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Resumen

Antecedentes: La hibridacion genomica comparada basada en
micromatrices (aCGH) es un método de estudio molecular para localizar
alteraciones cromosoOmicas o variaciones del nimero de copias (CNV) que
se relacionan con determinados fenotipos clinicos. El objetivo de nuestro
trabajo fue identificar las variables clinicas méas asociadas con un resultado
positivo de los andlisis de aCGH, y de esta manera desarrollar una
puntuacion clinica predictora sencilla.

Métodos: Estudio transversal en un centro hospitalario de tercer nivel,
comparando el genotipo y el fenotipo de los casos. Se desarrolld una
puntuacion predictiva mediante regresion logistica multivariante. La mejor
puntuacion de punto de corte, sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivos y negativos, y el area bajo la curva se calculd con la
curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC).

Resultados: El aCGH identifico alteraciones cromosdmicas
estructurales responsables del fenotipo clinico en el 13,7% (IC95: 10,9-
16,5) de nuestra muestra (570 pacientes analizados por aCGH). Sobre la
base de las caracteristicas fenotipicas mas frecuentes entre los pacientes con
CNVs patogenas, hemos creado una lista de verificacion con los siguientes
elementos: alteracion del perimetro craneal, estatura <p3, peso <p3,
presencia de malformaciones cerebrales, malformaciones oftalmolégicas, 2
0 mas caracteristicas dismorficas en el mismo paciente y trastorno del
espectro autista (ASD). Con una puntuacién mayor o igual a 1.5 como punto
de corte para la realizacion de la prueba, obtuvimos una sensibilidad de
82.4% (95% CI 73.1% - 91.8%) con una especificidad de 54.2% (IC 95%
49.7% - 58.7%).

Conclusion: Debe realizarse un aCGH a los individuos con una
puntuacion de 1.5 o mas. Este enfoque puede mejorar las indicaciones
clinicas para aCGH en pacientes con trastornos del neurodesarrollo. Esta
lista de verificacion debe validarse en un grupo externo.

Palabras clave: Array-CGH, genética, trastornos del espectro autista,
lista de verificacion, neurodesarrollo, escala.



Abstract

Background: Microarray-based comparative genomic hybridization
(aCGH) 1s a method of molecular analysis that identifies chromosomal
anomalies or copy number variants (CNVs) correlating with clinical
phenotypes. The aim of our study was to identify the most significant
clinical variables associated with a positive outcome of aCGH analyses to
develop a simple clinical score.

Methods: We carried out a cross-sectional study in a tertiary center,
comparing the genotype and phenotype of the cases. A score was developed
by multivariate logistic regression. The best cutoff point of the score,
sensitivity, specificity, positive and negative predictive values and area
under the curve was calculated with the receiver operating characteristic
(ROC) curve.

Results: aCGH identified structural chromosomal alterations
responsible in 13,7% (CI95: 10,9-16,5) of our sample. Based on the most
frequent phenotypic characteristics among patients with a pathogenic CNV,
we have created a checklist with the following items: alteration of the
cranial perimeter, stature <p3, weight <p3, presence of brain malformations,
ophthalmic malformations, 2 or more dysmorphic features in the same
patient and ASD diagnosis. Using a score greater than or equal to 1.5 as a
cut-off point for the test, we obtained a sensitivity of 82.4% (95% CI 73.1%
- 91.8%) with a specificity of 54.2% (CI 95% 49.7% - 58.7%).

Conclusion: All individuals with a score of 1.5 or higher should be
genetically screened with a aCGH. This approach can improve clinical
indications for aCGH in patients with neurodevelopmental disorders but this
scoring system needs to be validated.

Keywords: Neurodevelopment, genetics, Array-CGH, Autism
Spectrum Disorders, scale, checklist.
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1 Introduccion

1.1 GENERALIDADES

La razon principal para la derivacion de pacientes a Unidades de
Neuropediatria son los Trastornos del Neurodesarrollo (TND)'?  que
incluyen Trastornos del Espectro Autista (TEA), Trastorno por Déficit de
Atencion e Hiperactividad (TDAH) o Discapacidad Intelectual (DI). La
clasificacion de estos TND® se basa en agrupaciones estadisticas de aspectos
fenomenologicos, cualitativos (no cuantitivos) que no miden la gradacién
del sintoma descrito. Esto tan solo ayuda al médico a identificar ciertas
areas deficitarias, pero no permite graduar la intensidad del sintoma. Se trata
de una clasificacion de “negro o blanco” o de “todo o nada”, que no recoge
la realidad de las consultas clinicas por trastornos del neurodesarrollo. Estas
areas de deficiencia podria ser capacidad cognitiva, funciones ejecutivas,
interaccion social y algunas otras*’. Este tipo de clasificacion ayuda muy
poco a establecer diagnosticos etiologicos, excepto en fenotipos muy
concretos de comportamiento, claramente definidos®. En el dia a dia de la
consulta, es una tarea muy complicada para el médico diferenciar fenotipos
clinicos de pacientes con TEA, TDAH, DI y otros, ya que muchos de los
sintomas estudiados coexisiten en el mismo paciente. No se trataria de
“compartimentos estancos” si no mas bien de vasos comunicantes en los
cuales, segun el momento evolutivo y las circunstancias ambientales,
pueden ponerse mas o menos de manifiesto algunos sintomas y no otros.

El TEA ha aumentado su prevalencia de una manera preocupante en los
ultimos 20 afios, con prevalencias que rondan 1 de cada 100 nifios o incluso
1 de cada 78 nifios. El fenotipo clinico viene caracterizado por dificultades
en las relaciones sociales, lenguaje, comunicacion y conductas repetitivas
con patrones de intereses restringidos y estereotipados. En algunos de estos
nifos también se detecta discapacidad intelectual asociada, y la gran
mayoria sufren un impacto negativo de esta sintomatologia en las
dimensiones social, familiar y escolar que requiere apoyos sustanciales.

El TDAH es considerado como uno de los trastornos del
neurodesarrollo mas facilmente reconocible y frecuente, con una
prevalencia que ronda un 5% de la poblacion general. Se caracteriza por
distintos grados de inatencion, hiper-reactividad e impulsividad que afectan
a la dimension escolar, familiar y social, generando discapacidad.



La discapacidad intelectual o retraso mental se caracteriza por una
limitacion sustancial de las funciones cognitivas, con un impacto negativo
en la conducta adaptativa. Estos sintomas comienzan antes de los 18 afios.
Afectan a entre un 1 y 3% de la poblacion segun las distintas series. El
diagndstico se establece generalmente cuando en las pruebas para calcular el
cociente intelectual (CI) este es inferior a 70. Debido a las caracteristicas
inherentes a la aplicacion de estas pruebas (generalmente su validez es mas
robusta a partir de los 6-8 afos), el diagnostico no suele establecerse hasta
después de esta edad o en la edad adulta. Sin embargo, en la infancia se
identifican la mayoria de las personas con retraso mental por un retraso en el
desarrollo, que pueden incluir el retraso motor, cognitivo o en el habla.

Los factores genéticos podrian ser la base y la explicacion del 50% de
los casos mas severos, y el 15% de los casos mas leves (discapacidad
intelectual leve). La asociacion entre este trastorno y las alteraciones
genéticas es conocida desde hace mucho tiempo, con el hallazgo de la
trisomia 21 (sindrome de Down) detectable por estudios cromosomicos
desde 1959, que contintia siendo considerada la causa cromosémica mas
importante de discapacidad intelectual. Las alteraciones de un solo gen
como causa de discapacidad intelectual también han sido identificadas; por
ejemplo en el caso de los genes ligados al cromosoma X, como el sindrome
de X fragil, el mas comun de los sindromes hereditarios causados por un
defecto de un solo gen.

En base a esta informacion, el TEA, TDAH y DI representan una carga
importante de morbimortalidad general, siendo motivos de consulta
frecuentes en las Unidades de Neuropediatria. Implican un esfuerzo
importante para lograr el diagndstico causal y son un motivo frecuente de
realizacion de estudios genéticos.

En las ultimas décadas se han producido avances significativos en el
campo de la investigacion genética, que han conllevado la irrupcion de
nuevas técnicas de diagndstico molecular que han permitido identificar
cambios cromosOmicos en el nimero de copias (CNVs), y cambios de un
solo nucledtido (SNPs) en este grupo de pacientes con trastornos del
neurodesarrollo y/o anomalias congénitas. Estos avances tecnologicos
incluyen el array de hibridacion gendmica comparada (aCGH), el array de
genotipado de polimorfismo de un solo nucledtido-polimorfismo (SNP) y la
secuenciacion masiva en paralelo. Estas nuevas herramientas diagndsticas
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han permitido un nuevo enfoque en la identificacion de alteraciones
genéticas a nivel molecular en los laboratorios de investigacion
inicialmente, y en el momento actual en el dmbito de los diagnosticos
clinicos etiologicos.

1.2 TRASTORNOS DEL NEURODESARROLLO

1.2.1 Definicion

Los TND son considerados problemas que afectan al correcto desarrollo
neurolégico de los nifios, y que interfieren negativamente en su
funcionamiento diario.

Sabemos que el cerebro es una estructura compleja en constante
desarrollo, y que los primeros afios de vida son esenciales para establecer las
bases de la futura capacidad cognitiva, de memoria, de funciones ejecutivas,
y de la conducta. Esto no ocurre solo del género humano, sino en todas las
especies superiores. Este aspecto evolutivo de los trastornos, claramente
puesto de manifiesto en la practica clinica, hasta el momento no habia
quedado establecido ni en la Clasificacion Internacional de Enfermedades
(CIE) ni en el Manual Diagnoéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales
(DSM). En el caso de los trastornos mentales, ambas clasificaciones estan
basadas exclusivamente en agrupaciones estadisticas de aspectos
fenomenologicos, obviando las caracteristicas dimensionales de los
trastornos.

En el caso del DSM, si se ha incluido en su tltima ediciéon (DSM-5) un
capitulo que lleva por titulo ‘trastornos del neurodesarrollo”, en un intento
de recoger esta realidad de la préctica clinica habitual.

El concepto “TND” se ha extendido mucho en la neuropediatria y
psiquiatria infantil, ya que recoge bajo un mismo paraguas distintos
trastornos con un nexo comun: son variaciones del desarrollo neurolégico,
que pueden cambiar evolutivamente (mejorar o empeorar) y que suponen
una limitacion en el funcionamiento diario de los nifios, pudiendo afectar a
la dimension social, escolar y/o familiar. Este concepto pone de manifiesto
que los problemas del neurodesarrollo son dindmicos, no estaticos, y se
pueden ver influenciados por el ambiente (de manera positiva o negativa).

Cada individuo cuenta con una determinada carga genética, que es
heredada de su padre y de su madre. En esta carga genética viene



ALFONSO AMADO PUENTES

determinada nuestra susceptibilidad a sufrir trastornos del neurodesarrollo.
El cerebro ha evolucionado a lo largo de miles de afios realizando
adaptaciones que resultaban ventajosas para los individuos. Por ejemplo, el
hecho de acumular grasa suponia una ventaja evolutiva de cara a afrontar los
periodos de ayuno. Estas ventajas evolutivas adquiridas a lo largo de miles
de afios, en nuestro mundo actual pueden suponer una desventaja. Nuestra
vida sedentaria y llena de abundancia ha convertido la ventaja previa de
acumular grasa para periodos de ayuno en una desventaja evolutiva
(obesidad). Esto ocurre también con conductas consideradas disfuncionales
en el momento actual, pero que pudieron tener un papel a la hora suponer
una adaptacion al medio. Por ejemplo: el miedo a los insectos o araas son
consideradas fobias en nuestro medio, pero pudieron haber supuesto una
ventaja en un entorno ancestral en el que el medio era mas peligroso ¢
impredecible. Por lo tanto, nuestro concepto de normalidad estd
condicionado por el medio social implicito. Esta seleccion natural ha guiado
el camino evolutivo de nuestro cerebro, condicionando su estructura y
funcion.®,

La mision de los genes es codificar proteinas que tienen una
determinada funcion. En el caso del cerebro, estas proteinas tienen
influencia sobre factores tan complejos como el comportamiento, la
memoria, la atencidn, la comunicacidn, etc. Existen multitud de genes que
regulan estos procesos, y que a la vez interactiian unos con otros. Esta carga
genética viene determinada prenatalmente, pero se ve influenciada por
factores epigenéticos y ambientales. Esto nos da una idea de la tremenda
complejidad implicita en el funcionamiento de nuestro cerebro, y
concretamente en el neurodesarrollo.

Cada individuo tiene una determinada carga genética, heredada de
ambos progenitores. Como decimos, sobre esta base genética actllan
factores ambientales y epigenéticos en distintos momentos evolutivos. A
nivel prenatal, se pueden generar mutaciones de novo en base a infecciones
perinatales / congénitas, exposicion a drogas / sustancias toxicas (alcohol),
deficiencias nutricionales durante el embarazo, u otras enfermedades
maternas. Estas situaciones pueden generar cambios epigenéticos que
influyen en la plasticidad neuronal, modulando la susceptibilidad individual
a sufrir un trastorno del neurodesarrollo.
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Factores postnatales también pueden causar cambios epigenéticos que
influyan en esta misma plasticidad neuronal y que también jueguen un papel
en esa susceptibilidad a desarrollar un TND. Por ejemplo, el maltrato
infantil, determinados condicionantes socioecondmicos, adopcion,
situaciones de institucionalizaciébn en etapas precoces de la vida,
condiciones de vida...

Esta susceptibilidad / vulnerabilidad a desarrollar un TND puede
manifestarse de distintas maneras y con distintos sintomas, configurando
determinados  patrones de fenotipos conductuales reconocibles:
esquizofrenia, trastorno bipolar, trastorno por déficit de atencion con
hiperactividad, trastorno del espectro autista, trastorno ansioso-depresivo,
trastornos del aprendizaje, discapacidad intelectual, epilepsia...

En este contexto, los estudios genéticos deberian proporcionar un valor
translacional en la practica clinica diaria a los médicos. Con esta
perspectiva, deberiamos avanzar en futuros sistemas nosologicos de
clasificacion de enfermedades que deberian no solo estar basados en
categorias estadisticamente determinadas. La genética, conjuntamente con
una mejor comprension de las valoraciones fenotipicas y endofenotipicas,
podria contribuir a predecir y prevenir trastornos psiquiatricos y del
neurodesarrollo, asi como identificar en el futuro potenciales dianas
terapéuticas.

Dentro de este marco conceptual, es necesario tener en cuenta que en
los TND no se suele seguir el modelo un gen-una enfermedad. Los TND no
suelen ser monogénicos. Procesos tan complejos como la capacidad
intelectual, las funciones ejecutivas, el aprendizaje, el establecimiento de
relaciones con iguales, la comunicacion... son influenciados por distintos
genes que interactuan entre si y con el entorno.

En muchos TND, el modelo podria ser comparable a las bases
etiopatogénicas de la hipercolesterolemia o la hipertension. Esto es, sobre
una base de susceptibilidad, se modula ambientalmente el trastorno. Un
modelo poligénico sobre el que influye el ambiente y la epigenética.

En un intento de utilizar un lenguaje comun, la psiquiatria cientifica
intentd clasificar patrones cognitivo-conductuales comunes puestos de
manifiesto en distintos individuos a través de una agrupacion de sintomas.
Esta agrupacion de sintomas era observacional y basada en la experiencia
clinica y el consenso entre expertos. La identificaciéon de estos patrones
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sintomaticos ayudaria a progresar enormemente en el campo de la
investigacion y daria un marco comin de trabajo a los clinicos. Las
enfermedades mentales se convertirian asi en definiciones consensuadas
basadas en unos criterios diagndsticos / conjuntos sintomdticos con
consecuencias disfuncionales en relacion con el medio implicito.

No obstante, en los tltimos afios este marco se ha mostrado incapaz de
abordar trastornos mentales complejos’®, especialmente a raiz de la irrupcion
de los conocimientos en genética. El gran problema de los trastornos
mentales / del neurodesarrollo a la hora de su abordaje a través de un
método cientifico ha sido la ausencia de un biomarcador que sea capaz de
homogeneizar los diagnosticos. Al estar estos basados en criterios
diagnodsticos clinicos / fendémenos conductuales, la subjetividad y la
ausencia de una gradacion sintomatica son handicaps a la hora de abordarlos
desde un punto de vista cientifico. Este hecho se pone de manifiesto en el
dia a dia, en el cudl los diagnosticos de TEA o TDAH por ejemplo, pueden
cumplir criterios 0 no segin la informacion recogida por el profesional,
pudiendo ser distinta en funcidon del interlocutor entrevistado o incluso el
momento evolutivo.

Esto no quiere decir que no exista una base biologica de los trastornos,
algo ampliamente aceptado, sino que el hecho de no contar con un
biomarcador dificulta el proceso diagnostico e incluso el prondstico de este
tipo de enfermedades. Previamente comentamos que el modelo podria
acercarse al de enfermedades poligénicas claramente ‘bioldgicas’, como, por
ejemplo, la diabetes, la hipertension o el cancer porque los avances
genéticos rechazan el modelo un gen para una enfermedad'®. Pero aun asi,
en estas enfermedades contamos con determinados biomarcadores
“medibles” que ayudan a consensuar diagnosticos / y ofrecer prondsticos y
tratamientos (glucemia / cetonemia / insulina, mediciones de tension
arterial, marcadores analiticos de neoplasias...)

Como decimos, la version actual del DSM (DSM-V), aunque ha
mejorado muchos aspectos, ha evidenciado fuertes incongruencias
inherentes al propio modelo'. Uno de los aciertos ha sido agrupar bajo un
mismo paraguas conceptual (trastornos del neurodesarollo) a distintas
patologias que tienen un nexo comun (TDAH, TEA, etc). Las
incongruencias inherentes al modelo serian varias: por un lado, el caracter
categorico atribuido a los trastornos mentales; y, por otro, la elevadisima
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comorbilidad de los mismos (a través de los diagndsticos realizados
mediante el DSM se detecta una muy elevada comorbilidad o coexistencia
de distintos diagnosticos en el mismo paciente)'?. Es frecuente que en el
mismo paciente coexistan distintos diagndsticos como TEA, TDAH,
trastorno por tics, trastorno especifico del aprendizaje... ;Se trataria de 4
condiciones independientes o estas tendrian un nexo comun? Parece 16gico
pensar que existe una base de susceptiblidad comin que hace que se
desarrolle esta sintomatologia evolutivamente en el mismo paciente.

Otro aspecto importante a tener en cuenta, y que pone de manifiesto las
limitaciones de este tipo de clasificaciones son los casos subumbral o
fenotipos ampliados en familiares. En la practica clinica vemos familiares
de pacientes que cumplirian criterios diagndsticos de algin trastorno si
procediésemos a una recogida sistematica de datos clinicos. Sin embargo,
estos familiares han desarrollado su vida (con mayores o menores
limitaciones) de una manera adecuada en el ambito social, familiar y escolar
ya que estas manifestaciones, aunque presentes, lo han hecho con una
intensidad apenas disfuncional. Por tanto, la generalizacion del diagndstico
a través de criterios DSM / CIE-10 ha generado falsos constructos: sano / no
sano, TDAH / no TDAH / TEA / no TEA que no recogen toda la
variabilidad fenotipica existente. Esto contrasta con la peticion de la familia,
que solicita y desea ser informada de si existe o no existe un problema en
una marco conceptual de todo / nada. Todo esto configura una realidad
nosologica muy distinta de la derivada de la concepcion categorica'. El
objetivo de poner de manifiesto todos estos aspectos en esta introduccion
deriva de la necesidad de conocer las limitaciones de este marco conceptual
a la hora de clasificar los trastornos del neurodesarrollo, de cara a un mejor
entendimiento de la aportacion que puede tener la genética para entender
esas bases de susceptibilidad. Estos conocimientos podrian contribuir a un
cambio nosoldgico que ayudase a superar estas limitaciones.

1.2.2  Tipos

Los TND son un grupo heterogéneo de condiciones que tienen como
nexo comun una alteraciéon en el desarrollo normal de las funciones
cerebrales superiores, que produce un impacto negativo en distintos niveles
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de desempeno del individuo en nuestro medio (familiar, social, escolar...).
Ejemplos de trastornos del neurodesarrollo son la discapacidad intelectual,
la esquizofrenia, el autismo, o los trastornos especificos del aprendizaje
(dislexia por ejemplo...).

A nivel practico se tiende a diferenciar tres grupos de TND, que no
deben ser vistos como compartimentos estancos sin interconexiones entre
ellos, sino como con continuum que comparte diferentes caracteristicas. Este
diferenciacion entre tres grupos es artificial y solo intentar proporcionar un
marco y un punto comun inicial de estudio.

— TND de caracteristicas sindromicas y base genética. Este grupo se
ajustaria a un patréon de herencia de tipo mendeliano. Los TNDs aqui
incluidos pueden compartir caracteristicas dismorficas y de fenotipo
conductual comunes. Se ha identificado una region especifica responsable
de esta sintomatologia. Por ejemplo, en el Sindrome de Smith Magenis
(delecion 17p11.2) se suelen identificar dismorfias comunes (braquicefalia,
abombamiento frontal, hipertelorismo, sinofridia...), un fenotipo conductual
peculiar (abrazo espasmodico, trastornos del suefio, disminucién de la
sensibilidad al dolor)....

— TND  asociados a causas ambientales conocidas. El mas
representativo, por su elevada frecuencia, son los Trastornos del Espectro
Alcohol Fetal. Otros de mas actualidad en los tltimas afos son los derivados
de la exposicion de acido valproico (antiepiléptico) durante el embarazo.
Aunque existe una posible causa ambiental conocida, la predisposicion /
susceptibilidad a sufrir un TND también juega un papel en la génesis del
trastorno, principalmente modulando la intensidad de sus manifestaciones.

