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ANA LOPEZ PENEDO Abstract

Resumen

Antecedentes: los trastornos del neurodesarrollo (TND), son un conjunto heterogéneo de
cuadros clinicos que tienen en comun la presencia de alteraciones cognitivas y del
comportamiento de comienzo en el periodo del desarrollo y que producen limitaciones
funcionales en varios ambitos de la vida de quien lo padece. Si bien su etiologia es
compleja y multiple, tienen una base genética predominante. En ellos puede existir una
variacion comun que contribuye a la enfermedad pero también variantes raras, la mayoria
de las cuales son mutaciones puntuales que requieren de paneles de genes o anélisis de
exomas 0 genomas completos.

Objetivo: El objetivo principal de este trabajo consiste llevar a cabo un analisis del exoma
completo de tres pacientes con TND complejos, los cuales muestran un fenotipo grave,
claramente sindromico, lo que puede indicar una posible causa genética subyacente, y
cuyo diagnostico no ha sido esclarecido con otros test genéticos de rutina previos.

Meétodos: Partiendo de la clinica de cada sujeto, se utilizaron un conjunto de herramientas
in silico para aplicar una serie de criterios de filtrado de variantes, teniendo en cuenta
criterios de calidad, la posicion gendmica, los cambios de aminodacidos, las frecuencias
poblacionales y la clinica asociada de cada una. Posteriormente, se consultaron diferentes
bases de datos (OMIM, ClinVar, Varsome) para el analisis y priorizacion de las variantes
candidatas tras el filtrado inicial y se clasificaron las variantes segun su patogenicidad
atendiendo a los criterios propuestos por la American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG). Finalmente, se llevo a cabo una caracterizacion bibliogréafica de los
genes en relacion con la historia clinica de los individuos.

Resultados: Hallamos variantes que explican el fenotipo de los tres probandos afectos
aportandonos el diagnostico genético de cada uno de ellos.

Palabras clave: trastorno del neurodesarrollo, trastorno del espectro autista, trastorno por
déficit de atencidn/hiperactividad, discapacidad intelectual, comorbilidad, fenotipo
sindrémico, genética del neurodesarrollo, medicina genémica, medicina de precision,
Next Generation sequencing, secuenciacion de exomas, variantes puntuales, genética
clinica, priorizacion de variantes, analisis genémico, biomedicina.
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Resumo

Antecedentes: Os trastornos do neurodesenvolvemento (TND) son un conxunto
heteroxéneo de cadros clinicos que tefien en comun a presenza de alteracidns cognitivas
e do comportamento que comezan no periodo do desenvolvemento e que producen
limitaciéns funcionais en varias areas da vida da persoa. Ainda que a sUa etioloxia é
complexa e multiple, tefien unha base xenética predominante. Neles, hai unha variacion
comun que contrible & enfermidade pero tamén variacions raras, a maioria das cales son
mutacions puntuais que requiren paneis xénicos ou andlise de exomas ou xenomas
completos.

Obxectivos: o principal obxectivo deste traballo € realizar unha analise do exoma
completo de tres pacientes con TND complexo, que amosan un fenotipo grave claramente
sindrémico, que pode indicar unha posible causa xenética subxacente e cuxo diagndstico
non foi aclarado con outras probas xenéticas de rutina anteriores.

Meétodos: partindo da clinica de cada suxeito, utilizaronse un conxunto de ferramentas in
silico para aplicar unha serie de criterios de filtrado de variantes, tendo en conta criterios
de calidade, posicion xendmica, cambios de aminoacidos, frecuencias poboacionais e a
clinica asociada de cada un. Posteriormente, consultaronse diferentes bases de datos para
aandlise e priorizacion das variantes candidatas despois do filtrado inicial e clasificaronse
as variantes segundo a slUa patoxenicidade de acordo cos criterios propostos pola
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). Finalmente, levouse a
cabo unha caracterizacion bibliografica dos xenes en relacién coa historia clinica dos
individuos.

Resultados: atopamos variantes que explican o fenotipo dos tres probandos afectados,
proporcionandonos o diagndstico xenético de cada un deles.

Palabras clave: trastorno do neurodesenvolvemento, trastorno do espectro autista, déficit
de atencion/hiperactividade, discapacidade intelectual, comorbilidade, fenotipo
sindromico, xenética do neurodesenvolvemento, medicina xenomica, medicina de
precision, Next Generation Sequencing, secuenciacién de exomas, variantes puntuais,
xenética clinica, priorizacion de variantes, analise xendémico, biomedicina.
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Abstract

Background: Neurodevelopmental disorders (NDDs) are an heterogeneous set of clinical
features that have in common the presence of cognitive and behavioral impairments that
begin early onset in the developmental period and produce functional limitations in
several situations of the person’s daily life. Although their etiology is complex and
multiple, they have a predominant genetic basis. Some of them have common variations
that contribute to the disease, but there are also rare ones, most of which are point
mutations that require gene panels or analysis of exomes or even complete genomes in
order to achieve the diagnosis.

Objective: The main objective of this project is to carry out an analysis of the complete
exome of three patients with complex NDDs. They show a severe phenotype, which may
indicate a possible underlying genetic cause, and their diagnosis has not been clarified
with other previous routine genetic tests.

Methods: Starting from the phenotype of each subject, a set of in silico tools were used
to apply some variant filtering criteria, taking into account quality criteria, genomic
position, amino acid changes, population frequencies and associated clinic of each one.
Subsequently, different databases were consulted for the analysis and prioritization of the
candidate variants that remained after the initial filtering, and they were classified
according to their pathogenicity using the criteria proposed by the American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG). Finally, a bibliographic characterization of
the genes was carried out considering the clinical history of the individuals.

Results: We found variants that may explain the phenotype of the three affected children,
providing us with the genetic diagnosis for each one of them.

Keywords: neurodevelopmental disorder, autism spectrum disorder, attention-deficit
hyperactivity disorder, intelectual disability, comorbidity, syndromic phenotype,
neurodevelopmental genetics, genomic medicine, precision medicine, Next Generation
sequencing, point variants, clinical genetics, variant priorization, genomic analysis,
biomedicine.
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1. INTRODUCCION

1.1 TRASTORNOS DEL NEURODESARROLLO.

Bajo el nombre de trastornos del neurodesarrollo (TND), se engloban un conjunto
heterogéneo de cuadros clinicos que tienen en comun la presencia de alteraciones
cognitivas y del comportamiento de comienzo en el periodo del desarrollo (en la mayoria
de los casos antes del inicio de la etapa escolar). Estos déficits dificultan la adquisicion y
ejecucidn de funciones intelectuales, motoras y sociales especificas, que se valoran como
inferiores a las esperadas para la edad cronoldgica del paciente y terminan afectando al
terreno personal, al de las relaciones sociales, al &mbito académico y posteriormente, al
ocupacional del paciente. Su etiopatogenia, en muchos casos desconocida, es muy
compleja y se basa esencialmente en la variacion en el crecimiento y desarrollo del
cerebro, asociando una alteracion funcional del mismo (1, 2, 3).

El diagnostico clinico pueda ser dificultoso e insuficiente, jugando un papel
importante la valoracién neuropsicoldgica y multidisciplinar debido a la ausencia de
biomarcadores especificos, la presencia aislada de manifestaciones clinicas de los
respectivos en individuos “normales” no considerandose por ello patoldgico y teniendo
que atender a su gravedad o presentacion en una edad que no le corresponde para
determinar su inclusion en un TND; asi como la ausencia de limites claros entre unos y
otros trastornos debido a la concurrencia de sintomas entre ellos y la frecuente
comorbilidad asociada (4, 5).

El Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-5, en inglés
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) establece una clasificacion que
organiza a estos trastornos en seis entidades diferentes y con frecuencia coexistentes en
un mismo individuo: discapacidad intelectual (Dl), trastornos de la comunicacion,
trastorno del espectro del autismo (TEA), trastorno por déficit de atencién con
hiperactividad (TDAH), trastorno especifico del aprendizaje y trastornos motores (1).

1.1.1 Discapacidad intelectual.

La discapacidad intelectual (DI) se define como un trastorno con inicio en el periodo
del desarrollo definido por déficits de las funciones intelectuales y adaptativas que
provocan una limitacion funcional en una 0 mas actividades de la vida diaria.

Las limitaciones en el comportamiento adaptativo se basan en la afectacion de al
menos una de las siguientes tres esferas: conceptual (incluye competencias en lenguaje,
lectura o escritura), practico (cuidado personal, organizacion de las tareas de trabajo) y
social (empatia, habilidades de comunicacion interpersonal). Tras el estudio de estos tres
dominios, se establece un diagndstico de gravedad en cuatro grados: leve, moderado,
grave y profundo.

Si bien la DI no suele ser progresiva, tiende a mantenerse a lo largo de toda la vida
del paciente, con niveles de severidad que pueden fluctuar en el tiempo (1).
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Su estudio debe basarse en una evaluacion clinica individualizada y en el uso de test
neuropsicologicos y de inteligencia estandarizados. Las personas con DI manifiestan una
puntuacion de aproximadamente dos 0 mas desviaciones estandar por debajo de la media
para individuos de la misma edad, sexo y contexto sociocultural del paciente y un
coeficiente intelectual (CI) menor de 70 (1). Muchos articulos hablan a favor de un
abordaje multidisciplinar y psicoldgico mas amplio que el tradicional uso exclusivo de la
puntuacion del Cl para definir a una persona como discapacitada intelectualmente (1, 6,
7).

De acuerdo con los resultados aportados en 2014 por el “Centers for Disease Control
and Prevention” (CDC), su prevalencia es de en torno el 1,10% siendo mas frecuente en
varones (1,5:1) (8).

Mencion a parte merece el denominado retraso del desarrollo global, reservado de
acuerdo con laDSM para “individuos menores de cinco afios cuando el nivel de severidad
clinico no puede ser valorado de forma fiable durante la infancia temprana”, requiriendo
una reevaluacion posterior (1).

1.1.2 Trastorno de la comunicacion.

La comunicacion se define como cualquier comportamiento verbal o no verbal que
influya en la conducta, ideas o actitudes hacia otro individuo de manera intencionada o
involuntaria.

Los trastornos de la comunicacion se dividen a su vez en: trastornos del lenguaje,
trastornos fonoldgicos, trastornos de fluidez de inicio en la infancia, o tartamudeo, y
trastornos de la comunicacion.

Es de especial importancia tener en cuenta el contexto sociocultural del individuo.

1.1.2.1 Trastorno del lenguaje.

Por lenguaje se entiende el uso, forma y funcién de un conjunto convencional de
simbolos en una manera ordenada por reglas para el acto comunicativo.

Dentro de este subgrupo se engloban déficits en la compresion o produccién del
lenguaje debido a dificultades en su adquisicion y empleo. Estas limitaciones afectan al
léexico (como un vocabulario reducido) y a la gramatica (estructuras de oraciones
limitadas) y pueden alterar predominantemente a la habilidad expresiva (capacidad de
emitir sefiales vocales, gestuales o verbales) o receptiva (recepcién y comprension de
mensajes), en cuyo caso el prondstico es mas infausto y con mayor resistencia al
tratamiento. Interfieren en las esferas académica, ocupacional o social y no pueden ser
atribuibles a otras condiciones médicas (1, 9).

Se inicia en el periodo del desarrollo, mas no es hasta pasados los cuatro afios cuando
las diferencias se hacen més evidentes y méas facilmente medibles.
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El diagnoéstico se basa en la historia y observacion del nifio en diferentes contextos,
informacion que puede ser aportada por los padres o profesores y, por otro lado, la
realizacion de test de habilidades del lenguaje estandarizados, que ayudan a establecer la
severidad de la situacion (1, 9).

