de las guias Association for Molecular Pathology
(ACMG-AMP) por parte del American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG)(79, 80) fue uno de los principales hitos hacia
el establecimiento de un marco comuin para la clasificacion de
variantes.

Por otra parte, plataformas como DECIPHER (81, 82) permiten
describir el fenotipo de forma estandarizada por parte de los clinicos y
su integracion con el genotipo como un registro a nivel de paciente
dentro de un Unico recurso, lo que permite la valoracion holistica de
datos relevantes. DECIPHER muestra informacion de fenotipos, datos
de imagenes, informacion de genotipos (incluyendo tipo de variante
(como SNV o CNV), consecuencia y modo de herencia) y la
estructura de la proteina resultante en 2D y 3D cuando esta disponible,
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asi como la referencia y los recursos poblacionales. Ademas, se
complementa con una herramienta de evaluacion para facilitar la toma
de decisiones basadas en la integracion de la experiencia clinica con el
fin de lograr un diagndéstico genético solido.

El uso sistemético de datos categdricos y fenotipicos cuantitativos
para la clasificacién fenotipica de cada nifio con un trastorno genético
raro o ultrararo también facilita los enfoques estadisticos para
identificar patrones caracteristicos de cada trastorno. Esto permitird
una evaluacion de la concordancia entre el fenotipo observado en el
individuo analizado y el fenotipo esperado asociado con cada uno de
los genotipos causales plausibles que haya sido identificado mediante
el andlisis genético.

1.8. CONSIDERACIONES PARA LA APLICACION CLINICA

La experiencia para evaluar clinicamente la importancia
diagnostica de las variantes genémicas identificadas y comunicar los
resultados significativos a la familia y a otros profesionales de la salud
es un requisito previo esencial para la introduccion de las técnicas
NGS en un sistema sanitario (83). La bisqueda de un diagnéstico, que
puede prolongarse a lo largo de afios, a menudo se resuelve cuando la
nueva tecnologia (como la NGS) y los nuevos conocimientos (como el
descubrimiento de nuevas enfermedades y genes) se combinan. El uso
adecuado de estas herramientas tiene el potencial de acortar
drésticamente la "odisea diagndstica” para pacientes con trastornos
pediatricos raros y ultra-raros (84, 85). Ademas, puede evitar la
necesidad de realizar investigaciones mas invasivas y costosas, como
la biopsia de tejidos.

Sin embargo, y especialmente con pacientes muy jovenes, las
investigaciones que pueden consolidar un diagndstico clinico deben
continuar en paralelo con las pruebas genéticas de secuenciacion
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masiva, ya que los resultados pueden ser Utiles para establecer la
validez de los diagndsticos sugeridos por variantes candidatas.
Investigaciones de seguimiento (como los estudios bioquimicos o
enziméaticos o las pruebas de imagen) pueden ser necesarias para
confirmar si las caracteristicas fenotipicas normalmente asociados al
gen candidato estan presentes y si el diagnéstico sugerido es
clinicamente plausible.

Cuanto menos especifica sea la presentacion (por ejemplo, la
hipotonia) mas dificil resultara establecer la relevancia diagndstica de
las variantes candidatas identificadas. Con una cuidadosa seleccion
del paciente en una UCIN, ha sido posible establecer un diagnostico
genético para neonatos gravemente enfermos en tan solo 26 horas
(86), pero este periodo de tiempo sigue siendo inalcanzable en la
mayoria de los servicios de salud debido a la falta de recursos
tecnoldgicos, asi como a los costes sobreafiadidos. Sin embargo, estos
resultados demuestran que el diagnéstico genético rapido es factible y
proporciona un fuerte impulso para mejorar la aplicabilidad de estas
herramientas en la préactica clinica habitual, aspirando a aumentar su
velocidad de respuesta pero manteniendo un equilibrio con los
recursos necesarios, tanto humanos como econdmicos, para analizar
los resultados obtenidos (87).

1.8.1 Human Phenotype Ontology

La platafoma HPO proporciona recursos bioinformaticos
integrales para el andlisis de enfermedades y fenotipos humanos,
ofreciendo un puente computacional entre la biologia del genomay la
medicina clinica (88). HPO se publicé inicialmente en 2008 con el
objetivo de permitir la integracion de la informacion fenotipica en
todos los campos cientificos y bases de datos. Desde entonces, el
proyecto ha crecido en términos de cobertura, alcance y sofisticacion
(89), y se ha convertido en un componente central de la Iniciativa
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Monarch, permitiendo el andlisis computacional de especies cruzadas
(90).

La descripcion de la variacion fenotipica se ha convertido en un
tema central para la investigacion traslacional y la medicina genémica,
y las descripciones ‘computables’ de la enfermedad humana utilizando
perfiles fenotipicos HPO (también conocidos como 'anotaciones'’) se
han convertido en un elemento clave en una serie de algoritmos que se
utilizan para respaldar el descubrimiento y el diagnostico genémico
(92).

HPO esta organizada como subontologias independientes que
cubren diferentes categorias. La categoria mas grande es la anomalia
fenotipica. La subontologia del modo de herencia permite definir
modelos de enfermedad segun los modos de herencia mendeliano o no
mendeliano. De manera similar, la subontologia Mortalidad /
Envejecimiento permite anotar la edad de muerte tipicamente asociada
con una enfermedad u observada en un individuo especifico.
Finalmente, la subontologia del modificador clinico esta disefiada para
proporcionar términos para caracterizar y especificar las anomalias
fenotipicas definidas en la subontologia de anomalias fenotipicas, con
respecto a la gravedad, lateralidad, edad de inicio y otros aspectos.

La principal aplicacion de dominio de HPO, hasta la fecha, ha
sido sobre trastornos raros, y proporciona un gran corpus de perfiles
de anotacion de enfermedad-HPO utilizando OMIM, Orphanet y
DECIPHER para entidades patolégicas. Con los avances recientes en
la medicina personalizada, es cada vez mas importante proporcionar
una base computacional para el analisis de genomas impulsado por el
fenotipo y otras investigaciones traslacionales en otros campos de la
medicina.

El uso de términos HPO para pacientes con epilepsia es un
desafio. A diferencia de muchos otros trastornos genéticos, las
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caracteristicas fenotipicas de los pacientes con epilepsia son dindmicas
y las caracteristicas especificas, como la semiologia de una convulsién
compleja, a menudo son dificiles de incluir por completo en las
ontologias fenotipicas sistematicas. Por ejemplo, un paciente con
convulsiones febriles simples puede tener convulsiones febriles
autolimitadas, puede tener convulsiones febriles recurrentes después
de los seis afos o puede desarrollar la epilepsia intratable relacionada
con la fiebre del sindrome de Dravet con el tiempo. Las tres entidades
son distintas, pero dependiendo de la edad de los pacientes, pueden
codificarse de forma idéntica en el HPO si no se utilizan
modificadores que codifican la edad del paciente. ElI dilema de
representar completamente los fenotipos neuroldgicos dindmicos
enfatiza la necesidad del uso continuo de modificadores de HPO para
lograr la dimensionalidad en los datos del fenotipo.

HPO se emplea para incorporar datos clinicos en el analisis de un
panel de secuenciacion de diagnostico de NGS con casi todos los
genes asociados con la enfermedad mendeliana conocidos; el
algoritmo, interpretacion fenotipica de exomas (PhenlX) contribuy6 a
una tasa de diagndstico del 28% en los nifios en los que los exdmenes
exhaustivos previos no habian revelado un diagnéstico (92). El uso de
HPO para generar paneles de genes individualizados impulsados por
fenotipos para el diagnostico condujo a un aumento en el rendimiento
diagnostico(93). EI Thrombo Genomics Consortium informé que la
priorizacion computacional de variantes raras candidatas identificadas
en pacientes con trastornos hemorragicos, trombaticos o plaquetarios
utilizando fenotipos codificados por HPO asignd las puntuaciones mas
altas a variantes patogénicas o probables patogénicas en el 85% de los
casos (94), lo que demuestra que los algoritmos basados en HPO
pueden hacer que las reuniones de diagnéstico multidisciplinares sean
mas eficientes.
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1.8.2 Experiencia clinica

Aunque para algunas patologias (como por ejemplo la
acondroplasia) es posible establecer un diagnostico molecular
definitivo a partir del genotipo o un juicio clinico cierto a partir del
fenotipo, el diagnostico genético de la mayoria de las enfermedades
raras requiere de la integracion y correlacion de los datos genémicos
(genotipo) con las caracteristicas clinicas (fenotipo) del paciente. La
profundidad del fenotipo necesaria para hacerlo con precision aun no
esta establecida para la mayoria de las condiciones, y se recomienda la
evaluacion especializada por un médico con experiencia en
enfermedades raras para asegurar que un diagnostico molecular de
enfermedad genética en un paciente pediatrico esta bien
fundamentado. Del mismo modo, tanto si el diagndstico molecular
representa una explicacion completa para la presentacion clinica del
paciente, como si éste presenta un fenotipo poco especifico, también
es apropiada una evaluacion por un experto.

Hacer un diagnéstico genético de por vida en un paciente joven
con un trastorno grave es un paso crucial para permitir un tratamiento
y seguimiento adecuado para ese paciente y su familia. Dependiendo
de las variantes genéticas, este proceso a menudo requiere revision de
publicaciones primarias recientes y evaluacion clinica adicional para
corroborar o refutar un diagndstico, asi como estudios de segregacion
para determinar si el diagnostico molecular sugerido encaja con el
patron de herencia observado en la familia. Ademas, para pacientes
con trastornos raros o ultra raros, es necesario dedicar tiempo para
investigar adecuadamente la disponibilidad de estudios de
investigacion y ensayos de tratamiento. Este proceso es lento, pero
esencial para la practica segura en medicina genémica; el tiempo y la
experiencia necesarios para realizarlo con garantias puede no ser fécil
de acomodar en una consulta pediatrica sin el apoyo de un equipo
multidisciplinar.
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Asimismo, los pacientes con un informe inicial negativo de una
prueba genética de secuenciacién masiva pero en los que se sospecha
fuertemente una base genética para la enfermedad también se
beneficiaran de la evaluacion de expertos en genética clinica. Por
otra parte, a medida que el uso del WGS o el WES se generaliza el
reanalisis clinicamente orientado de los datos existentes centrados en
el paciente mejora el rendimiento diagndstico mediante la
identificacion de variantes que se hayan podido pasar por alto en el
analisis estandar inicial (95).

1.8.3 Seleccidon del paciente candidato a estudio genético

La identificacion de los pacientes adecuados para someterse a un
estudio genético ha evolucionado sustancialmente en los ultimos 25
afos, coincidiendo con la capacidad de diagnosticar de una manera
cada vez mas eficaz y econdmica un nimero creciente de trastornos.
El ACMG publico una guia de indicaciones para los casos en los que
debe considerarse el uso de los estudios genéticos, incluyendo
aquellos pacientes con una alta probabilidad de presentar una causa
monogeénica de enfermedad que no es facilmente identificable (96).
Ampliando esta idea, Bick et al. (42) sugieren algunas caracteristicas
generales adicionales de los trastornos que requeririan un abordaje
mediante técnicas de secuenciacion masiva:

» Datos del fenotipo o de la historia familiar que implican
fuertemente una etiologia genética, pero el fenotipo no se
corresponde con un trastorno para el que exista una prueba
genética dirigida a un gen especifico.

» Diagnostico clinico de un trastorno que se sabe que es causado
por multiples genes (heterogeneidad extensa del locus).

67



MARIA JOSE DE CASTRO LOPEZ

» Caracteristicas clinicas que son insuficientes por si mismas

para hacer un diagnostico clinico, pero que se sabe que estan
asociadas con mdaltiples trastornos genéticos.

Un diagnostico clinico de un trastorno genético conocido en el
que un solo gen u otras pruebas dirigidas ha sido negativo.

El paciente tiene un curso clinico atipico para la enfermedad
considerada (por ejemplo, gravedad o duracidon inesperada,
reaccion idiosincrasica a los medicamentos).

Inicio temprano de un trastorno que normalmente se observa
en la edad adulta.

Alteraciones clinicas o analiticas raras y especificas.

Combinaciones atipicas o complejas de anomalias clinicas o
signos y sintomas adicionales no explicados por un
diagnostico.

Por otra parte, Wright et al.(5) proponen las siguientes

indicaciones para identificar pacientes pediatricos que se puedan
beneficiar de un estudio genético mediante técnicas de secuenciacion
masiva (Tabla 1):
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Tabla 1. Indicaciones para la realizacion de WES, WGS o paneles génicos en
pediatria

1. Trastorno del neurodesarrollo incluyendo retraso psicomotor y/o dificultad de
aprendizaje, encefalopatia epiléptica o paralisis cerebral grave.

2. Anomalias congénitas incluyendo multiples anomalias congénitas (dos o mas)
o una sola anomalia congénita mayor junto a retraso de neurodesarrollo,
crecimiento anormal, caracteristicas dismorficas o comportamiento inusual.

3. Datos somatométricos anormales (talla/longitud, peso, perimetro de craneo):
dos o mas parametros superior o inferiores a >3 DE o un parametro superior o
inferior a >4 DE de media (excepto para obesidad aislada, donde se debe
considerar <4.5 DE y una fuerte sospecha de etiologia genética).

4. Rasgos dismorficos.

5. Fenotipo comportamental anormal en conjunto con alguna de las anteriores o
fenotipo comportamental extremo sugestivo de base genética.

6. Trastorno de magnitud considerable en el que se sospecha una base genética
con alguna de las siguientes caracteristicas: varios miembros de la familia
afectos; otro miembro de la familia afecto con un fenotipo raro, distintivo y
consistente; o caso Unico asociado con un fenotipo particular grave.

1.8.4 Eleccion del estudio genético

La capacidad para descifrar el codigo genético ha mejorado
notablemente en los Ultimos 10 afios debido a mdltiples
circunstancias, las cuales incluyen costes exponencialmente
decrecientes, una mayor precision de las técnicas de secuenciacion y
un réapido desarrollo de bibliotecas de genes relacionados con
diferentes patologias(97, 98). La eleccion de un test concreto de
secuenciacion masiva esta influenciada por diferentes factores, entre
los que se encuentran la especificidad de la clinica y la disponibilidad
de recursos, tanto materiales como humanos. Los paneles de genes
dirigidos tienen un coste inferior que los exomas y los genomas y
proporcionan una profundidad de cobertura excelente, pero algunos
genes de interés pueden no estar incluidos (99). Secuenciar un exoma
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es mas barato que secuenciar un genoma pero la cobertura de algunos
exones puede ser subdptima, especialmente en regiones ricas en
guanina y citosina (100). El andlisis de genoma completo proporciona
la mejor cobertura, pero también la més cara y la més laboriosa (101).

El tiempo de respuesta de cada una de estas pruebas también es
variable, oscilando entre semanas y meses en funcidn de la complejidad
de su analisis, siendo mas rapido en el caso de los paneles de genes y
mas largo para el exoma y el genoma. La aplicacion de estas pruebas en
unidades de cuidados intensivos neonatales y pediatricos tiene un
notable atractivo. El reciente desarrollo de protocolos rapidos de
secuenciacion de exomas (rES) y genomas (rGS) en un tiempo
aproximado de 1 a 2 semanas ha permitido la aplicacion exitosa de estas
pruebas en cuidados intensivos neonatales y pediatricos identificando
nameros inesperados de lactantes con enfermedades agudas de origen
genético y cambiando positivamente su atencion médica (87, 102, 103).
A pesar de estos éxitos, los rES y rGS siguen siendo costosos y no estan
facilmente disponibles para la mayoria de las unidades de cuidados
intensivos que atienden bebés y nifios. Examinar un panel de genes con
funcion conocida y las asociaciones de enfermedades establecidas
simplificarian la interpretacion de los datos pudiendo proporcionar una
alternativa mas simple a rES y rGS, aln con tasas de diagnostico
comparables (104).

1.8.5 Consideraciones éticas y legales

Hay importantes implicaciones éticas asociadas con la aplicacion
clinica de las tecnologias de secuenciacién masiva, particularmente en
nifios. La secuenciacion de exomas y genomas identifica con
frecuencia hallazgos incidentales o0 secundarios: variantes de
importancia potencial para el nifio o la familia que no estan
relacionados con las enfermedades para las que se realiza la prueba.
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La presentacion de conclusiones incidentales es controvertida y ha
dado lugar a politicas de recomendaciones en muchos casos
contradictorias (105, 106). Algunos grupos sugieren no informar
variantes patogénicas que no impliquen una intervencion terapeutica.
Otros recomiendan ofrecer los hallazgos patogénicos tanto en
trastornos tratables como intratables, asi como el estado portador de
enfermedades recesivas (107). Esta discusion es particularmente
relevante en la poblacion pediatrica ya que estos pacientes no se
consideran legalmente competentes cuando se examinan, pero
adquiriran competencia a medida que crecen (108). El hecho de que
muchos adultos opten por no someterse a pruebas genéticas cuando se
les ofrecen (109) genera dudas con respecto a la proteccion de la
autonomia y la privacidad futuras (110).

Es por ello que la gran cantidad de variantes que se obtienen tras
el andlisis de exomas y genomas representa un desafio significativo
para su uso en la practica clinica habitual.

Los laboratorios suelen utilizar herramientas bioinformaticas para
reducir el numero de variantes que requieren evaluacién manual, las
cuales se basan en un conjunto de criterios de filtracion como la
frecuencia alélica, el impacto previsto sobre la proteinay la informacion
disponible en bases de datos sobre la patogenicidad de las variantes. Sin
embargo, una parte importante del proceso de interpretacion -determinar
si el gen afectado por la variante estd fuertemente asociado con la
enfermedad y cumple con los criterios para ser informado como causa de
la enfermedad- implica revisar manualmente la validez del papel de cada
gen en la enfermedad teniendo en cuenta otros atributos como la
penetrancia y la edad de comienzo.