— TND sin ninguna causa especifica identificada. Este grupo se recoge
de una manera heterogénea y poco definida en el DSM-IV y CIE-10. El
DSM 5, incluyen en este grupo: el trastorno del lenguaje, el trastorno del
habla, el trastorno de la comunicacion social, el trastorno especifico del
aprendizaje, el TDAH, el trastorno del espectro autista (TEA), el trastorno
del desarrollo de la comunicacion, el trastorno de movimientos
estereotipados y los diversos trastornos de tics. Los estudios genéticos
recientes (recogidos en el presente trabajo) se orientan a este ultimo grupo
tan heterogéneo y de dificil caracterizacion.

Como deciamos, entre este constructo de grupos dentro de los TND, no
existen compartimentos estancos, ni tampoco limites definidos sino que, por
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el contrario, existe una gran heterogeneidad y solapamiento entre los
mismos. Existen muchos ejemplos que ilustran esta afirmacion. Estudios
epidemiologicos ponen de manifiesto que en algunas poblaciones el TEA se
asocia a discapacidad intelectual en el 70% de los casos. El solapamiento
entre TDAH vy trastornos del aprendizaje es muy habitual, y su
diferenciacion se hace tremendamente complicada y laboriosa, ya que
presentan caracteristicas comunes. Esta diferenciacion, por otra parte, es
escasamente practica en el dia a dia del clinico, ya que aporta poco sentido
practico en el manejo de estos pacientes. La dislexia lleva como
comorbilidad el TDAH, la discalculia o los trastornos especificos del
lenguaje en un gran numero de casos. Incluso en el mismo individuo, en
distintos momentos evolutivos, puede existir un trastorno definido por el
DSM que evoluciona a otro diagnostico también recogido en la misma
clasificacion, de forma natural y evolutiva. Ejemplo: trastorno especifico
del lenguaje y trastorno de la lectoescritura. Por otra parte, otras condiciones
mas “neuroldgicas” como puede ser la epilepsia o la discapacidad
intelectual, son mucho mas prevalentes en pacientes con patologia sugestiva
de un TND / patologia psiquidtrica compleja. De todo esto podemos inferir
que los TND comparten genes, mecanismos moleculares y vias involucradas
en el neurodesarrollo, y debe ser mision del clinico identificar estas
potenciales vias comunes.

1.2.2.1 Discapacidad intelectual y retraso global del desarrollo.

La discapacidad intelectual afecta al 1.5-2% de la poblacion de los
paises occidentales, y se caracteriza por una limitacion significativa en el
funcionamiento intelectual y la conducta adaptativa que se manifiesta antes
de los 18 afios,

Las causas de la discapacidad intelectual permanecen desconocidas en
la mayoria de pacientes debido a la ausencia de claves morfoldgicas y a su
extensa heterogeneidad clinica y genética. La posibilidad de entender como
un genotipo determinado se convierte en un fenotipo caracteristico mejora el
conocimiento de este tipo de trastornos en la practica clinica.

El término Retraso Mental utilizado en el Manual Diagnostico y
Estadistico de los Trastornos Mentales, edicion IV (DSM-IV) se sustituye
por el de discapacidad intelectual (DI) en el DSM-5. Se inicia durante el
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desarrollo o antes de los 18 afios de edad y se caracteriza por limitaciones
significativas del comportamiento adaptativo y la funcion intelectual. El
término "Retraso Global del Desarrollo" (RGD) se utiliza generalmente para
describir a los nifios menores de cinco afios que no cumplan los hitos de
desarrollo esperados en multiples areas de funcionamiento intelectual y
cuyo nivel de gravedad clinica no se puede evaluar con fiabilidad.

Las limitaciones en la funcién adaptativa estan relacionadas con el
deterioro intelectual subyacente y afectan a multiples dmbitos como el
hogar, la comunidad y la escuela. Déficits adaptativos incluyen limitaciones
en al menos uno de los tres dominios: conceptual, social y practica.
Requieren de un apoyo continuo en comparaciéon con otros niflos de su
mismo grupo de edad.

Las limitaciones en la funcién intelectual (inteligencia), incluyen el
aprendizaje, el razonamiento y la resolucion de problemas, el pensamiento
abstracto y el juicio. Esta limitacion en la capacidad intelectual (CI)
normalmente corresponde a un cociente intelectual inferior a 70 (medicion
realizada generalmente a través de escala de WISC).

Esta definicion, asume que las limitaciones en la funcion deben ser
evaluadas en relacion con la edad del nifio, la experiencia, y el medio
ambiente. La gravedad se establece en funcion de la funcion adaptativa y no
en funcion del CI como se hacia en el DSM-IV, estableciéndose la gravedad
en funcion de la necesidad de apoyos''.

La presentacion clinica habitual es la preocupacion de los padres o el
pediatra por el retraso en la adquisicion de los hitos del desarrollo como un
retraso en el lenguaje, un comportamiento inmaduro o dificultades en el
aprendizaje. La deteccion de la DI varia segun la severidad, los nifios con
afectacion severa suelen reconocerse antes de los dos afios de edad.

En ocasiones presentan una asociacién con otros trastornos como el
autismo y otros trastornos de la conducta, especialmente en aquellos con
afectacion severa.

La asociacion con otras caracteristicas clinicas es frecuente. Destacan
las convulsiones, alteraciones motoras que afectan a la motricidad fina, la
motricidad gruesa y el habla, anomalias estructurales, dismorfias,
alteraciones en la visién y la audicion, asi como otras discapacidades
sensoriales.
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La prevalencia de la discapacidad intelectual varia entre los distintos
estudios debido a las diferencias en el diseno, el enfoque de diagnostico, la
severidad y las caracteristicas de la poblacion, como puede ser la edad. En la
poblacion general, la prevalencia de la discapacidad intelectual es de
aproximadamente un 1.3%'¢, aumentando si se considera en funcion del CI
hasta a un 3%"’. La prevalencia del RGD se estima entre el 1y el 3% '®.

La discapacidad intelectual grave (dificultades cognitivas severas o un
CI < 50) afecta a uno de cada 200-300 individuos en los paises
desarrollados. En la mayoria de los nifios con una discapacidad intelectual
grave no sindrémica y sin noxas perinatales claras, no se puede llegar a
ningun diagndstico.

Las causas genéticas son frecuentemente sospechadas pero no
confirmadas.

Por tanto, la identificacién de las causas de la discapacidad intelectual
supone un reto diagnostico. Diversos estudios de investigacion indican que
los factores genéticos estan implicados en muchos de los casos idiopaticos,
y frecuentemente se encuentran dismorfias, retraso de crecimiento y
malformaciones o una historia familiar de discapacidad intelectual. Se logra
identificar la causa hasta en el 5% del total de los pacientes con DI,
subiendo esta cifra hasta el 7% en los que tiene una DI moderada / severa.

El diagnéstico se basa en la aplicacion de pruebas psicométricas para la
medicion de CI, teniendo que situarse éste por debajo de 70. La aplicacion
de estas pruebas psicométricas precisa, para su validez, realizarse en un
periodo de madurez que permita extraer resultados fiables de las
capacidades cognitivas del paciente. Esto conlleva que los diagndsticos de
discapacidad intelectual no suelen surgir hasta después de los 6-8 afios o
incluso en la edad adulta, si bien es verdad que suelen existir datos de
alarma previos en el plano motor, cognitivo o del lenguaje.

Las causas de la discapacidad intelectual son multiples e incluyen
cualquier trastorno que interfiera con el desarrollo del cerebro y su
funcionamiento. Entre las causas conocidas de la DI, la mayoria son
anomalias genéticas. En una minoria la causa es ambiental como
teratdgenos, toxinas, infecciones, traumatismos, hipoxia isquémica en el
parto y déficits nutricionales. Las causas genéticas son cada vez mas
diagnosticadas gracias a los avances tecnologicos en las pruebas genéticas, y
su creciente uso permitird descubrir muchos mas genes implicados tanto en
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la discapacidad intelectual sindromica (asociada a otras comorbilidades
clinicas), como la no sindromica. El andlisis de microarrays cromosémicos
es actualmente la herramienta mas valiosa en la practica clinica para
identificar las causas genéticas'.

1.2.2.2 Trastorno del espectro autista

La terminologia y los criterios diagnodsticos para el trastorno del
espectro autista (TEA) varia segun el DSM y la Clasificacion Internacional
de Enfermedades (CIE). El DSM, que se utiliza principalmente en Estados
Unidos, ha sido actualizado en el 2013 (DSM-5) y la CIE en su décima
revision (CIE-10) de la Organizacion Mundial de la Salud se utiliza en
paises de todo el mundo. Hasta el momento de la publicacion del DSM-5,
los criterios diagnosticos y las categorias de ambas clasificaciones eran
préacticamente superponibles e intercambiables. Sin embargo, con el DSM-5,
el grupo de Trastornos Generalizados del Desarrollo se han unificado bajo
un Unico diagndstico Trastorno del Espectro Autista (TEA), eliminando
todas las caracteristicas existentes previamente (trastorno autista, trastorno
de Rett, trastorno desintegrativo infantil, trastorno de Asperger y trastorno
generalizado del desarrollo no especificado).

En el DSM-5 el diagndstico de los TEA se caracteriza por déficits
persistentes y mantenidos en intencidbn comunicativa e interaccién con
iguales en distintos dmbitos (por ejemplo, problemas en el establecimiento
de reciprocidad social, comunicacion no verbal, escasas habilidades en el
inicio y mantenimiento de relaciones sociales) asi como patrones de
conductas, intereses y actividades restrictivos, repetitivos y estereotipados.
Los sintomas deben estar presentes en el desarrollo temprano, pero pueden
no manifestarse hasta que las demandas sociales exceden las capacidades
del individuo. De esta manera se excluyen los criterios anteriores de los
sintomas que debian presentarse antes de un limite de edad especificado
como aparecian en el DSM-IV.

El DSM-5 recomienda que se especifique el nivel de gravedad segun
tres niveles (de 1 el mas leve a 3 el més severo) teniendo en cuenta que
puede variar con el contexto y con el tiempo. La gravedad debe evaluarse
por separado para cada dominio; por una parte la comunicacidon social e
interaccion y por otra los patrones de conductas repetitivas y restringidas.
Ademas es recomendable especificar la presencia o ausencia de deterioro



1. INTRODUCCION

intelectual, deterioro del lenguaje, asociacion con otros sindromes conocidos
o factores ambientales, la asociaciéon con otro trastorno del neurodesarrollo
(como TDAH) o catatonia''.

La prevalencia de los TEA en todos los paises desarrollados ha
aumentado significativamente en los ultimos 30 afios. La mayoria de los
estudios realizados desde mediados de la década de 1990 indican una
prevalencia de aproximadamente 1-2 por 1000%. Sin embargo, los estudios
mas recientes indican que la prevalencia de los TEA oscila entre 2 y 20 por
1.000*'. Es aproximadamente cuatro veces mas comin en hombres que en
mujeres y existe un aumento de recurrencia entre hermanos que puede ser
tan alta como hasta un 20%%.

La patogénesis del TEA es heterogénea y multifactorial, con una
compleja interrelaciéon entre predisposicion genética y “triggers” o
desencadenantes ambientales. El consenso general es que tiene una etiologia
genética, lo que altera el desarrollo del cerebro, y afecta a su vez al
desarrollo social y la comunicacion que conduce a intereses restringidos y
comportamientos repetitivos. La evidencia del papel de los factores
genéticos en la etiologia de los TEA se deriva de las siguientes
observaciones: la distribucion por sexos desigual, el aumento de la
prevalencia en los hermanos de los pacientes con TEA en comparacion con
la poblacion general, la tasa de concordancia alta entre gemelos
monocigoticos y el aumento del riesgo segun la proximidad de parentesco.
Como decimos, los TEA son trastornos de una enorme complejidad, con
muy diversas manifestaciones clinicas dificilmente cuantificables
fenotipicamente. Esta heterogeneidad podria ser explicada por multiples
genes responsables interaccionando entre si y con factores epigenéticos /
ambientales que los modifiquen evolutivamente y precipiten una expresion
variable de los mismos®. Otras teorias complementarias establecen la
posibilidad de que los TEA tengan en su origen distintas variaciones en el
nimero de copias en multiples locus independientes, que van sumando su
potencial patogénico. Esta hipotesis esta apoyada por la observacion de la
asociacion con la supresion o duplicacion en 15q11.2 y 16p11.2%%

Anomalias cerebrales, factores ambientales, factores perinatales y la
edad de los padres también han sido relacionadas con este trastorno.

El defecto genético que sustenta estos trastornos puede identificarse en
un namero de casos, como la trisomia del 21 (desde 1959). También se han
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identificado defectos monogénicos que incluyen genes autosomicos y
ligados a X, siendo el X fragil el mas comun de todos ellos.

En la ultima década, los avances en investigacion genética han
permitido descubrir variaciones en el nimero de copias y cambios de un
solo nucledtido como causas subyacentes de problemas de discapacidad
intelectual y autismo. Estos avances han transformado el acercamiento a la
hora de identificar los genes etioldgicos y los reordenamientos genéticos en
el laboratorio, y en este momento se estd viendo su implicacion en el
diagnostico clinico.

1.2.2.3 Trastorno por déficit de atencion e hiperactividad.

El trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) es un
fenotipo clinico que suele surgir en los primeros 8 afios de vida,
generalmente a partir de los 4-6 afios y se caracterizada por hiperactividad,
impulsividad y / o falta de atencion. Estos sintomas clinicos producen un
efecto negativo en el desarrollo del funcionamiento cognitivo, académico,
conductual, emocional, y social®.

Su prevalencia varia entre el 2 y el 18 por ciento, dependiendo de los
criterios diagnosticos aplicados y del tipo de poblacion estudiada, aunque se
objetiva una elevada concordancia entre paises independientemente de su
nivel de desarrollo.

Se trata de un trastorno en que las comorbilidades suelen ser la norma,
especialmente en la esfera psiquiatrica: trastorno oposicionista desafiante,
trastornos ansioso-depresivos, trastornos especificos del aprendizaje
(dislexia, discalculia, etc).

Su patogénesis no se conoce con exactitud. Parece existir un
desequilibrio a nivel bioquimico en el metabolismo de catecolaminas
(principalmente dopamina) en distintas areas cerebrales, principalmente la
corteza prefrontal y 4reas afines. Distintos trabajos de neuroimagen
funcional y estructural ponen de manifiesto diferencias en el volumen y
funcién de estas areas entre casos y controles. Asimismo, la respuesta
inicialmente empirica a firmacos con actividad dopaminérgica (por
ejemplo, metilfenidato) parece apoyar esta teoria. Sin embargo, también
conocido que diversos factores ambientales (adopcion, situacidon socio-
economica, maltrato, etc) pueden jugar un papel crucial y su importancia es
controvertida.
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La evidencia de una base genética del TDAH se apoya en los estudios
de gemelos que demuestran una alta concordancia. Estudios de asociacion
global de genoma (GWAS) han generado genes “candidatos” a estar
implicados en la etiopatogenia del trastorno. EIl apoyo adicional para una
contribucion genética al TDAH es proporcionado por un estudio de casos y
controles en el que los nifilos con TDAH tienen una mayor tasa de
variaciones del nimero de copias (CNV) que los controles (15,6 frente a 7,5
por ciento)”.

1.2.2.4 Trastornos del aprendizaje

El trastorno especifico del aprendizaje (TA) es un trastorno del
neurodesarrollo que se inicia necesariamente al comienzo de Ia
escolarizacion, aunque en algunas ocasiones no se identifica hasta la edad
adulta. Los trastornos del aprendizaje se ponen de manifiesto al objetivar
dificultades en la lectura, escritura y matematicas (independientemente o
asociadas entre si), que son cruciales para desarrollar unas adecuadas
capacidades para aprender.

Este tipo de dificultades a diferencia de los problemas del aprendizaje,
tendrian un origen biologico, serian inherentes al individuo. Las influencias
extrinsecas, como son una mala instruccion académica o los factores
institucionales no explicarian su procedencia y seria necesario la adopcion
de medidas educativas especificas para su abordaje terapéutico.

Se estima que entre el 5y el 15 por ciento de los nifios en edad escolar
tienen problemas de aprendizaje. Los trastornos del aprendizaje
relacionados con la lectoescritura (ejemplo: dislexia) suponen el 80% del
total. Es importante destacar la elevada comorbilidad (33%) con TDAH.

Las dificultades en el desarrollo de habilidades escolares mas
frecuentemente encontradas suelen producirse en el ambito de la
lectoescritura, grafia, ortografia, comprension de textos y enunciados, y
calculos numéricos. Esta base de dificultades en habilidades escolares
influiria negativamente en el proceso de afianzamiento de conocimientos en
el ambito de materias mas especificas con la historia, ciencias naturales y
sociales, geografia, quimica, fisica, etc. Todo esto conllevaria un impacto
muy negativo en el aprendizaje global.
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Consecuencia de esto deriva la necesidad de una deteccion precoz de
este tipo de problemas, ya que conllevan un impacto muy negativo en el
desarrollo académico del individuo. Esto derivaria en el desarrollo de
potenciales comorbilidades como podria ser trastornos animicos, estatus
socio-econémico mds bajo, riesgo de exclusion social derivado de mayor
tasa de desempleo y abandono precoz de la educacion obligatoria.

La nomenclatura utilizada (trastorno especifico del aprendizaje)
definiria un término médico, lo cual conllevaria un diagnostico recogido en
la clasificacion DSM. Este es un término ampliamente utilizado tanto en el
ambito médico, como educativo, e incluso en el ambito legal.

Aunque la discapacidad de aprendizaje no es exactamente sinébnimo de
trastorno especifico del aprendizaje, una persona con un diagndstico de
trastorno especifico del aprendizaje puede cumplir con los criterios de una
discapacidad de aprendizaje. Esto es especialmente importante en algunos
paises (ejemplo: Estados Unidos de América), ya que significa contar con el
reconocimiento legal de una discapacidad, para realizar adaptaciones
escolares.

El diagndstico necesariamente tendria que ser realizado tras el inicio de
la educacion obligatoria, y se deben cumplir los 4 criterios recogidos por el
DSM-V

1.2.3 Etiologia y patogenia.

La etiopatogenia de todos estos trastornos es multifactorial, por lo que
el diagnodstico es clinico a través de entrevistas estructuradas o tests
especificos.

Bajo este paraguas de una etiopatogenia multifactorial encontramos
eventos ambientales que han podido influir en su desarrollo a nivel prenatal,
perinatal o postnatal, asi como causa genética, de las podrian derivar
trastornos metabdlicos, sindrome genéticos bien conocidos o trastornos
degenerativos)®

La importancia de una historia clinica adecuada radica en la capacidad
de identificar factores exdgenos clave que pueden ser el origen de
determinados TND. Como hemos comentado anteriormente, un ejemplo
claro seria el Sindrome de Alcohol Fetal (SAF), en el que la exposicion al
alcohol durante el periodo embrionario es bien conocido que puede causar
un fenotipo fisico y conductual facilmente reconocible. Otro ejemplo similar
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seria la exposicion a acido valproico intrautero, que, ademas poder ser la
causa de distintos tipo de malformaciones, estd bien documentado que
aumenta signifiicativamente el riesgo de desarrollar TND del tipo TEA. Por
tanto, sobre la base de una adecuada historia clinica, deducimos si el TND
puede tener una causa ambiental o genética.”®>°.

Como hemos destacado, las clasificaciones diagnosticas clasicas (DSM,
CIE) presentan dos grandes incongruencias que cuestionan este modelo de
acercamiento a los TNDs. En primer lugar, atribuir un concepto categdrico a
los trastornos, poco compatible con la existencia (puesta de manifiesto en la
practica clinica diaria) de gran cantidad de casos por debajo del umbral para
poder realizar el diagnostico y la visualizacion a diario de fenotipos
ampliados en familiares de pacientes. Las nuevas técnicas genéticas
esperamos que permitan avanzar hacia un nuevo modelo, donde se puede
encajar el cardcter dimensional y categoérico de un mismo trastorno. En este
sentido, podriamos diferenciar en primer lugar entre variantes genéticas
raras, de gran tamano, de alta penetrancia y con elevada magnitud de efecto,
y en segundo lugar variantes frecuentes y de efecto aditivo entre ellas. Las
primeras serian responsables de la tendencia categoérica del trastorno
(herencia mendeliana), y las segundas, del aspecto dimensional del mismo
(efecto aditivo de varias variantes de baja magnitud). Asimismo la elevada
comorbilidad, tal como se ha abordado hasta la fecha, se ve explicada por
los avances en genética. No es el objetivo hallar uno o varios genes
especificos y determinantes para cada trastorno (TEA, TDAH, etc), ya que
hemos puesto de manifiesto que estas condiciones comparten distintos genes
y vias moleculares, y estas dan lugar a los fenotipos clinicos. La
comorbilidad es un artefacto derivado de una clasificaciéon que no recoge
estos avances. La nueva genética esperamos que pueda abrir las puertas a
una nueva nosologia, que incuestionablemente deberd quedar reflejada en
las nuevas clasificaciones de las enfermedades mentales y los trastornos del
neurodesarrollo.

1.3 TECNICAS DE INVESTIGACION GENETICA

El inicio de la investigacion en genética se produjo en el momento en el
que los avances en el campo de microscopia Optica permitieron la
observacion directa de los cromosomas, y su caracterizacion morfologica.
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En base a esta observacion directa, se podian identificar anomalias
cromosdmicas, si estan eran lo suficientemente grandes como para ponerse
de manifiesto a través del microscopio Optico. La genética ha ido
progresivamente nuevas técnicas de identificacion de anomalias
cromosdmicas, aumentando la capacidad diagndstica progresivamente.

1.3.1 Citogenética

Como deciamos, a través de las técnicas de tincion diferencial de los
cromosomas, fue posible comenzar a identificar anomalias en la década de
los sesenta. Estas técnicas de tincion permitian identificar alteraciones en el
cromosoma entero (trisomias, monosomias, etc.), y también variaciones
estructurales de gran tamafio (deleciones, duplicaciones, traslocaciones,
etc.), que podian estar relacionadas con alguna entidad caracterizada
clinicamente. Algunos ejemplos de TND identificados inicialmente con el
microscopio optico son, el sindrome de Down (trisomia del cromosoma 21)
y el sindrome X fragil’’. Los microscopios Opticos tienen la entendible
limitacion de que tan solo pueden identificar regiones extensas del ADN, no
pudiendo centrarse en regiones mas pequefas cuyos defectos pasarian
desapercibidos. En la medida que se ha conseguido una mayor resolucion,
se ha incrementado la deteccion de un gran numero de sindromes y
enfermedades genéticas.