1.1.2.1 Trastorno fonoldgico.

Se caracterizan por dificultades para la articulacion clara de fonemas alterando la
inteligibilidad del habla. Se sustenta en mecanismos muy heterogéneos que incluyen un
conocimiento de los sonidos y una capacidad de coordinacion de los movimientos
articulatorios. Ocasiona limitaciones en la comunicacion eficaz de mensajes verbales que
interfieren con los ambitos académico-socio-ocupacionales del paciente. Como en todo
TND, es de inicio temprano en el periodo del desarrollo y no es atribuible a otra causa
médica subyacente (1). Un correcto diagnostico y tratamiento eficaz permite en ocasiones
mejorar las dificultades que pueden no estar presentes a lo largo de toda la vida del
paciente.

1.1.2.2 Trastorno de la fluidez de inicio en la infancia (tartamudeo).

Inadecuacion para la edad del paciente de la fluidez y organizacion temporal normal
del habla. Estas perturbaciones producen ansiedad en el paciente al hablar, sobre todo en
determinados contextos como la presentacion de un proyecto en publico. Situaciones de
estrés o ansiedad pueden exacerbar los sintomas que llegan a limitar la comunicacion
eficaz y con ello el rendimiento académico, laboral y las interrelaciones personales. Se
inicia en el periodo del desarrollo, en la mayoria de los casos entre los 2 y 7 afios. A
medida que el nifio crece y se hace consciente de su limitacion, tiende a crear mecanismos
de evitacion de las situaciones incomodas y exacerbadoras de sus disfluencias, como no
hablar en publico o hacerlo con expresiones cortas (1).

1.1.2.4 Trastorno de la comunicacion social (pragmatico).

Los trastornos de la comunicacién social incluyen cuadros clinicos donde el paciente
a pesar de haber desarrollado una expresion del lenguaje correcta manifiesta dificultades
para un uso adecuado de él en la comunicacion social tanto verbal como no verbal, con
dificultades para adaptarse al contexto en el que se encuentra, incapacidad de seguir las
normas de conversacion, como respeto del turno de palabra y limitaciones para
comprender significados no literales o ambiguos, entre otros. Todo esto condiciona las
funciones del individuo en ciertos ambitos. (1, 9)

Debido a su dependencia en el desarrollo del lenguaje, es raro el diagnostico antes
de los cuatro afios si bien el inicio debe tener lugar en la infancia temprana. En las formas
mas leves, el diagndstico puede demorarse incluso hasta la adolescencia.
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1.1.3 Trastorno del espectro del autismo (TEA).

El TEA es la segunda discapacidad del desarrollo mas frecuente, por detras de la DI
(10).

Bajo este nombre, se engloban diagndsticos segun la anterior guia, la DSM-IV-TR,
de: trastorno autista, enfermedad de Asperger o trastorno generalizado del desarrollo no
especificado de otro modo (11). Con la nueva clasificacion vigente en su version mas
actual (DSM-5) y la empleada para la realizacion de este Trabajo de Fin de Grado, se
pasa de una conceptualizacion categorial a una perspectiva mas dimensional y apoyando
una denominacion genérica de TEA para expresar el concepto de autismo, entendido
ahora como un espectro de trastornos que manifiestan una severidad diversa (12).

Se distinguen dos tipos de sintomas y signos diferentes necesarios para establecer el
diagnostico del trastorno (1, 12):

A. Déficits en la comunicacion e interaccion social: persistentes en diversos
contextos, se manifiesta por: (i) carencia de reciprocidad socioemocional (p.e.
incapacidad para compartir emociones), (ii) deficiencias en las conductas
comunicativas no verbales (p.e. uso atipico del contacto visual), (iii) alteraciones
en el desarrollo, mantenimiento y comprension de las relaciones (p.e. preferencia
por actividades en solitario)

B. Patrones de comportamiento, intereses o actividades restrictivos y reiterativos:
con rechazo al cambio, son manifestados por dos 0 mas de los siguientes puntos:
(i) movimientos, empleo de objetos 0 habla estereotipados o repetitivos, (ii)
monotonia e inflexibilidad de rutinas, (iii) intereses muy limitados y fijos
anormales y (iv) hipo o hiperactividad ante estimulos sensoriales del entorno.

Estos criterios deben ir acompafiados de lo citado a continuacion para emitir un juicio
clinico de TEA:

C. Presenciade los sintomas en las primeras fases del desarrollo, por lo general, entre
los 12 y 24 meses de vida si bien intervenciones posteriores pueden provocar un
enmascaramiento de las manifestaciones en ciertos contextos.

D. Como consecuencia, se produce un deterioro en la participacion social, los logros
académicos o el desempefio laboral.

E. Se debe descartar que estos sintomas puedan ser debidos a una discapacidad
intelectual o por el retraso global del desarrollo.

Es importante para el diagnéstico la informacion aportada por los padres y/o
cuidadores sumado a los resultados de test psicométricos estandarizados como el ADOS
(Autism Diagnostic Observation Schedule), uno de los mas utilizados (10). Con todo esto,
se establecen diferentes grados de gravedad. Se debe tener en cuenta que la severidad
puede variar dependiendo del contexto y fluctuar en el tiempo. Asi mismo, se deberia
evaluar por separado los sintomas asociados al criterio A y aquellos relacionados con el
B.
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Categoria dimensional del TEA
en el DSM-5

Dentro de la normalidad

Sintomas subclinicos

Grado 1 “Necesita ayuda”

Comunicacion social

Peculiar o aislado pero carente
de interferencias

Ciertos sintomas en esta o
ambas dimensiones pero sin
alteraciones significativas
Alteraciones significativas pero
sin apoyo in situ

Introduccién

Comportamientos restringidos y
repetitivos

No interferencia

Presencia de atipico o excesivo
interés sin que llegue a interferir

Interferencia significativa en
uno o0 mas contextos

Grado 2 “Necesita ayuda Marcado déficit: respuestas Inflexibilidad y dificultades del
notable” breves o atipicas limitada cambio de foco que interfieren
iniciacion con frecuencia
Notable alteracion en la vida
Grado 3 “Necesita ayuda muy Minima comunicacion social diaria por inflexibilidad y
notable” dificultades de cambio y fijacion
de atencion

Tabla 1: Niveles de gravedad del TEA (1, 12).

Existe una gran variabilidad fenotipica del cuadro, que debe ser reflejada mediante
la utilizacién de especificadores que actan como factores influyentes en la gravedad e
indican, entre otros, si existe relacién con un sindrome genético concreto o si estan
presentes comorbilidades asociadas como DI o alteraciones del lenguaje (12).

A medida que los nifios con TEA crecen, tienden a enmascarar sus dificultades en
publico mediante el desarrollo de estrategias de compensacion e imitacion de
mecanismos, pero a cambio, sufren un gran estrés y esfuerzo en mantener esa “fachada
social” aceptable. Recientes estudios han demostrado la existencia de una tendencia con
la edad a la mejora de los sintomas y de la adaptacion funcional (1).

El TEA es un trastorno con prevalencia en aumento, en probable relacion con la
introduccién de cambios en los criterios diagndsticos en la nueva version de la DSM y
una mejora en la deteccion y evaluacion de los pacientes (13). Los ultimos datos reflejan
una prevalencia en la poblacion general de entorno el 1% (14).

Asi mismo, el CDC en el afio 2012 ha estimado una proporcion significativamente
mayor de TEA entre los nifios de ocho afios (23,6 por 1.000) en comparacion con las
nifias de la misma edad (5,3 por 1.000) (8) considerandose una probabilidad en aquellos
tres veces mayor de estar afectados (14). Caracteristicamente, la DI asociada a TEA, tiene
una prevalencia mayor en proporcién en el sexo femenino (12).

1.1.4 Trastorno por déficit de atencion con hiperactividad (TDAH).

El TDAH es un TND representado por un patron comportamental y de funciones
cognitivas susceptible de provocar dificultades en el funcionamiento cognitivo,
educacional y/o laboral.

Se caracteriza por dos tipos principales de sintomas persistentes: inatencién (falta de
persistencia, concentracion dificultosa o desorganizacion no achacada a deficiencia ni
falta de comprension) y/o hiperactividad (actividades motoras excesivas e inapropiadas,
inquietud, habla excesiva...) e impulsividad (acciones precipitadas, deseo de

10
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gratificacion inmediata). Pueden coexistir o predominar uno de ambos, en cuyo caso debe
ser indicado cual (1).

La manifestacion es evolutiva, con un inicio anterior a los 12 afios, aunque la
disfuncion asociada puede aparecer después. A excepcion del sexo femenino, donde las
primeras manifestaciones pueden corresponder con un cuadro de inatencién, en la gran
mayoria de los casos los primeros sintomas son de excesiva actividad motora (15). Suelen
tener un patron oscilante que puede continuar hasta la edad adulta (16).

Su manifestacion tiene lugar en méas de un contexto si bien varian dependiendo de la
situacion, llegando incluso a estar ausentes cuando reciben constante estimulacion
externa o interactlan con una sola persona.

Existen pruebas claras que demuestran que estas alteraciones interfieren con la
actividad académica del sujeto, con menor proporcion de escolarizacion, reduccién del
funcionamiento escolar, peores resultados etc. Se evidencia una baja y pobre ocupacion
profesional y la presencia de conflictos interpersonales, rechazo social... Es mayor la
presencia de trastornos de personalidad antisocial, el riesgo de abuso de sustancias y
encarcelamiento, de conductas autoliticas, y otros comportamientos problematicos (1).

En determinados pacientes se han observado incremento de ondas lentas en el
electroencefalograma (EEG) y volumen total cerebral reducido en la resonancia
magnética (RM) (1), pero estos hallazgos no son diagnosticos, por lo que el abordaje es
principalmente clinico, mediante el uso de escalas para la evaluacion de los sintomas en
diferentes &mbitos (16).

La prevalencia del TDAH es un tema de gran controversia (16). Estudios recientes
reflejan una prevalencia de entre el 5y el 10% en la poblacion mundial que disminuye
con la edad (15, 17, 18). En Espafia, la prevalencia para nifios y adolescentes se estima
ser del 6,8%, con una mayor proporcion en el sexo masculino (la ratio oscila entre 2:1y
4:1) (19). Estas diferencias se han asociado con la histérica mayor relevancia diagnostica
de la clinica conductual en comparacion con la inatencion, perfil mas asociado a las nifias
y que tiende a pasar mas desapercibido (1, 15).

1.1.5 Trastorno especifico del aprendizaje.

Dificultades en el aprendizaje y en las capacidades académicas, que son inferiores a
las esperadas para la edad cronoldgica del paciente e interfieren sustancialmente en su
rendimiento escolar y posteriormente laboral pudiendo llegar a influir en su vida
cotidiana. Aunque pueden no manifestarse hasta méas adelante, su inicio tiene lugar en la
edad escolar. Se puede ver alterado tanto el &mbito de las letras (dificultades en la
expresion escrita, en la ortografia o limitaciones para comprender lo que lee) como el de
los nimeros (problemas para la comprension numérica, del calculo y del razonamiento
matematico). Se mantienen al menos durante seis meses a pesar de las intervenciones
dirigidas. No son mejormente explicables por otro tipo de trastorno o enfermedad ni
pueden ser atribuidos a factores externos como falta de educacion o desventajas
economicas (1, 20).
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Las limitaciones son cuantificables mediante medidas estandarizadas (p.e, una
desviacion estdndar de al menos 1.5 por debajo de la media para la edad) sumadas a una
evaluacion clinica integral teniendo en cuenta los datos aportados por la familia, informes
escolares, valoraciones psicoeducativas etc. En contraposicion a habilidades como andar
0 hablar, logros obtenidos durante la etapa del desarrollo consecuentemente a la
maduracion cerebral, los trastornos del aprendizaje solo pueden ser diagnosticados tras el
inicio de la formacién académica puesto que las competencias involucradas deben ser
ensefiadas y aprendidas. Es importante especificar las destrezas afectas y la gravedad del
trastorno (1).