En este sentido, las herramientas bioinformaticas que integran
elementos fenotipicos en la seleccion de variantes son una opcion muy
atractiva para generar una lista de genes y variantes candidatos y asi
disminuir tanto el tiempo de anélisis como los hallazgos incidentales.
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Para dar respuesta a estas preguntas sobre las tecnologias de
secuenciacion masiva aplicadas especificamente a poblacién neonatal, es
interesante resefiar el proyecto BabySeq (111). El proyecto BabySeq es
un ensayo controlado y aleatorizado disefiado para explorar los resultados
médicos, conductuales y econdmicos asociados con el uso de la
secuenciacion masiva, en concreto del andlisis del genoma, en recién
nacidos (112). Se seleccionaron dos cohortes de neonatos: recién nacidos
sanos de la maternidad y recién nacidos enfermos de las unidades de
cuidados intensivos neonatales y pediatricos. Con el fin de facilitar la
interpretacion de resultados, los investigadores seleccionaron 1.514 genes
para analizar el papel de cada uno de ellos en la enfermedad, la edad de
aparicion, la penetrancia y el modo de herencia basada en un conjunto de
criterios determinados por un grupo interdisciplinar de genetistas clinicos
y moleculares, pediatras, neonat6logos y expertos en bioética. Usando
esta informacién determinaron un conjunto de criterios para el retorno de
resultados que se incorporaron al protocolo del proyecto. Los criterios se
desarrollaron para maximizar el beneficio mientras se minimiza la
incertidumbre de reportar trastornos con baja penetrancia, aparicion
tardia o evidencia subdptima de asociacion, limitandose a cuatro grupos
de resultados: (i) inicio en la nifiez (inicio mas temprano informado antes
de los 18 afios), involucrando genes con evidencia sélida para causar
trastornos de aparicion en la nifiez altamente penetrantes; (ii) genes con
evidencia moderada y / o penetrancia moderada asociada con condiciones
para las cuales la accion durante la infancia puede prevenir un resultado
devastador mas adelante en la vida; (iii) genes con fuertes asociaciones
farmacogendmicas (clase 1 y genes 2A en la base de datos PharmGKB
(https://www.pharmgkb.org)) que son relevantes para la poblacion
pediatrica, incluyendo RYRL1 asociado con hipertermia maligna, TPMT
asociado con toxicidad por tiopurina, y G6PD asociado con anemia
hemolitica debido a la deficiencia de glucosa-6 fosfato deshidrogenasa; y
(iv) estado de portador de cualquier gen que cumpla con estos criterios
(Figura 4).
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En el caso de los neonatos sanos se decidié informar solo de las
variantes patogénicas o muy probablemente patogénicas, mientras que
en el caso de los neonatos criticamente enfermos todas las variantes
con evidencia para apoyar una contribucion clara o posible a la
indicacion del recién nacido deberian ser informadas. Finalmente, y en
base a estos criterios, se filtraron para informar 954 genes entre los
mas de 20000 incluidos en la secuenciacion del genoma(109).

a Recién nacido sano Recién nacido enfermo

v |

Informe de secuenciacion gendmica del recién nacido Riesgo
de enfermedad de inicio en la ninez
Estado de portador de la enfermedad de inicio en la nifiez
Variantes farmacogenomicas (relevantes para la edad pediatrica)

Si surge alguna indicacion I

Analisis basado en indicaciones
Variantes asociadas con las caracteristicas clinicas del paciente
Opcidn para consultar variantes farmacogendémicas
relacionado con el cuidado del recién nacido

b Informe de secuenciacion
( genomica del recién nacido )

Probablemente  Significado Probablemente
patogena incierto benigna

< >

Analisis basado en indicaciones

Patogena Benigna

Figura 4. Criterios de informacién de resultados en el proyecto BabySeq. Todos
los recién nacidos del grupo sano reciben un informe de secuenciacion gendémica de
recién nacidos que devuelve el riesgo y el estado portador de la enfermedad de
inicio infantil y variantes farmacogenomicas que pueden ser relevantes para la
poblacion pediatrica. Ademas los recién nacidos enfermos reciben un analisis
basado en indicaciones que devuelve todas las variantes con evidencia para causar
o contribuir a la enfermedad del bebé, con una opcion para consultar variantes
farmacogendémicas relacionadas con el cuidado del bebé. Figura adaptada de
Ceyhan-Birsoy O, et al. Genet Med 2017;19(7):809-818 (113).
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1.9. ESTUDIOS PILOTO PROSPECTIVOS QUE HAN APLICADO
TECNICAS DE SECUENCIACION MASIVA A NEONATOS
CRITICAMENTE ENFERMOS

Las enfermedades raras a menudo se presentan en los primeros
dias y semanas de vida, pudiendo requerir un manejo complejo en el
contexto de una UCIN. Las investigaciones genéticas o metabdlicas
tradicionales son costosas y, a menudo, no logran llegar a un
diagnostico final cuando no se sospecha un sindrome reconocible. Por
este motivo, hasta la fecha se han llevado a cabo proyectos piloto
evaluando la viabilidad de diferentes técnicas de secuenciacion masiva
como herramienta para mejorar el diagnéstico de enfermedades raras
en recién nacidos ingresados en la UCIN. En este sentido, debe
tenerse en consideracion que se trata de estudios realizados en el
ambito de la investigacion y que se han basado en diferentes
aproximaciones: secuenciacion de CES, WES y WGS.

A continuacion se detallan las caracteristicas de cada uno de ellos,
agrupandolos segun el tipo de herramienta de secuenciacion masiva
empleada:

a) Secuenciacion de CES. Este tipo de aproximacion se basa en la
secuenciacion de las regiones codificantes de un grupo de
genes seleccionados. Los estudios piloto que han aplicado esta
aproximacion a pacientes neonatales criticamente enfermos
incluyen los siguientes:

- Daoud, et al (102) valoraron su utilizacion basada en el
empleo de un panel grande en trios que incluye 4813 genes
relacionados con enfermedad. Los recién nacidos incluidos
debian tener al menos uno de los siguientes hallazgos: una o
mas malformaciones congénitas, caracteristicas dismorficas,
anomalias en los parametros de crecimiento, deterioro
neuroldgico (incluida encefalopatia, convulsiones o
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hipotonia) o caracteristicas que sugieran una afeccion
metabolica. De los 20 recién nacidos estudiados, 8
recibieron un diagndstico molecular (tasa de diagnostico del
40%). Los diagnosticos fueron disgenesia tubular renal,
sindrome de encefalopatia relacionada con SCNI1A,
miopatia miotubular, sindrome de deficiencia de FTO,
displasia  craneoectodérmica,  sindrome  miasténico
congeénito, sindrome de discapacidad intelectual autosémica
dominante tipo 7 y sindrome de Denys-Drash. De estos
pacientes dos tuvieron un cambio en el tratamiento médico
debido al diagndstico. Para el paciente con mutaciones en el
gen de la enzima de conversion de la angiotensina, el
diagndstico molecular guié la evaluacion posterior de la
aldosterona y el inicio de la fludrocortisona, que finalmente
resultdé en una mejor funcion renal. En otro paciente, el
diagnostico de una variante de novo en WT1 supuso un
cambio en el manejo quirurgico, debiéndose extirpar ambos
rifiones durante el trasplante de rifién, para reducir el riesgo
sustancial de tumor de Wilms. El conocimiento del
diagnéstico en los otros 6 casos brindd informacion
beneficiosa a sus médicos sobre la historia natural y el
prondstico y permitio un asesoramiento preciso sobre el
riesgo de recurrencia y el diagnostico prenatal. El tiempo
trascurrido hasta la devolucion de los resultados oscilo entre
2 y 58 semanas (media de 15,2 semanas), lo que refleja la
disponibilidad limitada de la plataforma MiSeq para fines
de investigacion.

Meng, et al (103) lo aplicaron a poblacién pediatrica
ingresada en unidades de cuidados intensivos, tanto UCIN
como UCIP. Basado en el uso de un exoma clinico
comercial en un solo probando (178 neonatos y lactantes
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hasta 100 dias de vida) o en trios (100 neonatos y lactantes
hasta 100 dias de vida, de los cuales 63 eran criticamente
enfermos —critical trio CES-). La evaluacién de la
necesidad de CES fue realizada por varios genetistas
clinicos certificados por la junta del Texas Children's
Hospital. De los 278 pacientes, 102 (36,7%) obtuvieron un
diagnéstico molecular. El exoma trio critico proporciond
diagnosticos moleculares significativamente mas altos
(50,8%) que el exoma probando (32,6%) y el exoma trio
(32,4%). La mediana del tiempo de respuesta fue de 13,0
dias para el critical trio CES menor que la del exoma
probando (95,0 dias) y el exoma trio (51,1 dias).
Aproximadamente el 38% de los individuos diagnosticados
tenian una presentacion infantil atipica o no reconocida de
trastornos genéticos. Para los trastornos genéticos bien
conocidos, como el sindrome de Kabuki causado por
variante  patégena en KMT2D, las caracteristicas
craneofaciales fueron atipicas o poco reconocidas en los
cuatro bebés. Otro ejemplo de presentacion atipica de
trastornos mendelianos conocidos en recién nacidos
incluyen el sindrome de megalencefalia-polimicrogiria-
polidactilia-hidrocefalia relacionado con AKT3 en un
individuo con hipoglucemia, acidosis metabdlica por
hiperlactatemia y ventriculos laterales prominentes en el
limite sin macrocefalia al nacer.

Van Diemen, et al (114); estos autores secuenciaron el
genoma completo pero en el analisis de las variantes, éstas
se filtraron por CES. La enfermedad critica se definié como
insuficiencia cardiorrespiratoria que necesitaba asistencia
respiratoria o disfuncion orgéanica grave (cerebro, corazén,
pulmones, higado o rifiones). Los criterios de inclusion
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fueron: edad <1 afio y la presencia de una 0 mas anomalias
congénitas y / o sintomas neurologicos graves, como
convulsiones intratables, que sugiriesen una causa genética
de la enfermedad. Se incluyeron 23 nifios en estado critico
menores de 12 meses ingresados en UCI en los que no se
habia podido realizar un diagndstico rapido tras la
evaluacion clinica y las pruebas diagnosticas de rutina. El
analisis dirigido de 3426 genes de enfermedades conocidas
se realizo utilizando datos de secuenciacion del genoma
completo. Se obtuvo un diagnostico genético en 7 pacientes
(30%), con una mediana de tiempo de respuesta de 12 dias.
Se identificamos mutaciones heterocigotas compuestas en el
gen EPG5 (sindrome de Vici), RMND1 (deficiencia
combinada de fosforilacion oxidativa-11) y el gen EIF2B5
(sustancia blanca evanescente), y mutaciones homocigotas
en el gen KLHL41 (miopatia nemalinica), GFER (miopatia
mitocondrial progresiva) y en GLB1 (gangliosidosis GM1).
Ademas, se detectd una microdelecion 1p36.33p36.32 en un
nifio con miocardiopatia. En cuanto al impacto sobre el
manejo clinico, estos diagnosticos reorientaron el
tratamiento a cuidados paliativos en 5 de los 7 nifios.
Ademas, los diagnosticos especificos y el asesoramiento
genético apropiado tuvieron un impacto en las decisiones
que tomaron los padres para la futura descendencia.

Brunelli, et al (104) se basaron en un panel disefiado por el
mismo grupo (RapSeq, 4503 genes asociados a enfermedad)
aplicado en trios a neonatos con insuficiencia respiratoria y
/ o -cardiovascular, encefalopatia, hipotonia profunda,
malformaciones  cerebrales  complejas, alteraciones
metabolicas graves o anomalias congénitas maltiples (sin un
sindrome conocido), enfermedad inusualmente grave o
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prolongada o insuficiencia multiorganica. Se realizd un
diagnostico en 10/20 neonatos reclutados (50%); ocho de
los cuales tenian variantes de novo (ASXL1, CHD, FBN1,
KMT2D, FANCB, FLNA, PAX3). Los informes preliminares
se generaron de media a los 9,6 dias; informes finales
después de la secuenciacion de Sanger a los 16,3 dias. En
todos los casos positivos, el diagnéstico cambié la actitud
terapéutica.

b) Secuenciacion de WES. En este caso se busca secuenciar todas
las regiones codificantes del genoma humano, que representa
entre el 1% y el 1.5% del total. Los estudios piloto que han
aplicado esta aproximacion a pacientes neonatales criticamente
enfermos incluyen los siguientes:

- Stark, et al (115, 116)-que lo aplicaron a poblacion
pediatrica ingresada en unidades de cuidados intensivos,
tanto neonatal como pediatrica, en pacientes de 0 a 6 meses
de edad. Los criterios de inclusion del estudio incluian la
presencia de mdltiples anomalias congénitas y
caracteristicas  dismoérficas  u  otras  caracteristicas
fuertemente sugestivas de trastornos monogénicos, por
ejemplo, afecciones neurometabdlicas y  displasias
esqueléticas. El  estudio  pretendia  estudiar la
implementacion de un protocolo basado en un test WES
rapido (rWES) realizado unicamente al paciente indice. De
40 pacientes reclutados para el estudio, se alcanzé un
diagnostico genético en 21 (52.5%) con un tiempo medio
hasta diagnostico de 16 dias. EI manejo clinico cambid en
12 de los 21 pacientes diagnosticados (57%), incluyendo
instaurar tratamiento para salvar la vida, evitar biopsias
invasivas y la reorientacion en algunos casos a cuidados
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paliativos. En comparacion con un estudio del mismo grupo
basado también en el uso de WES en 80 pacientes
pediatricos de 0 a 2 afios (33 de los cuales estaban
ingresados en la UCIN), pero un protocolo habitual (no
rpido) (116), los resultados en cuanto a rendimiento
diagnéstico y utilidad clinica fueron muy semejantes, pero
difiriendo en el tiempo medio hasta diagnostico (149 dias
frente a los 16 usando el rWES).

Ceyhan-Birsoy, et al. (58) con su proyecto BabySeq, cuyos
resultados han sido recientemente publicados es un ensayo
clinico randomizado que pretende explorar el impacto
médico, psicosocial y econémico de la aplicacion de la
secuenciacion genémica mediante WES en neonatos, tanto
sanos, como ingresados en unidades de cuidados intensivos.
127 neonatos sanos y 32 enfermos fueron reclutados para
este estudio. Con una seleccion restrictiva de las variantes
informativas, variantes patogénicas o0 probablemente
patogénicas en genes de alta penetrancia asociados a
enfermedades clinicamente relevantes durante la infancia, o
genes con evidencia o penetrancia moderada, pero asociadas
a enfermedades muy graves, los autores identificaron
variantes en 15 de los 159 neonatos (9.4%), 10 en sujetos
sanos. Si bien el proyecto BabySeq ha ofrecido una gran
cantidad de informacion en lo relacionado al manejo de la
informacion genética obtenida, priorizacion de genes,
informacion de portadores (117), percepcion de los riesgos,
beneficios y utilidad de la secuenciacién genémica por parte
de los padres de los pacientes y de los clinicos (118) e
impacto psicosocial de la informacion genética sobre las
familias (119), aspectos todos ellos a tener en cuenta a la
hora de implementar un protocolo de esta naturaleza.
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Elliot, et al (120) con su estudio RAPIDOMICS. Se trata de
un proyecto piloto de WES rapido que incluy6 25 recién
nacidos con sospecha de trastornos genéticos ingresados en
la UCIN del BC Women's Hospital. El tiempo medio hasta
el diagnostico preliminar fue de 7,2 dias. Los criterios de
seleccion incluian a neonatos de la UCIN con una o més de
las siguientes presentaciones: convulsiones inexplicables,
alteraciones metabdlicas, anomalias neuroldgicas o
disminucion del nivel de conciencia, anomalias congeénitas
multiples o alteracion fisiolégica de acuerdo con un
trastorno genético (por ejemplo, retraso del crecimiento
fetal). En 15 pacientes se detectaron variantes
definitivamente o posiblemente causales del fenotipo de los
recién nacidos. Estas variantes incluyeron 13 asociadas con
herencia autosomica dominante en los genes RAF1, KCNT1,
CHD7, SMARCBL1, EFTUD2, KCNQ2, SAMD9, COL4A1,
PHOX2B, HRAS, ZMYND11, SLC12A5 y KMT2D y dos con
herencia autosémica recesiva en los genes AGK y BBS4.
Todas las variantes asociadas a condiciones autosomicas
dominantes fueron de novo con la excepcion de PHOX2B,
donde se encontrd en mosaico en un progenitor. Un total de
34 decisiones médicas asociadas tuvieron lugar en 15 de los
18 pacientes diagnosticados. La mayoria de estas decisiones
se orientaron hacia la realizacion de pruebas
complementarias para la deteccion de posibles
complicaciones ocultas como deficiencias visuales o
auditivas, alteraciones hormonales, malignidad, anomalias
adicionales o inmunodeficiencia y el desarrollo de
protocolos de seguimiento. El tiempo medio hasta el
diagndstico preliminar fue de 7,2 dias.
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- Gubbels, et al. (121, 122), en su estudio llevado a cabo en la
Unidad de Cuidados Intensivos del Boston Children’s
Hospital se incluyeron a pacientes menores de 6 meses de
edad con hipotonia, convulsiones, un fenotipo metabdlico
complejo y / o malformaciones congénitas mdaltiples se
inscribieron prospectivamente para la secuenciacion réapida
del exoma (<7 dias) basada en trio. Se obtuvo un
diagnostico genético en 29 de 50 (58%) casos secuenciados.
Veintisiete (54%) pacientes recibieron un diagnostico
molecular que involucraba genes de enfermedades
conocidas; dos casos adicionales (4%) se resolvieron con
variantes patogénicas encontradas en genes de nuevas
enfermedades. En 24 de los casos resueltos, el diagnéstico
tuvo impacto en el manejo del paciente y / o familiares,
incluyendo el cambio a cuidados paliativos, cambios en la
medicacion, participacion de especialidades adicionales y la
consideracién de nuevas terapias experimentales. Como era
de esperar, dado el entorno neonatal, muchos de los
diagnosticos logrados a través de este estudio representan
casos que se encuentran entre los méas jovenes reportados en
la literatura. Los pacientes diagnosticados también tendian a
tener fenotipos mas graves de lo que se informa
normalmente, especialmente para los trastornos metabolicos
y neuromusculares. Para varios genes, los casos
diagnosticados también representaron expansiones de
fenotipos conocidos. Por ejemplo, un paciente con
deficiencia de HIBCH present6 episodios de apnea y
convulsiones en una etapa temprana de la vida, en
comparacion con presentaciones iniciales mas sutiles (por
ejemplo, retraso del crecimiento a los 3 meses 0 mas) en
otros casos notificados (123). Los diagnosticos fueron
dificiles de alcanzar en algunos casos a pesar de los
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fenotipos sorprendentes. un paciente por ejemplo,
presentaba acidosis metabodlica persistente, miocardiopatia
hipertréfica y parentesco consanguineo, pero no se pudo
encontrar un diagnostico definitivo. Estos pacientes podrian
beneficiarse de WGS, secuenciacion de ARN(124) y / o un
futuro reanalisis del exoma (125). Estas técnicas podrian
ofrecer nuevas vias interesantes para futuras investigaciones
y uso clinico.