1.3.2 Genética molecular

El siguiente gran salto en el diagnéstico fue la genética molecular, que
permite —a partir de la secuencia de ADN/ARN- el estudio de la estructura y
la funcion de los genes. Si bien con el microscopio dptico se puede alcanzar
una resolucion de bandas de varios millones de nucledtidos, la genética
molecular alcanza una resolucion desde cientos de miles de nucledtidos
hasta un nucledtido. La genética molecular se sirve de diversas técnicas,
pero las mas utilizadas son la hibridacion in situ (FISH) y la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). La FISH tiene como fundamento la
posibilidad de que el ADN puede “juntarse” (hibridarse) entre si. Si en una
enfermedad se conoce la secuencia de nucledtidos alterada, delecion,
duplicacién, inversion, etc, se puede obtener una sonda, es decir, una
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secuencia previamente conocida de ADN marcada con fluor6foros vy,
mediante la hibridacion, identificar si dicha secuencia estd presente en la
muestra que se quiere estudiar. La reaccion en cadena de la polimerasa tiene
como objetivo obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN,
lo cual permite identificar genes especificos en una region del ADN.

1.3.3 Variantes genéticas

Las variantes genéticas pueden estar presentes en una parte importante
de los individuos o, por el contrario, en una proporciéon minima de los
mismos. El primer supuesto lo denominaremos variante frecuente o
polimorfismo, tomando que su frecuencia es superior al 1%. Por el
contrario, la variante rara es aquélla cuya frecuencia poblacional es inferior
al 1%?°*. Tanto una como otra (variantes frecuentes / variantes raras) pueden
ser de secuencia de nucleodtidos o estructurales (variaciones de dosis). Las
variantes de secuencia de nucledtidos afectan al orden en que los mismos se
ubican en la cadena del ADN. Hasta fechas recientes, la investigacion
genética de los TND se ha centrado en las variaciones de secuencia de un
solo nucledtido —single nucleotid polymorphism (SNP)—. En la década de
los noventa contdbamos con algunos miles de SNP* identificados, pero en
aflos sucesivos se ha incrementado exponencialmente este numero. En el
afio 2001 se pudo conseguir un mapa genético de 1,4 millones de SNP, en
2007 este nimero fue de 3,1 millones™, y en la actualidad supera
ampliamente los 10 millones. En base a esto podemos estimar que estan
identificados alrededor del 80% de los SNP, cuya frecuencia es mayor al
10% en la poblacion general®. Puesto que algunos SNP se localizan en
regiones del genoma que dan lugar a alteraciones en la proteina codificada
por esa region, estas zonas han sido motivo de interés para la investigacion
de los TND. Las variantes estructurales mas habituales®®, denominadas
variantes en el nimero de copia (VNC 6 CNVs), afectan a una region de la
cadena de ADN de mdas de 1 kb donde se ha producido una delecién o
duplicacién (modificaciones de la dosis genética). A partir de 2004 se
empez6 a detectar, mediante el uso de la tecnologia de microarray, que el
genoma contenia un gran namero de CNVs?. Este hallazgo fue inesperado,
pues las variantes estructurales conocidas hasta la fecha se consideraban
patoldgicas y, por tanto, no se contemplaba que pudieran estar presentes en
una proporcion importante de la poblacion general, como asi era el caso.
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1.3.4 Cambios en el numero de copias

Las CNVs, de manera individual, se podria decir que son infrecuentes,
porque pueden detectarse en una proporcion pequeia de la poblacion. No
obstante, consideradas en conjunto, son muy frecuentes, dado que acumulan
una gran cantidad de variantes diferentes. Ademas existen multiples CNVs
(en mas del 1% de la poblacién) de muy pequeno tamafio que se llaman
polimorfismos en el nimero de copias. Las caracteristicas que definen estas
variantes genéticas, tanto SNP como CNVs, de cara a valorar su potencial
patogenicidad, son:

— Magnitud de efecto alta o baja. Las mutaciones responsables de
enfermedades mendelianas (dominantes, recesivas o ligadas al sexo) tienen
una magnitud de efecto determinante. Un solo gen es condicion suficiente
para sufrir la enfermedad. Pero también cabe la posibilidad de que la
variante no sea condicidn suficiente para que se exprese el fenotipo, en cuyo
caso, para que aparezca un trastorno, se requiere la concurrencia de varias
alteraciones genéticas distintas.

— Variante de pequefio tamafio / gran tamano. El tamafio de la variante
es un determinante de la carga genética, pues el tamano determina el
nimero de genes que contiene. Cuantos mas genes estén incluidos (en
defecto/duplicaciones o en exceso/deleciones) en una CNVs, mayor
probabilidad de que sea patogénica.

— Variante frecuente/rara. Las variantes raras se presentan de forma
esporadica y se mantienen merced a mutaciones de novo o recurrentes. Los
individuos portadores de variantes con elevada magnitud de efecto tienden a
tener una menor probabilidad de tener descendencia y el fenotipo resultante
de la alteracion genética no favorece su adaptacion al ambiente. En funcion
de esta desventaja para la reproduccion, su persistencia en la poblacion se
atribuira a una alta tasa de mutaciones de novo y no a la heredabilidad. En el
sentido opuesto, cuando una mutacion influye favorablemente para
aumentar las posibilidades de supervivencia reproduccion del individuo,
adquiere una elevada tasa de transmision hereditaria. Esto explicaria el por
qué, tras muchas generaciones, esta variante ancestral se convierte en
variante frecuente. En el momento actual se admite que 9/10 variantes
genéticas no tiene ningin papel determinante en este aspecto o bien influye
en caracteristicas que no son relevantes. Gran parte de las enfermedades
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comunes (entre ellas, los TND por su elevada prevalencia), en sus formas
menos severas, se considera que tienen poca interferencia en la eficiencia
reproductiva, lo que explicaria la implicacion de variantes tan frecuentes y
no raras en su etiologia. Incluso algunas manifestaciones propias de ciertos
trastornos podrian llegar a ser facilitadoras. Por ejemplo, en el TDAH, la
impulsividad puede actuar en favor de la reproduccion mediante un
mecanismo de busqueda constante de nuevas parejas, sin capacidad para
inhibir los impulsos reproductivos, favoreciendo la promiscuidad.
Igualmente, algunas caracteristicas del fenotipo ampliado del autismo, en
concreto el anteriormente denominado Sindrome de Aspeger, pueden
resultar muy favorables en nuestro medio, al seleccionar individuos muy
centrados en desarrollar de forma muy especifica y eficiente actividades de
alto nivel tecnoldégico que producen un valor anadido a la sociedad en su
conjunto. Es razonable admitir, por tanto, que en la base genética de
enfermedades comunes (especificamente los TNDs) intervengan variantes
frecuentes, no necesariamente negativas para la poblacion general. Esto
dificultaria la identificacion de variantes relacionadas con la enfermedad en
el contexto de los TNDs.

— Variante codificante / no codificante. Las variantes, tanto las
frecuentes como las raras, pueden estar ubicadas en zonas codificantes o en
zonas no codificantes. La mayor parte de regiones no codificantes estan
conservadas en las especies, lo cual sugiere que pueden tener una funcién
como moduladoras de la expresividad de genes codificntes®™. Se solia
denominar a esta parte del genoma no codificante, de forma inadecuada,
‘ADN basura’, cuando en realidad cada vez mas publicaciones ponen de
manifiesto su importancia en el correcto funcionamiento del genoma en su
conjunto.

Destacabamos que las CNVs se definen como ganancias de material
genético (duplicaciones) o pérdidas de material genético (deleciones). Estas
ganancias o pérdidas se producen en determinadas localizaciones del ADN
en relacién con un genoma de referencia humano con el que comparar. Estas
variaciones en el nimero de copias pueden ser de diferentes tamafios (desde
kilobases (kb) a varias megabases (Mb). Los mayores tamafios se darian en
el caso de englobar cromosomas enteros, como en el caso de las trisomias o
monosomias (estas si identificables por microscopia optica). Las ganancias
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o pérdidas englobarian uno o varios genes, asi como ser heredadas de uno de
los progenitores o surgir de novo.

Estas variaciones del numero de copias, en el caso de las pérdidas de
material genético (deleciones) podemos encontrarnos con que existe una
pérdida de una de las dos copias (heterocigotas) o que hemos perdido las
dos copias normales (homocigotas). También existen las variaciones
hemicigotas, por ejemplo en el caso de supresiones del cromosoma X en los
varones.

Las duplicaciones habitualmente dan Iugar a tres copias, en
comparacion con las dos copias normales, aunque en algunas regiones del
genoma estan presentes mas de tres copias y la gama observada de nlimeros
de copias es mucho mayor. Multiples estudios con grandes muestras han
demostrado que algunas regiones del genoma son tolerantes a los cambios
del nimero de copias y que cada persona tiene numerosos cambios del
numero de copias que son, en su mayor parte, benignas.

Los cambios en el nimero de copias cromosdmicas fueron reconocidos
por primera vez como causa de discapacidad intelectual en 1959, cuando se
descubri6 que una copia extra del cromosoma 21 era la causa del Sindrome
de Down. Con el progresivo desarrollo de estas técnicas diagnosticas,
evolutivamente se comenzaron a detectar reordenamientos desequilibrados,
como es el caso de translocaciones, grandes deleciones o duplicaciones, o la
presencia de cromosomas supranumerarios. Asi, comenzaron a
correlacionarse determinadas alteraciones genéticas con fenotipos clinicos
que cursaban con DI o TEA. Ejemplos de este tipo de correlaciones los
encontramos en el sindrome de Prader-Willi y de Angelman (15q11-q13), el
sindrome de Williams-Beuren (7q11.23), y el sindrome de Smith-Magenis
(17p12)*. Algunas publicaciones establecian que del 1 al 3% de los
pacientes con autismo presentaban una duplicacion heredada por via
materna en la region 15q11-q13%.

Pero esta correlacion fenotipo-genotipo no siempre es de esta manera.
Existen distintas microdeleciones y duplicaciones en determinadas regiones
genéticas que dan lugar a fenotipos muy variables de distinta gravedad. Este
es el caso de deleciones en 1q21.1: grados variables de discapacidad
intelectual, y una o mas anomalias congénitas, incluyendo cataratas y
cardiopatias congénitas®. En esta misma region también hemos encontrado
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alteraciones genéticas relacionadas con trastornos psiquiatricos como la
esquizofrenia.

Otro ejemplo de un cambio de numero de copias con resultados muy
variables es la delecion 16p11.2*. Las supresiones de 16pll1.2 estan
presentes en hasta un 1% de las personas con TEA, pero también se asocian
con discapacidad intelectual sin TEA.

En otros trastornos como la esquizofrenia, epilepsia o0 TDAH también
se han identificado cambios del nimero de copias. Como sucede con las
deleciones y duplicaciones en 15q11.2 que se han asociado a una gran
variedad de trastornos neuropsiquiatricos y a distintas anomalias faciales*'.

La interpretaciéon de las CNV puede suponer un reto y diferir entre
distintos laboratorios. Para ayudar a la correcta interpretacion de las CNV
entre causales, de significado incierto o probablemente benignas se han
establecido criterios a la hora de establecer una interpretacion mas
estandarizada'’.
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CRITERIOS PRIMARIOS Patologica Benigna

CNV idéntica en padre sano X

CNV heredada del padre y
alterada o ampliada

CNV de padre afectado X

Similar a CNV de sano X

Similar a CNV de afecto X

CNV completamente definida
en una base de datos de X
CNV de individuos sanos

CNV desequilibrio genémico
definido en una base de
datos de CNV para los X
pacientes con DI, TEA y/o
MAC

CNV que se superpone a las
coordenadas gendmicas de X
un sindrome conocido

Contiene genes OMIM X

CNV larga X

CNV corta X

Tabla 1. Evaluaciéon de la patogenicidad de una CNV (elaboracion
propia, adaptado de Miller y otros, 2010).
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Figura 1: Ejemplo de representacion grafica de delecion en cromosoma
13 (Unidad de Citogenética, HAC).
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1.3.5 Métodos de deteccion de anomalias cromosomicas disponibles.

1.3.5.1 Cariotipo

Se trata de la imagen de los 46 cromosomas humanos ordenados por
parejas de homologos segun la nomenclatura internacional (ISCN). Puede
realizarse en cualquier tejido vivo, bien conservado y no contaminado. Se
necesita un tiempo de cultivo para llegar a obtener cromosomas metafasicos
(cariotipo estandar) o cromosomas prometafasicos (alta resolucion). Se
visualizan y se estudian todos los cromosomas mediante técnicas de
identificacion cromosdmicas (“bandas™)*.

El cariotipo detecta deleciones, duplicaciones, translocaciones e
inversiones que pueden llegar a ser de 3 Mb en el de alta resolucion, pero
con frecuencia se pueden pasar por alto desequilibrios de 5-10 Mb en
funcion de la region y las condiciones del estudio. Al no incluir pacientes
con Trisomia 21 (reconocibles segiin fenotipo fisico), encontrariamos que
esta técnica es capaz de identificar alteraciones genéticas causales en menos
del 3% de los pacientes con DI *°.

1.3.5.2 FISH: Hibridacion en situ fluorescente

Es el estudio de una region especifica en un cromosoma concreto tras su
hibridacién con las sondas apropiadas marcadas con fluorocromos. Puede
realizarse en cualquier tipo de tejido bien conservado y fijado, en tejido
parafinado y en tejido cultivado o no. Se utiliza para determinar pequeias
delecciones, duplicaciones y translocaciones que impliquen fragmentos
cromosoOmicos de tamafio inferior a 3 Mb. Posee una tasa de deteccion de
anomalias subteloméricas clinicamente significativas de un 2.6%".

1.3.5.3 Array de hibridacion gendmica comparada

La hibridacion gendmica comparada (habitualmente abreviada CGH del
inglés Comparative Genomic Hybridization) es un ensayo comparativo
basado en el FISH en el que el ADN del paciente estd marcado con un
colorante fluorescente y ADN de un sujeto control sano (ADN de
referencia) estd marcado con un segundo colorante fluorescente. Las
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muestras se hibridan en una matriz o array que contienen sondas. Las sondas
son secuencias de ADN conocidas. Al hibridar estas sondas de secunencias
conocidas con las regiones a estudiar, medimos la intensidad de
fluorescencia de cada colorante en cada punto. Las diferencias en las
intensidades de fluorescencia relativa a un punto dado en la matriz reflejan
diferencias en el nimero de copias entre el genoma del paciente y el ADN
de referencia, identificando ganancias o pérdidas de material genético. El
tamafio de esta variaciéon del niimero de copia viene determinado por el
numero de sondas de la matriz y el espacio entre éstas*®

DMA extraction and digestion

Test = Tumoral DA Reference = Normal DNA
labeled with [N labeled with [Cy3]

Image analysis software
combing equal
Probei amaunts of DA
\ Hyhrldlsatlan Scann-ng g -

L3
\

»

Figura 2: Representacion esquematica de la técnica de Array de
Hibridacion Gendomica Comparada (licencia Creative Commons Attribution-
Share Alike 3.0, Wikipedia)

1.3.5.4 Array de genotipado de polimorfismos de un solo nucle6tido

Un polimorfismo de un solo nucleétido (del inglés single-nucleotide-
polymorphism o SNP) es una variacion del genoma que afecta a una sola
base. En cada locus identificamos dos alelos distintos, a los que nos
podremos referir como A y B. El array-SNPs es un tipo de ensayo basado en
la fluorescencia. Marcariamos el alelo A con un colorante y el B con otro
diferente. Si medimos la intensidad de esta fluorescencia para un locus y
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calculamos la relacion de intensidades entre los dos colorantes,
analizariamos de esta manera los datos de esa matriz. En cada zona a
estudiar, tendriamos distintas combinaciones de alelos: AA, AB o BB. Si
nos encontramos con una pérdida (delecion), la intensidad de esa
fluorescencia a cuantificar seria menor. De la misma manera, un aumento de
fluorescencia de correlaciona con duplicaciones (ganancias). Estd técnica
tiene la ventaja de que puede identificar grandes extensiones de regiones en
homocigosis del genoma, que podrian representar consanguinidades o
disomias uniparentales. Estas disomias no serian detectables a través del
CGH array™.

1.3.6 Array de hibridacion genémica comparada.

1.3.6.1 Descubrimiento de la técnica

La hibridacion gendémica comparada (CGH) fue inicialmente descrita
por Kallioniemi en 1992* para el andlisis citogenético-molecular en tumores
solidos. Con esta técnica inicial se conseguia una resolucion de 3 Mb, pero
en general era de 5-10 Mb.

1.3.6.2 Tipos de hibridacién gendmica comparada

Existen dos tipos de CGH:

CGH convencional con una resolucion de 5-20 Mb, por lo que se
pueden distinguir pequefias variaciones cromosdmicas. Para esta técnica son
necesarias tres muestras el ADN de la muestra a estudiar, un ADN de
control y cromosomas en metafase de un cariotipo normal. Los cromosomas
en metafase se fijan a un porta y se marcan con DAPI (un marcador
fluorescente que se fija fuertemente a regiones que contienen adenina y
timina) de modo que se veran de color azul bajo el microscopio de
fluorescencia. Tras esto se mezclan ADN muestra y control en cantidades
equimolares ya marcados previamente con distintos fluorocromos.
Finalmente se realiza una hibridacion in situ de esta mezcla con los
cromosomas metafdsicos previamente fijados y marcados con DAPI. Estos
ADNs competiran por hibridar en los mismos sitios, reportando una
fluorescencia intermedia en los lugares del cromosoma en los que ambas
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muestras se encuentren en una proporcion normal. Si la muestra a estudiar
contiene una delecion, si predomina el fluorocromo del control; o si por el
contrario, hay una duplicacion, se observara un predominio del fluorocromo
de la muestra. Este tipo de CGH se utiliza principalmente en cancer, ya que
en las ultimas fases de esta enfermedad se acumulan anomalias
cromosomicas®.

Array de hibridacion gendémica comparada (aCGH) permite la deteccion
de amplificaciones y deleciones de regiones mas pequenas de ADN, de un
menor nimero de kb, a lo largo de las longitudes de todos los cromosomas.
Ademas el procesamiento de los datos obtenidos se realiza por medio de un
software especifico. En los array de CGH el ADN comparador se dispone
sobre un portaobjetos de vidrio o perlas de vidrio. Hay tres tipos basicos de
array: los array de cromosomas artificiales bacterianos (BAC), array de
oligonucledtidos (habitualmente de 60 pares de bases de longitud), o array
de polimorfismo de nucledtido unico (SNP) (habitualmente de unos pocos
nucleotidos de longitud; aunque ahora muchos también incluyen sondas de
locus individuales, asi como SNPs). Con respecto el tipo de matiz o array
hay dos tipos principales: array "selectivos u objetivos” (llamados en inglés
target) y array del genoma entero (del inglés whole genomic). Como hemos
visto anteriormente, a menor tamafio de las dianas, mayor resolucion®.
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Figura 3: Polimorfismo de un solo nucledtido (licencia Creative
Commons, US National Library of Medicine)).

Los array target son los mas utilizados para estudiar sindromes
causados por de microdelecciones y microduplicaciones, asi como el estudio
de otros locus conocidos de los trastornos con herencia mendeliana (por
ejemplo, esclerosis tuberosa). Los array whole genomic abarcan todo el
genoma en diferentes niveles de resolucion.

Actualmente los array de oligonucledtidos y array SNP han suplantado
el uso de BAC. La mayoria de los laboratorios utilizan array de
oligonucledtidos o array de SNP con una resolucion promedio de alrededor
de 35 kb en todo el genoma.
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Figura 4. Variacion en el numero de copias (licencia Creative
Commons, US National Library of Medicine).

1.3.6.3 Hallazgos y rentabilidad

Los hallazgos de esta técnica son los cambios en el nimero de copias
CNV, cuya interpretacion puede ser complicada, ya que la presencia CNV
puede ser benigna, patégena o desconocida.

Identificamos alteraciones genéticas en el 20% de los pacientes con
TEA, pero se considera que el 90% de los casos son "heredables".
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El juicio clinico del médico es fundamental, y requiere un acercamiento
sistematico al caso.

Distinguimos entre:

- "TEA esencial" (75%): no caracteriticas dismorfologicas, 6:1 para
nifios, mayor riesgo de recurrencia, historia familia positiva.

- "TEA complejo" (sindrémico): dismorfias reconocidas, 3,5:1, menor
riesto de recurrencia, historia familia negativa.

La técnica de aCGH ha emergido como un tipo de estudio que puede
arrojar informacion acerca de la etiologia de numerosos casos de pacientes
con DI, TEA o malformaciones multiples (mayores o menores). La
realizacion de aCGH vy cariotipo con bandas-G en cada paciente aumenta
sustancialmente el costo total de las pruebas genéticas.

El Consorcio ISCA (International Standard Cytogenomic Array) llevo
a cabo una revision bibliografica de 33 estudios™, incluyendo 21.698
pacientes comparando los resultados de aCGH con los del cariotipo teniendo
en cuenta las ventajas técnicas y limitaciones, el rendimiento diagnostico y
la interpretacion del analisis. El aCGH ofrece un rendimiento diagndstico
en estos pacientes mucho mas alto (15% -20%) frente al cariotipo (~ 3%,
excluyendo el sindrome de Down y otros sindromes cromosomicos
reconocibles), gracias a su mayor sensibilidad para detectar deleciones y
duplicaciones. En base a todos estos datos, la utilizacion del aCGH por
encima del cariotipo convencional parece que muestra mas ventajas que
inconvenientes en el estudio de pacientes con TND, considerandose como
un tipo de estudio de primer nivel en este grupo de pacientes. Estudios
posteriores también demuestran la utilidad del aCGH en pacientes con
trastornos del neurodesarrollo y anomalias congénitas, y su superioridad en
la rentabilidad diagndstica frente al cariotipo.