Tiene una prevalencia en torno al 5-15% en nifios en edad escolar (20). Aunque en
adultos no es del todo conocida, se cree que aproximadamente es del 4%. En cuanto al
género, juega en contra del sexo masculino con una proporcion hombre-mujer del 2-3:1

(1)

1.1.6 Trastorno motor.

Los trastornos motores del neurodesarrollo se subclasifican en diferentes categorias
explicadas a continuacién y pueden ser simples, si afectan a un masculo aislado o grupo
muscular localizado, o complejos, si estan involucrados diversos musculos o realizan una
secuencia mas compleja de movimientos (21).

1.1.6.1 Trastorno del desarrollo de la coordinacion.

Torpeza, imprecision, lentitud en la realizacion de habilidades motoras coordinadas
que se encuentran muy por debajo de las esperables para la edad del paciente e interfieren
en las actividades sociales, académicas y de otra indole. Se inician en la infancia temprana
pero no se suelen diagnosticar antes de los 5 afios dada la diferencia en la edad de
adquisicion de las competencias que entra dentro de lo normal. Deben ser descartadas
otras causas. Tienen una prevalencia entre los 5y los 11 afios del 5-6% con una mayor
afectacion del sexo masculino con una ratio variable entre 2:1y 7:1 (1).

1.1.6.2 Trastorno de movimientos estereotipados.

Comportamientos motores repetitivos, presuntamente sin finalidad y que asemejan
ser dirigidos. Pueden o no responder a esfuerzos por parte del individuo por pararlos. En
ocasiones se asocian a comportamientos potencialmente autolesivos si no se emplean
medidas de prevencion. La combinacion de movimientos puede ser mdltiple y se
manifiesta en diferentes contextos muchas veces al dia, con duracion variable de pocos
segundos a varios minutos 0 mas. Se inicia en los primeros tres afios de vida siendo
necesario descartar otras posibles causas. La prevalencia de los movimientos
estereotipados complejos se estima que es de en torno el 3-4% (1).
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1.1.6.3 Trastorno de tics.

Un tic, se define como un movimiento o vocalizacion rapido, repentino, arritmico y
recurrente presente durante al menos un afio. Como indica su definicién, puede ser motor
o vocal, si involucra a la musculatura lanringofaringea o diafragmatica (2, 21).

A diferencia de los trastornos de movimientos estereotipados, en los tics la duracion
es inferior y su formay localizacion no suelen ser tan fijas y repetitivas. Son automaticos
y pueden ser suprimidos voluntariamente por un periodo de tiempo. El inicio puede ser
posterior a los 3 afios, pero no mas alla de los 18, (frecuentemente comienzan entre los 4
y los 6 afios), con evolucién y gravedad cambiante y alcanzandose el pico de mayor
severidad normalmente en torno a los 10-12 afios, con tendencia a disminuir en la
adolescencia. Son frecuentes en la infancia, pero tienen un caracter transitorio en la
mayoria de los casos. En una gran parte de los casos pueden pasar desapercibidos dado
que no alteran las actividades habituales. Cuando el nifio es mas mayor, suelen ir
precedidos de la llamada urgencia premonitoria, sensacion subjetiva no placentera que
anticipa la aparicion del tic, el cual calma este malestar (21). Debe descartarse que sean
consecuencia del efecto de una sustancia u otra afectacion médica (1).

Se clasifican a su vez en trastorno de la Tourette, caracterizado por tics motores
multiples asociados, aunque no necesariamente de manera concurrente, con al menos un
tic vocal durante un afio 0 méas pudiendo cursar de manera intermitente; trastorno de tics
motores o vocales persistente, definido por tics motores o vocales de méas de un afio de
duracion sin que ambos tipos hayan concurrido en el mismo periodo de tiempo. El tercer
tipo dentro de esta categoria son los trastornos de tics transitorios, donde tics motores y/o
vocales unicos o multiples se manifiestan durante menos de un afio. Los trastornos de
Tourette tienen una prevalencia de entre 3 y 8 casos por cada 1.000 nifios en edad escolar.
La prevalencia es superior en los hombres, en proporcion 2:1-4:1 (1).

1.2 COMORBILIDAD DE LOS TRASTORNOS DEL NEURODESARROLLO.

Existe una muy elevada concurrencia de diferentes TND entre si o con otras
condiciones médicas, tanto neuroldgicas como extraneuroldgicas (3, 22).

La presencia en un mismo individuo de diferentes TND supone dos problemas
afiadidos. El primero se relaciona con una mayor dificultad en el diagnostico de estos
pacientes, dado que muchos de estos trastornos interfieren en las actividades de la vida
diaria de manera independiente, dificultando evaluar qué sintomas y alteraciones son
debidas a un trastorno u otro. El segundo problema tiene que ver con la evolucion vy el
prondstico del individuo, ya que la comorbilidad asociada puede contribuir a una peor
calidad de vida del paciente (1, 3).
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TRASTORNOS DEL
NEURODESARROLLO

Principales comorbilidades

NEUROLOGICAS EXTRANEUROLOGICAS

Epilepsia Funciones mentales

Fig. 1. Principales comorbilidades de los trastornos del neurodesarrollo (3).

También son frecuentes los sindromes genéticos relacionados con los TND o, dicho
de otra manera, los TND que se presentan como un rasgo fenotipico mas dentro de un
sindrome genético (4). Por ejemplo, estereotipias autolesionales como manifestacion de
enfermedad de Lesch-Nyhan (21), el TEA en el sindrome del X frégil (12), el TDAH en
el sindrome de Prader-Willi (3) o la DI con el sindrome de Down, pudiendo manifestar
ademas un caracteristico fenotipo fisico (1).

El 8-16% de los pacientes con DI manifiestan concomitantemente TDAH (3, 5) y un
4-16% estereotipias y comportamientos autolesivos (1).

En cuanto al TDAH, diversos estudios han demostrado que su comorbilidad con otros
TND se encuentra en torno al 60-70% (5). Cabe mencionar que es una de las condiciones
que mas frecuentemente se implica con el detrimento de la calidad de vida de quien lo
padece (3). Destaca la concomitancia de trastornos motores, como el del desarrollo de la
coordinacion, presentes entre el 33-47% o los trastornos por tics, en el 18% (5). Dentro
de los trastornos de la comunicacion, los del lenguaje estan presentes en el 12% de los
casos, y de entre los especificos del aprendizaje, que coexisten en el 45% de los casos, el
de la lectura es el més frecuente (3, 5) y hace que el pronostico de salud mental en los
Gltimos sea peor que si se manifestasen sin TDAH (1).

Otro TND con gran comorbilidad es el TEA. Se estima que el 70% de los pacientes
con autismo seran diagnosticados en algin momento de un trastorno coexistente
neuroevolutivo, de salud mental o fisica, o incluso comorbilidades multiples. Entre los
mas frecuentes se encuentran los trastornos de ansiedad (42%), DI (31-33%) (23, 24);
TDAH (31%), epilepsia (20%) o los trastornos por tics (11%) (23). Es frecuente asi
mismo su asociacion con trastornos del lenguaje estructural (1).

Trastornos del aprendizaje, TADH y otros TND estan presentes en el 30% de los
pacientes con trastornos del lenguaje (5).
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1.2.1 Epilepsia como comorbilidad.

Si tuviésemos que destacar un proceso neurolégico que tiene una elevada
comorbilidad con los TND, este seria la epilepsia (3).

Se define como una enfermedad cerebral crénica debida a descargas anémalas de
neuronas de la corteza cerebral que ocasionan convulsiones recurrentes. Tiene una
prevalencia en Espafia de 62,7 casos por cada 100.000 habitantes/afio (3, 25).

Concurre en un tercio de los casos de TEA y de DI, sugiriendo una etiologia comun
al menos en algunas formas (22, 26). Sin embargo, en ocasiones es dificil saber si es la
epilepsia causa de una alteracion del neurodesarrollo o si por el contrario ambas
condiciones derivan de una lesion inicial del SNC (3). Por un lado, se han descrito genes
responsables de alteraciones en el correcto desarrollo del SNC implicados en procesos
como la neurogeénesis cortical o alteraciones moleculares de canales i6nicos, y por otra
parte se ha constatado la implicacion de las crisis epilépticas en cambios de la expresion
génica o en la liberacion de neurotransmisores, efectos que resultan en un impacto
negativo sobre la cognicion y la conducta (27).

Un estudio llevado a cabo en el 2016 por Casanova EL et al. evalud la comorbilidad
de una lista de casos de DI con origen molecular conocido extraido de la base de datos de
Mendelian Inheritance in Man (MIM). Sus resultados reflejaron que el 45% de los casos
de DI tenian TEA asociado, el 44% manifestaban una elevada comorbilidad con epilepsia
y que el 55% de las situaciones relacionadas con autismo tenian como caracteristica
comun a la epilepsia (22).

1.2.2 Modelo del doble impacto (two-hit) y expresividad variable.

En un intento de dar explicacion a la elevada comorbilidad de los TND y al hallazgo
de una misma variante en individuos sanos y en pacientes con un determinado fenotipo o
entre personas con cuadros clinicos diferentes, se puede recurrir al modelo del doble
impacto propuesto por Knudson AG et al en 1973. En él, se explica la heredabilidad de
una mutacion con capacidad oncogénica, pero para que el tumor se manifieste, deben
tener lugar dos fendmenos: por un lado, la presencia del gen tumoral y por otro, una
mutacion en el alelo homdlogo encargado de anular la capacidad oncogénica en
condiciones normales y cuya inactivacion supondria la pérdida de la capacidad supresora
y la expresion del tumor (28).

Esto, extrapolado a los TND, podria explicar que la aparicion de diversos fenotipos
ante una variante concreta haria alusion a la presencia de otras variantes asociadas (28).

Sin embargo, este concepto con frecuencia se ve mezclado con el de expresividad
variable, o grado de expresion individual de un fenotipo para un genotipo dado. Con este
término, se alude al hecho de que un mismo genotipo produce manifestaciones clinicas
diferentes en cuanto a tipo y grado de severidad dependiendo de la persona que lo porte
(incluso dentro de una misma familia), con la teoria de que esto se pueda deber a la
relacion del gen con el resto del genomay a la existencia de otras variantes no detectadas
que serian las determinantes del fenotipo, pero también a una posible involucracion de
factores medioambientales y su interaccion con el genoma.
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La expresividad variable no debe ser confundida con el concepto de penetrancia, que
se refiere a la proporcion de individuos con una mutacion patogénica que manifiestan
alguna clinica asociada a ella, pudiendo ser esta completa, si en todo aquel que tenga la
mutacion, esta se expresa fenotipicamente; o bien incompleta, donde el porcentaje de
expresion en la poblacion varia.

1.3 ETIOLOGIA DE LOS TRASTORNOS DEL NEURODESARROLLO.

Gran parte de los TND no tienen un origen etiopatogénico Unico, sino que es la
interaccion entre genética, epigenética y ambiente, la responsable de su aparicion,
demostrandose un caréacter etiologico multifactorial (4, 29). Por lo tanto, en la mayoria de
los casos se postula una herencia poligénica donde diferentes condicionantes exdgenos
y/o enddgenos juegan un importante papel modulador (17, 21, 30).

1.3.1 Factores ambientales.

Se han estudiado eventos intrauterinos que afectan al temprano desarrollo fetal y otros
insultos neonatales como posibles factores de riesgo para la aparicién de TND (31). Asi,
la edad elevada parental, la exposicion prenatal del feto a sustancias toxicas como la
nicotina, el &cido valproico o el alcohol o el crecimiento intrauterino retardado y el bajo
peso al nacer, se han asociado a mayores tasas de TND (1, 22, 31, 32). Se estima que el
15% de los recién nacidos pretérmino presentaran un TND (1, 3, 31). Ademas, factores
perinatales como accidentes obstétricos que lleguen a producir hipoxia fetal también han
demostrado una asociacion con este tipo de trastornos (1, 17). Mencion necesaria merece
el hecho de que estos factores por si solos no son causa de TND, sino que es su actuacion
sobre el componente genético la que puede influir sobre su etiopatogenia.