Lunke, et al (126). Realizaron un estudio multicéntrico en 12
hospitales australianos para evaluar prospectivamente el rendimiento
de una red multicéntrica para el diagnoéstico genémico ultrarrapido en
un sistema publico de salud. La poblaciéon de estudio incluyé a 108
pacientes con una mediana de edad de 28 dias (rango, O dias a 17
afios) y el 57% provenian de unidades de cuidados intensivos
neonatales, el 33% de unidades de cuidados intensivos pediatricos y el
9% de otras salas del hospital. EI tiempo medio desde la recepcién de
la muestra hasta el informe de secuenciacion ultrarrapida del exoma
fue de 3,3 dias. Se establecié un diagnoéstico molecular en 55
pacientes (51%). Once diagndsticos (20%) resultaron del uso de los
siguientes enfoques para aumentar el analisis de secuenciacion del
exoma estandar: anlisis de secuenciacion del genoma mitocondrial,
analisis del nimero de copias basado en la secuenciacion del exoma,
uso de bases de datos internacionales para identificar nuevas
asociaciones entre genes y enfermedades, y analisis adicional de
fenotipado y ARN. En 42 de 55 pacientes (76%) con diagnostico
molecular y 6 de 53 pacientes (11%) sin diagnostico molecular, se
consider6 que el resultado de la secuenciacién ultrarrapida del exoma
influyé en el manejo clinico.
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c) Secuenciacion de genoma completo (WGS). Esta
aproximacion pretende determinar la secuencia completa de
ADN de todo el genoma del paciente. Los estudios piloto que
han aplicado esta aproximacion a pacientes ingresados en
UCIN incluyen los siguientes:

Petrikin, et al. (127) que llevaron a cabo el proyecto
NSIGHT1, un ensayo que busca evaluar las ventajas del uso
de una aproximacion WGS frente a estudios genéticos
tradicionales. Se reclutaron 65 pacientes ingresados en
UCIN, de los que 32 fueron estudiados mediante WGS y 33
fueron asignados al grupo control. Los fenotipos fueron
muy diversos y tipicamente estaban presentes al nacimiento,
las indicaciones mas comunes para la inclusion en el estudio
fueron anomalias congénitas y trastornos neurolégicos.
Menos lactantes de control tuvieron hallazgos
cardiovasculares que los casos, lo que podria haber afectado
la probabilidad de enfermedad genética. La tasa diagnostica
en el grupo WGS fue del 41%, frente al 24% del grupo
control. El objetivo del estudio era conseguir un diagnéstico
genético en 28 dias, objetivo que se consiguio en un 31%
del grupo WGS frente a un 3% del grupo control. El
impacto clinico a corto plazo de los diagnésticos se evaluo
mediante revisiones de historias clinicas y encuestas a los
médicos responsables de los pacientes. 20 (31%) de los 65
lactantes incluidos (95% de los que recibieron diagndsticos)
tuvieron un cambio consecuente en el manejo. Diez (15%)
neonatos (48% de los que recibieron el diagnéstico)
tuvieron un cambio en el manejo que no fue el
asesoramiento genético o reproductivo de los padres.

French, et al. (122) realizaron WGS en trios una cohorte
prospectiva de familias reclutadas en los servicios de
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pediatria (incluyendo UCIN y UCIP) de hospitales de
Cambridge. Se desarroll6 una linea de investigacién en
colaboracion con el Servicio Nacional de Salud para
entregar los resultados moleculares dentro de las 2 a 3
semanas posteriores al reclutamiento. En la UCIN, los
criterios de exclusion fueron los nifios ingresados para la
vigilancia posparto de corta estancia, la prematuridad sin
caracteristicas adicionales, los bebés con antecedentes
prenatales o de parto claros que sugieran una causa no
genética y aquellos bebés en los que ya se realiz6 un
diagnostico genético. Los bebés con anomalias congénitas,
sintomas neuroldgicos que incluyen convulsiones, sospecha
de enfermedad metabdlica, enterocolitis necrotizante
quirdrgica, retraso extremo del crecimiento intrauterino y
enfermedad critica inexplicable de probable -etiologia
genética fueron elegibles para el estudio. En la UCIP, los
criterios de inclusion fueron los mismos que para la UCIN,
pero los casos de traumatismo claro, malignidad y
bronquiolitis o infecciones del tracto respiratorio en un nifio
sano no fueron elegibles. Se realiz6 un anéalisis del genoma
completo de 195 familias (567 muestras) y el 21% recibid
un diagnostico molecular de la condicion genética
subyacente en el nifio. La mayoria de los pacientes fueron
reclutados en la UCIN (54%) y la UCIP (31%) y veintiocho
probandos (15%) fueron derivados de neurologia pediatrica
0 genética clinica. La descripcion fenotipica del nifio fue un
mal predictor del gen identificado en el 90% de los casos, lo
que aboga por las pruebas de genes agnoésticos en la UCIN /
UCIP. El diagnostico afectd el manejo clinico en més del
65% de los casos (83% en recién nacidos), incluida la
modificacion de tratamientos y vias de atencion y / o
informando las decisiones de cuidados paliativos. Un plazo
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de 2 a 3 semanas fue suficiente para afectar la mayoria de
las decisiones clinicas.

Wang, et al (128),con su estudio que se realizo utilizando
una prueba de secuenciacion optimizada del genoma trio
(OTGS) en 130 pacientes pediatricos pertenecientes a
hospital infantil terciario en China. Se reclutaron pacientes
de la unidad de cuidados intensivos pediatricos o neonatales
(UCIP/ NICU) con caracteristicas clinicas complejas y
sospecha de un trastorno genético. Las pruebas de OTGS
identificaron variantes patogénicas en 62 de 130 individuos,
lo que resulté en una tasa de diagndstico del 47,7%. El
tiempo de respuesta vario de 72 a 120 h. De los 62 lactantes
con diagnostico, 48 (77,4%) tenian variantes patdgenas de
un solo nuclettido (SNV), 12 (19,4%) tenian variaciones
patégenas del numero de copias (CNV) o variantes de
estructura (SV) y 2 (3,2%) tenian pequefias deleciones en
un alelo méas variantes patogenicas en otro alelo de genes
autosdmicos recesivos. Las estrategias terapéuticas para el
48,4% (30/62) de los pacientes diagnosticados fueron
modificadas e incluyeron trasplante, recomendaciones
dietéticas o cambio de farmacos, que evitaron morbilidades
y mejoraron el pronostico.

Finalmente, debemos mencionar el estudio realizado por
Kingsmore, et al (129) que llevaron a cabo el estudio
NSIGHT2, un ensayo controlado aleatorio de la eficacia de
la secuenciacion rapida del genoma completo o del exoma
(rWGS o rWES, respectivamente) y ultrarapida del genoma
completo (urWGS) en neonatos gravemente enfermos,
comparando su rendimiento analitico y diagnostico. De
1.248 nifios hospitalizados, 578 (46%) tenian enfermedades
de etiologia desconocida. Se inscribieron 213 recien nacidos
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(37% de los elegibles), 24 de los cuales (11%) estaban muy
enfermos y recibieron secuenciacion ultrarrapida del
genoma completo (urwGS). Los neonatos restantes fueron
asignados al azar, 95 a rWES y 94 a rWGS. Si bien el
rendimiento analitico de rWGS fue superior a rWES,
incluidas las variantes que pueden afectar la funcion de las
proteinas y las variantes patogénicas / probables de ClinVar,
el rendimiento diagnostico de rwWGS y rWES fue similar
(18 diagnosticos en 94 lactantes [19%] versus 19
diagnosticos en 95 lactantes [20%], respectivamente), al
igual que el tiempo hasta el resultado (mediana 11,0 versus
11,2 dias, respectivamente). Sin embargo, la proporcion
diagnosticada por urWGS (11 de 24 [46%]) fue mayor que
rWES / rWGS vy el tiempo hasta el resultado fue menor
(mediana 4,6 dias), probablemente por la seleccion de
neonatos mas graves dentro de los criticamente enfermos, lo
que aumenta la posibilidad de que padezcan una
enfermedad genética.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO PRINCIPAL:

a) Evaluar la utilidad diagnéstica del panel NeoSeq en el
diagnostico molecular de neonatos criticamente enfermos con
sospecha de enfermedad genética.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS:

a) Comparar el rendimiento diagnostico de NeoSeq con otros
abordajes de secuenciacion masiva aplicados a neonatos
criticamente enfermos con sospecha de enfermedad genética.

b) Aumentar el conocimiento de las bases moleculares de las
enfermedades genéticas en neonatos criticamente enfermos.

c) Evaluar la utilidad de escalas de valoracion como
Phenomizer para sospecha genética a través del fenotipo
descrito mediante términos HPO

2.3. OBJETIVO FINAL:

Implementar el uso del panel NeoSeq en el diagndstico de las
enfermedades genéticas en neonatos criticamente enfermos.
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3. MATERIAL Y METODOS

La presente tesis ha sido parcialmente publicada en Journal of
Clinical Medicine. 2020; 9(8):2362.

https://doi.org/10.3390/jcm9082362
Factor de impacto: 3.303

Categoria y cuartil JCR: 36/165 (Q1) en 'Medicine, General &
Internal’

https://www.mdpi.com/2077-0383/9/8/2362

3.1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio prospectivo multicéntrico que incluye a pacientes
consecutivos ingresados en UCIN de nivel 11IB / C pertenecientes al
Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela, el Hospital
Regional de Malaga y el Hospital Clinico Universitario Miguel Servet
durante un periodo de 24 meses.

3.2. PACIENTES

Los pacientes criticamente enfermos de menos de dos meses de
edad que cumplian con uno o mas de los siguientes criterios se
consideraron elegibles para la inclusion: (i) Malformaciones
congénitas que no estan claramente relacionadas con un sindrome
genético clinicamente identificable, (ii) descompensacion metabdlica
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no asociada con parametros bioquimicos. y / o cribado neonatal que
indique una sospecha de enfermedad metabdlica hereditaria, (iii)
epilepsia o enfermedades del neurodesarrollo de probable origen
genético. Se excluy6 del estudio a los neonatos con indicios claros de
un sindrome especifico que pudieran diagnosticarse mediante analisis
dirigido de genes conocidos o variaciones estructurales.

En todos los casos, previo al anlisis genético, se obtuvo el
consentimiento informado de los tutores legales del paciente para
realizar el estudio genético. Se recogio la informacién clinica
relevante de la historia clinica para la interpretacion de los resultados
genéticos. Para su ejecucion, este proyecto fue sometido a la
aprobacion del Comité Auténomo de Etica de la Investigacion Clinica
de Galicia (codigo 2018/366). Este estudio respeta los principios
fundamentales establecidos en la Declaracién de Helsinki de la
Asociacién Médica Mundial, en el Convenio del Consejo de Europa
relacionado con los derechos humanos y la biomedicina y cumple los
requisitos establecidos en la legislacion espafiola en el campo de la
investigacion biomédica, la proteccion de datos personales y bioética.

3.3VARIABLES DEL ESTUDIO

Para cada paciente se evaluaron las siguientes variables:
antecedentes familiares, datos de consanguinidad, antecedentes
obstétricos maternos, sexo, parametros antropométricos, edad de
inicio de los sintomas, sintomas y signos clinicos presentados,
parametros bioquimicos de las pruebas de laboratorio, variables de
imagen y pruebas adicionales realizadas para identificar la enfermedad
de base, tratamientos administrados (farmacoldgicos, nutricionales, de
soporte respiratorio, dialisis u otras medidas invasivas), analisis
genético del paciente y de sus padres.
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Todos los probandos fueron fenotipados utilizando términos HPO
extraidos manualmente de los registros de salud electronicos.
Posteriormente se gener6 una lista de posibles diagnosticos
diferenciales basada en los hallazgos clinicos obtenidos utilizando la
aplicacion de diagndstico clinico Phenomizer
(compbio.charite.de/phenomizer/). Al obtener los resultados del
estudio genético, se correlacionaron las variables clinicas y
moleculares.

3.4DISENO DEL PANEL NEOSEQ

Se cre6 un panel de genes especifico, llamado NeoSeq, que consta
de 1.870 genes asociados con trastornos neuroldgicos o metabdlicos y
malformaciones congénitas de inicio temprano (durante los dos
primeros meses de vida). El panel NeoSeq se disefi¢ utilizando la base
de datos OMIM (https://omim.org/) como principal fuente de
informacion y tras la revision de la literatura cientifica. La cobertura
promedio alcanzada es de 200-300X. El porcentaje medio de bases
con cobertura <10X por muestra analizada es del 0,28% (28 de 10.000
pb se encuentran con cobertura <10X o insuficiente). Estos defectos
de cobertura son causados por problemas intrinsecos al método de
enriquecimiento utilizado. Sin embargo, este calculo se realiza para
lecturas de calidad superior a 20 (Q20 - Qscore, estima la probabilidad
de un error en la identificacion de una base de nucleotidos basada en
un modelo de calidad, puntuacion de calidad Phred). Para un Q20, la
probabilidad de factor de error de base es de 1 en 100, lo que implica
mayor confiabilidad de bases con cobertura insuficiente.

3.5SECUENCIACION NGS

El estudio genético se realiza con la creacion de un pipeline de
trabajo que combina métodos de secuenciacién y analisis
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bioinforméatico para la identificacion y anotacién de variantes con
significacién biologica relevante (Figura 5).

En esta seccién se describe el proceso de secuenciacion de
diferentes regiones del genoma humano para muestras de ADN,
utilizando la tecnologia de secuenciaciéon de Illumina
(www.illumina.com). Las regiones a secuenciar fueron definidas y
disefadas internamente y proporcionadas por Agilent.

Anélisis primario Anélisis secundario Anélisis terciario

NEGEIRERESH —)[ Alineacion de secuencia J Anotacion J
Generacion de archivo " "
Llamada de bases [ BAM / SAM J [ Filtracion J
Puntaje de calidad base Eliminacion de lecturas Validacin e interpretacién
(Phred) duplicadas e inexactas P
Generacion de archivo q
FASTQ [ Llamada de variante J l
Leer filtrado [ Generacion de archivo VCF J
Demultiplexacion / Informe
Recorte del adaptador final

Figura 5. Flujo de trabajo para la secuenciacion y analisis de diferentes
regiones del genoma humano. Se describen los diferentes pasos del analisis
primario, secundario y terciario que conducen a la elaboracion final del informe de
resultados de un estudio genético basado en NGS. VCF: variant call format.

La tecnologia de secuenciacion de Illumina se basa en la
amplificacion clonal de moléculas de ADN individuales. En este
proceso de secuenciacion de sintesis, se utilizan nucle6tidos marcados
con fluorescencia con terminacion reversible. La confiabilidad de la
incorporacion de nucleétidos es muy alta, ya que en cada ciclo de
secuenciacion existe una competencia entre las 4 bases. Para cada
biblioteca (linea de secuenciacion), se obtienen varios millones de
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fragmentos secuenciados (lecturas), lo que puede garantizar una alta
cobertura en cada regién y fortalecer la calidad de las secuencias
consenso generadas. Cada ejecucion de secuenciacion permite el
andlisis de una celda de flujo (soporte fisico de las muestras en el
proceso de secuenciacion). Para la captura de los fragmentos de ADN
con las secuencias de interés se utiliz6 el sistema de hibridacién
SureSelect de Agilent Technologies (compatible con los protocolos de
secuenciacion de lllumina). Se disefiaron sondas especificas de las
regiones de secuencia de interés para cada panel de genes. Estas
sondas incluian exones y limites intrén-exén de un grupo de genes
preseleccionado, incluidos todos los transcritos descritos para cada
uno de ellos. La herramienta de disefio de sonda basada en web Sure
Design fue la que se utiliz6 para este proposito
(https://earray.chem.agilent.com/suredesign/). Para garantizar una
representacion optima de todas las regiones de interés, se disefiaron
diferentes subgrupos de sondas segun el contenido porcentual de GC y
la presencia de secuencias repetitivas.

El protocolo de secuenciacion se realizo siguiendo los protocolos
aprobados y utilizando el equipo y los reactivos recomendados
oficialmente por Illumina.

3.5.1 Recepcion de muestras y extraccion de ADN

Las muestras de sangre de los pacientes y sus progenitores se
recogieron previo consentimiento informado en un tubo anticoagulado
con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) en cada una de las
UCINSs participantes y fueron enviados a la Unidad de Diagndstico y
Tratamiento de Enfermedades Metabolicas Congénitas del Hospital
Clinico de Santiago de Compostela junto con los datos clinicos
anteriormente descritos.. A continuacion, se extrajo el ADN gendémico
utilizando el kit comercial de purificacion de ADN genémico Wizard
(Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
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concentracion del ADN obtenido se cuantifico utilizando el
Espectrofotdémetro NanoDrop 1000 (Nanodrop Technologies) y el
fluorimetro Qubit®. Ademas, la integridad del ADN se comprobd
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. En todos los casos

se obtuvieron al menos 3ug de ADN completo, libre de impurezas
(Abs260 / 280> 1.8 y Abs260 / 230> 1.5).

3.5.2 Librerias de ADN con captura de secuencia

Una vez comprobadas las muestras de ADN gendmico de los
pacientes, se prepararon las bibliotecas a secuenciar. El kit SureSelect
(Agilent) utilizado fue: kit de reactivos SureSelectXT, HSQ vy
SureSelect Capture Library Custom 2,9 Mb (16 reacciones). El kit de
preparacion de muestras de ADN TrueSeq (Illumina) se utiliz6 para el
analisis del panel NeuroExome. Se denomina biblioteca al conjunto de
muestras que se secuenciaron juntas. Se elabor6 un documento de
Excel que especifica las muestras que se incluyeron en cada una de las
bibliotecas, asi como la biblioteca de captura utilizada para cada
muestra. Para la preparacion de las bibliotecas, se siguid el protocolo
indicado por Agilent, SureSelectXT Target Enrichment System for
Illumina Paired-End Sequencing Library (Version 1.5, noviembre de
2012), utilizando el material adicional recomendado.

El ADN gendmico se fragmentd mediante sonicacion, utilizando
un proceso mecanico isotérmico de Covaris (Covaris, Inc) para el
enriquecimiento de fragmentos en un rango de 150-200 pb. Para el
control de calidad, las muestras se verificaron utilizando el sistema
Agilent 2100 Bioanalyzer, una solucion de electroforesis automatizada
establecida para el control de calidad de las muestras de biomoléculas.
Las muestras que mostraban una fragmentacion insuficiente se
sonicaron de nuevo en las mismas condiciones pero durante tiempos
mas breves (entre 10 y 25 minutos segun el electroferograma obtenido
por el Bioanalizador).
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La purificacion de las muestras fragmentadas se realizé6 mediante
la utilizacion de microesferas Agencourt AMPure XP en un proceso
basado en la tecnologia de esferas magnéticas.

El control de calidad de las muestras fue realizado nuevamente
por el Bioanalizador Agilent 2100, y luego los extremos de los
fragmentos generados fueron reparados por una ADN polimerasa T4,
Klenow, T4 PNK. La purificacion del ADN reparado se comprob6 de
nuevo mediante perlas Agencourt AMPure XP. ElI paso de
purificacion se repitié entre varios pasos del protocolo para garantizar
la calidad del ADN durante todo el proceso de secuenciacion.