El ISCA ha publicado unas recomendaciones de actuacion que se
resumen en el siguiente esquema:
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Clinical Genetic Testing: Patients with unexplained DD, MR, MCA, ASD*
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Figura 5: Consenso de la Sociedad Americana de Genética Humana.
Extraido de Miller DT et al 2010.

Las dificultades que pueden existir para clasificar los hallazgos se
reflejan en los estudios. En un metaanalisis de 19 estudios, 12 publicados, el
rendimiento diagnéstico de la prueba fue de un 10%, y el nimero de
resultados positivos considerados CNV no causales fue del 7%. Por este
motivo se debe ser precavido a la hora de clasificar los hallazgos®**

Con respecto a los costes existen estudios que comparan el coste-
beneficio entre aCGH y las pruebas genéticas convencionales mediante la
elaboracion de modelos. El coste de aCGH es mayor que el de las pruebas
convencionales como el cariotipo pero dado que posee una tasa de deteccion
mas alta cuenta finalmente con una buena relacién calidad-precio como
prueba de primera linea.

Otro punto sobre el que se estd investigando, aunque hasta la fecha
existen pocos trabajos publicados, es el establecer criterios clinicos que
maximicen el rendimiento diagnostico’
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Existe una falta de directrices uniformes que determinen el rendimiento
clinico esperado de la prueba en términos de resolucion y cobertura (es
decir, todo el genoma o locus especifico), que impide la normalizacion de la
practica clinica. Se pone de manifiesto una heterogeneidad en cuanto a las
plataformas tecnologicas, disefio y contenido de los estudios, en funcién del
laboratorio donde se realicen. Esto supone un reto en la interpretacion de los
resultados. La mayoria de los laboratorios tienen bases de datos internas de
CNVs patdgenas y benignas, ademas existen bases de datos como la UCSC
Genome Browser, ENSEMBL, DECIPHER a las que la mayoria de
laboratorios tienen acceso. Con el fin de mejorar la interpretacion de la
prueba la ISCA esta trabajando para crear una base centralizada de acceso
publico ente distintos laboratorios para comparar las interpretaciones
clinicas de los resultados.

1.3.6.4 Ventajas e inconvenientes

Las principales ventajas del array de hibridacion genomica comparada
es que no es necesario cultivar tejidos para obtener células en division, es
suficiente con una muestra de ADN de calidad. Ademas la resolucion de la
prueba es de un promedio de alrededor de 35 kb, superior a otras técnicas,
que varia en funcion de la matriz o array utilizada.

La desventaja de esta técnica es que no permite detectar
reordenamientos estructurales equilibrados (es decir, translocaciones
equilibradas, inserciones e inversiones) porque no suponen un cambio en el
nimero de copias. Otra desventaja es que no permite detectar niveles de
mosaicismo menores del 20%. Ademas la interpretacion de CNVs no
conocidas puede ser in reto, especialmente cuando son heredadas de uno de
los padres.

Algunos TNDs surgen por alteraciones genéticas o cromosdmicas® >,
El Array CGH es un método de analisis molecular para identificar
anomalias cromosomicas correlacionables con fenotipos clinicos. Este
método puede identificar las CNV patogenas en el 7.8% de los sujetos con
Retraso en el Desarrollo Global (RGD) y en el 10,6% de los pacientes con
caracteristicas sindromicas®. Aunque es siempre importante resaltar que
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determinados reordenamientos (equilibrados) y mosaicismos (de bajo nivel)
no son detectados por esta técnica, este tipo de alteraciones serian
responsables de menos del 1% de los casos de TNDs.
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1.4 INTERES CLINICO.

Un diagnostico etioldgico preciso tiene un impacto en el manejo
clinico, de acuerdo con Riggs et al, por varias razones: da pistas sobre el
pronoéstico adicional y permite un seguimiento personalizado. Al haber
identificado una alteraciébn genética determinada presente en otros
individuos con la misma patologia, podremos anticiparnos a potenciales
complicaciones antes de que estas supongan un problema. En determinadas
alteraciones genéticas incluso permite programas de entrenamiento (terapia
cognitivo-conductual, terapia de estimulacion cognitiva) mejor dirigidos a
ese fenotipo conductual caracteristico, ya que conocemos la evolucion
natural de la patologia. Las implicaciones a nivel de consejo genético
permiten asimismo una caracterizacion lo mas exacta posible del riesgo de
recurrencia en futuros embarazos, y el analisis puede extenderse a otros
familiares de primer grado. También es importante obtener un diagnostico
preciso para optimizar el uso de los recursos y evitar pruebas instrumentales
y de laboratorio innecesarias.

1.5 CONSEJO GENETICO

La Ley 14/2007 del 3 de julio, de Investigacion Biomédica regula y
define en nuestro pais el consejo genético. Definiéndolo como
“procedimiento destinado a informar a una persona sobre las posibles
consecuencias para €l o su descendencia de los resultados de un analisis o
cribado genéticos y sus ventajas y riesgos y, en su caso, para asesorarla en
relacion con las posibles alternativas derivadas del analisis. Tienen lugar
tanto antes como después de una prueba o un cribado genético e incluso en
ausencia de los mismos”.

El consejo genético es una de las principales facetas dentro de la
practica de la genética clinica. Debe abarcar distintos aspectos como
determinar el riesgo de una patologia concreta, informar de manera
exhaustiva sobre las consecuencias de la enfermedad en cuestion, la
probabilidad de padecerla y la frecuencia de aparicion de los sintomas,
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explicacion del proceso de transmision, la posibilidad de tratamiento
(curativo o paliativo) e informacion sobre la posibilidad de realizar o no un
diagnéstico prenatal y plantear alternativas reproductivas al riesgo de
recurrencia.

El objetivo del consejo genético es la prevencion de la aparicion de
enfermedades hereditarias y la informaciéon de manera comprensiva a los
consultantes para que estos puedan decidir de manera libre y responsable.
Ademas debe facilitar la adaptacion a la presencia del trastorno y a su riesgo
de recurrencia.

Para todo ello es imprescindible realizar una historia clinica detallada
que incluya un arbol genealdgico, asi como averiguar si existe o no
consanguinidad. Se debe conocer los sintomas y signos de la patologia a
tratar y las leyes basicas de transmision genética.

El célculo del riesgo de recurrencia es sencillo cuando el trastorno sigue
las leyes de herencia mendeliana y se calculara de forma empirica en las
enfermedades de herencia poligénica.

El diagnostico genético bien definido aporta numerosas ventajas en los
pacientes con trastornos del neurodesarrollo; permite estimar mejor el riesgo
de recurrencia entre hermanos, puede contribuir a mejorar el tratamiento al
definir la causa de enfermedad y habitualmente el establecer un diagnostico
causal disminuye la ansiedad en los familiares del nifio afecto.

Este consejo genético debe realizarse siempre siguiendo los principios
hipocraticos y basandose en el Cédigo Deontoldgico.
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2 Hipotesis y Objetivos

2.1 HIPOTESIS

En muchos casos, especialmente en el caso de TND sin sintomatologia
neuroldgica en particular, es dificil para el médico decidir si debe solicitar
un estudio genético, basado en criterios de costo-efectividad. La dificultad
en caracterizar fenotipos conductuales, y la frecuente superposicion de los
mismos dificulta la labor del clinico a la hora de dirigir los estudios.

Desde hace méas de 15 afios han existido intentos de correlacionar
determinados parametros clinicos identificables en la consulta (de manera
que pudiesen traducirse una puntuacion de prediccion clinica o checklist)
con la positividad del estudio genético solicitado. Uno de estos primeros
intentos se publicé en 2001°°. En este caso, el estudio genético a realizar era
un MLPA (estudio de reordenamientos subteloméricos), y el tamafio de la
muestra era de 139 pacientes con DI. A través de la hipotesis de trabajo se
consiguié una puntuacion de lista de verificacion (checklist) que parecia
facilitar la preseleccion de casos candidatos a realizar un estudio mediante
MLPA.

4 afios después (2005), el mismo autor revisO esta
checklist”” aplicandola al estudio genético mediante aCGH (resolucion
100ks) en 100 pacientes con DI. Obtuvo una correlacion estadisticamente
significativa entre una puntuacién mas alta y un resultado positivo en el
estudio genético. Desde esta publicacion, la mayoria de los estudios sobre el
uso de aCGH en DI / retraso del desarrollo se han centrado en nifios con DI
moderada o grave asociada con malformaciones congénitas o dismorfismos
faciales®™. Se han realizado algunos estudios sobre series de casos con otros
TND como TDAH*® TEA®* y epilepsia idiopatica®, pero nuestra
hipotesis de trabajo, es que a tenor de los avances en la caracterizacion de
los TND, una lista de verificacién actualizada seria de interés. Tammimies
et al* observaron el rendimiento de aCGH en TEA, considerando la
presencia de dismorfismos y un sistema de clasificacion de simple a
complejo, y comparando el rendimiento en estos grupos. En el contexto de
estos trabajos, parece sensato intentar optimizar el rendimiento diagndstico
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del aCGH en muestras mas heterogéneas de pacientes, en el contexto de la
actividad clinica habitual en una consulta de neuropediatria.
Asimismo, creemos que es interesante definir adecuadamente el impacto

“real” que tienen los resultados positivos de un aCGH en la préactica clinica
diaria, en cuanto al manejo de este grupo de pacientes.

El solapamiento entre distintos tipos de TNDs hace muy complicada su
diferenciacion en “compatimentos”. Las comorbilidades son la regla y no la
excepcion, lo que hace necesario una actualizacion de reglas de prediccion
clinica previas teniendo en cuanta la diversidad de diagnoésticos y la
coexistencia de diferentes diagnosticos en el mismo paciente.

Clésicamente, el aCGH estaba indicado en pacientes con cariotipo normal y
un cuadro clinico con retraso mental o del desarrollo idiopatico, anomalias
congénitas o rasgos dismorficos, TEA severo o presentaciones que sugieran
un sindrome cromosomico concreto. Este paradigma ha cambiado. El
rendimiento del cariotipo es minimo, y ya existen guias que desaconsejan su
uso rutinario en el caso de TNDs, salvo sospecha muy especifica.

La Sociedad Americana de Genética Humana ha establecido un
consenso’’basado en los resultados de los estudios llevados a cabo por el
Consorcio Internacional de Array Citogenético (ISCA) en los que revisaron
datos de 21.698 pacientes analizados con arrays: los microarrays
cromosomicos es el primer test diagndstico a realizar en individuos con
retraso mental o anomalias congénitas. El cariotipo debe reservarse para
pacientes con sindromes obvios, familias con reordenamientos
cromosOmicos o historia de multiples abortos.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo Principal

Nuestro objetivo fue desarrollar una escala de prediccion clinica con
una adecuada sensibilidad y especificidad que pueda ayudar a decidir al
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clinico cuando se debe solicitar un estudio genético mediante aCGH en
paciente con trastornos del neurodesarrollo.

2.2.2 Objetivos Secundarios

Valorar la implicacién de un resultado diagnoéstico positivo a través del
estudio de aCGH en cuanto a cambios de tratamiento o peticion de nuevas
pruebas diagndsticas.
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3 Justificacion del estudio

3.1 RELEVANCIA CIENTIFICA DE LA INVESTIGACION

Los arrays basados en la Hibridacion Gendémica Comparada son una
técnica de reciente aparicion que ha demostrado mayor rentabilidad
diagnostica que el cariotipo y FISH en pacientes con discapacidad
intelectual, trastornos del espectro autista, malformaciones congénitas y
otros trastornos neuropsiquiatricos, segun se recoge en multiples estudios
realizados en los ultimos 10 afios. Esta técnica ha permitido la descripcion
de nuevas CNV implicadas en estas patologias y existen hasta la fecha
multiples deleciones y duplicaciones cuya patogenicidad no es clara y que
por lo tanto requieren de mas estudios para su definicion.

Su aplicacion en la practica clinica diaria es de implantacion reciente y
contintia siendo un motivo de investigacion en el momento actual.

En los trabajos previos se ha estudiado su rentabilidad frente otras
técnicas de diagnodstico molecular, especialmente el cariotipo; el coste-
efectividad; los hallazgos obtenidos; y en menor medida se ha tratado de
estudiar el fenotipo de los pacientes para tratar de optimizar los resultados al
realizar una mejor seleccion de los pacientes.

En el futuro con la aplicacion de sistemas de secuenciacion masiva en
la practica clinica habitual serd necesario desarrollar nuevos algoritmos de
trabajo para el uso del diagndstico molecular de una forma racional.

El planteamiento de este trabajo se basa en el interés por conocer las
caracteristicas que definen los pacientes sobre los que se ha realizado el
aCGH, ademds de determinar su rendimiento diagndstico y tratar de
aumentarlo en los proximos afos.

3.2 RELEVANCIA PRACTICA DE LA INVESTIGACION

En el caso de los TND, el poder identificar un defecto genético causal
puede tener trascedencia a nivel pronostico y terapéutico, y ayuda a
aconsejar adecuadamente a los familiares en el contexto de un consejo
genético en base a los resultados obtenidos®.
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En este contexto, una lista de verificacion / escala de prediccion clinica
sencilla de aplicar seria una valiosa herramienta para el clinico, ya que
permitiria preselecionar a los pacientes que se beneficiarian mas de la
indicacion del estudio genético, optimizando los recursos limitados del
centro sanitario. Este grado de estratificacion ayudaria a orientar mejor la
indicacion de estudio.

Motivo de la evaluacion genética:

- Consejo reproductivo.

- Identificacion de tratamientos especificos y anomalias genéticas con
vulnerabilidades médicas.

Ventajas de resultado positivo: informacion diagnéstica, pronostica,
riesgo de recurrencias, posibles terapias potenciales.

La comparacion de la eficacia del aCGH en nuestro centro con otros
trabajos justificard su implantacion como prueba de estudio molecular de
eleccion. Ademas la descripcion de los hallazgos obtenidos exponiendo los
casos, contribuird al esclarecimiento de las causas de discapacidad
intelectual, TEA, trastornos del comportamiento y malformaciones
conggénitas, entre otros trastornos.

El estudio de estos pacientes, la descripcion del fenotipo tanto fisico
como conductual, asi como la correlacion de los hallazgos genotipicos con
las caracteristicas fenotipicas, los antecedentes y el diagnostico clinico
inicial nos permitira una mejor seleccion de los pacientes. Este aspecto tiene
una especial relevancia, pues permitird aumentar la rentabilidad diagndstica
en el futuro y un mejor uso del aCGH.

Este trabajo posee una relevancia socio-sanitaria pues afecta
directamente al diagnostico de numerosas patologias frecuentes en la
poblacion. Los hallazgos descritos contribuyen a la realizacion del consejo
genético, la posibilidad de intervenciones terapéuticas especificas y por lo
tanto mejorar la asistencia al paciente y su familia.

Por otra parte, contamos con muy escasos estudios que evaluen
realmente el impacto de estos diagndsticos en el paciente y en la familia, no
existen estudios de medicina basada en la evidencia acerca de su utilidad
clinica.

Sabemos que este tipo de informacion es valiosa porque establece una
relacion causal que es beneficiosa para las familias. Esta informacion evita
ulteriores consultas y otros tests diagndsticos, mejora el acceso a los
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servicios comunitarios, proporciona consejo genéticos, prondstico y
necesidades futuras.
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4 Metodologia

4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se plante6 un estudio transversal de pacientes con TND (TEA, TDAH,
DI, RGD, TA), remitidos a la Unidad de Neuropediatira del Complejo
Hospitalario Universitario de Vigo. La valoraciéon de estos pacientes se
realizd inicialmente en el antiguo hospital Xeral y posteriormente en el
nuevo hospital Alvaro Cunqueiro entre 2013 y 2015.

Previamente a la elaboracion del protocolo, se realizd una busqueda
bibliografica previa en diversos repertorios y bases de datos indexadas de
bibliografia.

Posteriormente se realiz6 un estudio descriptivo retrospectivo
correspondiente en el que se recogieron datos acerca de las consecuencias
de un resultado genético positivo a nivel de practica clinica (cambio de
pauta terapéutica, derivacion a otras especialidades, peticion de nuevas
pruebas) de los pacientes con resultado genético patologico.

4.2 POBLACION DE REFERENCIA Y DE ESTUDIO

El Complejo Hospitalario Universitario de Vigo es el centro terciario de
referencia en el sur de la provincia de Pontevedra (Espafa). Cuenta con una
poblacién objetivo de alrededor de 500,000 personas, con mas de 70,000 de
por debajo de los 15 afios (poblacion de atencion pedidtrica).

El estudio se centr6 en los pacientes con TND valorados en la Unidad
de Neuropediatria.

4.3 CRITERIOS DE SELECCION

Para la realizacion del estudio se tuvieron en cuenta los siguientes

criterios de inclusion/exclusion:

Criterios de inclusion:

* Pacientes menores de 15 afios a los que se estudié mediante array-
CGH entre los afios 2013 y 2015. Los diagnosticos de estos
pacientes incluyen: DI/ Retraso psicomotor (RPM), TEA, TDAH,
malformaciones congénitas y otros trastornos neuroldgicos.

* Pacientes con familiares que hablen castellano, gallego o inglés.

51



* Pacientes que cuenten con al menos un familiar bioldgico vivo.

* Pacientes cuyos tutores hayan firmado el consentimiento informado
para la realizacion del estudio genético, asi como para que los
resultados del mismo puedan ser consultados.

Criterios de exclusion:

* Pacientes cuya solicitud de la prueba se hizo por un profesional
externo a la Unidad de Neuropediatria del Complejo Hospitalario
Universitario de Vigo.

* Pacientes no valorados o seguidos por alguno de los neuropediatras
que componen la Unidad.

* Pacientes cuyos tutores no hayan querido participar en el estudio.

* Pacientes fuera de seguimiento.

4.3.1 Protocolo de estudio

Tres Neuropediatras procedieron a puntuar todos los casos de manera
retrospectiva, en funcion de las variables relacionadas con los antecedentes
perinatales, datos antropométricos, dismorfias, malformaciones asociadas,
antecedentes familiares... Las evaluaciones de los Neuropediatras se
realizaron en pacientes que habian recibido el diagnoéstico de un TND (DI,
TDAH, TEA, TA...) basado en los criterios diagndstico y estadisticos del
Manual de trastornos mentales (Cuarta edicion, Revision de texto) 3. El
DSM-V (Quinta edicion) no se utiliz6 con la poblacion del estudio porque
su publicacion fue realizada en 2013, y por tanto, no disponible para la
evaluacion de los primeros pacientes. En caso de no haberse realizado, se
realiz6® medicion de capacidades intelectuales CI con la Escala de
inteligencia de Wechsler y la Escala de inteligencia primaria de Wechsler o
la Escala de inteligencia abreviada de Wechsler.

Se realizd un estudio genético mediante aCGH a todos los pacientes,
siendo las pruebas solicitadas por 3 Neuropediatras, y dirigidas a la Unidad
de Citogenética del mismo hospital.

Variables recogidas

Las variables recogidas en el estudio han sido:
Variables independientes:
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* Variables demograficas: sexo, edad en el momento de la peticion, edad
de la madre en el momento del parto.

* Datos del nacimiento: bajo peso al nacer, restriccion del crecimiento
intrauterino.

 Antecedentes familiares: historia familiar de discapacidad intelectual o
trastornos del espectro autista.

* Exploracion y pruebas complementarias: perimetro craneal, talla,
hipertelorismo, anomalias palpebrales, anomalias nasales, anomalias de
pabellones auriculares, otras anomalias faciales, anomalias en manos,
anomalias cardiacas, anomalias renales, anomalias genitales, anomalias
otorrinolaringologicas, alteraciones oftamologicas, cociente intelectual
(CI), cariotipo, resonancia magnética cerebral,

* Datos neuroldgicos: rasgos autistas, epilepsia, sordera, hiperactividad,
agresividad, hipo/hipertonia, retraso en la adquisicion de items del
desarrollo, alteraciones de conducta, trastorno del espectro autista,
discapacidad intelectual y retraso global del desarrollo, trastorno por déficit
de atencion e hiperactividad, trastornos del comportamiento, trastorno
generalizado del desarrollo, trastorno del aprendizaje.

Variable dependiente:
* Resultados del array-CGH.

Definicion de variables

* Sexo: variable cualitativa dicotdmica: femenino/masculino.

* Edad en el momento de la peticion: variable cuantitativa.

* Edad de la madre en el momento del parto: variable cuantitativa.

* Bajo peso al nacer: variable cualitativa dicotomica: si/no.

* Restriccion del crecimiento intrauterino: si/no.

* Historia familiar de discapacidad intelectual y TEA: variable cualitativa
dicotomica: si/ no.

* Perimetro craneal: variable cualitativa categoérica:
microcefalia/macrocefalia/ normal.

* Talla: variable cualitativa categorica: baja / macrosomia/ normal.

* Hipertelorismo: variable cualitativa dicotomica: si/no.

» Anomalias palpebrales: variable cualitativa dicotdmica: si/no.
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* Anomalias nasales: variable cualitativa dicotomica: si/no.

* Anomalias de pabellones auriculares: variable cualitativa dicotomica: si/
no.

* Otras anomalias faciales: variable cualitativa dicotémica: si/no.

» Anomalias en manos: variable cualitativa dicotomica: si/no.

* Anomalias cardiacas variable cualitativa dicotomica: si/no.

* Anomalias renales: variable cualitativa dicotdmica: si/no.

* Anomalias genitales: variable cualitativa dicotomica: si/no.

* Anomalias otorrinolaringologicas: variable cualitativa dicotdmica: si/no.

* Alteraciones oftamolodgicas: variable cualitativa dicotomica: si/no.

* Cociente intelectual (CI): variable cualitativa dicotomica: severo,
moderado, leve, limite, normal.

* Cariotipo; variable cualitativa dicotomica: normal/alterado.

* Resonancia magnética cerebral: variable cualitativa dicotomica: normal/
alterada.

» Rasgos autistas: variable cualitativa dicotomica: si/no

* Epilepsia: variable cualitativa dicotomica: si/no.