1.3.2 El papel de la genética en los trastornos del neurodesarrollo.

Las bases del desarrollo del SNC se sustentan en el material genético. Mutaciones
que alteren su correcto funcionamiento pueden predisponer a la aparicion de TND, en las
llamadas formas sindromicas. En ellas es frecuente la confluencia de diferentes
manifestaciones sistémicas, rasgos dismorficos y otras alteraciones que apoyan, sobre
todo en los casos mas graves, lacomplementacion de la evaluacion clinica con un correcto
estudio genético (4). En practicamente todos ellos se ha identificado la region genética
responsable y se ajustan a un patron de herencia de tipo mendeliano (28).

La coexistencia de diferentes TND en una misma persona ha llevado al planteamiento
de la hipétesis de un posible origen comun y heredabilidad compartida entre ellos.
Estudios de hermanos gemelares corroboran la elevada correlacion genética. Gracias a
los nuevos avances, se ha visto que diferentes variantes se relacionan con diversos
trastornos y que una misma alteracién genética se asocia a mas de un fenotipo distinto,
quedando obsoleto el modelo de “un gen para una enfermedad” (3, 4, 5, 28).

La mayor parte de los estudios realizados hasta la fecha sefialan una heredabilidad
de en torno al 0,77-0,88 y se centran en tres entidades en concreto: la DI, el TEA y el
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TDAMH, siendo escasas las referencias literarias de estudios cientificos en lo que respecta
al resto de TND (4).

Estudios genéticos, de adopcion y de hermanos gemelares han establecido una alta
heredabilidad del TDAH, de en torno el 75% (16, 17).

Por su parte, la del TEA se estima ser de entre el 37 al 90% (1, 12). Un analisis
llevado a cabo en 2017 por Sandin et al., proporciond un porcentaje de herencia mas
preciso, del 83% (33). En el 15% de ellos, se asociaban a una mutacion genética conocida
(12) y en un 50% de los casos, la herencia puede ser explicada por los SNPs (34). La
mayoria de los genes relacionados con el autismo se localizan en el nicleo y funcionan
como reguladores epigenéticos nucleares, formando parte integral del desarrollo neural
(22).

Sin embargo, también son frecuentes las mutaciones de novo o espontaneas, aquellas
identificadas en el paciente sin haber sido heredadas de sus progenitores (18).

1.4 UTILIDAD DEL DIAGNOSTICO GENETICO EN LOS TRASTORNOS DEL
NEURODESARROLLO:

La rentabilidad diagndstica de los TEA y la DI ha pasado de ser del 3-5% al 30-40%
con la aparicion de nuevas técnicas de mayor resolucidon como los microarrays
cromosomicos los cuales se postulan como una de las técnicas de referencia de estos
trastornos. Mencion especial merecen también las técnicas de secuenciacion masiva de
nueva generacion como la secuenciacion exémica, de ayuda en la resolucion del origen
genéticos de alta sospecha clinica donde los estudios previos reflejan conclusiones
normales o no del todo aclaratorias (4).

Asi mismo, estos avances han aumentado nuestros conocimientos sobre el TDAH, el
mayormente estudiado en las Gltimas décadas, permitiendo identificar genes que
previamente se relacionaban con otros TND, epilepsia o esquizofrenia en estos sujetos y
patrones de heredabilidad y variantes presentes en la poblacion general pero cuya
prevalencia es mayor en pacientes con TDAH (4).

A parte de la tipificacion etioldgica de parte de los TND, su estudio genético permite
descartar hipotesis diagndsticas alternativas, evitar la realizacion de pruebas innecesarias,
o0 estudiar y prevenir afectaciones multisistémicas. Ademas, proporciona la posibilidad
de ofrecer un consejo genético familiar y asesoramiento preconcepcional y prenatal para
ayudar a comprender la naturaleza del proceso y a tomar decisiones en ocasiones muy
dificiles como si tener o no més hijos o la realizacion de una intervencion intrauterina.
Esta decision dependera en parte de si ha sido identificada la causa genética del TND en
su primer hijo. De ser asi, y si la detectada es una mutacién de novo, los hijos posteriores
tendrédn el mismo riesgo de TND que la poblacion general. Permite también la
anticipacion terapeutica y la eleccion de nuevas lineas de tratamiento (4).

Las evidencias hasta la fecha demuestran la importancia de un diagnostico y una

intervencion temprana y continua, con mejoria en muchos casos de los comportamientos
adaptativos del individuo a lo largo de su vida (1).
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1.4.1 Variantes genéticas.

Las diferencias individuales en relacion con el material genético tienen gque ver tan
solo con el 1% de los genes, lo que quiere decir que el 99% restante sera igual entre
individuos (28).

Esta variabilidad genética esta relacionada con la presencia de variantes, que pueden
estar presentes en la poblacion en una frecuencia superior al 1%, en cuyo caso se
denominaran polimorfismos o variantes comunes; o en menos del 1%, las cuales reciben
el nombre de variantes raras (28).

Los polimorfismos juegan un papel fundamental en el riesgo de TND, pero son las
variantes raras las que confieren un riesgo individual méas elevado por su mayor magnitud
de efecto. Se establecen asi dos modelos, el derivado de estas Ultimas, de gran tamafio e
impacto superior, asi como mayor tasa de mutaciones; y el derivado de variantes
comunes, de pequefio tamafio, estables evolutivamente y cuya influencia génica se debe
al sumatorio de varias variantes de baja magnitud de efecto (28, 35).

A parte de las variantes heredadas, son frecuentes las mutaciones de novo (DNM).
Una DNM tiene una mayor probabilidad de patogenicidad sobre un individuo que la porta
que, por ejemplo, una variante en el numero de copias (CNV: copy number variant)
heredada (36). Debido a esto, crece el interés por su deteccién y estudio.

Las variantes se dividen a su vez en variantes de secuencia, donde se afecta el orden
en que los nucle6tidos se ubican en la cadena de ADN, y las variantes estructurales (28).
De las primeras, destacan las variantes de secuencia de un solo nucleétido (SNV: single
nucleotide variant), denominandose polimorfismos de un solo nucledtido (SNP: single
nucleotide polymorphism) cuando son vistas en mas del 1% de la poblacion. La mayor
parte de las investigaciones genéticas hasta la fecha de TND se han centrado en las SNV,
pues algunas de ellas se localizan en regiones del genoma que alteran la proteina
codificada (28, 37).

Sin embargo, también se ha visto una fuerte asociacion de TND con las variantes
estructurales mas habituales: las CNVs (12, 22). Afectan a una regién de la cadena de
ADN superior a 1kb, donde se ha producido una delecion o insercion de un par de bases.
Para su estudio se utilizan técnicas de microarrays (28).

1.4.2 Técnicas de investigacion genética.

La citogenética ha sido una de las primeras técnicas desarrolladas en el ambito de la
genética. En ella, a través de métodos de tincion se permite ver con microscopia éptica la
estructura de cada cromosoma, permitiendo conocer el cariotipo del paciente y la
deteccion de variaciones estructurales de gran tamafio como deleciones, duplicaciones o
traslocaciones. Permiten la identificacion de TND en el contexto de sindromes como el
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de Down o el X fragil. Su mayor limitacién es que solamente permite reconocer
alteraciones relativamente grandes (28).

Gracias a la aparicion de la genética molecular, se puede realizar un estudio de la
estructura y la funcion de los genes a traves de secuencias de ADN o ARN con una
resolucion de hasta un nucleotido. Las dos técnicas mas utilizadas son la hibridacion in
situ, basada en la capacidad de los acidos nucleicos de unirse entre ellos, de modo que
para identificar una secuencia de nucledtidos concreta se marca con fluoréforos y se
observa si esta presente en el material genético del paciente; y la reaccidn en cadena de
polimerasa (PCR), cuyo objetivo es la obtencion de un gran nimero de copias de un
fragmento de ADN concreto para su estudio (28).

Con el desarrollo de los microarrays, se ha conseguido el genotipado simultaneo de
miles de variantes, de modo que se puede realizar un estudio de frecuencia de todos los
marcadores genéticos en un grupo con una determinada enfermedad y otro que no la
presentan y establecer hipotesis en caso de diferencias significativas. Son los Ilamados
estudios de asociacion global del genoma (GWA: genome-wide association study). Sin
embargo, para su empleo se requiere el conocimiento a priori del genoma, lo que supone
una limitacién a la hora de estudiar variantes muy raras, de frecuencia poblacional inferior
al 1%.

Para dar respuesta a estas limitaciones de los métodos anteriores nacen las técnicas
de secuenciacion masiva paralela, también conocidas como de nueva generacion (NGS:
Next Generation Sequencing). Estos nuevos procedimientos computacionales permiten la
secuenciacion masiva de nucledtidos de exomas e incluso del genoma completo y la
identificacion de estas SNV raras (28, 38).
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2. ANTECEDENTES

Como hemos visto, muchas variantes genéticas pueden resultar en una amplia gama
de expresividad fenotipica variable, no existiendo una probabilidad del 100% de que se
desarrolle la enfermedad, lo que se denomina, penetrancia incompleta. Por ello, es
importante proporcionar datos clinicos comprensivos al laboratorio para ayudar a la
interpretacion de la variante (37).

2.1 PROBANDO AFECTO 1

Paciente varon de 16 anos que presenta Epilepsia, déficit cognitivo, trastorno del lenguaje
expresivo y TDAH combinado. No se reportan antecedentes familiares.

2.2 PROBANDO AFECTO 2

Paciente varon de 11 afios y 1 mes que presenta retraso global del desarrollo, déficit
cognitivo leve, rasgos TEA y TDAH, cardiopatia congénita (CIV), fenotipo peculiar,
facies sindromica. No se reportan antecedentes familiares.

2.3 PROBANDO AFECTO 3

Paciente varon de 17 anos que presenta rasgos dismorficos, retraso de crecimiento
prenatal y postnatal, discapacidad intelectual y TEA. Ha sido diagnosticado previamente
con “Sindrome de Dubowitz”, un trastorno malformativo caracterizado por retraso del
crecimiento intrauterino, estatura baja, microcefalia, retraso mental leve con problemas
de comportamiento, eccema y facies sindrémicas (39). No se han indicado antecedentes
familiares.
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3. OBJETIVOS

Este trabajo tiene como objetivo principal llevar a cabo un andlisis del exoma
completo de tres pacientes con TND complejos, los cuales muestran un fenotipo grave,
lo que puede indicar una posible causa genética subyacente, y cuyo diagndstico no ha
sido esclarecido con otros test genéticos de rutina previos.

Paraello, se partira de la clinica de cada sujeto y, mediante la utilizacion de diferentes
herramientas para la secuenciacion del exoma y el empleo de criterios de filtrado, se
buscaran variantes genéticas que permitan realizar un diagnostico genético en cada uno
de los probandos, todo ello apoyandose en la informacion recogida en diversas bases de
datos.