Una vez que se repararon los extremos del fragmento de ADN y
se completd el proceso de purificacion, se agreg6 dATP a los
extremos 3 'de los fragmentos de ADN. Luego se realizé la ligadura
de los adaptadores especificos a los fragmentos de la plataforma de
secuenciacion de Illumina y posteriormente, se realiz6 la hibridacion
de las bibliotecas con una solucion de captura (para capturar
oligonucleottidos), segun el protocolo Agilent SureSelect. De cada
muestra se utilizaron 750 ng en 3,4ul, pero como las muestras estaban
mas diluidas en este paso fue necesario medir el volumen adecuado
para la cantidad de 750ng, la evaporacion de la muestra se realizé en
un Speedvac para posteriormente traer las muestras a 34ul. El tiempo
de hibridacion fue de alrededor de 20-23 horas y la recuperacion de
las regiones capturadas se realizd utilizando las esferas magnéticas
Dynal MyOne Streptavidin T1.

Se aplic6 una PCR de 14 ciclos a la biblioteca capturada
utilizando la ADN polimerasa de Fussion Herculase Il. Los indices
que identificaran cada muestra dentro del grupo se incluyeron en este
paso de amplificacion.
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3.5.3 Dilucion de muestras, agrupacion y preparacion de
bibliotecas para secuenciacion

Las muestras se diluyeron a 10 nM y se prepararon conjuntos que
incluian 5 pl de cada muestra. Estos conjuntos de muestras son las
bibliotecas y cada una de ellas se secuencié en un secuenciador
MiSeq. Las bibliotecas se desnaturalizaron con NaOH y luego se
diluyeron para su posterior incorporacion en la celda de flujo.

3.5.4 Secuenciacion en la plataforma MiSeq (Illumina)

En la plataforma MiSeq, el proceso de secuenciacion se realiza y
se completa. Primero se generaron millones de grupos de secuencias
de ADN (representativos de los fragmentos de ADN que componen
cada biblioteca) en la superficie de la celda de flujo. Después, las
moléculas de ADN funcionaron como amplicones de secuenciacion y
en cada ciclo se produce la incorporacion de un nucleétido siendo
registrada la base incorporada. Se utilizaron los reactivos
correspondientes al lllumina MiSeg® Reagent Kit v2 (300 ciclos). Se
realiz6 una serie de secuenciacion de 75 ciclos de “final pareado”, con
6 ciclos para la secuenciacion de cada indice.

3.6 ANALISIS BIOINFORMATICO

Se analizan los resultados de secuenciacion masiva obtenidos de
las muestras procesadas con MiSeq.

El objetivo principal de este anélisis es leer los fragmentos de 75
bases de las lecturas generadas por el secuenciador y alinearlos con la
secuencia del genoma humano de referencia, version ‘'hgl9.
Posteriormente, se procesaran los datos para detectar posibles
variantes genéticas en las regiones de captura definidas. Para lograr
esto, el andlisis computacional siguio estos pasos:
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a) Andlisis de imagenes y transformacién de intensidades de
fluorescencia en secuencias ("Llamada de base");
Eliminacion de adaptadores de secuencia de Illumina,
demultiplexacion de muestras, generacion de archivos
FASTQ utilizando algoritmos de Illumina. Este paso lo
realiza el software Real Time Analysis (RTA), incorporado
en la plataforma MiSeq.

b) Control de calidad de los datos obtenidos con el programa
FastQC.

c) Alineacién de los fragmentos secuenciados con la secuencia
de referencia con el software BWA.

d) Deteccion de variantes genéticas y anotacion, utilizando
Samtools y Annovar.

3.6.1 Analisis primario

3.6.1.1 Analisis de imagenes y llamadas de base

El programa Real Time Analysis (RTA) v.1.8.70 (lllumina)
realiza los primeros pasos del analisis de secuenciacion, que
cominmente se denomina analisis primario. En cada ciclo de
secuenciacion, el secuenciador produce una foto para cada una de las
areas que componen la celda de flujo, y en cada una de estas éareas se
tomaron fotos con los 4 filtros fluordforos especificos para cada
nucledtido.

A partir de estos archivos, RTA ubica los grupos generados y
extrae sus intensidades, sus coordenadas y una estimacion del ruido de
fondo para cada grupo. El resultado del analisis de imagenes son los
datos de entrada para la asignacion de las bases. RTA permite
transformar las sefiales de intensidad en secuencia de ADN.
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Dependiendo de la eficiencia de los flujos de reactivos y de las
reacciones de secuenciacion, se puede incorporar una pequefia
cantidad de moléculas para acelerar (avanzadas) o retrasar su ciclo de
incorporacion, lo que se conoce como pasos de prefase y
escalonamiento. Este efecto se puede corregir durante el paso de
asignacion de base. Como la estimacion estadistica para el paso de
correccion se basa en la estandarizacion de numerosos grupos para
evaluar la correlacion de la sefial en diferentes ciclos, esto es mas
confiable para mosaicos con un gran nimero de grupos y una mezcla
de diferentes secuencias. Las muestras con sélo un namero "pequefio”
de secuencias diferentes no producen estimaciones tan fiables. Al
secuenciar una region de 0.5-1.5 Mb (dependiendo de la biblioteca de
captura utilizada), el numero de secuencias diferentes puede ser menor
que un experimento de secuenciacién del genoma completo, por lo
que esta correccion es importante.

El resultado es un archivo de texto en formato “FASTQ” que
contiene la secuencia de cada uno de los fragmentos secuenciados e
informacion sobre su calidad.

3.6.1.2 Control de calidad

Para confirmar la calidad de los datos generados, se utilizé el
programa FastQC v0.10.1 (http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk
/projects/fastgc). Este programa permite comprobar la composicion y la
calidad de la secuenciacion. La calidad de los datos de secuenciacion se
mide utilizando la medida Phred Score, empleada de forma rutinaria en
la metodologia de secuenciacion de Sanger, e indica la confiabilidad de
la base asignada en el proceso de secuenciacion. Los datos de calidad
generalmente se codifican en formato ASCII y se encuentran en los
archivos originales de Illumina en formato .FASTQ.

98



Material y métodos

3.6.2 Analisis secundario

3.6.2.1 Alineamiento de secuencias

La alineacién se realizé con el programa BWA (130) con los
pardmetros predeterminados. Para detectar posibles problemas de
contaminacion y alineacion con regiones de secuencias similares en
otras secciones del genoma (duplicaciones segmentarias, etc.), los
fragmentos generados se alinean contra todo el genoma humano
(version hgl9). De esta forma podemos seleccionar aquellos
fragmentos que se alinean en una Unica posicién gendmicay en el area
de interés. Las areas de interés comprenden las regiones capturadas
especificadas anteriormente.

A partir de los datos de alineacion y las coordenadas gendmicas de
captura (datos incluidos en el archivo target.bed del disefio experimental),
se utiliz6 el programa NGSrich (http://ngsrich.sourceforge.net) para
evaluar la eficiencia de captura.

Dado que no se realizé ningun filtrado en funcion de la cobertura
obtenida, existe el riesgo de falsos positivos y / o falsos negativos en
las regiones cubiertas con menos de 20X. Para cada muestra se genero
un archivo, denominado “GRXXX lowCoveragePositions.txt” (donde
XXX corresponde al nimero especifico de cada muestra), que incluye
aquellas regiones con cobertura menor a 20X en cada una de las
muestras analizadas. En estas regiones la probabilidad de no detectar
ninguna variante es mucho mayor que en el resto.

Después de la alineacion, se eliminan aquellos fragmentos que se
han alineado con una calidad menor que un valor de Phred de 20
unidades, lo que corresponderia a una probabilidad de error de
alineacion de una base en 100. Estas lecturas de alineacién de alta
calidad son las que se utilizan para la fase de identificacion de
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variantes. Este paso reduce el numero de falsos positivos en los
resultados.

Los datos filtrados por calidad de alineacion se guardaron en los
archivos “GRXXX covered QCalign.bam” y “GRXXX covered_
QCalign.bam.bai”.

3.6.2.2 Llamada de variante

El proceso de deteccion de variantes, como sustituciones e
INDELs (pequefias inserciones-deleciones), incluidas en las regiones
de captura se realiz6 con el programa Samtools 0.1.19 (130) y el
programa VarScan (131) programas de uso comun en la literatura para
la deteccion de variantes.

A partir de los datos de alineacion obtenidos, los programas de
deteccion de variantes establecen la existencia de una variante en una
posicion al encontrar en la muestra bases diferentes a las observadas
en la secuencia de referencia. La evaluacion final de una variante
dependera del nimero de lecturas que respalden la existencia de esa
variante, asi como de la calidad de la alineacion y la Ilamada. En este
caso, para la deteccién de variantes, se utilizaron los parametros
predeterminados de Samtools a excepcién del limite de calidad de
alineacion de lectura de 20 unidades Phred. Asignar una variante
requiere suficiente confiabilidad de la base asignada de los fragmentos
que se alinean en esa posicion. Esta confiabilidad estuvo determinada
principalmente por 2 factores: por un lado, el valor QUAL que nos
informa sobre la calidad Phred para la base alternativa propuesta vy,
por otro lado, el valor DP4 que reporta el niUmero de fragmentos de
alta calidad en los detectados por base como variante tanto en la
secuencia directa como en la inversa. En general, para considerar una
deteccidn precisa de la variante, se recomienda obtener un valor de
QUAL (calidad Phred de la base alternativa propuesta) mayor o igual
a 20. Asimismo, para asignar una variante, se recomienda que el
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namero del total de lecturas encontradas en esa posicion es suficiente
para una confiabilidad de cobertura aceptable.

Para cada muestra se generd un archivo vcf con todas las variantes
encontradas, denominado “GRXXX.vcf” para cada muestra, el cual se
guardd en la carpeta Resultados. Ademas, se elabor6é un archivo de
Excel denominado “GRXXX.xIsx” y en cada una hay dos hojas, una
para SNP y otra para INDEL. En cada archivo de Excel, los resultados
se muestran de la siguiente manera:

©)

o

CROMO: Cromosoma en el que se encuentra la variante.

POS: Posicion cromosémica en la que se encuentra la variante.
REF: Base en la secuencia de referencia.

ALT: base alternativa en la muestra después de la alineacion.

QUAL: Valor Phred de calidad para la base propuesta en ALT.
Cuanto mayor sea el valor, mas confiable sera la base
establecida en ALT.

DP: Cobertura total de crudo.

DP4: Numero de lecturas que se alinean con la base de
referencia en direccion de avance (ref F), en direccion inversa
(ref R) y numero de lecturas que se alinean con la base
alternativa en direccion de avance (alt F) y en direccidn inversa
(alt R).

MQ: cuadratico medio de la calidad de alineacion de las
lecturas que cubren la region.

GT: tipo de genotipo, 0 para el alelo de referencia y 1 para el
alelo alternativo.

GQ: Calidad del genotipo dada en la columna GT, en escala
Phred.
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En la hoja INDELSs, también hay una columna adicional:

o IS: nUmero méximo de lecturas que admiten un INDEL y la
fraccion del total de lecturas.

3.6.3 Analisis terciario

3.6.3.1 Identificacion y anotacion de las variantes

El conjunto de las variantes obtenidas anteriormente se anoto
utilizando el programa Annovar (132) y el programa VarScan (131)
para la anotacion contra dbSNP (base de datos de polimorfismo de
nucledtido Unico) y RefSeq (coleccion de secuencia de referencia).
Ademaés, los resultados se anotaron contra la base de datos del
proyecto 1000 Genomes (133) la base de datos ESP (134) y GnomAD
(“GnomAD Resource Introduced at ASHG Meeting, Doubles EXAC
Conjunto de datos”, nd). En este caso, para la poblaciéon general se
utilizo la version de la base de datos 2012 04, mientras que para la
poblacion europea se utilizd la version fase 1_release3. Se generd un
archivo VCF que contiene metainformacion en lineas, una linea de
encabezado, seguida de los datos, cada uno de los cuales contiene
informacion sobre la posicion del cromosoma, la base de referencia, la
base o0 bases alternativas identificadas. Los resultados se muestran de
la siguiente manera:

o Variant ID: Codigo que identifica la variante en la base de
datos dbSNP 137 SNP.

o Region y gen: indica si la variante afecta a exones, intrones,
regiones intergénicas o areas de ARN no codificante. Si el area
es un exan, intron o regién no codificante, Annovar indica en
la segunda columna el nombre del gen o genes afectados. Por
el contrario, si la variante no afecta a ninguna de estas
regiones, Annovar indica los nombres de los dos genes vecinos
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junto con la distancia de esos genes. Este parametro se utiliza
cuando una variante se ajusta a varias categorias. El valor de la
primera columna tomo el siguiente orden de preferencia:
exonic = splicing> ncRNA> UTR5 / UTR3> intron> upstream
/ downstream> intergénico. Cuando una variante se clasificd
como exonica, se refiere solo a la parte codificante, pero no a
la region UTR. EI empalme se definié como una variante que
tiene 1 o 2 pares de bases de un limite exdn / intron. Si una
variante estaba ubicada en la region 5UTR y 3'UTR, el
resultado se mostraba como "UTR5, UTR3", respectivamente.
Los términos "aguas arriba / aguas abajo" se definen como una
distancia de 1 kb desde el sitio de inicio o final de la
transcripcion. Si una variante se ubicO tanto en sentido
ascendente como descendente (debido a la existencia de dos
genes diferentes), entonces aparecera ‘“‘ascendente /
descendente” en la primera columna.

Consecuencia: ldentifica los cambios presentados como
consecuencia de las variantes exonicas. Solo se anotaron las
variantes exonicas, por lo que las variantes restantes no tenian
esta informacion incluida en esta columna. Los valores
posibles para este campo incluyen: SNV no sindnimo, SNV
sinénimo, insercion de desplazamiento de fotograma,
eliminacion de desplazamiento de fotograma, insercion sin
desplazamiento de fotograma, eliminacion sin desplazamiento
de fotograma, sustitucion de bloque de desplazamiento de
fotograma, sustitucion de bloque sin desplazamiento de
fotograma.

Informacién adicional: informacidn adicional sobre la variante.

MAF_1000g_ALL: frecuencia del alelo menor en la base de
datos general del proyecto 1000 Genomes
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o MAF_1000g_EUR: frecuencia del alelo

3.6.3.1 Filtrado y priorizacion de las variantes

La priorizacién de las variantes identificadas en los pasos
descritos anteriormente, y su clasificacion como patogena (P),
probablemente patdgena (LP), variante de significado incierto (VUS),
probable benigna (LB) o benigna (B), se realiz6 con base en los
criterios del ACMG (79) y su registro en la base de datos ClinVar
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar/).

La frecuencia de las variantes ha sido confirmada en bases de
datos poblacionales como 1000Genomes, ExXAC, gnomAD y en
nuestra base de datos interna creada con el almacenamiento y
registro de las variantes identificadas en nuestra poblacion. Las
variantes se descartaron si presentaban un minor allelle frequency
(MAF)> 0,01.

La posicion de la variante identificada ha sido evaluada segun
diferentes criterios:

a) Si se encuentra en una region exoénica: valorar la posible
consecuencia funcional de la variante en el siguiente orden de
patogenicidad:

1. Variantes que eliminan o duplican uno 0 més exones de un
gen, o incluso el gen completo (CNV).

2. Variantes truncadas: pequefias deleciones o inserciones que
cambian el patron de lectura (cambio de marco), o variantes
que provocan el cambio de un aminoacido a un codon de
parada (parada).

3. Pequenas eliminaciones o inserciones que no cambian el
patron de lectura (sin desplazamiento de fotogramas).
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4. Variantes que cambian el aminoacido (missense). Para
predecir el efecto de las variantes de codificacion no
sinbnimas se utilizd la herramienta CONSsensus
DELeteriousness (CONDEL) (79) donde las variantes de
missense se clasificaron como Deletéreas (D) o Neutrales
(N) segun el impacto funcional que podrian tener en las
proteinas resultantes.

5. Variantes que no cambian el aminoacido ni los sinGnimos
pero que podrian influir en el empalme y el empalme del
ARNmM.

b) Si la variante esta ubicada en una region intronica: se evaluo
la posicion con respecto a las secuencias consenso de
empalme.

El impacto de las variantes intronicas o sinénimas en el splicing
de ARN se evaluo utilizando el software Human Splicing Finder
(HSF) (135). Utilizando esta herramienta, se puede predecir el efecto
de las variantes en los sitios de empalme, incluido el sitio de empalme
5 'o donante (dinucledtido AG inmediatamente antes del exon), el sitio
de empalme 3' o sitio aceptor (dinucledtido GT inmediatamente
después del exdn), el punto de ramificacion (ubicado en 18-40
nucleétidos cadena arriba del sitio aceptor y otras secuencias
reguladoras a lo largo del pre-ARNm, como: secuencias exdnicas que
estimulan el empalme (ESE - Exonic Splicing Enhancer) y secuencias
exonicas que reprimen el empalme (ESS - Exonic Splicing)
Silenciador).

El grado de patogenicidad de cada variante se analizd6 mediante
las herramientas DANN (136) (el rango de valores es de 0 a 1,
atribuyéndose 1 a las variantes que se predice que seran mas dafiinas)
y Mutation Taster (137) que predice el potencial de la enfermedad
mediante un algoritmo clasificador de Bayes.
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Para calcular el grado de conservacion de una base de

nucledtidos contra una variante posiblemente patégena, se utilizo la
herramienta GERP (Genomic Evolutionary Rate Profiling), que
predice la conservacién cuantificando los déficits de sustitucion en
maltiples alineaciones ort6logas utilizando los genomas de 35
mamiferos. Su rango es de -12,3 a 6,17, siendo 6,17 el mas
conservado (138).

3.6.4 Informe de variantes

En este estudio se considerd un diagnostico positivo en los casos

en que:
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a) Una variante de novo (P o LP) en un gen dominante cuyo
fenotipo asociado coincide con el del paciente.

b) Dos variantes trans (P o LP) en un gen recesivo cuyo fenotipo
asociado coincide con el del paciente.

c) Variantes hemicigotas clasificadas como patogenas.

E considerd un diagnostico no concluyente cuando:

a) Un VUS en un dominante o dos VUS en un gen recesivo cuyo
fenotipo asociado coincide con el del paciente.

b) Cuando la no realizacién de pruebas en familiares no permitié
aceptar o rechazar la hipotesis de asociacion positiva con la
patologia.

c) Cuando la informacidn clinica disponible del paciente no fue
suficiente para establecer un vinculo directo entre genotipo y
fenotipo.

d) Cuando estuvieran pendientes los estudios de expresion para
confirmar o descartar la patogenicidad de una variante.
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e) Cuando las variantes se encontraron en genes dominantes, pero

d)

también se encontraron en individuos no afectados. Podria
existir la probabilidad de una penetrancia incompleta de la
variante y que dependiera de la concurrencia de otras variantes
en genes relacionados, o existe la probabilidad de mosaicismo
en el progenitor de quien la variante ha heredado, lo que
explicaria la falta de expresion fenotipica en él, sin embargo,
no fue posible demostrarlo durante este trabajo.