* Sordera: variable cualitativa dicotomica: si/no.

* Hiperactividad: variable cualitativa dicotomica: si/no.

 Agresividad: variable cualitativa dicotomica: si/no.

* Hipo/hipertonia: variable cualitativa dicotomica: si/no.

* Retraso en la adquisicion de items: variable cualitativa dicotomica:
si/no.

* Alteraciones de conducta: variable cualitativa dicotomica: si/no.

* Trastorno del espectro autista: variable cualitativa dicotomica: si/no.

* Discapacidad intelectual y retraso global del desarrollo: variable
cualitativa dicotomica: si/no.

* Trastorno por déficit de atencion e hiperactividad: variable cualitativa
dicotdémica: si/no.

* Trastornos del comportamiento: variable cualitativa dicotémica: si/no.

* Trastorno generalizado del desarrollo: variable cualitativa dicotomica:
si/no.

* Trastorno del aprendizaje: variable cualitativa dicotomica: si/no.

* Resultado del array CGH: variable cualitativa categorica:
normal/probablemente causal/ significado incierto/ probablemente benigna.

54



4. METODOLOGIA

* Origen de la alteracion: variable cualitativa categdrica: materna/paterna/
de novo.

Las variables independientes incluidas en el modelo fueron: antecedentes
familiares de enfermedad renal cronica / enfermedad psiquiatrica, retraso del
crecimiento intrauterino (CIR) definido como peso al nacer <percentil 3
(p3) segun la edad gestacional, microcefalia definida como perimetro
craneal (PC) <p3, macrocefalia definida como PC> percentil 97 (p97),
estatura baja <p3, estatura alta> p97, DI (basada en la Escala de Inteligencia
de Wechsler para Nifos <70) / TEA (definida como si / no / no recopilada);
Malformaciones menores definidas como faciales: asimetria facial,
hipertelorismo, alteraciones de los parpados, anomalias nasales y / o del
oido. Malformaciones de manos y / o pies: clinodactilia y otras; térax:
pectus carinatum, excavatum y algunos otros; oreja-nariz-garganta (ORL):
paladar ojival; Malfformaciones importantes como cardiaca, urogenital:
criptorquidia e hipospadias; Neuroimagenes y alteraciones oftalmologicas,
p. €j. coloboma

Una variante de nimero de copia se definié como un desplazamiento del
valor normal de al menos 3 sondas consecutivas, y las posiciones de mapeo
se refieren al conjunto del genoma hgl19 (compilacion 37). La calidad de la
prueba se evalud por la solidez de los valores de las métricas de control de
calidad.

Las variantes se clasificaron segun las directrices de ACMG en 5 categorias:
patdgenas, probablemente patdgenas, variantes de importancia desconocida,
probablemente benignas y benignas. Se realizaron pruebas a los padres para
establecer la herencia cuando se encontraron variantes patogénicas,
probablemente patogénicas y variantes de importancia desconocida. Los
genes de contenido, el tipo de CNV (eliminacion, duplicacion), el modo de
herencia y los informes anteriores en bases de datos (Decipher, ClinGen),
nos ayudaron a clasificar las variantes.

Como estudio complementario, también se recogieron datos acerca del
cambio que habia supuesto un estudio de array positivo en cuanto a peticion
de nuevas pruebas complementarias, hallazgo de nuevas anomalias o
cambios de pauta de tratamiento.
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El doctorando particip6 en el disefio del estudio y la interpretacion de los
datos. La recogida y procesado de las muestras ha sido realizada por parte
de la Unidad de Citogenética del Hospital Alvaro Cunqueiro.

4.4 PROCESADO DE MUESTRAS

Array-CGH se realizo en sangre periférica con la plataforma comercial
de Signature Genomics (Perkin Elmer) CGX-HD 4-plex (4x180k) que
contiene 180,000 sondas de oligonucledtidos. Para la visualizacion, el
analisis bioinformatico y la interpretacion de los resultados, utilizamos los
programas Cytogenomics (Agilent) y Genoglyphix (Signature Genomics,
Perkin Elmer) en comparacién con Genome Build (hg 19).

4.5 ANALISIS DE LOS DATOS

Se realizaron andlisis descriptivos de las principales caracteristicas de
los sujetos incluidos, asi como andlisis univariado y de regresion logistica
para seleccionar potenciales predictores de CNV positiva. En el analisis
descriptivo, se emplearon las medias y las desviaciones estandar para
representar las variables cuantitativas y las frecuencias y porcentajes para
las variables cualitativas. La asociacion entre pacientes con y sin variantes
patogenas (analisis univariado) se evalué mediante la prueba de la t de
Student en el caso de variables cuantitativas y la prueba de ji cuadrado y
exacta de Fisher para la comparacion de las variables cualitativas. El test de
ANOVA se empled Unicamente en la comparacion de las medias de edad
entre los cuatro grupos; CNV patogénicas, de significado incierto, benignas
y sin cambio.

Las variables que presentaron significacion estadistica en el analisis
univariante se incluyeron en los posteriores andlisis multivariantes. Los
predictores se seleccionaron mediante regresion logistica, utilizando para la
seleccion el método por pasos hacia atrds de Wald. Para la seleccion del
modelo de regresion que mejor se adapte a los datos, se comprobo la bondad
de ajuste de los distintos modelos utilizando el test de Hosmer y Lemeshow,
considerando como validos aquellos con un valor de P mayor que 0.05. Los
modelos que cumplan esta condicidon se evaluaron mediante el criterio de
informacion de Akaike (AIC) seleccionando finalmente aquel con menor
puntuacion en esta medida. E1 AIC es un indicador que nos permite medir la
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capacidad explicativa de los modelos a la vez que penalizar su grado de
complejidad, de esta manera buscamos obtener un modelo con buena
capacidad predictiva reduciendo en lo posible el niimero de variables
predictoras.

Se calcularon los odds ratios (OR) junto con sus IC del 95%, en este
caso Exp (P), brutos y ajustados para el modelo final.

Sobre la base de los valores de B, los Exp (B) y el valor de significacion
de cada predictor en el modelo final, se asigné una puntuaciéon a cada
variable en la nueva puntuacion. El resultado de la puntuacion se aplico a la
poblacion de estudio, utilizando la curva de caracteristicas operativas del
receptor (ROC) para determinar la exactitud diagnostica del listaje de
puntuacion y el mejor punto de corte para discriminar entre pacientes con y
sin variantes patdogenas.

Para obtener el mejor punto de corte del listaje de puntuacion, se
calcularon las siguientes estimaciones: sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivos, valores predictivos negativos y exactitud para cada
punto de corte.

El analisis de los datos se realizd con un programa estadistico SPSS
Windows 19.0 y EpiDat 3.1.

4.6 ASPECTOS ETICO-LEGALES

Se establecio la necesidad del cumplimiento de las Normas de Buena
Practica Clinica y de la Declaracion de Helsinki.

En cuanto a la confidencialidad de la informacién, especialmente
importante en el cambio de la genética, el tratamiento, comunicacion y
cesion de los datos se hizo conforme a lo dispuesto por la Ley Orgénica
15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de caracter personal.
Sélo el equipo y las autoridades sanitarias, que tienen el deber de guardar la
confidencialidad, tuvieron acceso a todos los datos recogidos por el estudio.

El manejo de muestras biologicas se realizé conforme a la Ley 14/2007
y el RD 1716/2011. Las muestras y los datos asociados fueron guardados de
forma codificada. Esta informacion esta a cargo del investigador principal y
solo pueden acceder a ella los miembros del equipo investigador y las
autoridades sanitarias en el ejercicio de sus funciones. Los Responsables de
la custodia de las muestras es la Unidad de Citogenética donde permanecen
almacenadas

57



ALFONSO AMADO PUENTES

Ver Anexo: Modelo de consentimiento informado
El consentimiento informado por escrito para la investigacion y
publicacion de los resultados se obtuvo de todos los pacientes, y el estudio

fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de Galicia (ntimero de
aprobacion: 2011/005).
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5 Resultados

Se analizaron 570 pacientes con DI / RPM, TEA y / o malformaciones
congénitas; de los cuales 188 eran mujeres y 382 varones.

Se identificaron variantes patdgenas o probables en 74 pacientes (13%);
variantes de importancia clinica incierta en 13 pacientes (2,3%); La CNV
fue probablemente benigna en 20 pacientes (3,5%) y no hubo cambios en el
numero de copias en 463 pacientes (81,2%).

Figura 6: Resultados aCGH.

Resultados aCGH (%)

M CNV patogénicas
CNV de importancia clinica
incierta

[ CNV benigna

M Sin cambios en CNV

5.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS

En el estudio de asociacion (tabla 2), no se encontr6 relacion estadistica
de CNV patogena con variables demograficas, familiares y relacionadas con
el nacimiento, como el sexo o la restriccion del crecimiento intrauterino.
Una historia familiar de DI o TEA estuvo presente en 20 (27,0%) pacientes
con CNV patdgena y 101 (20,5%) sin CNV patogena (p = 0,204).

Con respecto a las variables antropométricas, hubo una relacion
estadisticamente significativa entre la CNV patoégena y la presencia de
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alteraciones en el perimetro cefalico (p = 0,006), y altura y peso <p3 (p =
0,018 yp = 0,002). No se encontraron diferencias con la altura y el peso
sobre p97 o el indice de masa corporal.

Respecto al diagnostico establecido por el neuropediatra, hubo una
relacion significativa con los pacientes diagnosticados de TEA (p = 0,004).
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Tabla 2: Estudio de asociacion.

5. RESULTADOS

CNV patogénicas
Variables PC ST PB No p-valor
(n=74) (n=13) (n=20) (n=463)
Edad (X+DE) 7,1+44 7,3+£3,2 6,9 +4,4 6,9+4)5 0,962
Sexo 307
50 (67,6%) 9 (69,2% 16 (80,0% 0,644
(masculino) ( ) ( ) ( ) (66,3%)
Historia
familiar 20 (27,0%) 3 (23,1%) 6 (30,0%) 92 (20,0%) 0,424
TND
CIR 6 (8,1%) 2(15,4%) 4(20,0%) 34 (7,4%) 0,169
Microcefalia
17 (23,0%) 4 (30,8%) 3 (15,0%) 74 (16,0%) 0,265
PC<p3
Macrocefalia
o 0 o o
PC>p97 14 (18,9%) 2 (15,4%) 1(5,0%) 47 (10,2%) 0,115
Alteracion 121
31 (41,99 6 (46,2° 4 (20,09 0,015
perim. craneal (41.9%) (46,2%) (20,0%) (26,1%) ’
Talla baja<p3 23 31,1%) 2 (15,4%) 5(25,0%) 88 (19,0%) 0,106
Talla alta>p97 6 (8,1%) 1(7,7%) 0(0,0%) 26 (5,6%) 0,558
Bajo peso <p3 14 (18,9%) 1(7,7%) 1(5,0%) 36(7,8%) 0,018
Sobpreso >p97 7 (9,5%) 1(7,7%) 1(5,0%) 32 (6,9%) 0,856
DI25 / RPM 26 (35,1%) 4 (30,8%) 5(25,0%) 147 0,848
7 o7 T (31,7%) ’
TEA 49 (66,2%) 4 (30,8%) 7(35,0%) 229 0,010
) 0 > Y > Y (49,5%) s
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PC: probablemente causales; SI: significado incierto; PB: probablemente benignas; TND:
trastorno del neurodesarrollo; RPM: retraso psicomotor; CIR crecimiento intrauterino
retardado. DI: discapacidad intelectual. TEA: trastorno del espectro autista.

También analizamos variables relacionadas con dismorfias y anomalias
congénitas (tabla 3). Se encontr6 una relacion significativa con
malformaciones urogenitales (p = 0,008), neuroldgicas (p <0,001) y
oftalmoldgicas (p <0,001) (por ejemplo, glaucoma congénito, cataratas). No
hubo relacién con la presencia de dismorfia facial, anomalias de manos y
pies, malformaciones toracicas menores, malformaciones
otorrinolaringoldgicas o cardiacas mayores. Sin embargo, se encontrd una
relacion con la presencia de, al menos, dos malformaciones o dismorfismos
en el mismo paciente (p <0,001). Las variables que perdieron significacion
estadistica en el analisis multivariado se eliminaron del modelo y, por lo
tanto, no se tuvieron en cuenta en la puntuacion.

En cuanto a las correcciones por comparaciones multiples, en el caso del
analisis univariante, no se realizaron porque se comparaban solo dos
grupos, los grupos de CNVs patogenicas frente al CNVs no patogénicas, y
no se considera necesario realizar comparaciones multiples en esas
circunstancias. En el caso de los andlisis multivariantes para decidir las
variables a incluir en modelo se empleo regresion logistica por pasos y se
evalu6 su adecuacion rehaciendo la seleccion de variables basandonos en el
criterio de informacion de Akaike y se determiné la calidad del ajuste del
modelo mediante el test de Hosmer y Lemeshow. El AIC o valor del
criterios de informacion de Akaike del modelo final fue de 71.99, el menor
de entre los modelos probados. La p del test de Hosmer y Lemeshow fue de
0.563, por lo tanto se pudo considerar valido el modelo.
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Tabla 3. Dismorfias y malformaciones en pacientes con y sin CNVs

patogénicas.
CNVs patogénicas
PC SI PB No p-valor
(n=74) (n=13) (n=20) (n=463)
Dismorfias 31 138
8(61,5%) 6(30,0% 0,022
faciales (41,9%) (61,5%) 6 (30,0%) (29,8%)
Dismorfias en 12 51
3(23,1%) 3 (15,0% 0,345
manos o pies (16,2%) 23,1%) 3 (15,0%) (11,0%)
Malformaciones 9
1 (7,7% 1 (5,0% 31 (6,7% 0,397
toracicas (12,2%) (7,7%) (5,0%) (6.7%)
Malformaciones 13 65
4 (30,8%) 2 (10,0% 0,300
ORL (17,6%) (30.8%) 2 (10,0%) (14,0%)
Malformaciones 10
mayores: 0 (0,0%) 0 (0,0%) 45 (9,7%) 0,187
, (13,5%)
cardiacas
Malformaciones L5 47
: 1 ° 1 (5,0% 0,056
mayore-s (20.3%) (7,7%) (5,0%) (10.2%)
urogenital
Malformaciones 20 53
2 (15,4%) 2 (10,0% 0,006
en neuroimagen (27,0%) ( ) ( ) (11,9%)
Malformaciones 13
0 (0,0% 0 (0,0% 27 (5,8% 0,001
oftalmologicas (17,6%) (0,0%) (0,0%) (5.8%)
Uno o mas signos 20 120
5(38,5%) 5(25,0% 0,786
dismérficos (27,0%) (38,5%) 5(25,0%) (25,9%)
Dos 0 mas signos 39 130
6 (46,2%) 4 (20,0% <0,001
dismérficos (52,7%) (46,2%)  4(20,0%) (28,1%)
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5.2 LISTAJE DE PUNTUACION

Teniendo en cuenta las caracteristicas mas frecuentes observadas en
pacientes con una matriz CGH positiva, se desarrolld una lista de
puntuaciones (lista de verificacion) para contribuir a la preseleccion de
pacientes para esta prueba de diagnostico e informar al paciente y a sus
padres.

Para la realizacion de la lista de verificacion se realizaron modelos de
regresion para determinar las variables que presentaban asociacion con
CNVs patogénicas. La puntuacion se obtuvo a partir del valor de beta
obtenido en el modelo de regresion logistica. En la tabla 5 se puede ver el
resultado del modelo final con los valores de beta, los exponentes junto a su
intervalo de confianza y el p-value para cada item. Las variables que
mostraron una asociacion significativa con CNV patogénica fueron la
macrocefalia, presentar bajo peso, TEA, un signo dismoérfico y tener 2 o mas
signos dismorficos.
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Tabla 4. Modelo de regresion y valores Beta y Exp B.

Item B Exp B (IC 95%) | p-value
Macrocefalia PC>p97 0,764 2,15 (1,07-4,31) 0,031
Bajo peso <p3 1,159 3,19 (1,54-6,58) 0,002
TEA 1,005 2,73 (1,58-4,73) | <0,001
1 signo dismorfico 0,942 2,57 (1,25-5,28) 0,010
2 0 mas signos dismorficos 1,505 4,51 (2,35-8,66) <0,001
Constante -3,600 0,027 <0,001

Tras realizar diferentes combinaciones y determinaciones en base a los
valores de beta y a los valores Exp (Beta) se opt6 por dar la puntuaciones a
cada una de las variables que aparecen en la tabla 5.

Tabla 5. Puntuaciones

Items Puntuacion
Macrocefalia PC>p97 1
Bajo peso <p3 1,5
TEA 1,5

1 signo dismorfico 1

2 0 mas signos dismorficos 2

En la figura 7 se puede observar la curva ROC resultante de aplicar la
puntuacion a cada uno de los sujetos incluidos en el estudio. El area bajo la
curva ROC fue de 0.76 (IC 95%: 0.71 — 0.81).
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Figura 7: Curva ROC
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Figura 8: Precision de la puntuacion

120% AFITR I AN A oBER
s::m 5,m 51:-32!& s::-am BPCNo
E 1% E =3I%  E =M%  E =g WP Yes
m e =1 1 ﬁ:Fm
s mar  ASTER A A0N
Eatam 5 5,
BO% " E,,508% By T
*1:m 1—';“
5FU% 5, FU%
- E 8%  E,s08%
&%
W%
A0 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 400 4500+
SCORE

A: Accuracy (exactitud), S: sensibilidad, E: especificidad.
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Tabla 6: Sensibilidad, especificidad, VP+, VP- y exactitud para cada punto

de corte

Sensibilidad | Especificidad VP+ VP- Exactitud

0 98,7 (95,3-100) | 16,7 (13,4-20,1) | 15,0 (11,7- | 98,8 (95,9- | 27,4 (23,6
18,3) 100) 31,1)

1 94,6 (88,8- |30,9(26,7-35,0) | 17,0(13,2- 97,5 (94,7- 39,1 (35,0-
100) 20,7) 100) 43,2)

1,5 82,4 (73,1- |54,2(49,8-58,7) | 21,2 (16,3- | 95,4(92,8- | 57,9 (53,8-
91,8) 26,1) 98,0) 62,0)

2 67,6 (56,2- | 68,4 (64,2-72,5) | 24,2 (18,1- | 93,4(90,7- | 68,3 (64,3-
78,9) 30,2) 96,1) 72,2)

2,5 47,3 (35,3- |82,1(78,6-85,5) | 28,2 (19,9- 91,3 (88,5- 77,5 (74,0-
59,4) 36,6) 94,0) 81,1)

3 41,9 (30,0- |84,3(81,0-87,6) | 28,4(19,5- | 90,7 (87,9- | 78,8 (75,3-
53,8) 37,4) 93,4) 82,2)

3,5 13,5 (5,1-22,0) | 97,0 (95,4-98,6) | 40,0 (18,8- | 88,3(85,5- | 86,1 (83,2-
61,2) 91,1) 89,1)

4 10,8 (3,1-18,6) | 97,6 (96,1-99,0) | 40,0 (16,0- 88,0 (85,2- 86,3 (83,4-
64,0) 90,8) 89,2)

450+ 2,7 (0,0-7,1) | 99,0(98,0-100) | 28,6 (0,0- 87,2 (84,4- 86,5 (83,6-
69,2) 90,1) 89,4)

Usando un puntaje mayor o igual a 1.5 como punto de
prueba, obtuvimos una sensibilidad de 82.4% (95% CI 73.1% - 91.8%) con
una especificidad de 54.2% (IC 95% 49.7% - 58.7%). Esto implica que
podriamos haber excluido a 268 pacientes de los 492 con un resultado
normal en la prueba, aunque 13 pacientes con una probable matriz causal no
alcanzaron la puntuacion de 1.5 puntos. Esto significa que en pacientes con
una puntuacion de <1.5 la probabilidad de obtener un resultado positivo es
de 4.6% (figura 8).
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Tabla 7: Sensibilidad y especificidad utilizando 1.5 como punto de
corte

Probablemente causal

Valor 95%CI
Sensibilidad 82,4 73,1-91,8
Especificidad 54,2 49,7 - 58,7
Exactitud 57,9 53,7-62,0
Valor predictivo + 21,2 16,3 - 26,1
Valor predictivo - 95,4 92,8 - 98,0
Prevalencia 13,0 10,1 - 15,8

La tabla 8 muestra la distribuciéon de los 74 aCGH probablemente
causales y el 496 normal al dividirlos en funcién de tener una puntuacion
mayor o menor de 1,5.

Tabla 8: Distribucion de la muestra utilizando 1.5 como punto de corte

Probablemente causal

SCORE Si(n=74) | No (n=496)
>1.5 61 227
<1.5 13 268
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5.3 IMPLICACIONES DIAGNOSTICAS.

Valoraciones / derivaciones a otras Unidades.

1. Cardiologia: Derivacion de 23 pacientes (15,5 %) por soplos objetivados
en consulta de neuropediatria o pediatra de centro de salud. Diagnostico
mas frecuente: Soplo benigno en 6 pacientes (4,1%). Otras: CIV en 4
pacientes (2,7%) , Ductus persistente en 2 pacientes (1,35%)

2. Gastroenterologia Infantil: Derivacion de 19 pacientes. Motivo de
consulta mas frecuente presencia de RGE (7 pacientes 4,8%).

3. Nefrologia: Derivacion de 18 pacientes. Gran variedad de motivos de
consulta. Lo mas frecuente Criptorquidia en 4 pacientes (2,7%) seguido
de hidronefrosis, enuresis, hipospadias y RVU grado III (2 pacientes
cada uno).

4. Oftalmologia: Derivados 50 pacientes. 21 pacientes por alteraciones en la
refraccion (14,2%). 9 pacientes derivados para estudio de estrabismo
(6,1%).

5. Estudios de neuroimagen: Se realizé neuroimagen como prueba
complementaria antes de realizar técnicas genéticas en 79
pacientes(53,4%). ECO normal: 4 pacientes (2,7%), RM normal: 52
pacientes (35,1%), RM alterada: 23 pacientes (15,5%) La alteracion mas
frecuente: Quiste pineal en 4 pacientes (2,7%). Otras alteraciones: 1
paciente con Variante Dandy-Walker y 1 paciente con Arnold Chiarri
tipo 1.