Finalmente, tras la filtracion y priorizacion de las variantes halladas, se llevard a cabo

una caracterizacion bibliografica de los genes candidatos en relacion con la historia
clinica de los individuos.
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4. MATERIAL Y METODOS

Para el estudio de los probandos 1y 2, el primer paso a realizar ha sido la basqueda
de mutaciones mediante la secuenciacion NGS (lon Proton) de toda la region codificante
y de las regiones intronicas flanqueantes de los genes incluidos en el exoma. Aquellas
regiones de interés han sido capturadas en el probando 1, mediante SureSelectXT Clinical
Research Exome (Agilent) el cual se basa en objetivos presentes en un conjunto de bases
de datos (de las que hablaremos mas adelante) tales como Online Mendelian Inheritance
in Man (OMIM), the Human Genome Mutation Database (HGMD) y NCBI’s ClinVar,
sumado a regiones objetivo seleccionadas por la Universidad Emory y el Children’s
Hospital de Philadelphia; y en el probando 2 a través de SureSelectXT Focused Exome
(Agilent). Gracias a estas herramientas se permite, partiendo del material genético
extraido de una muestra en este caso de sangre, la informatizacion de la informacion
obtenida del genoma de los probandos y su estudio in silico. Las lecturas de la NGS han
sido en un primer momento filtradas para la eliminacion de posibles errores o sesgos
mediante su analisis con las herramientas informéaticas TMAP 5.4.11, TVC 5.4-11,
GATK v3.8-0, Picard 2.10.2-SNAPSHOT, BEDtools v2.26.0 y SAMtools 1.5 y
ExomeDepth 1.1.10.

En el caso del probando 3, el método de preparacion de librerias ha sido el TruSeq
DNA Library Prep Kit (lllumina). Una vez preparado el material, tuvo lugar su
secuenciacion mediante el equipo lllumina NextSeq y la captura de las regiones de interés
a través de las sondas xGen Exome Research Panel (Integrated DNA Technologies). Para
analizar los datos obtenidos, se emplearon las siguientes herramientas informaticas: fastp
v0.19.7, bwa 0.7.17-r1188, GATK v3.8-0, GATK v4.1.0.0, Picard 2.18.25, BEDTools
v2.27.1, SAMtools 1.9, ExomeDepth 1.1.10, ANNOVAR 2018Aprl6

Para la visualizacion de todos los datos que nos aporta la secuenciacién genémica,
se utiliza la herramienta Integrative Genomics Viewer (IGV) en su version 2.3.90 (40,
41).

A continuacion, las lecturas filtradas por la NGS deben ser alineadas con un genoma
de referencia para realizar el analisis y la comparativa de la secuencia a estudio. En
nuestro caso hemos utilizado el hgl9 o GRCh37. Este genoma estd compuesto por clones
secuenciados primariamente como parte del Proyecto Genoma Humano (37, 42).

Basandonos en las puntuaciones de calidad y en el contaje de los alelos de las lecturas
alineadas en un determinado locus, se utiliza un algoritmo para predecir la probabilidad
de variantes en cada locus. Uno de los puntos que se tienen en cuenta son el promedio de
cobertura horizontal y la profundidad de lectura o cobertura vertical. La cobertura
horizontal se define como la informacidén gendmica expresada como porcentaje de lectura
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mapeada contra su referencia, en este caso los exones y regiones intrénicas flanqueantes
hasta 10pb (pares de bases). Cuanto mayor sea el porcentaje, mas cubierto estara nuestro
ADN a estudio. Por su parte, la profundidad de lectura media refleja cuantas veces fue
secuenciado un locus concreto. Se expresan con la letra x precedido de un ndmero que
indica dicho nimero de lecturas. Cuanto mayor sea la profundidad, mayor sera la
confianza en la deteccion de variantes de baja frecuencia (43).

T ]
NUMERO GENES ANALIZADOS 18 873 5 555 19 113
COBERTURA DE ANALISIS 86,60% 92,80% 97,20%
PROFUNDIDAD LECTURA MEDIA 93,8X 235,1X 144,4X
NUMERO DE VARIANTES ANALIZADAS 81 643 28 891 53 344

Tabla 2: Numero de genes, variantes, cobertura y profundidad.

Para la deteccion de aquellas variantes clinicamente significativas, partimos de 3
archivos de texto con extension .tab, que contienen todas las variantes genéticas
identificadas en cada individuo. Inicialmente, el probando 1 presentaba 81 643 variantes;
el probando 2, 28 891; y el probando 3, 53 344 variantes.

Para reducir el campo de busqueda, se lleva a cabo un filtrado de variantes teniendo
en cuenta la informacion proporcionada con anterioridad y la informacion de calidad
asociada a cada una. Para ello, hemos utilizado el software RStudio (44). Con él, en
primer lugar hemos seleccionado aquellas columnas de informacion mas relevantes y que
se exponen en el punto 4.1, pasando de 180 a 44, y posteriormente hemos realizado una
priorizacion de variantes, mencionada en el punto 4.2. Todos los datos se pasaran a un
archivo en formato Excel con extension .xlsx, donde la informacion de cada variante se
expone en diferentes columnas, cada una de las cuales correspondiente a un aspecto
determinado de la variante.

4.1 COLUMNAS DE ANOTACION DE VARIANTES:

4.1.1 Definicidon de la variante:

% Chr: indica el cromosoma en el que se encuentra la variante.

% Start: se refiere a la posicion de inicio del sitio de la variante en el
cromosoma.

+“+ End: marca la posicion final de la variante en el cromosoma.
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Ref: sefiala la base gendmica del nucleétido de referencia, monémero del ADN
y ARN. Estos se dividen segun su base nitrogenada en purinasy pirimidinas.
Dentro de las purinas tenemos la adenina (A) y laguanina  (G); las pirimi-
dinas engloban a la timina (T), citosina (C) y uracilo (U) (45).

Alt: indica el tipo de base variante por la cual se produjo el cambio. Si la
variacion se produce por una base del mismo tipo (purina por purina o pirimidina
por pirimidina), entonces hablamos de una transicion. En cambio, si el
cambio es de una purina por una pirimidina o viceversa, entonces estariamos
ante una transversion. Las primeras son diez veces mas frecuentes que las
altimas.

Technology: sefiala la tecnologia que se utiliza.

Zygosity: se refiere al grado en el que las dos copias (también conocidas como
alelos) de un mismo gen tienen o no la misma secuencia genética. Hablamos de
homocigoto cuando ambos alelos son idénticos y heterocigoto ~ cuando son
diferentes. Por ultimo, el término hemicigoto hace referenciaa la presencia
de un unico alelo para un determinado gen, lo que sucede con los cromo-
somas sexuales del varon XY (solo hay una copia de cada uno) o por la elimi-
nacion de un alelo, lo que produce una mutacién (46).

Filter: estado de filtrado de la variante (PASS, nada, o la raz6n por la que no
PASS)

Depth: indica la profundidad de lectura (43).
RefCount: sefiala la profundidad de lectura del alelo de referencia (43).

AltCount: en este caso, la profundidad de lectura se refiere a la del alelo variante
(43).

Qual: valor de calidad de la deteccion de la variante.

4.1.2 Anotaciones de posicion gendémica con respecto al gen y cambios en la

secuencia de aminoéacidos:

Para este apartado, se ha utilizado la base de datos The Reference Sequence (RefSeq)
la cual, basandose en un conjunto de genomas vy, a partir de éstos, trascritos y proteinas,
se utiliza de referencia para la anotacion gendmica, la identificacion y caracterizacion
genética y el analisis de mutaciones y polimorfismos (47, 48).
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Gene.Ref.Seq: indica el gen de referencia donde se sitda la variante a estudio,
basandose en genes bien caracterizados que se encuentran en la base de datos
RefSeq.

Impact.RefSeq: orienta del posible impacto que tiene la variante de modo que,
si puede ser modificadora, se indica con la palabra modifier y su intensidad, alta
(high), moderada (moderate) o baja (low).

Annotation.RefSeq: region donde se localiza el sitio de la variante. Pueden ser
intronicas, o de region no codificante; del sitio de splicing o splice site, (lugar de
unién entre un exon y un intron); UTR3 y UTR5 (untranslated regions, hacen
mencion al extremo 3’ y 5’ de los genes, que son regiones no traducidas) o bien
de la regidn codificante o exon, que corresponde a menos del 2% del genoma
humano (49). En el caso de las exonicas, un SNV puede producir: una mutacion
sin sentido 0 nonsense, una mutacion con cambio de sentido 0 misssense, una
mutacion silente o sinénima o una mutacion de cambio del marco de lectura o
frameshift. En las nonsense, se puede producir un codén de parada prematuro
(stop-gain) resultando en una proteina anormalmente acortada o bien puede
suceder una mutacion en el codén AUG de inicio que reduzca o elimine la
produccién de la proteina (start-loss). Las mutaciones missense son aquellas
cuyo cambio de nucle6tido supone un nuevo codon que implica la codificacion
de un aminodcido diferente del original, pudiendo originar una pérdida completa
de funcion de la proteina resultante. En las mutaciones silentes el cambio de
nucleétido no supone la codificacion de un aminoacido diferente, por lo que la
funcidn proteica no se ve afectada. Finalmente, en las mutaciones frameshift, se
produce una delecion o insercion (indels) de un ndmero de nucleodtidos
determinado que hace al ADN no divisible entre tres, lo que povoca que, debido
a la expresion del gen en codones de tripletes de nucleotidos, estas indels
produzcan un cambio en el marco de lectura, resultando en una traduccion
completamente diferente. Cuanto més temprano en la secuencia tenga lugar,
mayor sera la alteracion de la proteina (46, 50).

{a) Point mutations and small deletions (b) Chromosomal abnormalities
Wild-type sequences Inversion

Amino V'
ml'® N-Phe Arg Tp lle Ala AsnC a8 €D ¢ a8 [BC
mRNA 5-UUU CGA UGG AUA GCC AAU-3 | =@ —> =@
DNA GCT ACC T CGG TTA® W/
5-TT A 3 Deletion
Mi AB CD E A B E
‘“e"se:ﬂ;’ GCT ACC TAT CGG TTAS | oo = =
A A TGS A G AAT Q:
N-Leu Arg Trp lle Ala AsnC
Balanced translocation
Nonsense
. A B cC D E A B c Z
TTT CGA TAG ATA GCC AAT-3 | =P " g
N-Phe Arg Stop —_—
Frameshift by addition = wx_ v B WiX_ Y CRE
5TTT CG G 3 3 7\
N-Phe Arg Trp Tyr Ser GIn Insertion
Frameshift by deletion AB €D E AB ©XD E
GCTA | =@ &
CGAT 4
) ‘
\ J " wX Y 4 Wi z

N-Phe Gly Stop =

Fig.2. Diferentes tipos de mutaciones (46)
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%+ AAChange.RefSeq: indica el cambio de aminoacido que provoca la variante.
La columna solo manifestara el resultado si la variante se encuentra en el exén o
en el splice site, pues seran las regiones que se transcriben.

s+ LOF.RefSeq: sefiala el posible valor que puede tener la variante en la pérdida
de funcion de un determinado gen.

“+ NMD.RefSeq: explican la posible implicacion de la variante en la degradacion
del ARN mensajero (mRNA).

4.1.3 Anotaciones de frecuencia poblacional:

Para el estudio de frecuencias poblacionales recurriremos a bases de datos como
Genome Aggregation Consortium (GnomAD, previamente conocido como Exome
Aggregation Consortium (ExAC)), formada por un compendio de informacion sobre una
amplia variedad de proyectos de secuenciacion con el fin de aunar y hegemonizar los
datos de secuenciacion gendmica y exdémica existentes hasta la fecha (51), o bien The
1000 Genomes Project (1000g) el cual fue creado con el objetivo de descubrir y entender
las variantes causantes de la patogenicidad (52, 53).

+ MaxPopFreq: se trata de una base de datos que contiene informacion sobre la
frecuencia poblacional general de cada variante, basada en la recopilacién de
informacion disponible en bases de datos de diferentes consorcios como GnomAD
(51).

++ MaxPopSemiFreq: traduccion a semifrecuencia (1-frecuencia, si frecuencia>0.05)
de la MaxPopFreq. En esta columna también nos quedaremos con las variantes cuya
frecuencia sea inferior o igual a 0,05.