Cuando se identifica una variante (P o LP) en un gen recesivo
cuyo fenotipo asociado coincide con el del paciente, pero no se
detect6 una segunda variante.

3.7. VALORACION CLINICA DEL RESULTADO GENETICO
CONSIDERADO POSITIVO

Se evaluo el impacto del diagnéstico genético en cuatro aspectos
distintos del tratamiento médico durante un periodo de tres meses
mediante la actualizacién de la historia clinica con el médico de
referencia del paciente:

(@)

(b)

(©)

(d)

Redireccionamiento de la atencién (hacia la retirada de
tratamientos invasivos o fltiles y el redireccionamiento de
cuidados intensivos a cuidados paliativos),

Inicio de nuevas valoraciones por parte de distintos
subespecialistas, incluyendo estudios adicionales de
extension y seguimiento con sus pertinentes pruebas
complementarias.

Cambios en la medicacion o la dieta, incluyendo tanto
tratamientos curativos como sintomaticos.

Asesoramiento genético a ambos progenitores incluyendo
como la herencia contribuye a la patologia de su hijo, el
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riesgo de ocurrencia o recurrencia y las alternativas para
disminuir el mismo en futuros embarazos.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES A ESTUDIO

Entre el 1 de enero de 2018 y el 31 de diciembre de 2019
ingresaron en la UCIN de los centros hospitalarios participantes en el
estudio 51 recién nacidos con sospecha de enfermedad genética. De
los recién nacidos identificados, 10 de ellos fueron excluidos debido a
indicaciones claras de un sindrome especifico que podria probarse
mediante un analisis dirigido de genes conocidos o variaciones
estructurales. Se contactd con un total de 41 familias y se les ofrecio
un analisis gendémico con NeoSeq. De ellos, 37 familias consintieron
en unirse al estudio. De los pacientes reclutados, cuatro recién nacidos
no fueron secuenciados porque el estudio genético de los padres no
estaba disponible. Finalmente, 33 recién nacidos (16 mujeres y 17
hombres) cumplieron nuestros criterios de inclusién y fueron incluidos
en el estudio (Tabla 26).

La mediana de edad en el momento de la inclusion fue de 26 dias
(rango, cuatro dias a dos meses). Dos pacientes fallecieron antes de la
conclusion del estudio, uno antes del diagnostico y el otro despues de
que se establecid el diagndstico y se iniciaron los cuidados paliativos.

La mediana del nimero de términos HPO empleada por probando
fue de cuatro, teniendo el 58% de los pacientes al menos cuatro
términos. Sobre la base de los sintomas clinicos predominantes, los
pacientes se clasificaron en los siguientes 4 grupos:

- Anomalias congénitas (n = 8)
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- Sintomatologia neuroldgica, incluida encefalopatia, regresion
del desarrollo, convulsiones e hipotonia (n = 17),

- Sospecha de enfermedades metabdlicas hereditarias (n = 7)
- Retraso grave del crecimiento intrauterino (n = 1).

Para cada uno de los 33 pacientes incluidos en este estudio, los
datos demogréficos, la presentacion clinica y los fenotipos
estandarizados que utilizan términos HPO se muestran en la Tabla 26.

4.2. ESTUDIOS GENETICOS. TIEMPO DE RESPUESTA Y TASA
DIAGNOSTICA DEL PANEL NEOSEQ

La mediana del tiempo de respuesta al diagnostico fue de 7.5 dias
(rango, 4 a 11 dias). Se alcanzé un diagnostico genético para el 36.4%
(n = 12) de nuestros 33 pacientes (Tabla 3). De los cuatro grupos
establecidos previamente el rendimiento diagndstico fue el siguiente:

- Anomalias congénitas, 3 casos de los 8 pacientes incluidos, lo
que supone un 23%.

- Sintomatologia neuroldgica, 6 casos de los 17 pacientes
incluidos, lo que supone un 35%.

- Sospecha de enfermedades metabolicas hereditarias, 3 casos de
los 7 pacientes incluidos, lo que supone un 43%.

Aunque las enfermedades metabdlicas y las enfermedades
neuroldgicas tuvieron aproximadamente el doble del rendimiento
diagndstico que las anomalias congénitas, no observamos diferencias
significativas en las tasas de diagndstico entre los grupos (p = 0.572).
El andlisis de los términos HPO mediante la herramienta Phenomizer
correlacion6 el fenotipo con el diagndstico molecular obtenido de
forma estadisticamente significativa (p <0.05) en el 41.6% de los
pacientes.
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4.2.1 Pacientes con variantes definitivamente/probablemente
causales

CASO 1. Se trata de un recién nacido de sexo masculino reclutado a
los 25 dias de vida. Entre sus antecedentes personales
destacan un retraso de crecimiento intrauterino evidenciado
desde el segundo trimestre gestacién. A la exploracién fisica
al nacimiento se evidencia también criptorquidia unilateral y
microcefalia. Durante los primeros dias de vida presenta
dificultad respiratoria que requiere soporte respiratorio con
ventilacion mecénica no invasiva asi como tendencia a la
hipoglucemia con acidosis metabdlica e hiperlactacidemia,
precisando perfusion de suero glucosado por via intravenosa.
Ante estos hallazgos se realizd estudio genético mediante
panel NeoSeq trio cuyos resultados se obtuvieron en los 7
dias  posteriores. Se identificaron las  variantes
€.640A>T/c.1199G>C en heterocigosis compuesta en el gen
GFM1 (MIM *606639) (Tabla 4), el cual se encuentra
localizado en el cromosoma 3 (3925.32). Las variantes
patogénicas en el gen GFML1 estan asociados a la deficiencia
combinada de fosforilacién oxidativa 1 (MIM #609060). Se
trata de un trastorno multisistémico autosomico recesivo con
manifestaciones variables que resultan de un defecto en el
sistema de fosforilacion oxidativa mitocondrial (OXPHOQOS).
El inicio de la sintomatologia clinica se produce en el
nacimiento o poco después y las caracteristicas pueden
incluir retraso del crecimiento, microcefalia, hipertonia,
hipotonia axial, encefalopatia, miocardiopatia y disfuncion
hepéatica. Nuestro paciente presenta un fenotipo compatible
con el cuadro clinico descrito, evidenciado mediante el
analisis por Phenomizer de forma estadisticamente
significativa (p 0.0343). El estudio en trio permitié confirmar
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la herencia autosémica recesiva siendo el padre portador de
la variante c.640A>T y la madre portadora de la variante
€.1199G>C. Ante este diagnostico se afiadio al tratamiento
un céctel antioxidante y se inicié seguimiento por otros
subespecialistas, incluyendo neurologia, hepatologia y
cardiologia. La deficiencia combinada de la fosforilacion
oxidativa tipo 1 es wuna enfermedad incurable
neurodegenerativa sin tratamiento especifico, por lo que esté
paciente se reorientd hacia cuidados paliativos.

Tabla 2. Variantes identificadas en el caso 1

Gen Variante Estado Frecuencia *|Patogenicidad **
X Variante de
GFM1 NM_024996.7:¢.640A>T Heterocigosis | No descrita significado
(p.1le214Phe) 2.
incierto
. Variante de
GFM1 NM_024996.7: c.112g8>C Heterocigosis | 0.0000796 significado
(p.Arg400Pro) 5 .
incierto
*GnomAD Exomes: Frecuencia descrita em Genome Aggregation Database
**ACMG: American College of Medical Genetics
Tabla 3. Analisis in silico de la patogenicidad en el caso 1
General Conservacion Funcional
Variante DANN | Mutation GERP SIFT | Provean
Tester
GFM1 c.640A>T | 0.9809 | Causante de 3.77 Deletérea | Deletérea
enfermedad
GFM1 c.1199G>C | 0.9973 | Causante de 4.01 Deletérea | Deletérea
enfermedad

DANN: El intervalo de valores es de 0 a 1, siendo 1 atribuido a las variantes previstas como

mds perjudiciales
GERP: varia de -12,3 a 6,17, siendo 6,17 el correspondiente a mayor conservacion
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CASO 2. Se trata de un paciente de 1 mes y 15 dias de vida que
ingresé en la UCIN para estudio de miocardiopatia y acidosis
metabolica con hiperlactacidemia. En el cribado metabdlico
neonatal se evidencio una elevacion de acido metilmaldnico
en la orina. Ante estos hallazgos se realizd estudio genético
mediante panel NeoSeq obteniéndose los resultados a los 7
dias tras la recepcion de la muestra. Se identificaron las
variantes ¢.850C>T/c.859C>T en heterocigosis compuesta en
el gen SUCLA2 (MIM *603921) (Tabla 5), el cual se
encuentra localizado en el cromosoma 13 (13ql14.2). Las
variantes patdgenas en el gen SUCLA2 estan asociadas al
sindrome de deplecion del ADN mitocondrial 5 (MIM #
612073), también conocido como encefalomiopatia con/sin
aciduria metilmaldnica. Se trata de un trastorno autosémico
recesivo que se caracteriza por la aparicion infantil de
hipotonia, deterioro neuroldgico progresivo, trastorno del
movimiento hipercinético-distonico, oftalmoplejia externa,
sordera y disfuncion tubular renal variable. Nuestro paciente
presenta un fenotipo compatible con el cuadro clinico
descrito, evidenciado mediante el analisis por Phenomizer de
forma estadisticamente significativa (p 0.0271). El estudio en
trio permitio confirmar la herencia autosomica recesiva
siendo el padre portador de la variante ¢.850C>T y la madre
portadora de la variante ¢.859C>T. Ante este diagnéstico se
afiadio al tratamiento un coctel antioxidante y se inicié
seguimiento por otros subespecialistas, incluyendo
neurologia, oftalmologia, audiologia y nefrologia. El
sindrome de deplecién del ADN mitocondrial 5 es una
enfermedad incurable neurodegenerativa sin tratamiento
especifico, por lo que esté paciente se reorientd hacia
cuidados paliativos.
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Tabla 4. Variantes identificadas en el caso 2

Gen

Variante Estado Frecuencia * | Patogenicidad **

SUCLA2

NM_003850.3: ¢.850C>T

(p.Arg284Cys) Homocigosis | No descrita Patogénica

*GnomAD Exomes: Frecuencia descrita em Genome Aggregation Database
*ACMG: American College of Medical Genetics

Tabla 5. Analisis in silico de la patogenicidad en el caso 2

General Conservacion Funcional
Variante DANN Mutation GERP SIFT Provean
Tester
SUCLA2 Causante de , ,
c.850C>T 0.9991 enfermedad 5.67 Deletérea | Deletérea

DANN: El intervalo de valores es de 0 a 1, siendo 1 atribuido a las variantes previstas como mds
perjudiciales
GERP: varia de -12,3 a 6,17, siendo 6,17 el correspondiente a mayor conservacion

CASO 3. Se trata de un paciente de 20 dias de vida y sexo femenino,
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fruto de un embarazo a término sin incidencias y que
ingreso en la UCIN a los 15 dias por convulsiones. En el
registro electroencefalografico (EEG) se evidenciaba un
trazado con multiples paroxismos y que evoluciond a brote
supresion a pesar del tratamiento con fenobarbital. Durante
su ingreso se observaron datos sugestivos de encefalopatia
epiléptica. Ante estos hallazgos se realizo estudio genético
mediante panel NeoSeq, obteniéndose los resultados a los 6
dias tras la recepcion de la muestra. Se identificé la variante
c.778C>T en heterocigosis en el gen KCNQ2 (MIM
*602235) (Tabla 6), el cual esta localizado en el cromosoma
20 (20g13.33) y codifica un canal de potasio dependiente de
voltaje que se expresa en el cerebro (139). Las
caracteristicas clinicas de los trastornos relacionados con
KCNQ2 van desde la epilepsia neonatal familiar benigna
KCNQ2-BFNE tipo 1 (MIM #121200) en el extremo leve




Resultados

hasta la encefalopatia epiléptica infantil precoz KCNQ2-
NEE tipo 7 (MIM #613720), en el extremo grave. KCNQ2-
BFNE(139-141) se caracteriza por un amplio espectro de
tipos de convulsiones (episodios tdénicos o apneicos,
actividad clénica focal o cambios autondmicos) que
comienzan en neonatos por lo demas sanos entre el segundo
y el octavo dia de vida y desaparecen espontaneamente
entre el primero y el sexto a duodécimo mes de vida. La
actividad motora puede limitarse a una parte del cuerpo,
migrar a otras regiones del cuerpo o generalizarse. KCNQ?2-
NEE (142, 143) se caracteriza por multiples convulsiones
diarias que comienzan en la primera semana de vida y son
en su mayoria tonicas, con caracteristicas motoras focales y
autondmicas asociadas. Las convulsiones generalmente
cesan entre los nueve meses y los cuatro afios. Al inicio, el
EEG muestra un patron de supresion de estallidos o
actividad epileptiforme multifocal; la resonancia magnética
cerebral temprana puede mostrar ganglios basales e
hiperintensidades talamicas que luego se resuelven. Hay un
deterioro del desarrollo de moderado a grave. En cuanto al
tratamiento de las manifestaciones. Los nifios con KCNQ2-
NEE tienen multiples convulsiones diarias resistentes al
inicio del fenobarbital y otros farmacos antiepilépticos
comunes de vieja y nueva generacion, solos o en
combinacion. Se demostré que los bloqueantes de los
canales de sodio como la fenitoina o la carbamazepina
controlan las convulsiones mejor las convulsiones y deben
considerarse un tratamiento de primera linea. Nuestro
paciente presenta un fenotipo grave compatible con
encefalopatia epiléptica infantil precoz KCNQ2-NEE tipo 7,
evidenciado también mediante el analisis por Phenomizer
de forma estadisticamente significativa (p 0.04). El estudio
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en trio permitié confirmar que se trataba de una variante de
novo en un gen asociado a un trastorno autosomico
dominante. Ante este diagnéstico se inicid tratamiento con
fenitoina, con un mejor control de las convulsiones.

Tabla 6. Variantes identificadas en el caso 3

Gen Variante Estado Frecuencia * | Patogenicidad **

NM_172107.4: c.778C>T

KCNQ2 (p.His260Tyr)

Heterocigosis | No descrita Patogénica

*GnomAD Exomes: Frecuencia descrita em Genome Aggregation Database
**ACMG: American College of Medical Genetics

Tabla 7. Analisis in silico de la patogenicidad en el caso 3

General Conservacion Funcional
Variante DANN | Mutation GERP SIFT | Provean
Tester
KCNQ2 c.778C>T | 0.9927 | Polimorfismo 3.38 Deletérea | Deletérea

DANN: El intervalo de valores es de 0 a 1, siendo 1 atribuido a las variantes previstas como
mas perjudiciales
GERP: varia de -12,3 a 6,17, siendo 6,17 el correspondiente a mayor conservacion

CASO 4. Se trata de un paciente de 18 dias de vida y sexo masculino,
fruto de un embarazo sin incidencias. Ingresé a los 3 dias de
vida por convulsiones tonicas generalizadas y apneas de
dificil control y con mala respuesta a midazolam vy
fenobarbital. En los dias posteriores se evidencian también
datos de encefalopatia con disminucion del nivel de
conciencia y pobre succién. Ante estos hallazgos se realizé
estudio genético mediante panel NeoSeq, obteniéndose los
resultados a los 7 dias tras la recepcion de la muestra. Se
identificd la variante ¢.1016 T>A en heterocigosis en el gen
KCNQ2 (MIM *602235) (Tabla 7), que como se explico
anteriormente estd localizado en el cromosoma 20
(20g13.33) y codifica un canal de potasio dependiente de
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voltaje que se expresa en el cerebro (139). ElI cambio
alternativo ¢.1016T>G (p.Leu339Arg), que afecta al mismo
aminoacido, estd descrito en la literatura como causante de
enfermedad (144). Nuestro paciente presenta un fenotipo
grave compatible con encefalopatia epiléptica infantil
precoz KCNQ2-NEE tipo 7 (MIM #613720), el cual es
también compatible con el resultado del analisis por
Phenomyzer de forma estadisticamente significativa (p
0.04). El estudio en trio evidencié que el padre portaba la
misma variante también en heterocigosis, habiendo
presentado episodios convulsivos focales y apneicos sin
datos de encefalopatia durante el primer mes de vida, con
buena respuesta al fenobarbital y que permitieron suspender
la medicacidn el afio de vida sin recaida. EIl fenotipo paterno
mas benigno es compatible con la KCNQ2-BBFNE tipo 1.