Valoraciones / derivaciones a otras especialidades consecuencia del
resultado del array:

1. Cardiologia: 13 pacientes para descartar anomalias asociadas a las
alteraciones de Array halladas. 9 pacientes con estudio normal
(6,1%). Resto: 1 discrepancia en vias pulmonares, 1 displasia de
valvula pulmonar ,1 soplo benigno y 1 valvula adrtica bictspide
normofuncionante con insuficiencia minima y aceleracion leve en
situacion hiperdindmica.
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2. Gastroenterologia Infantil: Se derivan 2 pacientes. No patologia
organica objetivable.

3. Nefrologia: Se derivan 5 pacientes para descartar anomalias
posiblemente asociadas a sus hallazgos en Array. Patologia
encontrada en 3 pacientes: Megaureter derecho + reflujo
vesicoureteral grado IV-V, Rifidn en herradura, Estenosis pielo-
ureteral + hidronefrosis

4. Oftalmologia: Se derivan 3 pacientes. En dos de ellos se encuentra
patologia: miopia + retinosis pigmentaria, nistagmus pendular.

5. Estudios de neuroimagen: Una vez obtenido resultado de Array se
realizan pruebas de imagen en 12 pacientes . En 4 de ellos para
control de su patologia ya conocida (Arnold chiari tipo 1,
hidrocefalia, quiste en bolsa de Rathke y variante Dandy-Walker).
En 5 ocasiones (3,35%) los resultados de la nueva prueba de imagen
fueron normales ( 1 ecografia y 4 RM). Se hallan anomalias en 3
pacientes: 1 Anomalias venosas frontales, 1 Agenesia cuerpo
calloso, 1 Aumento espacios subaracnoideos.

Cambios de tratamiento consecuencia del resultado del array: ninguno.

Se deduce de estos datos que gracias a los resultados de aCGH se ha
realizado un despistaje de malformaciones uroldgicas, oftalmologicas,
cardioldgicas y del sistema digestivo, encontrandose asi patologias en otros
organos o sistemas que, de otra manera, no se hubiesen descubierto. En
nuestra serie de pacientes el aCGH no demostr6 ser de utilidad para realizar
cambios en el tratamiento de los pacientes.
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Las listas de comprobaciéon 6 checklists se han generalizado y
popularizado en los entornos médicos en los tltimos afos. Son ejemplos de
estas, las listas de comprobacion previo a una cirugia, que han demostrado
ser un método rapido y eficaz para evitar errores en este dmbito. En un
marco conceptual tan variado y complejo como son los TNDs y la genética
de los mismos, una lista de comprobaciéon emerge como un método
potencialmente util para manejar de una manera eficiente los recursos y
ayudar al clinico a tomar decisiones.

Su utilidad emana en primer lugar de la rapidez en aplicarla. Se trata de
una escala de 5 items (macrocefalia, bajo peso, TEA, 1 signo dismorfico, 2
o0 mas signos dismoérficos) con una puntuacion determinada. Cuando esa
puntuacion supera un determinado punto de corte (1.5) conseguimos la
mejor sensibilidad y especificidad a la hora de solicitar un estudio genético
de variacion de dosis génica (CNV) como es el aCGH, que se ha
demostrado un acercamiento adecuado en pacientes con TND.

En segundo lugar, la aplicacién de esta escala no supone un esfuerzo
extra para el clinico, ni tampoco precisa de un aparataje especifico. Los 5
items son eminentemente clinicos, y se recogen de rutina en una consulta de
neuropediatria habitual. Esto favorece su aplicabilidad en distintos niveles
asistenciales independientemente de la complejidad o dimensién de la
Unidad de Neuropediatria que lo aplique.

De esta circunstancia deriva también otro aspecto como es la
posibilidad de una mayor homogeneizacion de la asistencia, que conllevaria
una mejor gestion de recursos. Suele ser frecuente ver en distintas unidades
y en distintos profesionales unas tasas de solicitud de estudios genéticos
muy dispares en funcidon del manejo y la familiaridad del profesional o del
equipo con los estudios genéticos. Esto dificulta enormemente la gestion de
recursos para los laboratorios de citogenética, ya que hace dificil anticipar
las necesidades de exploraciones complementarias. Aplicando una escala de
prediccion clinica se ayudaria a consensuar la solicitud de estudios
genéticos, mejorando posiblemente el acceso a los mismos por parte de los
clinicos, ya que las solicitudes de estudios genéticos estarian mejor
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fundamentadas y razonadas, con la consiguiente optimizacion en la
utilizacioén de recursos.

El acercamiento diagnoéstico clasico en muchos casos de TNDs
(especialmente en los casos de TEA o discapacidad intelectual) sugeria la
realizacion de un cariotipo, un estudio neurofisiologico tipo
electroencefalograma (EEG), un estudio metabolico ampliado (aminoacidos
en sangre y orina, acidos organicos en orina, perfil de acilcarnitinas en
tandem masas) y un estudio de neuroimagen (generalmente una resonancia
magnética nuclear (RMN). Este tipo de abordaje a nivel de pruebas
complementarias se ha demostrado muy poco eficaz para el diagndstico
etioloégico, siendo la mayor parte de estas pruebas complementarias
normales, o en otros casos con hallazgos muy inespecificos que no arrojaban
luz sobre las potenciales causas de ese TND, y que también dificultaban su
interpretacion por parte de los clinicos y la transmision de una informacién
fiable a la par que comprensible a las familias.

Este hecho ha motivado un cambio de paradigma, que conjuntamente
con la irrupcion de las nuevas técnicas de genética molecular ha hecho
necesario un cambio de planteamiento en el proceso diagnodstico. El
porcentaje de diagnosticos etioldgicos en TNDs a través de la realizacion de
estudios de aCGH o aSNPs ronda el 10-15%. Este porcentaje de
diagndsticos es muy superior al acercamiento previo, pero todavia
insuficiente para dar respuesta a un nimero adecuado de pacientes. Una lista
de prediccion clinica podria ayudar a definir mejor al “paciente tipo” que se
beneficiaria de este tipo de estudios de genética molecular.

Esta checklist es facilmente reproducible en distintos ambientes clinicos
sin necesidad de una formacion especifica. Cualquier clinico que atienda
pacientes con TNDs puede aplicarla y ponerla en marcha.

También proporcionaria una cierta seguridad para el profesional que
tiene delante al paciente con un TND, ya que ayudaria a tomar decisiones a
la hora de solicitar pruebas complementarias avaladas por la evidencia.

Los pacientes con TND son un porcentaje muy elevado del total de
pacientes atendidos en las Unidades de Neuropediatria, por lo que la
aplicacion de una escala clinica predictora simple, podria ayudar al
Neuropediatra a decidir la indicacion de estudios genético a través de
aCGH. Esta preseleccion clinica se antoja muy interesante debido a la
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complejidad técnica y el costo de los estudios genéticos, asi como el
aumento progresivo en la demanda de valoracion de pacientes con TND.

A cualquier escala clinica predictiva debemos exigirle una alta
sensibilidad, para evitar la pérdida de potenciales pacientes que se podrian
beneficiar de un diagnostico genético etioldgico que no llegaria de otra
manera. En el presente trabajo, se ha conseguido una sensibilidad del
82,4%, la cual parece suficiente aunque mejorable. El objetivo final seria
una sensibilidad del 100%, para evitar excluir a pacientes que pudiesen
beneficiarse de la técnica. El aumento de la sensibilidad creemos que podria
lograrse con una “n” de pacientes mds elevada. La mayor accesibilidad y el
menor coste de este tipo de estudios en los ultimos afios posibilitard con
toda seguridad conseguir un nimero de pacientes mas elevado con el poder
afinar aun mas esta checklist y aumentar su sensibilidad. Como hemos
dicho, la informaciéon de cada elemento de nuestra checklist se puede
obtener de forma rapida y confiable en cualquier consulta médica, sin
necesidad de evaluaciones complejas o demoras en el tiempo.

Si eligiésemos un punto de corte superior, lograriamos una mejor
especificidad y, pero también limitariamos el nimero de pacientes que
necesitarian ser evaluados a poco mas de la mitad. De esta manera
perderiamos el 7% de resultados positivos en cuanto a hallazgos causales.
Como contrapartida, perderiamos varios casos. Como ejemplo ilustrativo, si
estableciésemos el punto de corte en una puntuacion de 5 o mas, se reduciria
el nimero de pacientes a los que se les hara la prueba a menos de un 1/5,
pero casi la mitad de las CNVs patogenas o causales no se detectarian.

Si este enfoque es aceptable para un Servicio de Neuropediatria con una
Unidad de Citogenética depende en gran medida de los recursos disponibles
en cada centro, pero a priori no parece adecuado ni para el paciente ni para
el clinico.

Una de las limitaciones a tener en cuenta en nuestro estudio es el hecho
de que tres neurologos pediatricos calificaron los casos basandose en datos
retrospectivos, pero no se ha calculado ni tenido en cuenta la tasa de acuerdo
interobservador. Si debemos incidir en el hecho de que los mismos
neurdlogos pediatricos fueron los que indicaron el estudio genético.

Los tres neuropediatras estan acreditados por la Sociedad Espaiiola de
Neuropediatria (SENEP) dependiente de la Asociacion Espafiola de
Pediatria (AEPED) habiendo superado satisfactoriamente los criterios de
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acreditacion. Presuponemos por tanto su habilidad para calificar y describir
los casos clinicos, que por otra parte incluyen patologias relativamente
frecuentes en las consultas de neuropediatria. No obstante, somos
conscientes de que la calidad del estudio mejoraria con un tipo de estudio
prospectivo teniendo en cuenta la tasa de acuerdo interobservador.

En los ultimos afios, el Whole Exome Sequencing (WES) ha emergido
como la prueba genética complementaria para los TEA en el caso de
resultados de Array negativos. En el estudio no se han incluido los
resultados de los pacientes con Array normal a los que se les ha realizado un
WES posteriormente.

No se han incluido porque la plataforma de aCGH utilizada ha sido
homogénea a lo largo del periodo de estudio, con los mismos estandares
técnicos, pero el estudio mediante WES ha variado segun el laboratorio al
que se ha enviado. El estudio de aCGH esté integrado dentro de los estudios
analiticos “convencionales” en nuestro hospital, pero el WES es una prueba
que se envia a laboratorios externos en funcion de criterios econémicos
coyunturales. De esta manera, los resultados de distintos WES podrian no se
comparables a lo largo del periodo de estudio.

Sin embargo, el hecho de incluir resultados que han dado un
diagnostico etioldgico a través de WES, en pacientes con un estudio de
array negativo, podria complementar los datos de sensibilidad y
especificidad de los estudios genético indicados en pacientes con TND.

Para el diagnostico de determinados trastornos del neurodesarrollo se
utilizé el DSM-IV, ya que era la edicion correspondiente al inicio del
periodo de estudio. La ultima version del DSM (DSM-V) fue lanzado en
2013, por lo que no pudo estar disponible para los primeros pacientes, y no
se adaptd posteriormente para evitar un sesgo de seleccion y favorecer una
homogeneidad en el estudio.

La tendencia actual es a realizar diagnésticos utilizando la Ultima
version del DSM, que contiene significativas diferencias con respecto a la
previa, lo que podria modificar los datos de prevalencia / incidencia de
nuestro estudio. Por otra parte, en el campo de los TND cada vez se tiende
mas a utilizar valoraciones diagnodsticas lo mas “objetivas” posibles,
intentando no realizar valoraciones categoriales (agrupaciones de sintomas).
En el caso del TDAH, las valoraciones neuropsicologicas han aportado
importantes avances en este aspecto. Estudios neuropsicoldgicos como el d-
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cpt, ENFEN, NEPSY-II ayudan a categorizar a los pacientes con mas
fiabilidad y objetividad. En el caso de los TEA, el gold standard en el
momento actual estd considerada una evaluacion neuropsicolégica que
incluya la aplicacion de dos pruebas: ADI-R y ADOS-2, que optimizan la
sensibilidad y especificidad de las valoraciones. En nuestro estudio se
utilizaron también para TEA los criterios diagnosticos del DSM-IV para
homogeneizar la muestra, aunque algunos pacientes aportaban valoraciones
neuropsicologicas externas no realizadas en nuestra Unidad.

Las descripciones de los rasgos dismorficos estan realizadas en funcion
de la valoracion subjetiva de los neurdlogos infantiles que han evaluado al
paciente, pero no se han realizado mediciones a comparar con z-scores
correspondientes en funcion de la dismorfia evidenciada. En el caso de atlas
dedicados al estudio de dismorfias, se recomiendan 132 mediciones solo a
nivel facial, lo que hacia muy dificil su aplicacién practica en una consulta
de neuropediatria.

El hecho de incluir pacientes con TDAH supone un cierto conflicto para
la indicacion de pruebas genéticas, dado que para el TDAH aislado no existe
ninguna recomendacion de estudio genético fuera del campo de los estudios
de investigacion. Como se ha comentado anteriormente, en la practica
clinica diaria los diagnosticos de TND no suelen ser ‘“compartimentos
estancos”, sino que con mucha frecuencia se superponen distintas
comorbilidades a nivel clinico. No es infrecuente que pueda coincidir una
discapacidad intelectual con un TDAH. De hecho, los sintomas
disatencionales, de hipercinesia, y los datos sugestivos de una disfuncion
ejecutiva, son recogidos con mucha frecuencia en las consultas de
neuropediatria. Esta es una realidad que creemos que no se puede obviar, y
la aplicacion de una escala busca el maximo de practicidad para el médico.
El objetivo final seria que que éste pueda aplicarla en el dia a dia
independientemente del diagnostico inicial recogido.

Una de las limitaciones del estudio es la muestra, ya que se trata de un
grupo de pacientes que han sido referidos a un hospital de tercer nivel desde
atencion primaria. Este hecho podria ser un sesgo, ya que el rendimiento de
aCGH podria verse aumentado por este hecho. No obstante, la tendencia
actual es que la valoracion de este grupo de pacientes se realice en este tipo
de centros, intentando concentrar recursos y experiencia en el manejo de
este tipo de paciente, de cara una asistencia sanitaria mas adecuada.
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Otra limitacion es el hecho de que, conforme se van realizando mas
estudios genéticos, la caracterizacion de CNVs como probablemente
patoldégicas, patologicas, probablemente benignas y benignas se va
actualizando con el tiempo, pudiendo cambiar evolutivamente. A posteriori
a la elaboracion de este estudio y el analisis de resultados, algunas variantes
pueden cambiar su clasificacion (benigna, probablemente benigna,
patogénica, probablemente patogénica, variante de significado incierto...).
Conforme se van haciendo mas estudios de CNVs, las bases de datos
aumentan de tamafio y esto ayuda a caracterizar mejor las alteraciones
encontradas. De este hecho ser deriva que las alteraciones puedan cambiar
su transcendencia clinica en cualquier momento. Este factor de variabilidad
puede cambiar los valores de especificidad y sensibilidad obtenidos. Una
solucion a este sesgo seria la realizacion de un estudio prospectivo de
pudiese validar la especificidad real de la checklist, asignando una
puntuacién a priori a cada paciente a través de esta checklist “provisional” y
valorando posteriormente la sensibilidad y especificidad de la misma en
pacientes con TNDs.

Por este motivo, creemos necesario enfatizar que para la elaboracion de
la lista de verificacion se ha utilizado en una muestra relativamente pequena
de casos retrospectivos de pacientes con CNVs.

La expresion fenotipica de una CNV depende de varios factores que
incluyen el tamafo, la ubicacion y la presencia de alelos (recesivos
anormales) en el homodlogo restante. La sensibilidad actual se encontro
utilizando 180,000 sondas de oligonucledtidos. Si se utilizan matrices de
mayor resolucion, la sensibilidad puede ser menor. Como ya hemos
comentado el aCGH no detecta mutaciones patogénicas. El aCGH detecta
variaciones de dosis génica (deleciones o duplicaciones de un determinado
tamafio), pero no mutaciones. En el caso de los TNDs en particular, la
deteccion de deleciones y las duplicaciones en regiones genéticas
determinadas han demostrado su utilidad de cara al diagnostico etiologico.
Al hilo de este aspecto, es necesario incidir en el hecho de que el aCGH no
identifica inversiones de translocacion equilibradas o mutaciones.

Para el estudio de mutaciones, tendriamos que recurrir a estudios de
secuenciacion. En el momento actual, el coste de la secuenciacion de
regiones exonicas supone una limitacion a la hora del nimero de pacientes
que pueden ser estudiados mediante esta técnica. Es esperable que esta
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circunstancia cambie en el futuro, ya que los costes de este tipo de estudio
disminuyen progresivamente. Si la tendencia fuese esta (pruebas mas
eficientes a un menor coste), la inclusion de pacientes para ser estudiados de
esta manera podria ser menos rigurosa y mas laxa, pero siempre seria
interesante contar con una lista de verificacion para asegurar una adecuada
asignacion de recursos. Por tanto, una lista de verificacion en el campo de la
secuenciacion exonica parece un paso logico derivado del presente trabajo.
Hasta entonces, serd preciso la realizacion de una seleccion de pacientes
candidatos para la prueba de aCGH, por lo que la lista de verificacion
presentada en este trabajo podria ser util.

Los paneles de secuenciacion de proxima generacion (NGS) y la
secuenciacion de exoma completo (WES) cada vez han ganado mas terreno
en la identificaciéon de alteraciones genéticas causales en pacientes con
TND. El rendimiento de WES es significativo (25 a 40%) en pacientes con
DI y TND® relacionado y se estd convirtiendo en una herramienta de
diagnodstico cada vez mas empleada, aunque limitada por el elevado precio
de los estudios, aunque la tendencia es a que cada vez puedan ser mas
asequibles. Aun asi, con el mas que posible abaratamiento progresivo de los
estudios genéticos es probable que WES se convierta en la prueba genética
primaria para la evaluacion genética de TNDs. Parece sensato que un
siguiente paso sea perfilar una nueva escala que ayude a validar la
indicacion de pruebas genéticas por aCGH combinada con WES.

La evaluacion diagndstica inicial de pacientes con TND debe incluir la
realizacion de un aCGH. Ademas de las implicaciones pronosticas y de
consejo genético, supone un cambio en el manejo en uno de cada cuatro
pacientes estudiados.

En nuestra muestra no hemos apreciado cambios significativos en
cuanto a modificaciéon de las pautas de tratamiento derivados de los
resultados del estudio genético, pero si en cuanto a indicacion de otras
pruebas y derivacion a otros especialistas.
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La utilizacion del aCGH es una herramienta de diagnostico genético
valida para la deteccion de variaciones del nimero de copias
relacionadas con la etiopatogenia de distintos TND.

La preseleccion clinica efectiva es esencial debido a las
complejidades técnicas y el costo de deteccion de anomalias
genéticas. Creemos que todos los individuos con un TND y una
puntuacion de 1.5 o mas deben ser examinados genéticamente con
aCGH.

Este enfoque planteado en esta tesis mejora las indicaciones clinicas
para aCGH en el estudio de pacientes con trastornos del desarrollo
neuroldgico, y puede informar la seleccion apropiada de pruebas de
diagnostico molecular para ninos afectados por TND.

Es necesaria una validacion externa de los resultados con un estudio
prospectivo que tenga en cuenta las nuevas técnicas de diagnostico
genético, como la WES.
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8 Lineas Futuras

La idea de establecer criterios para seleccionar pacientes con TND para
un paso de diagnostico como el aCGH es importante y de relevancia clinica.
En el contexto de WES, serd ain més importante seleccionar pacientes que
se beneficien inicialmente de una herramienta genética menos costosa y
rapida como es el aCGH.