++ gnomad211 genome.AF: frecuencia de la variante segun la base de datos
gnomad211 en exomas.

++ X1000g2015aug_eur: frecuencia de la variante recogida en 1000g2015aug en
poblacién europea.

+» gnomad211_exome.AF_nfe: frecuencia de gnomad211 en exomas de poblacion
europea sin tener en cuenta la finlandesa.

< gnomad211_genome.AF_nfe: frecuencia de gnomad211 en genomas de poblacion
europea sin incluir la finlandesa.
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4.1.4 Anotaciones internas:

Reciben el nombre de vardb y corresponden al nimero de veces que se ha
identificado la variante en pacientes de la Fundacién de Medicina Xenomica. Solo se
tendrén en cuenta aquellas registradas hasta un méximo de 10 veces o aquellas no
registradas nunca. Para el registro se utilizan diferentes analizadores de genomas como
GATK o LifeScope.

415 Anotaciones clinicas:

Basadas en bases de datos especificas de enfermedad.

-+
o

*,

OMIM _Disorder: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) es un
compendio que contiene informacion de entorno a 15.000 genes y de los trastornos
mendelianos conocidos. Se centra sobre todo en la relacion entre un genotipo
determinado y su fenotipo asociado. Si un gen no se encuentra registrado en OMIM,
significa que no se ha encontrado una enfermedad asociada a él (54). Basandonos
en la informacion aportada por la historia clinica de cada paciente recogida en el
apartado 2. Antecedentes, podremos ir descartando aquellos sindromes que no se
correspondan con el fenotipo de nuestros probandos hasta llegar a la variante
problema.

CGD_Inheritance: la Clinical Genomic Database (CGD) incluye condiciones con
una causa genética conocida, centrandose sobre todo en datos genéticos de
relevancia médica (55). En el caso de nuestro analisis, a través de los datos
reportados de la CGD se infiere la heredabilidad de la variante, la cual puede ser
autosdémica recesiva, en la que ambos alelos deben presentar la variante para que se
observe el fenotipo alterado, es decir, deben manifestarse en homocigosis;
autosémica dominante, donde basta un alelo mutado para manifestar el fenotipo
clinico, por lo que seria suficiente con una presentacién en heterocigosis (46); vy,
por ultimo, la herencia ligada a X.

CLASS_HGMD_PRO_2020.3: se basa en la clasificacion que ofrece The Human
Gene Mutation Database (HGMD). En ella, se presenta también un registro de
variantes de la linea germinal y su asociacién con enfermedades hereditarias (56).
La HGMD clasifica a las variantes en seis categorias: a) mutaciones causantes de
enfermedad (DM: disease-causing mutation), b) mutacion probable/posiblemente
patoldgica (DM?: probable/possible pathlogical mutation); c) polimorfismos
asociados a enfermedad (DP: disease-associated polymorphisms), d)
polimorfismos funcionales (FP: functional polymorphisms), €) polimorfismos
asociados a enfermedad con evidencia funcional (DFP: disease-associated
polymorphisms with supporting functional evidence) y f) variantes de cambio del
marco de lectura o truncadas (FTV: frameshift or truncated variants) (57).
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++ ClinVar_Significance: se centra en la clasificacion de las variantes que ofrece la
base de datos ClinVar siguiendo las normas de la ACMG (American College of
Medical Genetics and Genomics) que seran explicadas mas adelante (37), las cuales
clasifican a las variantes en: patogénicas, probablemente patogénicas, de
significado incierto, probablemente benignas y benignas; e incluye el nivel de
evidencia con el que se ha clasificado la variante. ClinVar contiene ademas
informacion de las variantes junto con su interpretacion clinica y fenotipo asociado
(58).

<+ InterVar_ ACMG _verdict: Partiendo de los criterios de la ACMG, InterVar es una
herramienta in silico con métodos complementarios para ofrecer una interpretacion
clinica mas precisa en una de las 5 posibles categorias de la ACMG, siendo esta
conclusion lo que se refleja en la columna en cuestion (59).

+ InterVar_ACMG_criteria: seguimos con la herramienta InterVVar. En este caso se
manifiesta en cuél de los 18 criterios se basa la evidencia para establecer el
veredicto reflejado en la columna anterior (59).

+» regsnp_disease: RegSNP es una estrategia informatica integrada por diferentes
herramientas con el fin de priorizar SNPs basandose en un enfoque fenotipo-
especifico, identificando SNP y factores de transcripcion que son mas probable que
influencien un determinado fenotipo (60).

+» avsnpl54: se trata de un nimero localizador de la variante.

4.1.6 Anotaciones de la prediccion de patogenicidad:

Las siguientes columnas se centran en diferentes modelos y herramientas que
permiten evaluar la potencial patogenicidad de una variante. Para ello, nos basamos en la
base de datos dbscSNV, la cual contiene las SNVs posibles de las regiones de splicing de
consenso (61); y la dbNSFP v4.1, donde se recoge la prediccion funcional y la anotacion
de las potenciales SNV no sindnimas de regiones exonicas (62, 63).

++ dbscSNV_ADA_SCORE: partiendo de la base de datos dbscSNV, en esta columna
se refleja el valor de patogenicidad estimado utilizando un modelo predictivo
Ilamado AdaBoost.

++ dbscSNV_RF_SCORE: al igual que en la columna anterior, se refleja el valor

predictivo de patogenicidad estimado por el modelo en este caso Random Forest de
la base de datos dbscSNV.
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+» CADD_phred: The Combined Annotation Dependent Depletion (CADD) puntla
la patogenicidad predicha de SNVs e indels. Aquellas variantes con una puntuacion

superior a 30, son “probablemente deletéreas” y las inferiores, “probablemente
benignas” (64).

s+ REVEL_score: la puntuacion de Rare Exome Variant Ensemble Learner (REVEL)
se basa en 13 calificaciones individuales para predecir la patogenicidad de variantes
missense. Las calificaciones tienen un rango de entre 0 y 1. Aquellas por encima de
0.5 son “probablemente causantes de la enfermedad” y aquellas por debajo,
“probablemente benignas”. Son calculadas a través del proyecto de la dbNSFP (65).

s+ DANN_score: DANN emite también una puntuacion de prediccion funcional a
partir de datos de CADD (66).

4.2 CRITERIOS PARA EL FILTRADO INICIAL DE VARIANTES:

La cantidad de datos obtenidos con estos pasos iniciales conlleva la necesidad de
filtrar los resultados predichos. Para ello se realiza un filtrado de variantes que incluye la
combinacion de los siguientes criterios:

1. Variantes no presentes en bases de datos o con frecuencias alélicas <0,05 en las
columnas de frecuencias poblacionale.

2. Variantes exonicas (excepto sindénimas) y de splicing (intrénicas hasta +/- 5)

3. Variantes clasificadas como “patogénicas” en ClinVar y en su defecto, o bien si en
ellas el fenotipo no es concordante con el del probando, las “probablemente
patogénicas” y “de significado incierto”.

4. Variantes clasificadas por InterVar como “patogénicas” 0 en Su ausencia 0 no
concordancia con el fenotipo, como “probablemente patogénicas” y “de significado
incierto”.

5. Genes cuyos fenotipos en OMIM podrian estar relacionados con el fenotipo del
paciente.
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PROBANDOS CRITERIOS 1 -I

NUmero inicial de

variantes - 81 643 28 891 53 344
MaxPopSemiFreq “me quedo con <0,05" 20 089 7 072 13 394

"quito benignas y probablemente

ClinVar_Significance (1) benignas” 18 371 5523 11 947
Annotation.RefSeq "quito las sinénimas” 16 448 5 045 9 856
ClinVar_Significance (2) "me quedo con las patogénicas” 3 1 2

Tabla 3: Numero de variantes genéticas restantes tras cada filtrado.

4.3 PRIORIZACION DE VARIANTES:

Tras aplicar estos criterios de filtrado, conseguimos reducir considerablemente las
variantes candidatas. Antes de pasar a analizar cada una de ellas, podemos comparar los
datos obtenidos con los presentes en la base de datos interna de la Fundacién para detectar
errores de secuenciacion, los cuales aparecerian en todas las muestras.

Asi mismo, la variante o variantes seleccionadas deben ser inspeccionadas
visualmente a través del software mencionado con anterioridad IGV. Con él, podemos
comprobar si la variante estd bien cubierta, si no es un artefacto que sale en muchas
muestras y ver si esta bien leida en todas las cadenas del ADN.

Una vez realizadas estas comprobaciones de calidad, iremos analizando las variantes
una por una, buscando informacion sobre ellas y comprobando si algin sindrome
asociado al gen en el que se localiza nuestra variante coincide con el fenotipo expresado
por cada uno de nuestros pacientes.

Para ello nos serviremos de bases de datos previamente comentadas como gnomAD,
para las frecuencias poblacionales, ClinVar para su significacion funcional y OMIM para
su fenotipo asociado. Finalmente, también estudiaremos a las variantes a través de la
plataforma VarSome. Esta Gltima contiene un sistema de bdsqueda de variantes y una
base de conocimiento integrado de méas de 70 fuentes de datos, con referencias cruzadas
e informacion de cualquier variante. El sistema clasifica también las variantes siguiendo
los criterios de la ACMG y explica minuciosamente todos los criterios de evidencia
desglosados en los que se ha basado (67).

4.4 CLASIFICACION DE LAS VARIANTES:

Teniendo en cuenta todo lo comentado en los dos apartados anteriores, las variantes
deben ser clasificadas de acuerdo con la probabilidad de que sean las causantes de la
enfermedad. Para ello, en el 2013, un grupo de trabajo formado por el American College
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of Medical Genetics and Genomics (ACMG), la Association for Molecular Pathology
(AMP) y el College of American Pathologists, se retine con el fin de crear una guia de
recomendaciones para el uso de una terminologia estandar a la hora de clasificar a las
variantes. Asi, se crean las guias de la ACMG, aplicables a todos lo genes de herencia
mendeliana (37).

Las recomendaciones de la ACMG evaluan 28 tipos diferentes de evidencia
asociados a caracteristicas inherentes a cada variante, como la frecuencia alélica, los
analisis funcionales, las predicciones in silico, analisis de segregacién, relacion genotipo-
fenotipo... Con todos estos datos, se asigna un codigo alfanumérico que valora su
contribucion a la patogenicidad. Hay 1 codigo para Pathogenic very strong (PVS1), 4
para Pathogenic Strong (PS1-4), 6 para Pathogenic Moderate (PM1-6), 5 para
Pathogenic Supporting (PP1-5), 1 para Benign Stand Alone (BA1), 4 para Benign Strong
(BS1-4) y 7 para Benign Supporting (BP1-7) (37).

Para valorar la evidencia existente para un nimero significativo de variantes, se debe
seguir un esquema sistematico:

1. Primero se realiza una valoracion de la frecuencia poblacional de cada variante en
poblaciones de referencia. Para ello, se recurre a bases de datos como gnomAD o
1000g. Si la frecuencia del alelo es >5% o es superior a la esperada para la
prevalencia de un trastorno o se observa para enfermedades AD en individuos
sanos, se considera un fuerte indicador de benignidad. Por el contrario, la ausencia
o frecuencia muy baja de la misma en estas bases de datos, sera evidencia a favor
de patogenicidad.

2. Por otro lado, se realiza un andlisis de segregacién de la variante dentro del grupo
familiar, ya que la presencia de una variante concreta con el fenotipo en una misma
familia evidencia la vinculacion entre el locus y la enfermedad, pero no
necesariamente implica que sea por si misma patogénica. Se debe tener en cuenta
si existe una concordancia con el modelo de herencia propuesto para la patologia.

3. Resulta relevante el andlisis de la maternidad y paternidad, para averiguar si
estamos ante una mutacion de novo, en cuyo caso, la evidencia estaria mas a favor
de un efecto deletéreo.