Tabla 8. Variantes identificadas en el caso 4

Gen

Variante Estado Frecuencia * | Patogenicidad **

KCNQ2

NM_172107.4:c.1016T>A

(p.Leu339Gln) Heterocigosis | No descrita Patogenica

*GnomAD Exomes: Frecuencia descrita em Genome Aggregation Database
**ACMG: American College of Medical Genetics

Tabla 9. Analisis in silico de la patogenicidad en el caso 4

General Conservacion Funcional

Variante DANN | Mutation Tester GERP SIFT Provean

KCNQ2 c.1016T>A| 0.9932

Causante de

4.34 Deletérea | Deletérea
enfermedad

DANN: El intervalo de valores es de 0 a 1, siendo 1 atribuido a las variantes previstas como
mas perjudiciales
GERP: varia de -12,3 a 6,17, siendo 6,17 el correspondiente a mayor conservacion
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CASO 5. Se trata de un paciente de 25 dias de vida y sexo femenino,
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fruto de un embarazo a término sin incidencias y que
ingreso en la UCIN a los 20 dias de vida por convulsiones
con un trazado electroencefalografico que evoluciond a
hipsarritmia resistente a multiples anticonvulsivantes.
Durante su evolucion asoci6 encefalopatia epiléptica. Tras
estos hallazgos se realiz6 estudio genético mediante panel
NeoSeq obteniéndose los resultados a los 6 dias tras la
recepcion de la muestra. Se identifico la variante ¢.616G>T
en el gen CDKL5 (OMIM * 300203) (Tabla 8), localizado
en el cromosoma X (Xp22.13) y variantes patdgenas en el
mismo se han asociado a la encefalopatia epiléptica precoz
tipo 2 (MIM # 300672). Se trata de trastorno neurolégico
grave dominante ligado al cromosoma X que se caracteriza
por la aparicion de convulsiones en los primeros meses de
vida y un retraso grave del desarrollo con discapacidad
intelectual. Otras caracteristicas incluyen rasgos faciales
dismorficos sutiles, alteraciones del suefio, problemas
gastrointestinales y movimientos estereotipados de las
manos. Existe cierta superposicion fenotipica con el
sindrome de Rett (MIM # 312750), pero se considera que la
encefalopatia epiléptica precoz tipo 2 es una entidad
distinta. Nuestro paciente presenta un fenotipo grave
compatible con esta patologia, si bien el analisis por
Phenomizer no fue significativo (p 0.1386). El estudio en
trio permitié confirmar que se trataba de una variante
heredada de la madre, la cual presenta un cuadro mas leve
de epilepsia sin encefalopatia, lo cual confirma la herencia
dominante ligada a X. Ante este diagnostico y la mala
respuesta prevista al tratamiento anticonvulsivante se
decidié iniciar dieta cetogénica y seguimiento con un
especialista en dietética.
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Tabla 10. Variantes identificadas en el caso 5

Gen Variante Estado Frecuencia *|Patogenicidad **
CDKL5 NM_003159.2:¢.616G>T Heterocigosis | No descrita Probablgmente
(p.Asp206Tyr) patogenica
*GnomAD Exomes: Frecuencia descrita en Genome Aggregation Database
**ACMG: American College of Medical Genetics
Tabla 11. Andlisis in silico de la patogenicidad en el caso 5
General Conservacion Funcional
Variante DANN  |Mutation Tester GERP SIFT Provean
CDKL5 c.616G>T| 0.9958 | Causantede 6.0999 Deletérea | Deletérea
enfermedad

DANN: El intervalo de valores es de 0 a 1, siendo 1 atribuido a las variantes previstas como
mas perjudiciales
GERP: varia de -12,3 a 6,17, siendo 6,17 el correspondiente a mayor conservacion

CASO 6. Se trata de un paciente de 6 dias de vida de sexo masculino

que nacio a termino fruto de una gestacion sin incidencias.
Ingres6 en la UCIN por distrés respiratorio neonatal al
nacimiento precisando soporte respiratorio con ventilacion
mecanica no invasiva con buena evolucién. Sin embargo, a los
3 dias de vida inicia convulsiones con mal respuesta al
tratamiento con midazolam y datos de encefalopatia epiléptica,
acompafiada de acidosis metabdlica crénica. Ante estos
hallazgos se realiza estudio genético mediante panel NeoSeq
obteniéndose los resultados en un plazo de 7 dias tras la
recepcion de las muestras. Se identifico la variante ¢.1258G>A
en heterocigosis en el gen KCNQ2 (MIM *602235) (Tabla 9),
el cual estd localizado en el cromosoma 20 (20g13.33) y
codifica un canal de potasio dependiente de voltaje que se
expresa en el cerebro (139). La variante p.Arg553GIn en el
gen KCNQ?2 se ha identificado previamente en individuos con
convulsiones neonatales familiares (145). Los estudios
funcionales in vitro realizados sugieren que este cambio altera
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la funcién del canal KCNQ2 (145, 146). La variante
p.Args553GIn
semiconservativa, que puede afectar la estructura de la
proteina secundaria ya que estos residuos difieren en algunas
propiedades.
citoplasmico C-terminal. Los analisis in-silico, incluidos los
predictores de proteinas y la conservacion evolutiva, respaldan
un efecto deletéreo. Por lo tanto, este resultado es consistente
con el diagndstico de un trastorno relacionado con KCNQ2 en
este individuo. El fenotipo del paciente es compatible con el
fenotipo grave del espectro, si bien el analisis por Phenomizer
no fue estadisticamente significativo (p 0.471). El estudio en
trio permitio confirmar que se trataba de una variante de novo
en un gen asociado a un trastorno autosémico dominante.
Dado el efecto beneficioso de los antiepilépticos que bloquean
los canales de sodio en la encefalopatia epiléptica infantil
precoz KCNQ2-NEE tipo 7 (MIM #613720), ante los
resultados del estudio genético se decidid iniciar tratamiento
con carbamacepina.

Tabla 12. Variantes identificadas en el caso 6

€s una

Este

sustitucion

residuo estd dentro del

de

aminoacidos

dominio

Gen Variante Estado Frecuencia * | Patogenicidad **
NM_172107.4: c.1658G>A . . -
KCNQ2 (p.Arg553Gln) Heterocigosis | No descrita Patogénica
*GnomAD Exomes: Frecuencia descrita en Genome Aggregation Database
**ACMG: American College of Medical Genetics
Tabla 13. Andlisis in silico de la patogenicidad
General Conservacion Funcional
Variante DANN | Mutation Tester GERP SIFT Provean
KCNQ2 Causante de , ,
c.1658G>A 0.9995 enfermedad 4.9899 Deletérea | Deletérea

DANN: El intervalo de valores es de 0 a 1, siendo 1 atribuido a las variantes previstas como

mas perjudiciales
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GERP: varia de -12,3 a 6,17, siendo 6,17 el correspondiente a mayor conservacion

CASO 7. Se trata de un neonato de 10 dias de vida y sexo masculino
fruto de un embarazo y parto a término sin incidencias.
Durante las ecografias pregestacionales se habia evidenciado
una ectasia piélica fetal. A los 4 dias de vida inicia un cuadro
de vomitos con hiperamoniemia e hipoglucemia hipocetosica
que precisa ingreso en UCIN. Ante estos hallazgos se realizo
estudio genético mediante panel NeoSeq que identificaron en
un plazo de 8 dias las variantes ¢.1201G>C/c.2810Y>A en
heterocigosis compuesta en el gen CPS1 (MIM * 608307)
(Tabla 10), localizado en el cromosoma 2 (2g34). Variantes
patdgenas en el gen CPS1 se han asociado a la deficiencia de
carbamoilfosfato sintetasa 1 (MIM #237300), un error innato
autosémico recesivo del metabolismo del ciclo de la urea que
causa hiperamonemia. Ambas variantes han sido descritas
previamente en la literatura como patogenas (147). Hay 2
formas principales: un tipo neonatal letal y un tipo menos
grave de aparicion tardia (148). Los trastornos del ciclo de la
urea se caracterizan por la triada de hiperamonemia,
encefalopatia y alcalosis respiratoria. En cuanto a las formas
de inicio precoz de la deficiencia de CPS1, este trastorno fue
reportado por primera vez por Freeman, et al. (149) en un
paciente con hiperamonemia congénita y niveles disminuidos
de carbamoil fosfato sintetasa, asi como dafio cerebral
severo. El tratamiento consiste en administracion de
quelantes del amonio, suplementacion con aminoacidos
esenciales (arginina), alimentacion restringida en proteina
natural y, cuando fallan otras medidas, dialisis. En estos
pacientes es necesario evitar ciertas medicaciones como
valproato, haloperidol y corticosteroides sistémicos, asi como
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el ayuno y el estrés fisico y psicologico. El fenotipo del
paciente es compatible con el fenotipo grave del espectro, si
bien el andlisis por Phenomizer no fue estadisticamente
significativo (p 0.0624). El estudio en trio evidencidé que el
padre era portador de la variante ¢.1201G>C y la madre de la
variante ¢.2810Y>A, confirmado la herencia autosémica
recesiva de esta patologia. Ante este diagnostico se instaurd
tratamiento con  dieta  restringida en  proteinas,
suplementacién con arginina y citrulina y administracion de
farmacos quelantes del amonio. Ademas, se derivd al
paciente a la Unidad de Diagnostico y Tratamiento de
Enfermedades Metabolicas Congénitas.

Tabla 14. Variantes identificadas en el caso 7

Gen Variante Estado Frecuencia *|Patogenicidad **
NM_001875.5:¢.1201G>C h B Probablemente
CPS1 (p.Gly401Arg) Heterocigosis 0.00002 patogénica
CPS1 NM_001875.5):¢c.2810T>A Heterocigosis | 0.0000199 Probablgmente
(p-1le937Asn) patogeénica
*GnomAD Exomes: Frecuencia descrita en Genome Aggregation Database
**ACMG: American College of Medical Genetics
Tabla 15. Analisis in silico de la patogenicidad en el caso 7
General Conservacion Funcional
Variante DANN | Mutation GERP SIFT | Provean
Tester
CPS1 Causante de ,
€.1201G>C 0.9982 enfermedad 5.88 Tolerada | Deletérea
CPS1 Causante de , ,
€.1199G>C 0.9902 enfermedad 5.4699 Deletérea | Deléterea

DANN: El intervalo de valores es de 0 a 1, siendo 1 atribuido a las variantes previstas como
mas perjudiciales
GERP: varia de -12,3 a 6,17, siendo 6,17 el correspondiente a mayor conservacion
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CASO 8. Se trata de un paciente de un mes de vida fruto de un
embarazo y parto a término que al nacimiento presenta una
hipotonia generalizada con movimientos espontaneos
disminuidos y pobre succion. A los dos dias de vida destaca
disminucion de conciencia con letargia por lo que se
conecta a monitor de funcién cerebral evidenciandose
convulsiones. Asimismo, se realiza una ecografia cerebral
que impresiona de cerebelo disminuido de tamafio,
confirmandose una atrofia cerebelosa mediante resonancia
magnética cerebral a los 15 dias de vida. Ante estos
hallazgos se realiza estudio genético mediante panel
NeoSeq obteniéndose los resultados en el plazo 10 dias tras
la recepcion de las muestras. Se identifican las variantes
€.202G>C/c.718C>T en el gen COQ4 (MIM * 612898) en
heterocigosis compuesta (Tabla 11). Este gen esta
localizado en el cromosoma 9 (9934.11) y codifica la
enzima COQ4, la cual estd implicada en la biosintesis de la
coenzima Q10 (CoQ10) (150). Variantes patdgenas en
COQ4 se asocian a la deficiencia primaria de coenzima Q10
tipo 7 (MIM #616276), un trastorno autosémico recesivo
resultante de una disfuncion mitocondrial. Ambas variantes
€.202G>C (151) y c¢.718C>T (152) han sido previamente
descrita en la literatura como patogenicas. La mayoria de
los pacientes presentan sintomas neuroldgicos graves
incluyendo las convulsiones y la encefalopatia epiléptica
con retraso global del desarrollo poco después del
nacimiento, que por lo general conducen a la muerte,
asociando con frecuencia atrofia o hipoplasia del cerebelo y
alteraciones  cardiacas  incluyendo  miocradiopatia
hipertréfica. En individuos con deficiencia primaria de
CoQ10, el tratamiento temprano con suplementos de
CoQ10 oral en dosis altas (que van de 5 a 50 mg / kg / dia)
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puede limitar la progresion de la enfermedad y revertir
algunas manifestaciones; sin embargo, el dafio neurolégico
grave establecido no se puede revertir. El fenotipo del
paciente es compatible con la deficiencia primaria de
coenzima Q10 tipo 7, si bien el andlisis por Phenomizer no
arrojo ningun resultado como patologia posible. El estudio
en trio evidencid que el padre era portador de la variante
c.718C>T y la madre de la variante ¢.202G>C, confirmado
la herencia autosémica recesiva de esta patologia. Ante este
diagnostico se instaurd tratamiento con altas dosis de
coenzima Q10 y se inici6 seguimiento por cardiologia
peditrica.

Tabla 16. Variantes identificadas en el caso 8

Gen Variante Estado Frecuencia *|Patogenicidad **
NM_016035.5:¢.202G>C h B .

coQ4 (p.Asp68His) Heterocigosis | 0.0000432 Patogénica

coQ4 NM_016035. 3@, 718C>T Heterocigosis | 0.000198 Patogénica

(p.Arg240Cys)

*GnomAD Exomes: Frecuencia descrita en Genome Aggregation Database
**ACMG: American College of Medical Genetics

Tabla 17. Analisis in silico de la patogenicidad en el caso 8

General Conservacion Funcional
Variante DANN | Mutation GERP SIFT | Provean
Tester
coQ4 Causante de , ,
€.202G>C 0.9952 enfermedad 5.4899 Deletérea | Deletérea
COQ4 c.718C>T| 0.9994 | Causante de 5.5199 Deletérea | Deletérea
enfermedad

DANN: El intervalo de valores es de 0 a 1, siendo 1 atribuido a las variantes previstas como
mas perjudiciales
GERP: varia de -12,3 a 6,17, siendo 6,17 el correspondiente a mayor conservacion
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CASO 9. Se trata de un recién nacido prematuro de 29 semanas de
edad gestacional y sexo masculino de 3 dias de vida. Desde
el nacimiento destaca hipotonia neonatal generalizada mas
marcada en cara y a nivel axial con debilidad muscular,
requiriendo soporte respiratorio invasivo. Asimismo, destaca
escasa conexion con el medio en relacion a encefalopatia.
Ante estos hallazgos se realiza estudio genético mediante
panel NeoSeq obteniéndose los resultados a los 10 dias tras la
recepcion se las muestras. Se identifico la variante ¢.614C>A
en heterocigosis en el gen ACTA1 (MIM *102610) (Tabla
12), el cual se encuentra localizado en el cromosoma 1
(1942.13) y codifica la alfa-actina del musculo esquelético, la
principal isoforma de actina en el musculo esquelético
adulto. Variantes patégenas en este gen estan asociadas con
la miopatia nemalinica 3 (MIM #161800). La miopatia
nemalinica es una forma de miopatia congeénita caracterizada
por estructuras andmalas en forma de hilo o varilla en las
fibras musculares en el examen histolégico ("nema" en
griego significa "hilo"). El fenotipo clinico es muy variable,
con diferentes edades de inicio y gravedad. La debilidad
muscular suele afectar a los masculos proximales, incluyendo
los musculos facial, bulbar y respiratorio(153).En general, se
pueden distinguir facilmente 2 grupos clinicos: "tipico” y
"grave". La miopatia nemalinica tipica es la forma mas
comun y se presenta como hipotonia infantil y debilidad
muscular. Es lentamente progresivo o no progresivo y la
mayoria de los adultos logran la deambulacion. La forma
grave del trastorno se caracteriza por ausencia de movimiento
espontaneo o respiracion al nacer, artrogriposis y muerte en
los primeros meses de vida. Algunos pacientes tienen
bastones clasicos, mientras que otros también pueden mostrar
bastones intranucleares, filamentos agrupados, nucleos o
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desproporcion de tipo de fibra, todos los cuales son hallazgos
patologicos inespecificos y no patognoménicos de una
miopatia congénita especifica. El fenotipo del paciente es
compatible con la forma grave de este trastorno. El estudio
en trio identificd que se trata de una variante de novo con
herencia autosomica dominante. Ante este diagndstico se
realizd6 una biopsia muscular que objetivd estructuras en
forma de bastones en el sarcolema (conocidos como “cuerpos
nemalinicos™). Se inici0 tratamiento con piridostigmina y
carnitina sin mejoria en la evolucion. Dado el pronostico
infausto de la patologia y la ausencia de tratamientos
especificos el paciente se reorientd hacia cuidados paliativos.

Tabla 18. Variantes identificadas en el caso 9

Gen Variante Estado Frecuencia *|Patogenicidad **
NM_001100.4:c.614C>A h B Probablemente
ACTA1 (p.Thr205Lys) Heterocigosis ND patogénica
*GnomAD Exomes: Frecuencia descrita en Genome Aggregation Database
**ACMG: American College of Medical Genetics
Tabla 19. Analisis in silico de la patogenicidad en el caso 9
General Conservacion Funcional
Variante DANN | Mutation GERP SIFT | Provean
Tester
ACTA1 Causante de . .
C.614C>A 0.9772 enfermedad 4.4 Deletérea | Deletérea

DANN: El intervalo de valores es de 0 a 1, siendo 1 atribuido a las variantes previstas como
mas perjudiciales
GERP: varia de -12,3 a 6,17, siendo 6,17 el correspondiente a mayor conservacion

CASO 10. Se trata de un recién nacido a término de 9 dias de vida y
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leucoencefalopatia. Ante estos hallazgos se realiza estudio
genético mediante panel NeoSeq obteniéndose los resultados
a los 5 dias tras la recepcion de las muestras. Se identifico la
variante ¢.2906 G>A en heterocigosis en el gen COL4Al
(MIM *120130) (Tabla 13). Este gen se encuentra localizado
en el cromosoma 13 (13q14) y codifica la subunidad alfa-1
del colageno tipo IV. La molécula de colageno IV es un
heterotrimero de 2 cadenas alfa-1 y 1 cadena alfa-2(154). La
cadena alfa-2 estd codificada en un locus distinto (MIM
*120090). El espectro de trastornos relacionados con
COLA4AL incluye: enfermedad cerebral de vasos pequefios
(MIM #175780) de diversa gravedad (155, 156), incluida la
porencefalia, asociada de forma variable con defectos
oculares (tortuosidad arterial retiniana, anomalia de
Axenfeld-Rieger, cataratas) y hallazgos sistémicos
(afectacion  renal, calambres musculares, aneurismas
cerebrales, fendmeno de Raynaud, arritmia cardiaca y anemia
hemolitica). En los estudios de imagen, la enfermedad
cerebral de vasos pequefios se manifiesta como
leucoencefalopatia periventricular difusa, infartos lacunares,
microhemorragia, espacios perivasculares dilatados vy
hemorragias intracerebrales profundas. Clinicamente, la
enfermedad cerebral de vasos pequefios se manifiesta como
hemiparesia infantil, convulsiones, accidente cerebrovascular
hemorragico Unico o recurrente, accidente cerebrovascular
isquémico y migrafia aislada con aura. La porencefalia
(cavidades llenas de liquido en el cerebro detectadas por
tomografia computerizada o resonancia magnética) se
manifiesta  tipicamente como hemiparesia infantil,
convulsiones y discapacidad intelectual; sin embargo, en
ocasiones puede ser un hallazgo incidental. ElI sindrome
angiopatia hereditaria con nefropatia, aneurismas y
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calambres musculares (Sindrome de Hanac) (MIM #611773)
suele asociar enfermedad cerebral asintomatica de vasos
pequefos, afectacion de grandes vasos cerebrales (es decir,
aneurismas) y hallazgos sistémicos que comprometen el
rifion, el musculo y los vasos pequefios del ojo (157, 158).
Tres fenotipos adicionales incluyen la tortuosidad aislada de
la arteria retiniana (MIM #180000), la microangiopatia con
leucoencefalopatia pontina (MIM  #618564) y la
susceptibilidad a hemorragias intracerebrales (MIM
#614519). El tratamiento de las manifestaciones de los
trastornos asociados a COL4AL1 incluye el apoyo emocional
para las personas afectadas y sus familias. La hipertension
debe tratarse para reducir el riesgo general de accidente
cerebrovascular. También deben evitarse el consumo de
tabaco, los traumatismos craneoencefalicos y la exposicion a
anticoagulantes para disminuir el riesgo de hemorragia
intracerebral. El fenotipo del paciente es compatible con la
enfermedad vascular cerebral de vaso pequefio, si bien el
andlisis por Phenomizer no fue estadisticamente significativo
(p 0.5810). EI estudio en trio identificd que se trata de una
variante de novo con herencia autosomica dominante. A la
semana de recibir el diagnostico el paciente fue éxitus en
relacion a una hemorragia digestiva con shock hipovolémico.