Seria importante estandarizar protocolos y definir criterios de calidad
del analisis a partir de la escala. Quedaria por resolver la precision
diagnostica de estas pruebas en un estudio prospectivo, para afianzar las
indicaciones y comprobar la eficacia de este acercamiento investigador a
través de listas de verificacion. Serian necesarias colaboraciones
multicéntricas, para comprar resultados, establecer bases de datos comunes
que ayuden a su interpretacion y tengan mas potencia estadistica, asi como
uniformizar los informes clinicos y las valoraciones médicas, y acumular
informacion acerca de las correlaciones genotipo / fenotipo para futuras
referencias.
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TABLA VARIACIONES DEL NUMERO DE COPIA ENCONTRADAS (CNVS)

PC: Probablemente causal, PB: probablemente benigna, SI: Significado
incierto, mat: materna, pat: paterna, dn:desconocida. ISCN: Sistema
internacional para nomenclatura de citogenética humana (Internacional
System for Human Cytogenetics Nomenclatura)

CLASIFICACION |HERENCIA |ISCN

PC mat arr[hg19] 6q22.31(123,518,451-124,327,675)x3
mat

PB pat arr[hg19] 15926.3(102,358,040-102,505,743)x1
pat

PC mat |arr[hg19] 15q13.2q13.3(31,140,606-
32,438,944)x1 mat

PC dn |arr[hg19] 16p11.2(29,664,618-30,192,347)x3 dn

PC dn |arr[hg19] 16p11.2(28,833,437-29,046,252)x1 dn

PC dn |arr[hg19] Xp22.31(6,456,777-
8,119,329)x3,12p13.31(8,059,896-8,105,244)x3

SI dn |arr[hg19] 11p15.2(14,515,447-14,696,597)x1

PB mat |arr[hg19] 20p13(875,240-1,292,457)x3 mat

PC dn |arr[hg19] 5q14.3q15(88,326,705-96,472,839)x1

SI dn |arr[hg19] 5922.1g22.2(111,450,863-
111,831,481)x3

PC dn |arr[hg19] 20p13(71,023-1,048,400)x1 dn

PC dn |arr[hg19] 7q11.23(72,745,047-74,138,460)x1
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PC dn |arr[hg19] Xp11.4(41,623,672-41,877,684)x1 dn

SI mat |arr[hg19] 1¢q23.1(158,507,238-158,885,030)x1
mat

PC dn |arr[hg19] 3p12.3p12.2(79,537,856-80,228,570)x1

SI dn arr[hg19] 5p13.1(40,887,652
41,560,823)x3,12q21.31q21.32(85,383,771-
86,837,754)x1

PB mat |arr[hg19] 13q12.11(20,804,067-21,032,171)x1

PC dn |arr[hg19] 2p24.1(19,840,007-
20,296,113)x1,16p11.2(29,664,618-
30,176,568)x1

PC mat |arr[hg19] Xp11.22(50,404,581-50,659,485)x2
mat

PB pat |arr[hg19] 6g25.2925.3(155,318,584-
155,791,331)x3 pat

PB pat |arr[hg19] 18q22.1(64,426,279-64,829,633)x1 pat

PC dn |arr[hg19] Xp22.33(296,520-533,341)x3
mat,9q33.1(119,441,426-119,721,232)x

PC mat |arr[hg19] 8q22.2(100,109,821-100,554,501)x1
mat

PB pat |arr[hg19] 10922.3(81,685,369-81,967,860)x1 pat

PB pat |arr[hg19] 5931.2(136,539,976-136,701,414)x1
pat

PB mat |arr[hg19] 1q44(245,948,623-246,640,347)x1 mat
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PB mat |arr[hg19] 11p13(33,068,986-33,565,745)x3 mat

PB pat |arr[hg19] 11q14.1(79,534,785-82,067,092)x1 pat

SI mat |arr[hg19] 1¢23.1(158,520,6 94-
158,885,030)x1mat,6p25.3(1,884,857-
2,071,471)x1 mat

PC dn |arr[hg19] 9q34.11(131,230,446-131,756,557)x1

PC dn |arr[hg19] 16p11.2(29,664,618-30,188,269)x1 dn

PB dn |arr[hg19] 2q14.3(123,554,011-123,948,716)x1

PC dn |arr[hg19] 13q14.11g21.1(44,120,870-
55,917,274)x1 dn

PC pat |arr[hg19] 16p11.2(29,657,192-30,192,347)x3 pat

PC dn |arr[hg19] 17921.31(43,713,616-44,151,667)x1 dn

PC dn |arr[hg19] 7q11.23(73,313,852-74,138,460)x1

SI mat |arr[hg19] 14q13.3921.1(37,732,663-
38,087,957)x1 mat

PC dn |arr[hg19] Xp22.33(404,219-1,203,380)x1

PC mat |arr[hg19] Xq28/Yq12(154,933,719-
155,221,913)x1 dn,15q13.2q13.3(31,140,606-
32,438,944)x3 mat

PC dn |arr[hg19] 1q21.1921.2(146,531,538-

147,726,542)x3 dn
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SI pat |arr[hg19] 5q14.3(83,027,696-85,425,359)x1 pat
PB mat |arr[hg19] 4q12q13.1(58,574,861-59,554,295)x3
PC dn |arr[hg19]12p12.1(24,099,480-24,494,670)x1 dn
PC dn |arr[hg19] Xq11.2(63,397,989-63,552,763)x1 dn
PC pat |arr[hg19] Xq13.1(70,242,046-70,654,411)x2
dn,15q11.2(22,835,886-23,085,219)x3 pat
PB mat |arr[hg19] Yq12(28,802,327-59,328,296)x2 mat
PC mat |arr[hg19] 16p12.2(21,578,513-21,739,542)x1
PC dn |arr[hg19] 11p11.2(47,154,868-47,566,131)x1 dn
PB pat |arr[hg19] 5q12.1(61,806,316-62,150,652)x3 pat
PC mat |arr[hg19] 15q13.2q13.3(31,140,606-
32,438,944)x1 mat
PC pat |arr[hg19] 15q14(36,665,445-39,501,040)x3 pat
PC mat |arr[hg19] Xp11.22(50,404,581-50,659,485)x3
mat
PB dn |arr[hg19] Yq11.221(15,704,763-15,938,864)x2
PC mat |arr[hg19] 6q26(162,519,220-163,126,751)x3 mat
PC dn |arr[hg19] 9p24.3p23(209,020-14,194,256)x1 dn
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PC dn |arr[hg19] 17q12(34,816,424-36,207,540)x1 dn

PB dn |arr[hg19]12q24.32(127,057,919-127,327,557)x3

PC mat |arr[hg19] 15q11.2(22,822,019-23,085,219)x1 mat

PC mat |arr[hg19] Xq23(111,773,261-112,667,937)x2 mat

SI dn |arr[hg19] Xq28/Yq12(154,934,638-
155,228,049)x3

PC mat |arr[hg19] 2q13(110,862,369-110,978,000)x3 mat

SI mat |arr[hg19] 5q22.1q22.2(111,423,577-
111,831,481)x3,7931.32q32.1(123,627,320-
127,363,290)x3 mat

PC dn |arr[hg19]22q11.21(18,981,417-21,460,595)x3 dn

PB pat |arr[hg19] 4935.2(188,462,419-189,949,006)x3
pat

SI mat |arr[hg19] 9p22.3p22.2(15,753,135-16,626,508)x3
mat

SI mat |arr[hg19]19q13.42q13.43(55,383,911-
56,441,353)x3 mat

PC dn |arr[hg19] 1p36.13p36.12(19,220,577-
21,686,693)x3 dn

PB pat |arr[hg19] 6p11.2q11.1(57,512,669-62,889,664)x3
pat

PC mat |arr[hg19] 6q24.2925.2(145,511,177-
154,393,280)x3 dn

PC dn |arr[hg19] 17p13.2(4,727,289-5,090,840)x1 dn
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PC pat |arr[hg19] Xp22.31(6,456,777-8,119,329)x3 pat

PC mat |arr[hg19] 22q11.21(18,919,528-21,460,595)x 1
mat

PC dn |arr[hg19] Xp22.33g28(1-155,270,560)x3

PC mat |arr[hg19] 2q24.3(164,234,398-165,041,977)x1
mat

PC mat |arr[hg19] 15q11.2(22,822,019-23,085,219)x3 mat

PC dn |arr[hg19] 13933.1(102,521,058-102,945,326)x1

PC pat |arr[hg19] 15q12q13.1(26,238,136-28,100,246)x1
pat

PC dn |arr[hg19] 16p11.2(29,664,618-30,192,347)x1 dn

PC dn |arr[hg19] 17p11.2(16,814,853-20,217,778)x3 dn

PC dn |arr[hg19] 22q11.21(18,919,528-21,417,549)x1

PC pat |arr[hg19] 2q13(110,862,369-110,978,000)x3 pat

PC mat |arr[hg19] Xp22.31(6,456,777-8,119,329)x0 mat

PC mat |arr[hg19] 1921.1(145,388,977-145,746,493)x1
mat

PC dn |arr[hg19] 19p13.3(1,206,799-1,223,167)x1 dn
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PC dn |arr[hg19] 22q11.21(18,919,528-21,417,549)x3 dn

PC mat |arr[hg19] Xq22.2(102,734,405-
103,256,266)x2mat

PC dn |arr[hg19] 1p36.33p36.22(835,601-10,292,291)x1
dn

PC dn |arr[hg19]22q11.21q11.23(21,798,705-
24,258,233)x3 dn

PC dn |arr[hg19] 16p11.2(29,664,618-30,188,269)x1 dn

PC desc |arr[hg19] 15gq11.2(22,822,019-23,085,219)x1 mat

PC mat |arr[hg19] 15q13.2q13.3(31,140,606-
32,438,944)x1 mat

PC mat |arr[hg19] 22q11.21(18,919,528-21,349,219)x3
mat

PC mat |arr[hg19] 15q11.2(22,822,019-23,085,219)x1 mat

PC mat |arr[hg19] 2q13(110,862,369-110,978,000)x3 mat

PC dn |arr[hg19] 14q21.3(47,114,303-47,443,679)x3 dn

PC mat |arr[hg19] 15q11.2(22,822,019-23,085,219)x1 mat

PC pat |arr[hg19] Yq11.221(16,714,151-18,940,450)x0
pat

PC dn |arr[hg19] 2p12p11.2(75,897,571-89,054,061)x1
dn

PC pat |arr[hg19] 16p11.2(29,657,192-30,188,269)x3 pat
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PC pat |arr[hg19] 15q11.2(22,822,019-23,085,219)x1 pat
PC mat |arr[hg19] 9q34.3(140,788,788-141,005,514)x3
mat

PC pat |arr[hg19] 20p12.1(14,989,224-15,169,247)x1 pat
PC desc |arr[hg19] 16p12.2(21,571,710-21,758,666)x3
PB pat |arr[hg19] 13931.3(90,617,250-91,860,937)x3 pat
PC pat |arr[hgl19] Xp22.31(6,456,777-8,119,329)x3 pat
SI dn |arr[hg19] Xp22.33(2,435,189-2,869,431)x2 dn
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MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Cod. SERGAS: 070860

SERVIZQ | Gomplexo Hospitalario
GALEGO | Universitario de Vigo Cl— ACL.VOD | FT.01_c
de SAUDE I vige E£D.00 - 11.03.2013

REALIZACION DE ESTUDIOS GENETICOS

Tipo de estudio genético que se va a realizar:

« Doy mi consentimiento a la Unidad de Citogenética y Genética Molecular del Complejo
Hospitalario Universitario de Vigo, al igual que al centro o centros designados por la
misma, para que usen esta muestra con el fin de realizar el estudio genético arriba
indicado. Se utilizaran las técnicas de citogenética y/o genética molecular que requiera el
estudio.

+ Se guardara confidencialidad acerca del resultado del estudio.

+ Es posible que de dicho estudio no se derive ningln resultade concluyente acerca de la
patolegia, debido al incompleto conocimiento del gen, al elevado nimero de genes
implicades o a la heterogeneidad genética de |a enfermedad.

+ Es posible que tengamos que solicitar una nueva muestra para confirmar resultados.

« A veces se precisa solicitar muestra de familiares para dilucidar las repercusiones de los
hallazgos genéticos.

+ Lacomplejidad de algunos estudios puede demorar el resultado.

« En el caso de identificarse la ion o alteracién cromosémica 1 ble de la
patolegia en su familia, desea ser informado:

si U No LI

+ Doy el consentimiento para el almacenamiento de una alicucta de la muestra en un banco
de ADN o de cultivos celulares, para posibles estudios futuros o para posibles
investigaciones sobre esta patologia.

si U Ne LI

e Los resultados obtenidos podran ser utlizados para una posible publicacion cientifica
guardando estrictamente |a confidencialidad sobre su identidad.

+ Doy el consentimiento para que el resultado de este estudio genético quede registrado en
la historia electronica del SERGAS (IANUS), para que pueda ser visualizado por los
profesionales del SERGAS que accedan a ella.

si U Ne LI

CONSENTIMIENTO INFORMADO
(Ar. 8.1 de la Ley 41/2002 de 14 de Noviembre reguladora de la autonomia del'de |a paciente y de derschos y obligaciones en
materia de informacién e documentacion clinica.)

ANEXOS
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RELLENESE LO QUE PROCEDA
oioe
Mayor de edad, con icilio en calle ETIQUETA
DEL/DE LA
o 3
n®  yeconDNIn PACIENTE
. en representacion propia o de
DiDe.

ATENDIDOJA_en el Complexo Hospitalario de Vigo a cargo del servicio
& por concurmr la icién de

(familiar o representante legal o persona autorizada por el paciente).

Por medio del presente escrito MANIFIESTO

PRIMERO. Que me ha sido explicado en un lenguaje comprensible y de forma detallada por el Dr.
DD la enfermedad que padezco, asi como

las altemativas terapéuticas y pruebas diagnosticas mas probables y frecuentes que, ante la misma, se
pueden aplicar y que se describen en el anverso de este documento.

SEGUNDO. Que, también, me han sido explicados y he entendido, los beneficios, los nesgos,
complicaciones y secuelas mas frecuentes y probables que tal actuacion médica conlleva y que, como
consecuencia légica, puedan producirse a lo largo del proceso de mi enfermedad, que asumo en su
totalidad, estando relacionados en el anverso que forma parte de este documento.

TERCERO. Consiento libremente a losfas facultativosfas del Servicio para
que ante las posibles y diferentes acciones terapéuticas, pruebas diagnosticas e intervenciones
quirdrgicas planteadas, y tras haber entendido correctamente las diferentes actuaciones médicas que se
puedan realizar, practiquen el acto médico.
Soy conocedorla de que en
caso de urgencia o por causas imprevistas podran realizarse las actuaciones diagndsticofterapéuticas
necesarias para mantenerme con vida o evitarme dafio.

CUARTO. Que he sido informado/a que puedo ampliar informacién sobre el acto médico que me
van a hacer, previamente a su realizacion.

QUINTO. Sé que la presente autorizacion de acto médico puede ser revocada en cualquier
momento del tratamiento, debiendo ser tal revocacion de forma fehaciente al equipo médico actuante

SEXTO. Que consiento, en caso de que me sea extirpado tejido, que aquel gque no sea necesario
para el correcto diagnostico de mi enfermedad, pedra ser utilizado en proyectos de investigacion. En este
caso la muestra sera tratada conforme a la legislacion vigente.

Y para que asi conste, a los efectos antes descritos, firmo el presente documento en

Vigo a de de 20
Fdo D/DA: Fdo.: Dr. D/DA.
(paciente o representante legal) N° Colegiado/a
Fdo.:Dr. D/D2.
N° Colegiado/a

(solo =i el paciente requiere mas informacion del
facultativo/a realizador de la prueba)

Nota: Firme este documento solo en el caso de entender lo que en el mismo se describe.
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He decidido REVOCAR mi

oo,
testigo/a

Fdo.: Dr. DD".
N Colegiado/a,

(paciente o representante legal)

Fdo.OvD™:




ANEXOS

AUTORIZACION DE EMPLEO DE IMAGENES EXTERNAS

Consentimiento para obtener Fotografias al Menor de Edad

ER VIO, @.ctrvvrireeieercosriines

Dt et et e £ Rt eam s st . mayor  de edad,
representante legal del/la enfermo/a

(menor de edad), ingresad@ en este Hospital, con domicilio en............

wreemennennes, PROVISto de DLNLL N2 e

Que, por las circunstancias del proceso que padece mi representad®, se ha propuesto
|a obtencion de su imagen para con fines asistenciales, docentes y de investigacion

Que conozeo y se me ha informado del derecho que asiste a tod@ enferm@ de la
confidencialidad de toda la informacion relacionada con su proceso y con su estancia
en el Hospital, reconocido en la Ley General de Sanidad (articulo 10,3, Ley 14/1986, de
25 de Abril) y Ley Basica de Autonomia del Paciente y de Informacién y Documentacién
Clinica (Caps. 1y 3 Ley 41/2002 de 14 de Noviembre).

Que se me han facilitado todas las explicaciones necesarias, y resuelto todas las dudas
planteadas.

Que en todo caso, se procurard gue, mediante las herramientas tecnoldgicas
disponibles, no se sea posible en ningin momento la identificacién del paciente.

OTORGO EXPRESAMENTE el consentimiento para la obtencidn y difusion de la imagen
de mi hijo y/o representad@ con fines cientificos

Conozco que, en cualquier momento y sin necesidad de ninguna explicacién, puedo

revocar la autorizacién que ahora presto.

Firmado (nombre y rdbrica)

SERVICIO DE PEDIATRIA DE VIGO
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AUTORIZACION CEIC

Comité Etico de Investigecion Clinica de Galicla
XUNTA DE GALICIA Eanc Admnmraiv daan iz,
B8 34 CONSELLERIA DE SANIDADE by pirg
Secretaria Xeral ceicBsergas. e

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DE GALICIA

Dha. Paula M. Lopez Vazquez, Secretaria del Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia

CERTIFICA:
Que este Comité evalud en su reunion del dia 15/02/2011 el estudio:

Titulo: Retraso mental asociado a anomalias cromosémicas. Estudo mediante MLPA
Promotor: Alfonso Amado Fuentes

Version:

Cédigo do Promotor:

Codigo de Registro CEIC de Galicia: 2011/005

Y que este Comité de conformidad con sus Procedimientos Normalizados de Trabajo y tomando en
cuenta los requisitos éticos, metodologicos y legales exigibles a los estudios de investigacion con seres
humanos, sus muestras o registros, emite un DICTAMEN FAVORABLE al estudio propuesto y que se
llevara a cabo en:

[ Centros | Investigadores principales |
[ C.H. de Vigo | Alfonso Amado Fuentes

En Santiago de Compostela a 17 de febrero de 2011
La Secretari
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ADENDA CEIC

En relacion con el estudio de investigacion ‘Retraso mental asociado a anomalias
cromosémicas. Estudio mediante MLPA" con Cédigo de Registro del CEIC de Galicia
numero 2011/005, autorizado con fecha 17 de Febrero de 2011, se realiza la siguiente
adenda:

- La técnica de estudio genético inicial (MLPA) se modificé por la técnica de
Array-CGH (aCGH), por motivos logisticos y por ser esta mas sensible que la previa.

- El proyecto inicial preveia la inclusion de 100 pacientes. Progresivamente hemos
incorporado esta técnica a nuestra actividad clinica habitual, por lo que en el
momento actual se ha realizado a casi 400 pacientes.

- El proyecto inicial incluia a pacientes con Dispacacidad Intelectual, hemos ampliado
el espectro de seleccién de los casos a todos los pacientes con Trastornos del
Neurodesarrollo en los que se sospecha una base genética.

En base al elevado numero de pacientes incluidos, en el momento actual hemos planteado
la realizacién de un estudio casos-controles para valorar el impacto que los condicionantes
ambientales pueden jugar en el desarrollo de este tipo de trastornos.

Para ellos solicitamos al CEIC |la ampliacién de la recogida de datos (nuevas variables
recogidas en el nuevo protocolo de investigacion adjunto), asi como la recogida de esos
datos en pacientes sin trastornos del neurodesarrollo (controles) procedentes de consultas
de Atencion Primaria.

Documentacion adjunta:

- Protocolo de investigacién: "Condicionantes genéticos y ambientales de Trastornos
del Neurodesarrollo”

- Consentimiento informado para la realizacion de estudio mediante Array-CGH,
elaborado conjuntamente con el Servicio de Andlisis Clinicos (Unidad de
Citogenética).

- Compromiso del IP

En Vigo a 24 de Junio de 2015
Alfonso Amado Puentes
Investigador Principal.
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TRABAJOS FIN DE GRADO / FIN DE MASTER TUTORIZADOS POR EL AUTOR
DE LA PRESENTE TESIS Y QUE HAN SERVIDO DE BASE PARA EL
ESTABLECIMIENTO DE HIPOTESIS DE TRABAJO:

Titulo del trabajo fin de grado: Condicionantes genéticos y ambientales
de Trastornos de Neurodesarrollo en el area sanitaria de
Pontevedra.

Curso académico: 2015-2016

Autoras:

Patricia Bastos Viana,

Mafalda Isabel da Fonseca Marinho Vaz Soares,
Ana Isabel Freitas Amorim,

Eduarda Maria Marinho Pinto,

Tutor: Jos¢é Ramon Fernandez Lorenzo

Co-tutores: Alfonso Amado Puentes y Aida del Campo Garcia
Centro de realizacion: Complejo Hospitalario Universitario de Vigo
Linea de investigacion: Metodologia de la investigacion durante el
desarrollo humano.

Titulo del trabajo fin de grado: Desarrollo de una escala de prediccion
clinica para valorar la indicacion de tests genéticos en pacientes
con trastornos del neurodesarrollo:

Curso académico: 2017/2018

Autor: Diego Fernandez Gonzalez

Tutor: Jos¢ Ramon Fernandez Lorenzo

Cotutor: Alfonso Amado Puentes

Centro de realizacion: Complejo Hospitalario Universitario de Vigo
Linea de investigacion: Metodologia de la investigacion durante el
desarrollo humano.
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Titulo del trabajo fin de master: Técnica array CGH. Aplicacion clinica
en trastornos neurologicos y anomalias congénitas.

Curso académico: 2013-2014

Autora: Aida del Campo Garcia DNI: 53195016H

Director: José Ramon Fernandez Lorenzo.

Tutores: Alfonso Amado Puentes. Alfredo Reparaz Andrade.
Centro de realizacion: Complejo Hospitalario Universitario de Vigo
Linea de investigacion: Metodologia de la investigacion durante el
desarrollo humano.
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COMUNICACIONES DE RESULTADOS INICIALES / PARCIALES DE LA TESIS
Y PUBLICACIONES REALIZADAS PREVIO A SU PROPUESTA A LA COMISION:

Abstract Congreso SENEP 2017 (Madrid)

19/52018 AMSYS WEB
Sesién: Comunicaciones QOrales 2.3
Cédigo presentacién: 0-110

Tema: TRASTORNOS DEL NEURODESARROLLO 2

Desarrollo de una escala de prediccion clinica para valorar la indicacion de tests genéticos en pacientes con
trastornos del neurodesarrolio

A_Amado, A Reparaz, A. Del Campa, M.O. Blanco, C. Melcon, C. Torreira, V. Del Campo, J R. Fernandez

Hospital Alvaro Cunqueiro
Texto

Objetivos: Analizar las caracteristicas de los pacientes v los factores relacionados con el resultado de la
técnica Array-CGH (aCGH) para desarrollar una checklist que pueda mejorar la rentabilidad diagnéstica.

Métodos: Estudio descriptivo de una cohorte de 576 pacientes (estudiados con aCGH) y un estudio analitico
transversal, comparando el genotipo v el fenotipo de los casos (la presencia de malformaciones, discapacidad
intelectual (DI) y/o trastomo del espectro autista (TEA)

Resultados: Del total de 576 pacientes en 110 se hallé una CNV (rentabilidad diagnéstica: 13.7% (IC95:
10,9-16.5). Se asocia con la deteccién de CNV patdgenas la presencia de alteraciones del perimetro craneal (p
0.05). la talla <p3 (p 0.035), peso =p3 (p 0.029). la presencia de malformaciones cerebrales (p 0.016).
oftalmolégicas (p 0.005) v 1a presencia de 2 o mas malformaciones en un mismo paciente (p 0.02).