4. Las anotaciones y predicciones del efecto molecular conforman el cuarto grupo de
evidencia. En ellas se contempla el tipo de variante (nonsense, missense,
frameshift...), la posicion de la misma en el gen y en la proteina, la existencia de
estudios funcionales, las predicciones in silico y el mecanismo molecular a través
del cual se desarrolla la enfermedad.

5. Se deben tener en cuenta asi mismo otros datos y reportes previos, donde se haya
analizado la misma variante en un contexto clinico y se hubiese obtenido una
asignacion de “patogénica” o “benigna”.
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La combinacion de estos codigos, dan lugar a la clasificacion final de cada variante
en 5 categorias:

Clase 4
LP  PROBABLEMENTE PATOGENICA (likely pathogenic)

Clase 3
VUS VARIANTE DE SIGINIFICADO INCIERTO (variant of uncertain significance)

Clase 2

LB PROBABLEMENTE BENIGNA Ilikeli beniini

Tabla 4: Categorias de la ACMG (37)

No obstante, se debe tener en cuenta que los criterios asignados a una variante pueden
cambiar en relacion con la valoracion, el juicio profesional y la evidencia existente que
esta en continua evolucion.

Allele frequency >5%

BA1
Allele frequency >expected for disorder
Population Allele frequency —3B51
data(ESP/ExAC/ Absent from controls or at extremely low frequency » PM2
1000 Genome) Inconsistent with observations in cantrols > B52
Prevalence In affected! istically i d over controls
No BS4 > PS4(ps4_snps
_— with 1,250
records)
_Yes . ppi
Confirmed
—_—

Paternity & Maternity P&2
Not confirmed PMB
-

Null Variants(nonsense, frameshift, splice sites, initiation codon, exon deletion) . PVE1 (lof_genes with 4,807 records)

Synonymous and no impact splice . BE7
___ Only variants causs dissase » BP1(bp1_genes with 505 records)
In hotspot . pM1 (pm1_domain with 1,465 records)
In a gene that has a low rate of benign variation . PP2(pp2_genes with 924 records)
No BS3
Functional ——
studles show —E Yes
deleterious effect —_— 3 PS3
computational
studles show Yes »PP3
daletsrious sffect
Novel,at the same posltion as another pathogenic mi change, pMS(pmS5_aa with 19,455 records)
Sume LG 28 ST v ¢ chang®  pS1(psi_aa with 19,455 records)
n In repeat region ,, gp3
in‘del In non-repeat reglon or stop-loss PM4
Recesslve, trans with varlant PM3
—— (Qllelic data, Cls with pathogenic variant/Trans with dominant variart BP2
; >
Reputable source — Pathogenig, pps
Other With an alternate cause oo |_Benign __ BPG
___b,
data/databases Patient's phenotype of famlly history highly specific for gene _ ppy

Fig. 3. Diagrama de los 28 criterios de las ultimas guias de la ACMG (37, 59)
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4.5 ASPECTOS ETICOS DEL ESTUDIO

Este TFG se enmarca dentro de los trabajos llevados a cabo por el Grupo de Medicina
Xenomica en la Linea de Trastornos del Neurodesarrollo dentro del estudio titulado
“Enfoque integral y traslacional del diagnostico y tratamiento de los trastornos del
neurodesarrollo (TEA, TDAH, DI) y del TOC: una aproximacion genética y funcional”,
el cual pretende descifrar las bases genéticas, moleculares y neurocognitivas del
Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC) y los Trastornos del Neurodesarrollo (TND), asi
como sus comorbilidades y manifestaciones fenotipicas asociadas, mediante estudios de
asociacion, metilacion y de secuenciacion del genoma completo. Ha sido aprobado por el
Comité de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo con codigo 2020/400 y tiene como
objetivo evaluar la utilidad de las nuevas tecnologias de genotipado y secuenciacién
masiva en el diagnostico genético del TOC y de los TND.

El desarrollo del estudio se ha realizado respetando la Ley 14/2007, Declaracion de
Helsinki y Convenio de Oviedo. Las leyes vigentes en materia de Proteccion de datos:
Ley Organica 3/2018 (LOPD y GDD), RD 1720/2007 y Reglamento (UE) 2016/679; las
leyes que regulan el acceso a la Historia Clinica y Consentimiento Informado: Ley
3/2001, Ley 3/2005, Ley 41/2002, Decreto 29/2009 (Galicia), Decreto 164/2013 (Galicia)
y la Instruccion 6/2007 (Galicia). También se atendera a las normas de buena Préactica
Clinica, la Orden SAS/3470/2009 asi como la Ley 14/2007 y el RD 1716/2011.
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5. RESULTADOS

Tras la realizacion del filtrado, priorizacion y clasificacion inicial de las variantes,
procedemos a analizar estudiar las variantes candidatas que nos quedan una a una.

5.1 PROBANDO AFECTO 1

En este paciente, se han detectado las siguientes variantes tras los pasos previos:
++ Encontramos una variante en el gen CBS:

NM _001178008.2 (CBS): ¢.833T>C (p.1le278Thr) en heterocigosis.

Se trata de un cambio de nucle6tido el cromosoma 2122 en el gen CBS, que provoca
el cambio del aminoécido Isoleucina por Treonina. Estudios previos han asociado esta
variante con homocistinuria debida a déficit de cistationina beta-sintasa (OMIM: 236200)
(68).

La homocistinuria es un trastorno con herencia autosémica recesiva caracterizado
por la presencia de hiperhomocisteinemia en sangre, retraso mental, trastornos
psiquiatricos, autismo, convulsiones, ectopia lentis, osteoporosis y neumotorax
espontaneo. Asi mismo, se relaciona con la aparicion de eventos tromboembolicos como
TVP, embolias pulmonares, ictus, infarto agudo de miocardio entre otros (69, 70).

Asi pues, las manifestaciones clinicas se asemejan relativamente al fenotipo del
probando afecto 1 y ha sido clasificada como “patogénica” por ClinVar, segliin los
criterios de la ACMG (71). Sin embargo, al estar asociada a un trastorno de herencia AR
y no haber detectado una segunda mutacién patogénica en el otro alelo del gen, por si
sola no explica el fenotipo del paciente, motivo por el cual se descarta.

++ Se observa una variante patogénica en el gen HNF1A:

Se descarta por haberse asociado en estudios previos a diferentes tipos de diabetes
mellitus como la diabetes MODY tipo Il (OMIM: #600496) (72), la no insulino-
dependiente tipo 1l (OMIM: #125853) (73) o la diabetes mellitus tipo 1 20 (OMIM:
#612520) (74). Ninguno de estos cuadros clinicos no seria concordante con el fenotipo
del probando afecto 1, por lo que se rechaza como causa.
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++ Se ha detectado la siguiente variante patogénica en el gen SCN3A:

NM_006922.4 (SCN3A): c.4114A>G (p.Met1372Val) en heterocigosis.

Se trata de una transicién situada en el cromosoma 2g24, en el gen SCN3, que
provoca el cambio de un aminoacido Metionina por Valina.

Variantes de este tipo se han descrito como patogénicas en estudios previos asociadas
a “Epilepsia focal familiar con focos variables 4” (FFEVF4) (OMIM: #617938) (75)

El FFEVF4, es un sindrome de herencia autosémica dominante asociada a retraso del
desarrollo psicomotor y presencia de un trastorno convulsivo caracterizado por la
aparicion de convulsiones focales en los primeros afios de vida, en general bien
controlables. Asocia ademas defecto cognitivo leve, incluyendo retraso del habla, déficit
de atencion-hiperactividad, discapacidad intelectual, dificultades de aprendizaje y
caracteristicas autisticas. También se presentan casos con hipotonia, microcefalia,
disfuncion autonémica y crecimiento general deficiente (76, 77). La variante es
considerada por ClinVar como patogenica (78).

Por todo esto, se considera que la variante en el gen SCN3A c.4114A>G
(p.Met1372Val) en heterocigosis y herencia autosomico dominante, probablemente sea
la variante causal del fenotipo observado en el paciente, que encaja con el descrito por la
“Epilepsia focal familiar con focos variables 4”.

5.2 PROBANDO AFECTO 2

Se ha detectado la siguiente variante patogénica:

NM_017780.4 (CHD7): ¢.5405-17G>A en heterocigosis.

Se trata de una variante del cromosoma 8q12, en la region intronica 25 del gen CHD?7,
situada en la posicién -17 del sitio de splicing méas proximo. La variante crea un nuevo
sitio aceptor de corte y empalme que afecta al procesamiento del ARN del gen CHD?7,
adicionando cinco aminodcidos a la proteina traducida, pudiendo afectar a su funcion. Se
manifiesta con herencia autosomica dominante. No esté presente en las bases de datos de
frecuencias poblacionales y estudios previos han asociado esta variante con el “Sindrome
de CHARGE” (OMIM: #214800) (79).

El Sindrome de CHARGE se caracteriza por un patrén de anomalias congénitas que
incluye: Coloboma ocular (C), malformaciones cardiacas (H) tales como CIV, CIA,
defectos del septo atrial, tetralogia de Fallot, atresia de coanas (A); retraso psicomotor
y/o en el crecimiento (R) asi como retraso mental; hipoplasia de genitales (solo en

33




ANA LOPEZ PENEDO Resultados

hombres) (G): hipogonadismo hipogonadotropo, microfalosomia y malformaciones
auriculares y/o sordera (E). También se presenta con discapacidad intelectual, problemas
de comportamiento como comportamientos repetitivos, obsesivo-compulsivos, agresivos
y autolesivos, rasgos autistas o TDAH (79).

Suelen manifestar fenotipo caracteristico con facies sindromicas consistente en
orejas displasicas y de implantacion baja, cara cuadrada, aplanamiento malar, retrogenia,
fosas nasales pinzadas con narinas antevertidas, inclinacion antimongoloide de las fisuras
palpebrales, paladar hendido o labio leporino (79).

ClinVar ha catalogado a esta variante como patogénica (80).

Por todo lo detallado, la variante intronica detectada en el gen CHD7: ¢.5405-17 G>A
en heterocigosis y de herencia autosomica dominante, probablemente sea la variante
causal del fenotipo observado en el paciente, que encaja con el descrito por el “Sindrome
de CHARGE”.

5.3 PROBANDO AFECTO 3

Se ha detectado la siguiente variante descrita como patogénica:

NM_005710.2 (PQBP1): c.461_462del (p.Glul54Alafs*12) en hemicigosis.

Se trata de una delecion de dos nucledtidos a partir de la posicidon 461 del gen. Este
cambio conlleva un desplazamiento en la pauta de lectura en el gen PBQP1. Esto implica
que la lectura de los codones en la secuencia posterior a la variante codifique para
aminodacidos diferentes, provocando en este caso el cambio del aminoacido Glutamato
por Alanina en el codon 154 y originando un coddn de parada prematuro en la posicion
12 del nuevo marco de lectura. La proteina resultante puede perder su funcionalidad o
esta verse notablemente afectada.

La variante ha sido asociada en estudios previos al “Sindrome de Renpenning 1”
(RENS1) (OMIM: #309500) (81). Se trata de un sindrome de retraso mental ligado al X
de herencia recesiva, caracterizado por deficiencia de crecimiento postnatal, retraso del
desarrollo global, retraso mental; hiperactividad y anomalias de comportamiento (82).

También se han visto caracteristicas fenotipicas reconocibles como talla baja,
dismorfismos faciales, paladar hendido, microcefalia, cara largay estrecha, configuracion
nasal anormal, orejuelas ahuecadas y filtreme corto; defectos cardiacos congénitos,
hipoplasia renal, testes pequefios...

Tanto ClinVar como Varsome clasifican la variante como patogénica (83).
Por todo esto, la variante detectada del gen (PQBP1): ¢.461_462del (p.Glul54Alafs*2)

en hemicigosis probablemente sea la causa del fenotipo del paciente a estudio, compatible
con el “Sindrome de Renpenning 1”
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6. DISCUSION

6.1 PROBANDO AFECTO 1

En el caso del primer probando, habiendo descartado las variantes asociadas a los
genes CBS y HNF1A, en el primer caso por estar asociada a un trastorno de herencia AR
y no haberse detectado una segunda mutacién patogénica en el otro alelo del gen, y en el
segundo por relacionarse con un fenotipo incongruente con el del paciente, nos quedamos
con la tercera variante, la del gen SCN3, como diagnostica del cuadro clinico.

En 2014, Vanoye et al. realiza un estudio del gen en cuestion, donde observa que el
susodicho codifica para la subunidad alfa de un canal de sodio voltaje-dependiente
Na(v)1.3. La mutacién en este gen habia sido detectada en 179 pacientes pediatricos con
epilepsia focal y estudios in vitro han demostrado defectos en la funcion de los canales
consistentes en un aumento de las corrientes de entrada durante una rampa de voltaje de
despolarizacion lenta, promoviendo redes de hiperexcitabilidad. Las imagenes cerebrales
eran anodinas (77). Por otra parte, los estudios de Lamar et al. han mostrado que los
canales mutados no tenian corrientes de sodio detectables y se manifestaban en menor
namero en la superficie celular, con el consecuente detrimento de la magnitud de la
corriente de entrada todo ello resultando en un efecto de pérdida de funcion (84).

La variante en heterocigosis de este gen SCN3A se ha asociado a “Epilepsia focal
familiar con focos variables 4” (FFEVF4), un trastorno convulsivo AD caracterizado por
crisis focales de comienzo en los primeros afos de vida, en algunos casos con
generalizacion secundaria y déficits del desarrollo tales como discapacidad cognitiva, que
incluye retraso del lenguaje, TDAH y dificultades del aprendizaje (77). Lamar et al. lo
relaciond también con retraso global del desarrollo, hipotonia y microcefalia (84) sumado
a retraso severo del lenguaje y caracteristicas autisticas, segun indican estudios como el
de Celle et al. (85). Este cuadro clinico concuerda con el de nuestro probando afecto 1,
un varén de 16 afios con epilepsia, déficit cognitivo, trastorno del lenguaje expresivo y
TDAH combinado.

Mutaciones heterocigdticas en este mismo gen también se han asociado a
“Encefalopatia Epiléptica y del desarrollo-62” (DEE62), un trastorno epiléptico de mayor
gravedad, con crisis multifocales de inicio antes del afio de vida y alteraciones en pruebas
de imagen y electroencefalograma (EEG) (76).
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6.2 PROBANDO AFECTO 2

En el segundo probando, se detecta una variante patogénica en el gen CHD7, pro un
lado un regulador transcripcional que se une para potenciar elementos del nucleoplasma,
y por otro un regulador positivo en la biogénesis del ARN ribosomal (ARNTr) del nucléolo
(86). Se localiza en el cromosoma 8g12.2 y se manifiesta en heterocigosis con una
herencia que es AD.

Los estudios de Nagase et al. demostraron una mayor presencia del gen en el cerebro,
riidn y masculo esquelético (87). Por su parte, Sanlaville et al. analizaron su expresion
en las primeras etapas del desarrollo fetal, donde se mostraba una amplia expresion en el
neuroepitelio indiferenciado y el mesénquima de la cresta neural (88).

Mas adelante, en el 2010, Bajpai et al. demostrd6 que el CDH7 tenia un rol
evolutivamente conservado en la promocién de la expresion de los genes de la cresta
neural y su migracion celular y cuya alteracion podria explicar la patogénesis del trastorno
asociado con este gen, el “Sindrome de CHARGE” (89).

Cabe destacar también el estudio de Van Nostrand et al. donde analizaron el rol
critico en general en varios sindromes del desarrollo y en concreto en este en cuestion, de
la proteina de supresiéon tumoral p53. CHD7 se une a p53 regulandola negativamente.
Mutaciones en dicho gen dejan de suprimir a la proteina con su consecuente activacion,
con un resultado letal en la Ultima etapa gestacional y asociada a caracteristicas
fenotipicas del “Sindrome de CHARGE” (90).

La mayoria de las mutaciones del gen CDH7 asociadas a CHARGE son mutaciones
de novo (DNM) (79). Pauli et al. identifico un polimorfismo cercano a la mutacion en
CHD7 en 13 familias. En un intento de analizar su conexion detectd que, en 12 de las 13
familias, la mutacion afectaba al alelo paterno (92.3%) (91). Esta mayor afectacion
paterna no es un hecho aislado. Varios estudios demuestran que la mayoria de las DNMs
se originan en el padre (debido al gran nimero de divisiones celulares que presentan las
células germinales masculinas existiendo una cantidad de espermatozoides producidos a
lo largo de la vida en comparacién con el nimero de 6vulos mucho mayor); y se estima
que, por cada afio adicional de edad paterna en el momento de la concepcidn, aparecen 2
DNMs extra en cada hijo (92).

El fenotipo asociado a CHARGE (coloboma ocular, malformaciones cardiacas,
atresia de coanas, retraso psicomotor y/o en el crecimiento y retraso mental, hipoplasia
de genitales, hipogonadsmo hipogonadotropo y malformaciones auriculares y/o sordera
asociado a TEA, TDAH, DI...) (79), es compatible con el de nuestro paciente: un varon
de 11 afios y 1 mes con retraso global del desarrollo, déficit cognitivo leve y rasgos de
TDAH y TEA, cardiopatia congénita y facies sindromicas.
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6.3 PROBANDO AFECTO 3

En el dltimo sujeto, la variante patogénica se sitla en el cromosoma Xp11.23, en el
gen PQBP1. Dicho gen codifica para una proteina nuclear unidora de poliglutamina que
contiene un dominio N-terminal WW idéntico en sus cuatro transcritos (PQBPla-
PQBP1d), difiriendo en su extremo C-terminal. Se localiza fundamentalmente en el
cerebro, sobre todo en el cerebelo, hipocampo y bulbo olfatorio (93, 94). Se trata de una
variante de herencia ligada al cromosoma X, manifestada en hemicigosis.

PQBP1 se une a tractos de poliglutamina para mediar funciones celulares. Su
sobreexpresion suprime el crecimiento celular y aumenta su susceptibilidad al estrés (93).
Se propone una posible involucracién del gen en la patologia de la “Ataxia Espino-
cerebellar 1” (SCAT1) al demostrarse una interaccion de PQBP1 con ataxina-1 (95). Para
corroborar dicha asociacion, Okuda et al. gener0 ratones trasngenicos que
sobreexpresaban el PQBP1 humano, resultando en un genotipo gradualmente similar a
una enfermedad de motoneurona, con pérdida de dichas neuronas en el asta espinal
anterior y causando una disfuncion neuronal por su excesiva accion, lo que concluye su
posible implicacion con la patologia de SCA1L.

En cambio, la variante que nos atafie es una delecion de dos nucledtidos que provoca
un codon de parada prematuro, descrita por primera vez por Kalscheuer et al. en 2003
(82). Un estudio llevado a cabo 6 afios después por Ito et al. al generar ratones con
expresion de PQBP1 blogueada, demostraba la posible asociacion de la disfuncion en la
regulacion de la expresién genética con problemas de comportamiento y cognicion que
demostraban estos ratones y relacionaba la recuperacion de la funcidén con una mejoria
de los sintomas en pacientes adultos que manifestaban “Sindrome de Renpenning” y
retraso mental asociado a PQBP1 (96).

Existe una considerable variabilidad fenotipica entre las familias con diferentes
mutaciones del gen e incluso entre familias con la misma mutacion. La microcefalia, el
retraso mental y la talla baja parece que son caracteristicas constantes entre individuos
con mutaciones en PQBP1. Cabe destacar que la microcefalia es el rasgo fisico méas
comunmente encontrado entre varones con retraso mental de causa desconocida (97).

No obstante, la patologia asociada a la variante mencionada con anterioridad es el
“Sindrome de Renpenning”, un tipo de retraso mental ligado a X asociado a deficiencia
de crecimiento postnatal, retraso del desarrollo global, retraso mental; hiperactividad,
anomalias de comportamiento y caracteristicas fenotipicas reconocibles (82). Esta clinica
concuerda con la de nuestro paciente, un adolescente varon de 17 afios con rasgos
dismorficos, retraso de crecimiento prenatal y postnatal, discapacidad intelectual y TEA
diagnosticado en un principio como “Sindrome de Dubowitz”.
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7. CONCLUSIONES

Mediante la realizacion de este trabajo, hemos conseguido realizar el andlisis del
exoma completo en 3 pacientes con TND de especial dificultad diagnoéstica, en busca de
variantes genéticas que pudieran proporcionar un diagnostico genético de cada uno. Para
ello, partiendo de diferentes herramientas in silico y utilizando criterios de filtrado y la
informacidn registrada en diferentes bases de datos, se ha llevado a cabo una priorizacion
y clasificacion de las variantes atendiendo a los criterios de la ACMG. Con esto, llegamos
al diagndstico genético de los tres casos clinicos.

Resulta conveniente, sin embargo, tener en cuenta las limitaciones de los estudios y
una serie de consideraciones a mayores:

Por una parte, la técnica utilizada puede no detectar otras mutaciones tales como
deleciones, inserciones o inversiones. Ademas, este analisis no excluye la presencia de
mutaciones en regiones no examinadas como intrones, regiones reguladoras o no
accesibles a la hibridacion.

Asi mismo, se debe tener en cuenta que el analisis de variantes actualmente es
imperfecto, y que la categoria asociada no implica un 100% de certeza. Por ello, se sugiere
que la evaluacion clinica se realice atendiendo a las caracteristicas fenotipicas y
bioquimicas asociadas a cada uno de los genes, contextualizando la interpretacion del
resultado al fenotipo del paciente y antecedentes familiares. Por ello, es también
conveniente el estudio de portadores de los padres del probando, para poder proporcionar
un mejor asesoramiento genético y establecer si la variante es de novo, si se cosegrega
con la enfermedad dentro de la familia o si se manifiesta en trans con una variante
patogénica en el mismo gen causante de una enfermedad recesivo. Son los llamados “test
de trios” (madre, padre e hijo afecto) (37).

La genética ha avanzado considerablemente en los ultimos afios, permitiendo un
refinamiento de los métodos de deteccion de variantes genéticas y un incremento de los
estudios y con ello del conocimiento acerca de este campo. Proyectos como la NGS, han
abaratado los costes de secuenciacién y el numero de genomas humanos y exomas
secuenciados cada afio esta en un aumento imparable. Todo ello ha permitido un creciente
namero de diagndsticos genéticos y un mejor asesoramiento a las familias, asi como la
aparicion de terapias guiadas.

Dado el gran volumen de diagndésticos que se estan realizando resulta necesario la

creacion de un lenguaje comUn y universal guiado por unas mismas normas que permita
la estandarizacion de los resultados e informes emitidos.
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Con este fin surgen las guias de la ACMG, si bien de alta subjetividad por la certeza
de que el significado de las variantes cambia con el tiempo por el incremento de evidencia
cientifica (37, 98, 99).

Los avances informaticos como el aprendizaje automatico han introducido modelos
que mejoran la representacion de patogenicidad, la estimacion de la penetrancia y la
identificacion, priorizacion y clasificacion de miles de variantes que pueden ser causa de
un determinado efecto. Sin embargo, su interpretacion, generalizacion y validez clinica
es todavia limitada. Resulta crucial que los nuevos modelos continlen siendo
desarrollados y rigurosamente testados para que la informacidn genética sea utilizada de
manera efectiva en la clinica (60, 99).
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