Tabla 20. Variantes identificadas en el caso 10

Gen

Variante Estado Frecuencia | Patogenicidad
* *%

COL4A1

NM_001845.6:¢.2906G>A
(p.Gly969Glu)

Probablemente

Heterocigosis | No descrita .
patogénica

*GnomAD Exomes: Frecuencia descrita en Genome Aggregation Database
**ACMG: American College of Medical Genetics
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Tabla 21. Analisis in silico de la patogenicidad en el caso 10

Resultados

General Conservacion Funcional
Variante DANN | Mutation GERP SIFT | Provean
Tester
COL4A1 Causante de , ,
€.2906G>A 0.9982 enfermedad 6.0599 Deletérea | Deletérea

DANN: El intervalo de valores es de 0 a 1, siendo 1 atribuido a las variantes previstas como

mas perjudiciales

GERP: varia de -12,3 a 6,17, siendo 6,17 el correspondiente a mayor conservacion

CASO 11. Se trata de un recién nacido de 12 dias de vida fruto de un

embarazo a término. Durante la gestacion la madre referia
escasos movimientos fetales y al nacimiento preciséd
reanimacion por respiracion poco eficaz con presion
positiva intermitente, evidenciandose hipotonia 'y
contracturas articulares, asi como microretrognatia, microtia
y micropene. Tras completar el estudio de extension por
sospecha de sindrome polimalformativo también se
evidencio una hipoacusia neurosensorial. Ante estos
hallazgos se realiza estudio genético mediante panel
NeoSeq obteniéndose los resultados a los 6 dias tras la
recepcion de la muestra. Se identifico la variante c.1884-
9A>G en homocigosis en el gen ERBB3 (MIM * 190151)
(Tabla 14), la cual se encuentra descrita en la literatura
como causante de enfermedad (159) . Dicho gen se
encuentra localizado en el cromosoma 12 (12q13.2) y es un
miembro de la familia de tirosina quinasas del receptor del
factor de crecimiento epidérmico(160). Variantes
patogénicas en este gen se han asociado con el sindrome de
contractura congénita letal (LCCS) 2 (MIM # 607598), un
trastorno autosémico recesivo bien definido descrito
originalmente en familias finlandesas. Los criterios
diagndsticos del LCCS son hidropesia fetal temprana y
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acinesia, fenotipo de Pena-Shokeir (MIM #208150),
neuropatia especifica con degeneracion de las neuronas del
asta anterior y atrofia extrema del mdsculo esquelético.
Landau, et al. (161). describieron en 2003 un pedigri
consanguineo israeli-beduino extendido con contracturas
congénitas y anomalias fenotipicas Unicas adicionales, lo
que sugiere que representa una nueva variante de LCCS
autosomico recesivo. Las caracteristicas que distinguen el
nuevo trastorno, LCCS2, del tipo finlandés de LCCS
incluyen hallazgos craneofaciales / oculares adicionales,
falta de hidropesia, pterigion mdultiple y fracturas, asi como
una duracion normal del embarazo. La principal
caracteristica clinica Unica y no descrita anteriormente en el
trastorno  beduino israeli fue la vejiga urinaria
marcadamente distendida; También se observaron otras
anomalias urinarias. La mayoria de los bebés con LCCS2
murieron poco después del nacimiento. El diagndstico
prenatal ecografico fue posible a las 15 semanas de
gestacion mediante la demostracion de acinesia fetal,
contracturas de las extremidades, hidramnios y distension
de la vejiga urinaria. Dos nifias, de 12 y 13 afios, seguian
vivas en el momento del informe. Ademas de artrogriposis y
atrofia muscular, ambos tenian paralisis facial izquierda,
problemas oftalmolégicos graves con miopia alta y
vitreorretinopatia degenerativa. El fenotipo del paciente es
compatible con el sindrome de contractura letal tipo 2, si
bien el andlisis por Phenomizer no resultd estadisticamente
significativo (p.04243). El estudio en trio identificd que
ambos padres eran portadores heterocigotos de la variante
c.1884-9A>G, confirmando la herencia autosomica
recesiva. Dada la ausencia de tratamiento especifico y el
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mal prondstico de la patologia de base el paciente se
reorientd hacia cuidados paliativos.

Tabla 22. Variantes identificadas en el caso 11

Gen Variante Estado Frecuencia *|Patogenicidad **
ERBB3 NM_001982.4):c.1184- Homocigosis | No descrita Probablgmente
9A>G patogenica
*GnomAD Exomes: Frecuencia descrita en Genome Aggregation Database’
**ACMG: American College of Medical Genetics?
Tabla 23. Analisis in silico de la patogenicidad en el caso 11
General Conservacion Funcional
Variante DANN | Mutation GERP SIFT | Provean
Tester
ERBB3 c.1184-
9A>G 0.7883 - 1.4299

DANN: El intervalo de valores es de 0 a 1, siendo 1 atribuido a las variantes previstas como
mas perjudiciales®.
GERP: varia de -12,3 a 6,17, siendo 6,17 el correspondiente a mayor conservacion®.

CASO 12. Se trata de un recién nacido de 15 dias de vida tras un

embarazo y parto sin incidencias. Realiz6 meconiorrexis a las
72 horas de vida, presentando distension abdominal por lo
que se ingresd para completar estudio, evidenciandose un
habito intestinal estrefiido precisando estimulacion rectal
periodica. Tras realizacion de enema con contraste y biopsia
rectal se confirmo una enfermedad de Hirschsprung. A los 10
dias de vida inici6 movimientos oculares conjugados
cadticos, multidireccionales y rapidos que se filiaron como
opsoclonus, completandose estudio con ecografia abdominal
y resonancia magnética cerebral que descartaron
malformaciones  del sistema nervioso central vy
neuroblastoma. Asimismo, se constatd una hipoacusia
neurosensorial. Ante estos hallazgos se realizd estudio
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genético mediante panel NeoSeq obteniéndose los resultados
a los 7 dias tras la recepcion de las muestras. Se identificé la
variante ¢.850G>T en heterocigosis en el gen SOX10
(*602229), este gen esta localizado en el cromosoma 22
(22913.1) (Tabla 15) y codifica un factor de transcripcion
caracterizado por un motivo de unién al ADN conocido
como dominio HMG (grupo de alta movilidad). La familia de
genes SOX, que incluye SOX10, consta de genes
relacionados con SRY, con una identidad de secuencia de
mas del 60% con la caja SRY HMG. SOX10 es un factor de
transcripcion que funciona en la cresta neural y el desarrollo
de oligodendrocitos (162, 163). Variantes patdgenas en este
gen estan asociadas a tres trastornos de herencia autosomica
dominante: sindrome de Waardenburg tipo 4C (MIM #
613266), sindrome PCWH (MIM #609136) y sindrome de
Waardenburg tipo 2E con o sin manifestaciones neuroldgicas
asociadas (MIM # 611584). El sindrome de Waardenburg-
Shah, también conocido como sindrome de Waardenburg
tipo 4 se caracteriza por sordera, anomalias pigmentarias y
enfermedad de Hirschsprung (164, 165). Todas estas
caracteristicas son causadas por defectos en la cresta neural
embrionaria. El sindrome PCHW incluye neuropatia
desmielinizante periférica, dismielinizacion central, sindrome
de Waardenburg y enfermedad de Hirschsprung. De 12
pacientes con sindrome de Waardenburg-Shah, Touraine, et
al.(166) describieron 3 pacientes con retraso del crecimiento
y un fenotipo neurolégico no reportado previamente con
deterioro de los sistemas nerviosos central y autonomo y
ocasionalmente hipotonia y artrogriposis neonatal. El
sindrome de Waardemburg tipo 2E consiste en
hipogonadismo hipogonadotropo con anosmia e hiposmia
asociado en forma variable a sordera, anomalias
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pigmentarias, enfermedad de Hirschsprung y afectacion
neuroldgica (165). El fenotipo del paciente es compatible con
el sindrome de Waardenburg-Shah y el analisis por
Phenomizer fue significativo (p.00323). El estudio en trio
identific6 que se trataba de una variante de novo,
confirmando la herencia autosémica dominante. Dada la
ausencia de tratamiento especifico y el mal prondstico de la
patologia de base el paciente se reorientd hacia cuidados
paliativos.

Tabla 24. Variantes identificadas en el caso 12

Gen Variante Estado Frecuencia *| Patogenicidad
*%
NM_006941.4):¢c.850G>T .. . Probablemente
SOX10 (p.Glu284Ter) Heterocigosis | No descrita patogénica
*GnomAD Exomes: Frecuencia descrita en Genome Aggregation Database
**ACMG: American College of Medical Genetics
Tabla 25. Analisis in silico de la patogenicidad en el caso 12
General Conservacion Funcional
Variante DANN Mutation GERP SIFT | Provean
Tester
SOX10 c.850G>T| 0.9969 | Causantede 4.73
enfermedad

DANN: El intervalo de valores es de 0 a 1, siendo 1 atribuido a las variantes previstas como
mas perjudiciales
GERP: varia de -12,3 a 6,17, siendo 6,17 el correspondiente a mayor conservacion

En resumen, en doce identificamos la causa molecular de su
enfermedad llegando a un diagnostico genético. En cinco de ellos su
patologia estaba asociada a una herencia autosémica recesiva y en
siete a una herencia autosémica dominante. De estos siete pacientes,
cinco portaban variantes de novo y dos habian heredado la variante de
un solo padre, que presentaba un fenotipo menos grave.
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4.2.2 Pacientes con variantes no definitivamente/
probablemente causales

tres casos se identificaron se identificaron variantes

potencialmente asociadas a enfermedad pero se descartaron como
causales en los neonatos estudiados por incompatibilidad del cuadro
clinico y/o de la herencia asociada:

CASO 13. Se trata de un neonato de 12 dias de vida y sexo femenino
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que nacid6 mediante cesarea a las 37 semanas de edad
gestacional por preeclampsia materna. Ingresé en la UCIN
por distrés respiratorio que precisdé ventilacion mecanica
invasiva presentando hipoglucemias con requerimientos de
glucosa intravenosa de hasta 12 mg/kg/min durante los
primeros 5 dias de vida. Tras realizar estudio genético con
panel NeoSeq se identifico la variante ¢.126G>T en
heterocigosis en el gen MTOR (MIM * 601231). Este gen se
encuentra localizado en 1p36.22 y variantes patogenas en el
mismo se han asociado al sindrome de Smith-Kingsmore
(MIM # 616638) y a la displasia focal cortical tipo (MIM #
607341), ambos de herencia autosémica recesiva El primero
es un sindrome de discapacidad intelectual autosomica
dominante poco comun caracterizado por macrocefalia,
convulsiones, hernia umbilical y caracteristicas dismorficas
faciales que incluyen protuberancia frontal, hipoplasia del
tercio medio facial, menton pequefio, hipertelorismo con
fisuras palpebrales inclinadas hacia abajo, puente nasal
deprimido, surco nasolabial liso y labio superior delgado
(167, 168). La displasia focal cortical tipo 2 es una
malformacion del desarrollo cerebral que resulta en un
fenotipo clinico de epilepsia intratable y que generalmente
requiere cirugia de reseccion del tejido cerebral afectado para
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mejorar la frecuencia y gravedad de las convulsiones (169,
170). En el caso del paciente n° 14 ninguna de las patologias
asociadas con variantes patogenas en el gen MTOR
explicarian su fenotipo, ademés de que las patologias
asociadas a este gen siempre presentan una herencia
autosémica recesiva. En este sentido. el estudio en trio
evidencié que el padre asintomatico también portaba la
misma mutacion en heterocigosis.

CASO 14. Se trata de un neonato de 29 dias de vida y sexo femenino
que nacié a término e ingresd en la UCIN por distrés
respiratorio que requirié soporte ventilatorio no invasivo y
bajo peso. En la radiografia de torax al ingreso se
observaron 10 pares de costillas. A la exploracion fisica
destacaba hipotonia generalizada neonatal y un click de
cadera bilateral, completandose estudio con ecografia de
caderas que constatdo displasia congénita de caderas.
Presentdé ademéas distension abdominal progresiva y
vomitos, con meconiorrexis a los 4 dias de vida,
estableciéndose el diagndstico de ileo meconial. Tras
realizar estudio genético con panel NeoSeq se identifico la
variante ¢.2507C>G en heterocigosis en el gen NALCN
(MIM * 611549). Este gen se encuentra localizado en
13932.3-g33.1 y variantes patdgenas en el mismo se han
asociado a hipotonia infantil con retraso psicomotor y facies
caracteristica 1 (MIM # 615419) y el sindrome de
contracturas congeénitas de extremidades y cara, hipotonia y
retraso en el desarrollo (MIM # 616266). El primero de
estos cuadros es un trastorno neurolégico autosémico
recesivo grave que se inicia al nacer o en la primera
infancia. Los individuos afectados suelen presentar retraso
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psicomotor y discapacidad intelectual grave. Algunos
pacientes nunca aprenden a sentarse o caminar de forma
independiente (171, 172). Por otra parte, el sindrome de
contracturas congénitas de extremidades y cara, hipotonia y
retraso en el desarrollo es un trastorno autosomico
dominante que se caracteriza por contracturas congénitas de
las extremidades y la cara, que dan como resultado rasgos
faciales caracteristicos (fisuras palpebrales inclinadas hacia
abajo, puente nasal ancho con punta nasal antevertida,
narinas grandes, columela corta, surco nasolabial largo,
micrognatia, hoyuelos en el mentén en forma de H),
hipotonia y grados variables de retraso en el desarrollo (173,
174). En el caso del paciente n° 15 ninguna de las patologias
asociadas con variantes patogenas en el gen MTOR
explicarian su fenotipo. Ademas, el estudio en trio
evidencié que el padre asintomatico también portaba la
misma mutacion en heterocigosis.

CASO 15. Se trata de un neonato de 4 dias de vida y sexo masculino
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que a los 2 dias de vida inicid convulsiones focales, sin
otros hallazgos, con buena respuesta al fenobarbital. Tras
realizar el estudio genético mediante panel NeoSeq se
identifico la variante ¢.1724T>C en heterocigosis en el gen
TSC2 (MIM * 191092) que se localiza en 16pl13.3 y
codifica la proteina tuberina. Variantes patdgenas en este
gen se han asociado al complejo de esclerosis tuberosa 2
(MIM # 613254), con la linfangioleiomiomatosis familiar
(MIM # 606690) y la displasia cortical focal tipo 2 (MIM #
607341). ElI complejo de esclerosis tuberosa 2 es un
trastorno multisistémico de herencia autosomica dominante
caracterizado por hamartomas en multiples érganos,
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incluidos el cerebro, la piel, el corazon, los rifiones y los
pulmones. Estas alteraciones pueden dar lugar a epilepsia,
dificultades de aprendizaje, problemas de comportamiento e
insuficiencia renal, entre otras complicaciones(175, 176).
Aproximadamente del 10 al 30% de los casos de esclerosis
tuberosa se deben a mutaciones en el gen TSC1l y la
frecuencia de casos debidos a variantes en el gen TSC2 es
consistentemente mas alta y se asocian con una enfermedad
mas grave(177, 178). La linfangiomatosis pulmonar es una
enfermedad rara de herencia recesiva que se presenta casi
exclusivamente en mujeres con una edad promedio inicio de
los sintomas, que incluyen dificultad para respirar (67%),
colapso pulmonar (25%), tos (12%) y dolor en el pecho
(10%), es de 33 afios. Las radiografias de torax suelen
mostrar un infiltrado intersticial difuso, sin predominio en
ninguna zona pulmonar(179, 180). La displasia cortical
focal tipo 2 es una patologia de herencia autosémica
recesiva que consiste en una malformacion del desarrollo
cerebral que resulta en un fenotipo clinico de epilepsia
intratable, que generalmente requiere neurocirugia. Los
individuos afectados tienen convulsiones refractarias,
generalmente con inicio en la primera infancia, y pueden
tener discapacidad intelectual persistente (181, 182). En el
paciente n° 16 se completd estudio con resonancia
magnética cerebral, ecocardiografia y ecografia renal, sin
evidenciarse nuevos hallazgos sugestivos de esclerosis
tuberosa, en el estudio en trios se evidencid que el padre era
portador asintomatico de la misma variante, completandose
igualmente estudio de extension (valoraciéon cardioldgica,
oftalmoldgica, dermatolégica y resonancia magnética
cerebral) que descartd también una esclerosis tuberosa.
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Tabla 26. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes incluidos en el
estudio.

Casos | Edad | Sexo Fenotipo: HPO

Retraso del crecimiento intrauterino
Distrés respiratorio neonatal
Microcefalia congénita
1 25d M Criptorquidia unilateral
Hipoglucemia neonatal
Acidosis metabdlica cronica
Acidosis lactica
Aciduria metilmalonica
Anomalia del miocardio
Acidosis metabdlica cronica
Acidosis lactica
Convulsiones
Encefalopatia epiléptica
Convulsiones
Encefalopatia epiléptica
Convulsiones
Encefalopatia epiléptica
Distrés respiratorio neonatal
Convulsiones
Encefalopatia epiléptica
Acidosis metabolica cronica
Vomitos
Hiperamoniemia
7 10d M Hipoglucemia hipocetosica
Pielectasia fetal
Exceso de hormona estimulante de tiroides
Hipotonia neonatal generalizada
Convulsiones
Letargia
Atrofia cerebelosa
Parto prematuro
Insuficiencia respiratoria debida a debilidad muscular
Hipotonia generalizada
Encefalopatia
Leucoencefalopatia
Cataratas
Quistes renales
Sangrado digestivo
Contracturas articulares
Microretrognatia
Microtia
Micropene

2 Tm15d | M

3 20d F

4 18d M

5 25d F

10 9d F

11 12d M
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Casos

Edad

Sexo

Fenotipo: HPO

Hipotonia
Pérdida auditiva

12

15d

Enfermedad de Hirschsprung
Pérdida auditiva
Opsoclonus

13

22d

Preeclampsia
Distrés respiratorio neonatal
Hipoglucemia

14

29d

Pequeno para edad gestacional
Ileo meconial
Distrés respiratorio neonatal
Hipotonia neonatal generalizada
Luxacion congénita de cadera
10 pares de costillas

15

4d

Convulsiones focales

16

2m

Fallo de medro
Pérdida de peso
Irritabilidad
Hipotonia axial infantil
Regresion neurodesarrollo
Anomalia del metabolismo de la serina
Hiperglicinemia

17

1m 15d

Hepatomegalia
Hipoglucemia
Ascitis

18

4m

Hipotonia neonatal generalizada
Debilidad muscular

19

2m

Bajo peso al nacimiento
Hipotonia neonatal generalizada
ileo meconial
Fallo de medro
Luxacion congénita de cadera

20

10d

Bajo peso al nacimiento
Hipotonia neonatal generalizada
Microretrognatia
Anquiloblefaro
Hipotelorismo
Distonia de extremidades

21

12d

Ductus arterioso persistente
Hipertension pulmonar
Hipoplasia pulmonar
Paralisis diafragmatica
Encefalopatia
Pie equinovaro bilateral
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Casos | Edad | Sexo Fenotipo: HPO

Retraso del crecimiento intrauterino
Hipotonia neonatal generalizada
22 16d M Criptorquidia bilateral
EEG con descargas epilépticas focales
Trombosis venosa cerebral

Ausencia de radio izquierdo
Aplasia del primer dedo
23 7d M Defecto septal atrial
Pérdida auditiva

Bajo peso al nacimiento
Hernia diafragmatica congénita derecha
Arteria subclavia derecha aberrante
Displasia pancreatica
Atrofia bilateral coriorretiniana
Aplasia/hipoplasia vertebral
Clinodactilia bilateral
Quiste pineal

24 2m F

Distrés respiratorio neonatal
Piel redundante en cuello
25 10d F Quistes subependimarios
Cuello corto
Paladar ojival

Pie equinovaro bilateral
Dificultades para la alimentacion
26 26d M Alimentacion por gastrostomia

Reflujo gastroesofagico
Hipotonia neonatal generalizada

27 m M Retraso del crecimiento intrauterino severo

F Convulsiones

28 | 1m 15d Encefalopatia epiléptica

Hipotonia generalizada neonatal
Encefalopatia
29 9d F Aumento acido lactico en LCR
Edema corneal estromal
Fallo hepatico

Hiperinsulinismo difuso

30 13d F . L
Hiperamoniemia

Encefalopatia
31 21d M Cardiomiopatia hipertréfica

Convulsiones

32 1m 4d F Encefalopatia epiléptica

Convulsiones
33 Zm M Encefalopatia epiléptica

d: dias;; F: femenino; HPO: human phenotype ontology; LCR: liquido cefalorraquideo; m:meses; M: masculino
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Tabla 27. Hallazgos demograficos, clinicos y genéticos de los pacientes con variantes causales/probables.

Resultados

Casos | Edad | Sexo HPO TAT | Gen Variantes | Phenomizer Patologia MIM Padres/Herencia
Retraso del crecimiento
intrauterino
Distrés respiratorio neonatal Defecto
Microcefalia congénita C.640A>T/ combinado de Portaqores
1 25d M . s . 7d | GFM1 : p 0.0343 ... | #609060 Autosomico
Criptorquidia unilateral c.1199G>C la fosforilacion .
. ‘ S recesivo
Hipoglucemia neonatal oxidativa |
Acidosis metabolica cronica
Acidosis lactica
Aciduria metilmalonica ,
. . . Sindrome de Portadores
2 | Im |y | Anomaliadelmiocardio | ;4 fg e pp | CBOCT/H 6 pogs | "deplecion | #612073 | Autosémico
15d Acidosis metabolica cronica c.859C>T \ . .
A mitocondrial 5 recesivo
Acidosis lactica
Encefalopatia D
Convulsiones epiléptica € novo
3 20d F p e 6d | KCNQ2 c.778C>T p 0.04 . - #613720 Autosomico
Encefalopatia epiléptica infantil precoz domi
7 ominante
Encefalopatia Padre, epilepsia
4 | 18d | M Convulsiones | 7 4 | keng2 | 1016 T>A | po0.04 | SPIEPUCA [ 445550 | enlainfancia
Encefalopatia epiléptica infantil precoz Autosomica
7 dominante
Encefalopatia Madre, epilepsia
Convulsiones n.s. epiléptica Autosdmica
> 25d F Encefalopatia epiléptica 6d | CDKL5 c.616G>T p 0.1386 | infantil precoz #300672 dominante ligada
2 a X
Distrés respiratorio neonatal Encefalopatia
Convulsiones n.s epiléptica De novo
6 6d M ; . 7d | KCNQ2 | c.1658G>A . . #613720 Autosomica
Encefalopatia epiléptica p 0.471 infantil precoz domi
. 1 . ominante
Acidosis metabolica cronica 7
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Casos | Edad | Sexo HPO TAT| Gen Variantes | Phenomizer Patologia MIM Padres/Herencia
Vomitos
Hiperamoniemia Portadores
Hipoglucemia hipocetésica c.1201G>C/ n.s. Deficiencia de P
7o 10d M Pielectasia fetal 8d | CPST | "C2g10T>A | po0.0624 CPsI #608307 | Autosomica
recesiva
Exceso de hormona
estimulante de tiroides
Hipotonia neonatal D
. Deficiencia
generalizada €.202G>C/ rimaria de Portadores
8 1m M Convulsiones 10d| CoQ4 i n.d. prima #616276 Autosémica
L - c.718C>T Coenzima Q10 .
etargia tipo 7 recesiva
Atrofia cerebelosa P
Parto prematuro
Insuficiencia respiratoria & Miopatia De novo
9 3d F |debida a debilidad muscular|10d| ACTAT c.614C>A /o pat #161800 Autosomica
. ) . p 0.582 nemalinica 3 .
Hipotonia generalizada dominante
Encefalopatia
Leucoencefalopatia Enfermedad D
Cataratas n.s vascular € novo
10 9d F . 5d | COL4A1 | ¢.2906 G>A o #175780 Autosomica
Quistes renales p 0.5810 cerebral de domi
- - = ominante
Sangrado digestivo vaso pequefo
Contracturas articulares
Microretrognatia ,
Microtia C.1184-9A5G/|  n.s. Sindrome de Portadores
11 12d | M Mi 6d | ERBB3 contractura | #607598 Autosomica
icropene c.1184-9A>G | p.0,4243 : .
. p letal tipo 2 recesiva
Hipotonia
Pérdida auditiva
Enfermedad de Hirschsprung Sindrome De novo
12 15d F Pérdida auditiva 7d | SOX10 c.850G>T p.0,0323 | Waardenburg- | #142623 Autosomica
Opsoclonus Shah dominante

ACMG: clasificacion de la variante segln criterios del American College of Medical Genetics; d: dia; HPO: human phenotype ontology; F:
femenino; m: mes; M: masculino; n.d.: no detectado; n.s: no significativo; TAT: tiempo hasta el diagnostico
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Tabla 28. Hallazgos demograficos, clinicos y genéticos de los pacientes con variantes no definitivamente/no probablemente

causales.
Casos | Edad | Sexo HPO Gen | Variantes | Phenomizer Patologia MIM Progenitores/herencia
Preeclampsia - Displasia cortical 4607341
13 | 24| F Distres respiratorio MTOR | c.126G>T n.d. ) focal tipo Il ' Paqre porlta'\dor
neonatal - Sindrome de Smith- asintomatico
. . ; #616638
Hipoglucemia Kingsmore
Pequeno para edad
gestacional
Ileo meconial
Distrés respiratorio - Contracturas
neonatal »
Hipotonia a2 LTI G0 g Padre portador
14 |129d| F . NALCN | c.2507C>G n.d. y cara #616266 . o
generalizada . 7 asintomatico
- Hipotonia y retraso
neonatal
. i - del desarrollo
Displasia congénita
de cadera
10 pares de
costillas
- Complejo esclerosis
tuberosa
15 | 4d | M Convulsiones | 7> |« 17241>C| n.d. | Linfangioleiomatosis | # 613254 Padre portador
focales asintomatico
pulmonar
- Displasia cortical
focal tipo I

ACMG: clasificacion de la variante segun criterios del American College of Medical Genetics; d: dia; F: femenino; HPO: human phenoype ontology;

M. masculino; n.d.:no detectado; TAT: tiempo hasta el diagnostico.
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4.2.3 Pacientes con enfermedad genética no confirmada
mediante el panel NeoSeq

Los diagnosticos de sindrome de Prader-Willi y distrofia de
Steinert no se detectaron en los casos 20 y 21, respectivamente, pero
se establecieron en base a pruebas especificas realizadas més adelante
al progresar la sintomatologia. El paciente n°® 20 era un neonato de
sexo femenino y 5 dias de vida que nacio a las 36+3 semanas de edad
gestacional con un peso de 2500 g. A la exploracion fisica destacaba
una hipotonia generalizada con insuficiencia respiratoria leve. El
estudio genético mediante panel NeoSeq fue negativo. Evolutivamente
se observd una diplejia facial con boca en acento circunflejo,
presentando la madre también una facies hipomimica en menor grado
asi como dificultad para la relajacion muscular de las manos tras una
contraccion voluntaria. A los 2 meses de vida se sospecha una
distrofia miotonica de Steinert, confirmandose el diagnostico mediante
PCR y TP-PCR especifica de la region 3’- UTR del gen DMPK (MIM
*605377) que evidencié una expansion de 2333 copias del triplete
CTG. La distrofia miotonica de Steinert (MIM #160900) es un
trastorno autosoOmico dominante caracterizado principalmente por
miotonia, distrofia muscular, cataratas, hipogonadismo, calvicie
frontal y cambios en el ECG(183). La gravedad de la enfermedad
varia con el nimero de repeticiones(184): los individuos normales
tienen de 5 a 37 repeticiones, las personas levemente afectadas tienen
de 50 a 150 repeticiones, los pacientes con DM clasica tienen de 100 a
1,000 repeticiones y aquellos con inicio congénito pueden tener mas
de 2,000 repeticiones(185), siendo este el caso del paciente n° 20.

El caso 21 era un neonato a término de sexo masculino y 10 dias
de vida que nacié a las 40+3 semanas de edad gestacional con un peso
de 2700 g. Durante el Gltimo trimestre de la gestacion se evidenci6 un
retraso del crecimiento intrauterino. A la exploracién fisica destacaba

144



Resultados

una hipotonia generalizada, microrretrognatia, hipotelorismo,
anquilosis palpebral y distonia de extremidades. El estudio genético
mediante panel NeoSeq fue negativo. Evolutivamente se observo
obesidad, hipogonadismo y criptorquidia bilateral, por lo que a los 4
meses de vida se establecié la sospecha de sindrome de Prader-Willi
confirméandose el diagndstico mediante MS-MLPA, detectandose una
delecidon de la region 15q11-q13. El sindrome de Prader-Willi (MIM#
176270) se caracteriza por disminucion de la actividad fetal, obesidad,
hipotonia muscular, retraso mental, baja estatura, hipogonadismo
hipogonadotrépico y manos y pies pequefios(186, 187). Puede
considerarse un trastorno autosémico dominante y es causado por la
delecion o alteracion de un gen o de varios genes en el brazo largo
proximal del cromosoma 15 paterno o disomia 15 uniparental
materna, porque los genes en el cromosoma materno 15 son
virtualmente inactivos por impronta.

4.2. IMPACTO DEL DIAGNOSTICO GENETICO SOBRE EL MANEJO
CLINICO

Al evaluar el impacto del diagndstico genético en la evolucion
clinica, encontramos que el establecimiento de un diagnostico
molecular afecté directamente el manejo médico en 11 de los 12
pacientes (Tabla 6), resultando en cambios en la medicacion o dieta (9
pacientes), inicio de nuevas valoraciones por subespecialistas
especificos que no se habian considerado previamente (5 pacientes) o
retirada del tratamiento de cuidados intensivos con reorientacion hacia
cuidados paliativos (5 pacientes). En el caso de los pacientes con
enfermedades mitocondriales (casos 1 y 2), tras el diagndstico se
instaurd un nuevo tratamiento médico con coctel antioxidante en todos
ellos. EI manejo de este tipo de patologia sigue siendo en gran parte
sintomético y no altera significativamente el curso de la enfermedad.
Sin embargo, sobre la base de un nimero limitado de ensayos clinicos,
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se han utilizado varios agentes destinados a mejorar la funcion
mitocondrial o tratar las consecuencias de la disfuncion mitocondrial,
a los que se denomina coctel antioxidante y que incluye en
combinaciones variables coenzima Q10, idebenona, riboflavina,
dicloroacetato, tiamina, vitamina C, vitamina E, &cido lipoico,
arginina, citrulina...(188, 189) etc. Ademas, al tratarse de
enfermedades multisistémicas, en funcion del fenotipo previsto se
completo estudio y seguimiento por parte de nuevos subespecialistas
incluyendo la valoracion de otros 6rganos diana como el ojo, el
corazén, el higado, el oido y el rifion(190). Ademas, dado el mal
prondstico y el componente degenerativo de estas patologias los
pacientes se reorientaron hacia cuidados paliativos, rechazando las
familias medidas invasivas de tratamiento.

En cuanto a los tres pacientes con encefalopatia epiléptica infantil
precoz 7 (casos 4, 5y 7) por mutaciones en el gen KCNQ2 el
diagnostico  molecular  supuso el inicio de tratamiento
anticonvulsivante con agentes blogueantes de los canales de sodio
(carbamacepina y fenitoina). EI mencionado grupo de antiepilépticos
debe considerarse la primera linea de tratamiento en esta patologia, ya
que se ha demostrado que permiten un mejor control de las
convulsiones refractarias a otras terapias y mejoran el desarrollo
neurolégico de los pacientes (191, 192). En relacion al paciente con
encefalopatia epiléptica infantil precoz tipo 2 (caso 6), tras obtener el
diagndstico molecular se decidio iniciar dieta cetogénica (193). En el
paciente que se confirmo el diagndstico de déficit de CPS I se pudo
iniciar precozmente el tratamiento con dieta restringida en proteinas
naturales, quelantes del amonio y aminoacidos esenciales, ademas de
evitarse las situaciones de estrés metabdlico (ayuno, enfermedad
concomitante, fiebre, cirugia) que desencadenan episodios de
descompensacion hiperamoniémica y comprometen el desarrollo
neurolégico de estos pacientes(194). En cuanto al paciente con
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deficiencia primaria de coenzima Q10 tipo 7 (caso 9), tras el
diagnostico molecular se inicié un nuevo tratamiento médico con
coenzima Q10 a dosis altas, ya que se ha descrito que este tratamiento
en los pacientes con formas primarias de deficiencia de coenzima Q10
puede detener la progresion tanto de sindrome nefrotico
corticorresistente (no reportado en el tipo 7) como de la encefalopatia,
y disminuir el riesgo de accidentes cerebrovasculares stroke like, de
ahi la importancia critica de un diagndstico rapido(195). Ademas, se
instaur0 seguimiento por cardiologia, ya que la miocardiopatia
hipertréfica es otra de las manifestaciones principales de esta
enfermedad (152, 196).

En relacion al paciente con miopatia nemalinica (caso 10), tras
alcanzar el diagnostico molecular se inicid terapia empirica con
piridostigmina y carnitina, si bien se trata de una patologia que carece
de tratamiento especifico o curativo(197), exceptuando los casos de
debut rapidamente progresivo en la edad adulta que suelen deberse a
procesos inmunes (196). Debido a la falta de respuesta al tratamiento
médico y al mal prondstico de la patologia, el paciente se reorient6
hacia cuidados paliativos y la familia rechaz6 terapias invasivas. El
paciente con vasculopatia cerebral de pequefio vaso (caso 11) fallecio
a la semana de recibir el diagnostico molecular sin instaurarse ningdn
tratamiento especifico ni iniciarse nuevos estudios de extension o
seguimiento por parte de otros especialistas. En los casos 12 y 13 con
los diagnosticos de sindrome de contractura letal tipo 2 y Sindrome
Waardenburg-Shah el diagndstico genético motivo la reorientacion de
su manejo hacia cuidados paliativos, al tratarse de dos patologias muy
graves sin tratamiento especifico o curativo.

Ademas, en todos los casos los pacientes y sus familias se
beneficiaron de un asesoramiento genético oportuno basado en un
diagndstico molecular concreto.
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Tabla 29. Impacto del diagnostico molecular en el manejo médico

. Cambios en Seguimiento por un Cuidados Consejo
Casos Patologia o . . .. ¥
medicacion o dieta nuevo subespecialista | paliativos | genético
S Neurdlogo
1 Defecto_de !a fo§for1lac1on Coctel antioxidante Hepatologo Si Si
oxidativa tipo 1 p
Cardiologo
Neurdlogo
Sindrome de , o Audidlogo . .
2 deplecion mitocondrial 5 Coctel antioxidaghs Oftalmoélogo S S
Nefrologo
Encefalopatia epiléptica Blogueante de los canales de sodio: fenitoina .
3 - - . . . No No Si
infantil precoz 7 Evitar retigabina and ezogabina
Encefalopatia epiléptica |Blogueante de los canales de sodio: carbamacepina .
4 . : . . W . No No Si
infantil precoz 7 Evitar retigabina and ezogabina
5 Encgfalopgtla epileptica Dieta cetogénica Dietista No Si
infantil precoz 2
Encefalopatia epiléptica |Bloqueante de los canales de sodio: carbamacepina .
6 . - : AWV g No No Si
infantil precoz 7 Evitar retigabina y ezogabina
Dieta restringida en proteinas E iali
. Arginina/citrulina specia 1S,ta. €n errores .
7 Deficiencia CPS | 3 congenitos del No Si
Quelantes de amonio .
i metabolismo
Evitar acido valproato
Deficiencia primaria . . .
8 de coenzima Q10 tipo 7 CoenzimaQ10 Cardiologo No Si
9 Miopatia nemalinica P1r1dost.1g.,m1na No Si Si
Carnitina
10 VaZC”lopat‘? cerebral - (exitus) - (exitus) - (exitus) Si
e pequefo vaso
11 Sindrome de _contractura No No i i
letal tipo 2
12 Sindrome Waardenburg- No No i i
Shah
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5. DISCUSION

La secuenciacién genémica se ha convertido en una de las
herramientas de diagndstico mas prometedoras en el campo de la
neonatologia. Las caracteristicas que presenta este tipo de abordaje,
con capacidad para secuenciar gran cantidad de ADN (exomas
clinicos, exomas completos o genomas completos), ademas de hacerlo
con un tiempo de respuesta de dias, han demostrado ser de especial
importancia para su aplicacion en recién nacidos gravemente enfermos
con sospecha de enfermedad genética. Varios estudios realizados hasta
la fecha evidencian que la incorporacién de esta tecnologia como
prueba de primer nivel para el diagnostico genético en este grupo de
pacientes aumenta la tasa de diagnostico y reduce el tiempo hasta el
mismo, mejorando los resultados y reduciendo los costes sanitarios
(198, 199). Debe sefalarse que los trastornos genéticos que debutan en
el periodo neonatal tienen un impacto significativo en la morbilidad y
la mortalidad de los recién nacidos, de modo que el diagnostico precoz
que ofrece la secuenciaciobn genomica facilita también el
asesoramiento prondstico oportuno a las familias y permite realizar
una medicina de precision. A medida que se amplia la disponibilidad
de pruebas de diagnéstico genético, aumenta también de forma
significativa la complejidad de las mismas asi como la necesidad de
un conocimiento especializado por parte del neonat6logo, incluyendo
la aplicacién y comprensién de las modalidades de pruebas genéticas
y de sus resultados. Esto es especialmente