Items Score

Alteracién del perimetro craneal
Talla <p3

Peso <p3

Malf SNC

Malf. oftalmologicas

TEA

1 dismorfia

2 o mas dismorfias

NMEERREERE

Con un score de 3 o mayor se encuentra una mayor probabilidad de la presencia de una CNV patdgena de
forma estadisticamente significativa (p 0.003). con una especificidad de 43% y una sensibilidad del 74%.

Conclusiones:

Seria recomendable realizar un estudio de aCGH en los pacientes con una puntuacion igual o mayor a 3 de
este score.

Este andlisis mejoraria las indicaciones clinicas del aCGH en el estudio de pacientes con trastornos del
neurodesarrollo.

hittps:ifin ifi i i nline_xhtml|?id=358 1
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Abstract EPNS 2018 (Lyon).

P1-98

Neursdevdopment disorders and Array-CGH: Sensitivity and
specificity using a checklist as criteria for performing a genetic
test

Alfonso  Amado  Puentes, Alfredo Bepamz Andrade,
Aida del Campe Garcla, Manuel Oscar Blance Barea,
Cristina  Tomreira Banzas, Victor del Campo Pérez
José Ramdn Ferndndez Lorenzo. Department of Pediatrics, Child
MNeuralogy Unil, Alvaro Cungueiro Hospital, Vigo, Spain

Objective: Identify the most significant clinical variables associ-
ated with a positive cutcome of microarray-based comparative
genomic hybridization (aCGH) analyses in order to develop a
simpleclinical score. Methods: Descriptive study of a cohort of 576
patients (studied with aCGH) and & cross- seclonal analytical
study, comparing the genotype and phenolype of the cases (the
presence of malformations, intellectual disability (ID} and / or
autistic spectrum disorder (ASD). Results: a0CH identified struc-
tural chromosomal alterations responsible for the intellectual
disability/developmental delay phenotype in 13,7% (CI95:
108-16,5) of our sample. Based on the mest frequent phenotypic
characteristics among patients with a pathogenic CNV, we have
created a checklist with the I'ollawm,g items: alteration of the
cranial perimeter, size <=" disorders. mumdevdapmenlal "
with="patients=" of=" study-" the=" in=" acgh-"
indications="clinical—" improve="can—" approach-"this—".="
higher.=" or=" 3=" score=" a=" individuals=" on=" conduct="
to=" peed-" emphasize—" want—" we—" anomalies —" penetic—"
sereening " cost—" and-" complexities—* technical - because—*
essential-" 5" preselection—" effective-" 74%.-" sensitivity-"
497)-" (214" 43%-" specificity-" assuming-" 0,003, (p-"
way " significant-” statistically-* cnv-” pathogenic - finding -~
probability- greater -~ there " higher, ~ points " 2-7 dys-
mermphia-" mere-" peint-" 1-7 asd-" malformations-~
ophithalmic—"brain-" presence-"

httpe//dx.doi.org/10.1016/).ejpn.2017 .04.916
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Presentacion SENEP 2017 (Madrid)

Objetivos u
Desarrollo de una escala de prediccién

clinica para valorar la indicacién de Analizar las caracteristicas de los pacientes y los factores relacionados con el
tests genéticos en pacientes con resuhtado de la téenica Array-CGH (aCGH) para desamollar una checklist que
trastornos del neurodesarrollo. pueda mejorar la remabilidad diagnsetica.

Métodos E Resultados u

Estudio descriptivo de una cohorte de 576 pacientes (estudiados con 3CGH) y - Deltotal de 576 paciemtes en 110 se halld una CNY patogénica (rentabilidsd
un estudio analitico transversal, comparanda el genotipo y el fenatipo de los disgnéetion: 13,7% (1095: 10.9-16.5).

casos (s presencia de malformaciones, discapacidad intelectual (D1} y/o - Seasocia oon |a deteccién de CNV patbgenas la presencia de :
trastorn del especto autista (TEA). =

- malformacionss cesbaes [p 0015
+ altemaciones ofaimeltgicas (p 0.005)
© psanca da 2 o Mks MAITGITACoNSS &L Misms pacients (5 0021

Resultados Conclusiones u

Seria recomendable realizar un estudio de sCGH en los pacientes con una
puntuaciin igual o mayor 8 3 de este score.

Este andlisis mejoraria las indicaciones clinicas del aCGH en el estudio de
pacientes con rastornos del newrodesamolio.
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Poster EPNS 2018 (Lyon)
E XUNTA DE GALICIA L SERVIZO | Xerencia de Xestion Integrada
CONSELLERIA DE SANIDADE Efee.. D:\_-hdg’;f(%é | 3"9:‘“”
Neurodevelopment disorders and Array-CGH: sensitivity and specificity using a

checklist as criteria for performing a genetic test.

A Amado, A Reparaz*, A Del Campo, MO Blanco, C Melcon, C Torreira*, V Del Campo™*, JR Fernandez
Department of Pediatrics, Child Neurology Unit. Alvaro Cunqueiro Hospital. Vigo.
* Department of Clinical Analysis, Cytogenetics Unit, Alvaro Cungueiro Hospital. Vigo.
** Department of Preventive Medicine and Public Health. Alvaro Cunqueiro Hospital. Vigo.

AN

To identify the most significant clinical variables associated with a positive outcome of aCGH analyses
to develop a simple clinical score.

TN

Descriptive study of a cohort of 576 patients (studied with aCGH) and cross-sectional analytical
study, comparing the genotype and phenotype of the cases (the presence of malformations,
intellectual disability (ID) and / or autistic spectrum disorder (ASD).

T e O

Items Score
Alteration of 1
the craneal
pemetst Greater probability of
Height <p3 1 finding a pathogenic
Weight <p3 7 CNV in a statistically
bran 7 ||| score 2 3 significant way (p
malformation 0.003), assuming:
- sensitivity of 74%.
Optinaimie |1 - specificity of 43%
ASD 2
1 dysmorphia 1
2 or more 2
dysmorphia

( Conclusions D

- Effective clinical preselection is essential because of technical complexities and cost of screening for

genetic anomalies.
- We want to emphasize the need to conduct a aCGH on individuals with a score = 3
- This approach can improve clinical indications for aCGH in the study of patients with

neurodevelopmental disorders.
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Abstracts SENEP 2019 (Oviedo)
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P-052
NUEVA MUTACION EN GEN KCNAT EN FAMILIA
CON ATAXIA, EPILEPSIA Y MIOQUIMIA

Chacdn Pascual, Almudena; Darling, Alejandra; Alonso-
Colmenero, Itziar, Sans, Oscar. Ldpez-Sala. Anna;
Yubero, Délia; Amstrong, Judith; Garcia-Cazorla, hngels;
O callaghan, Mar.

Hospital Sanf Joan de Deu, Esplugues de Lichregat, Espaiia.

Introduccidn: El gen KCNAT (OMIM®1T6260) codifica
una subunidad del canal de potasio. Mutaciones en dicho
gen se relacionan con sindrome de ataxia episddica tipo 1
familiar en ocasiones asociados a mioguimia con wn patrén
de herencia autosdmico dominante. Menos frecuentemente
asocia epilepsia parcial o discinesia paroxistica cinesigénica
familiar.

Caso clinico: Mifia, 10afics, desdelos 15 meses prasenta
episodios sugestivos de vértigo y crisis de probable origen
focal: desconexidn del medio con temblor fino generalizado
precedidos de sensacidn de mareo, desorientacion posterior
e inestabilidad, en ocasiones disartria. Espontaneos o
desencadenados por situaciones de estrés.

Antecedentes familiares: Padre y abuelo patemo
diagnosticados de *Pefit Mal™ en la infancia y episodios de
ataxia y disartria, exacerbados con alcohol, asociados a
mioguimia en manos. Dos primos del padre con epilepsia y
discapacidad intelectual no filiada.

Estudio metabdlico, LCR y RM sin alteraciones. EEG en
suefio a los 2 afos: anomalias epileptiformes multifocales
de predominio en hemisferio derecho. Recibid ftratamianto
con VPA con persistencia de episodios. Mejoria dlinica tras
inicio de CBZ, sin remision completa. Estudio genético de
secuenciacion masiva: variante c.838A>Cen heterocigosis
en KCMNAT (NM_D00217.2), no descrita previamente.
Estudio de segregacidn: padre y abuelo patermo portadores
de la misma mutacién. Iniciado recientementa fratamiento
con acetazolamida asociado a carbamazepina.

Conclusiones: Mutaciones en KCMWAT se asocian
generalmente a ataxia episddica. El exoma clinico dirigido
permite |a identificacidn de nuevas mutaciones relacionadas
a fenotipos heterogéneos en una misma familia, no sdlo de
ataxia, sino también de mioguimia y epilepsia. El diagnéstico
genético permite el tratamiento especifico dirigido.

P-053
IMPLICACIONES PRACTICAS DEL DIAGNOSTICO
GENETICO MEDIANTE ARRAY-CGH

Amado Puentes, Alfonso; Ocampo, Ana; Sandin, Diego; Fiel,
Antia; Taboas, Fernanda.

Hospital Alvaro Cunqueiro, Vigo, Esparia.

Introduccién: Los trastomos del nevrodesarrollo (TMO)
son causa habitual de consulta en neuropediatria. En los
dltimos afios ha emergido el wso del Aray-CGH (aCGH),
para su diagndstico etioldgico, pero no existen muchas
publicaciones que analicen el impacio que tienen estos
resultados en |a practica clinica diaria.

Ohbjetivos: Valorar el impacto del diagndstico genético en
cuanto a manejo practico en una Unidad de Meuropediatria.

Material y método: Estudio descriptive retrospectivo
en un hospital de tercer nivel durante el afio 2016. Se

recogieron datos acerca de las consecuencias a nivel de
practica clinica (cambio de pauta terapéutica, derivacidn a
atras especialidades, peticidn de nuevas pruebas) de los
pacientes con resultado genético patoldgico.

Resultados: Durante el periodo de estudio se
objetivaron 42 pacientes con resultado de aCGH patolégico.
Dicho descubrimiento supuso un cambio de medicacidn en
&l 4, 2% de los casos (2 pacientes), inicio de |a valoracidn en
otras subespecialidades en el 22% (9 pacientes) y, también
en el 22% (9 pacientes) la solicitud de nuevas pruebas
complementarias.

Conclusiones: La evaluacidn diagndstica inicial de
pacientes con THND debe incluir la realizacidn de un aCGH.
Ademés de las implicaciones prondsticas y de consejo
genético, supone un cambio en el manejo en uno de cada
cuatro pacientes estudiados. En nuestra muesira no hemos
apreciado cambios significativos en cuanto @ modificacion
de las pautas de tratamiento.

P-054
CONDRODISPLASIA PUNCTATA RIZOMELICA
TIPO 1 POR MUTACION EN EL GEN PEX7

Anficona Huaynate, Jennifer’; Inarejos Clemente, Emilia’; De
Los Santos, Mariela’; Montero, Raquel'; Lastra Rodriguez,
Juan?®; Ortigoza Escobar, Juan Dario’.

‘Hospital Sant Joan de Dew, Esplugues de Liobregaf,
E=pafia; “Hospital Can Misses ibiza, Ibiza, Espafia.

Introduccidn: La condrodisplasia punctata rizomélica da
tipo 1 (RCDP1; MIM#215100) es wn frastorno peroxisomal
raro caracterizado por talla baja desproporcionada con
acortamiento rizomélico de las extremidades superiores,
fenotipo  peculiar, contracturas congénitas. anomalias
oculares, refraso mental grave y calcificaciones punteadas
de cartilago no osificado de centros epifisarios.

Caso clinico: Vardnde 16 aflos de edad con discapacidad
intelectual severa, fenolipo peculiar v crisis convulsivas.
Cataratas intervenidas con lente infraoculares. Alimentacidn
por boca con triturados, dieta restringida en &cido fiténico.
Bioguimica inicial con disminucidn de plasmaldgenos y
aumento de acido fitdnico. Examen fisico con ausencia de
lenguaje espontdneo, comprensidn alterada, limitacidn de la
supraversion ocular, dificultad para el seguimiento de objetos,
nistagmo pendular horizontal. Hipotonia axial con hipertonia
de exiremidades inferiores, contracturas de isguiotibiales.
Columna vertebral con cifoscoliosis de concavidad derecha.
EEG con anomalias epileptiformes multifocales con
predominio anterior. PEATC-A con hipoacusia neurosensorial
leve bilateral. RM cerebral con severa atrofia de cerebelo,
asi como reduccidn global del wolumen de sustancia blanca
& hipersafial periventricular. Densitometria dsea con Z-score
en columna Li-L4: -4 (corregido -1.8), esqueleto total
excepto craneo: -3 (coregido -0.1). Tratamiento actsal con
Acido valproice (30 mgikgid), levomepromazina (5 mgdia) y
baclofeno (25 mgidia).

Conclusiones: El fenotipo clinico de la RCDP as muy
caracteristico. El principal marcador bioguimico de todas
las RCDF es la disminucion de plasmalégenas, pudiéndose
utilizar el acido fitdnico como marcador diferencial de
los distintos tipos de ROCP, dado que puede exisiir una
superposicion bioguimica entre la RCDP1 (gen PEXT) y

RCODFS {gen PEXS).
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Abstract EPNS 2019 (Atenas)

13t European Paediatric

Neurology Society [EPNS)
Congress

Attn. Mr. Alfonso Amado
Hospital Alvaro Cungueiro, Vigo, Spain

SUBJECT: EPNS 2019 Congress - Notification of acceptance as POSTER
presentation

Wednesday, April 3, 2019

Dear Mr. Amado,

On behalf of the Organising Committee of the 13th European Paediatric Meurology Society
(EPMS) Congress, which will take place in Athens-Greece, at the Megaron Athens
International Cenference Centre, on 17-21 September 2019, it is our great pleasure to
inform you that your below abstract has been selected for Poster Communication.

Abstract details

PRACTICAL IMPLICATIONS OF GENETIC DIAGNOSIS
THROUGH ARRAY-CGH

24

Validation of the use of whatsapp as a method of
communication with families

11

Presentation details to follow as soon as possible by separate communication.
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Poster SENEP 2019 (Oviedo)

IMPLICACIONES PRACTICAS DEL DIAGNOSTICO GENETICO

MEDIANTE ARRAY-CGH

Ana Maria Ocampo Alvarez, Antia Fiel Ozores, Diego Sandin Fernandez, Fernanda Taboas Ledo, Alfonso Amado Puentes, Jose
Ramon Fernandez Lorenzo

Hospital Alvaro Cunqueiro, Vigo, Pontevedra
O Trastornos en el desarrollo neurolégico (TDN) U Causa habitual de consulta en neuropediatria.

O Array-CGH (aCGH) 0 Permiten analizar las variaciones en el nimero de copias a través de todo el genoma.

[I_Se ha intentado llevar a cabo un analisis delimpacio de Ios resultados pafologicos del aCGH en Ta practica clinica.
MATERIALES Y METODOS

0 Estudio descriptivo retrospectivo realizado en un hospital de tercer nivel. Se recogieron datos acerca de las implicaciones clinicas
de los resultados de aCGH patoldgicos obtenidos de pacientes con TDN entre enero de 2013 y diciembre de 2016.

RESULTADOS

TIPO DE VARIANTE

PATOGENICAS /

9% PROBABLEMENTE
1. CARACTERISTICAS DE NUESTRA MUESTRA: 46 102 m SEEER D
HERENCIA: 74% BENIGNAS
Materna: 34,4%. Paterna 17,6%. J SIGNIFICADO
De novo: 27%.  Desconocida:21%. EDAD MEDIA : 7,06

3. NEUROIMAGEN PRE-ARRAY:

‘CARD\OLDGI’A 23 Soplo benigno
GASTROENTEROLOGIA 19 Reflujo gastroesofagico RM ALTERADA en 23 pacientes
FTALMOLOGIA Def fraccid |
(e} OLOG 50 C ectos‘en refraccion 4. NEUROIMAGEN POST-ARRAY:
NEFROUROLOGIA 18 Gran variedad: Enuresis, CONTROL ALTERACION PREVIA: 4 pacientes.
Relujo V?S'°°“'fed'.era' n {( FMRBEMERMDA: 1 Anomalias venosas frontales.
grado, criptorquidia.. Sl PREVIA 1 Agenesia cuerpo calloso.

1 Aumento espacio subacracnoideo.

6. ESTUDIOS POSST-BRMRYOS EN EL TRATAMIENTO PREVIO: no se realizaron cambios en ningun tratamiento.

CARDIOLOGIA 13 Pacientes derivados para descartar anomalias - Discrepancia vias pulmonares.
asociadas a la variante Array hallada. - Displasia valvula pulmonar
- Valvula Ao bictispide + insuficiencia
NEFROUROLOGIA 5 Pacientes derivados para descartar anomalias - Megaureter derecho + RVU IV-V.
asociadas a la variante Array hallada. - Rifén en herradura.
- Estenosis pielo-ureteral + hidronefrosis
OFTALMOLOGIA 3 Pacientes derivados para descartar anomalias - Miopfa y retinosis pigmentaria
asociadas a la variante Array hallada. - Nistagmo pendular

3 pacientes derivados para control de patologia previa.
GASTROENTEROLOGIA  Control de gastrostomia en 2 pacientes.

CONCLUSIONES

[ Gracias a los resultados de aCGH se ha realizado un despistaje de malformaciones uroldgicas, oftalmoldgicas, cardiolégicas y del
sistema digestivo, encontrandose asi patologias en otros érganos o sistemas que, de otra manera, no se hubiesen descubierto.

0 En nuestra serie de pacientes el aCGH no demostrd ser de utilidad para realizar cambios en el tratamiento de los pacientes.

0 Neuroimagen postarray Unicamente en 2 de los 69 pacientes que no presentaban RM previa al resultado patoldgico.

128



ANEXOS

Libro escrito por el autor:

Trastornos del Neurodesarrollo. Trastornos del Aprendizaje. ISBN:
9788491103103. Editorial Panamericana 2019.

Articulo Neuropediatrics:

Amado-Puentes A, Reparaz-Andrade A, Del Campo-Garcia A, et al.
Neurodevelopmental Disorders and Array-Based Comparative Genomic
Hybridization: Sensitivity and Specificity using a Criteria Checklist for
Genetic  Test Performance. Neuropediatrics. 2019;50(3):164-169.
doi:10.1055/5-0039-1685216

129



	Trastornos del neurodesarrollo y Array-CGH: sensibilidad y especificidad utilizando una lista de verificación como criterio para realizar el estudio genético
	Resumen
	Abstract
	Índice general
	Índice de figuras
	Índice de tablas
	Abreviaturas
	1 Introducción
	1.1 Generalidades
	1.2 Trastornos del neurodesarrollo
	1.2.1 Definición
	1.2.2 Tipos
	1.2.2.1 Discapacidad intelectual y retraso global del desarrollo.
	1.2.2.2 Trastorno del espectro autista
	1.2.2.3 Trastorno por déficit de atención e hiperactividad.
	1.2.2.4 Trastornos del aprendizaje

	1.2.3 Etiología y patogenia.

	1.3 Técnicas de investigación genética
	1.3.1 Citogenética
	1.3.2 Genética molecular
	1.3.3 Variantes genéticas
	1.3.4 Cambios en el número de copias
	1.3.5 Métodos de detección de anomalías cromosómicas disponibles.
	1.3.5.1 Cariotipo
	1.3.5.2 FISH: Hibridación en situ fluorescente
	1.3.5.3 Array de hibridación genómica comparada
	1.3.5.4 Array de genotipado de polimorfismos de un solo nucleótido

	1.3.6 Array de hibridación genómica comparada.
	1.3.6.1 Descubrimiento de la técnica
	1.3.6.2 Tipos de hibridación genómica comparada
	1.3.6.3 Hallazgos y rentabilidad
	1.3.6.4 Ventajas e inconvenientes


	1.4 Interés clínico.
	1.5 Consejo genético

	2 Hipótesis y Objetivos
	2.1 Hipótesis
	2.2 Objetivos
	2.2.1 Objetivo Principal
	2.2.2 Objetivos Secundarios


	3 Justificación del estudio
	3.1 Relevancia científica de la investigación
	3.2 Relevancia práctica de la investigación

	4 Metodología
	4.1 Diseño del estudio
	4.2 Población de referencia y de estudio
	4.3 Criterios de selección
	4.3.1 Protocolo de estudio

	4.4 Procesado de muestras
	4.5 Análisis de los datos
	4.6 Aspectos Ético-Legales

	5 Resultados
	5.1 Características de los pacientes incluidos
	5.2 Listaje de puntuación
	5.3 Implicaciones diagnósticas.

	6 Discusión
	7 Conclusiones
	8 Líneas Futuras
	Bibliografía
	Anexos
	Tabla variaciones del número de copia encontradas (CNVs)
	Modelo de consentimiento informado
	Autorización de empleo de imágenes externas
	Autorización CEIC
	Adenda CEIC
	Trabajos fin de grado / fin de máster tutorizados por el autor de la presente tesis y que han servido de base para el establecimiento de hipótesis de trabajo:
	Título del trabajo fin de grado: Condicionantes genéticos y ambientales de Trastornos de Neurodesarrollo en el área sanitaria de Pontevedra.
	Título del trabajo fin de grado: Desarrollo de una escala de predicción clínica para valorar la indicación de tests genéticos en pacientes con trastornos del neurodesarrollo:
	Título del trabajo fin de máster: Técnica array CGH. Aplicación clínica en trastornos neurológicos y anomalías congénitas.

	Comunicaciones de resultados iniciales / parciales de la tesis y publicaciones realizadas previo a su propuesta a la Comisión:
	Abstract Congreso SENEP 2017 (Madrid)
	Abstract EPNS 2018 (Lyon).
	Presentación SENEP 2017 (Madrid)
	Poster EPNS 2018 (Lyon)
	Abstracts SENEP 2019 (Oviedo)
	Abstract EPNS 2019 (Atenas)
	Poster SENEP 2019 (Oviedo)
	Libro escrito por el autor:
	Artículo Neuropediatrics:




