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1.1 La discapacidad intelectual y sus causas.

La discapacidad intelectual (DI), hasta hace relativamente poco
retraso mental es, en nuestra sociedad, la patologia méas frecuente
dentro de los trastornos del desarrollo, y se pone de manifiesto desde
la infancia. La DI se caracteriza por un funcionamiento intelectual
significativamente por debajo de la media, y coexiste con limitaciones
en al menos dos de las siguientes habilidades: comunicacion, cuidado
personal, convivencia familiar, habilidades sociales y convivencia en
la comunidad, autodeterminacion, percepcion de salud/enfermedad,
propia seguridad, rendimiento académico, ocio y trabajo (Curry et al.,
1997).

Segun la American Association of Mental Retardation (10th edition) y
la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE) en su 102
version (http://www.paho.org/hg/index.php? Option = com_content&
view=category&layout=blog&id=2641&Itemid=2560), la DI se define
en funcién del coeficiente de inteligencia (CI), tras medirse éste de
forma segura y valida. EI CI sigue una distribucion normal en la
poblacion; la media es de 100. Se considera que existe una DI siempre
que dicho CI tome valores menores o iguales a 70 en personas jovenes
(menores de 18 afos). Esta definicion, impecable desde el punto de
vista matematico, entrafia tremendas dificultades de medida en la
practica clinica. La determinacion del CI puede verse influenciada por
multitud de factores: el género, la edad, la escala de medida, las
caracteristicas socioecondémicas, las caracteristicas del ndcleo
sociofamiliar, el idioma, el profesional que realiza el test, etc. De
hecho, el CI es muy dificil de medir en nifios menores de 3 o incluso
de 5 afios. En dicho intervalo de edad, el diagndstico de DI tiene un
fuerte componente de subjetividad (reconocido por la CIE-10) por
parte del profesional que realiza dicho diagndstico segin su
apreciacion de algun tipo de retraso del desarrollo. Para estos casos se
habla hoy en dia de retraso global del desarrollo (RGD) (Shevell et al.,
2003).

La DI puede clasificarse, segun la CIE-10, en diferentes grados en
funcién del CI:


http://www.paho.org/hq/index.php?%20Option%20=%20com_content&%20view=category&layout=blog&id=2641&Itemid=2560
http://www.paho.org/hq/index.php?%20Option%20=%20com_content&%20view=category&layout=blog&id=2641&Itemid=2560
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- Leve (CI 50-69): presentan algunas dificultades de aprendizaje
en la escuela. Muchos adultos son capaces de trabajar,
mantener buenas relaciones sociales y contribuir a la sociedad.

- Moderado (CI 35-49): retraso marcado del desarrollo en la
infancia, pero la mayoria aprenden a desarrollar un cierto
grado de independencia en el cuidado personal, asi como
habilidades académicas y de comunicacion. Los adultos
necesitaran distintos niveles de ayuda para vivir y trabajar en
la comunidad.

- Grave (CI 20-34): necesidad casi permanente de ayuda.

- Profundo (CI <20): graves limitaciones en el cuidado personal,
continencia, comunicacion y movilidad.

La prevalencia precisa de la DI o del RGD no se conoce exactamente,
pero la OMS estima que en las poblaciones industrializadas afecta
aproximadamente al 3% de la poblacién (Roeleveld et al., 1997).
Como en la mayoria de los pacientes la DI se hace evidente durante
los primeros afios de vida (retraso psicomotor), son casi siempre los
pediatras los primeros especialistas que se enfrentan al problema y
quienes inicialmente pueden atribuir ese retraso a un “problema
madurativo”, que en la mayoria de los casos se resuelve con el tiempo.
Esto puede ser cierto en muchos casos, pero en otros, tras un periodo
de espera razonable, es necesario orientar adecuadamente el caso, con
el fin de aclarar la posible etiologia del retraso.

La DI es un trastorno muy heterogéneo en cuanto a las causas que lo
determinan y supone un impacto importante tanto para el individuo
que lo padece como para su familia, a la vez que representa una
importante carga social. Determinar su etiologia es fundamental para
establecer las posibilidades de recurrencia, el prondstico y las
posibilidades terapéuticas (Van Karnebeek et al., 2005). A pesar del
gran nimero de estudios que existen, muchas de las causas que
originan la DI ain se desconocen, y tan s6lo se identifica su etiologia
en alrededor de un 50% de los afectados. Entre las causas que originan
la DI, al menos un 30% parece ser de origen genético (cromosémico,
monogénico y multifactorial) y un 15% de origen ambiental (como la
asfixia neonatal y las infecciones).

~4 o~
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La prevalencia de la DI grave es muy inferior a la del retraso leve
(0,4% frente al 2,5-3%), pero sus causas parecen estar mucho mejor
definidas. En la DI leve, los condicionamientos familiares,
socioculturales y biomédicos resultan mucho mas frecuentes.

Tabla 1. Causas de DI segun diversas revisiones de la literatura
(modificada de Curry et al., 1997) y su incidencia relativa.

Causas de discapacidad intelectual Incidencia

Anomalias cromosémicas 4-28%
Anomalias estructurales del SNC 7-17%
Origen ambiental (teratdgenos, infecciones,...) 5-13%
RM familiar/cultural 3-12%
Complicaciones de prematuridad 2-10%
Enfermedades monogénicas conocidas 3-9%
Sindromes reconocibles 3-7%
Enfermedades metabolicas/endocrinas 1-5%
Desconocida 30-50%

1.2 La discapacidad intelectual de origen genético.

El estudio de la DI es uno de los campos mas complejos de la genética
humana debido a la alta heterogeneidad clinica y genética que
presenta. Las causas genéticas que determinan la DI y el RGD
incluyen anomalias cromosdmicas, monogénicas y sindromes de
microdelecidn o sindromes de genes contiguos.
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Tabla 2. Causas genéticas de la DI y prevalencia relativa estimada
(datos extraidos y adaptados de Ropers 2010).

Causas genéticas de DI Prevalencia

Anomalias cromosdmicas 15%

X-fragil 2-2,5% varones

DILX sindrémica 5-7% varones
10-13%

DILX inespecifica ~ 7-10% varones

Monogénicas ligadas
al cromosoma X

Monogénicas autosémicas

-80,
(dominantes y recesivas) 5-8%

Sindromes de

. . 3-5%
microdelecion

DILX: discapacidad intelectual ligada al cromosoma X.

1.2.1 Causas cromosomicas que originan discapacidad intelectual.

Las anomalias cromosdmicas numéricas y estructurales son uno de los
factores que contribuye mas significativamente al origen de la DI.
Estas alteraciones, ademas, se asocian mayoritariamente a problemas
en el crecimiento, a una gran gama de anomalias menores como son
los rasgos dismorficos faciales y a otras malformaciones estructurales
de diferentes sistemas: cardiaco, urogenital y extremidades; al
conjunto de estas caracteristicas se le denomina fenotipo
cromosomico. Cuando la DI no se presenta de forma aislada, sino que
se asocia a malformaciones o anomalias dando lugar a un cuadro
clinico mas complejo, se le denomina DI sindrémica.
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Las anomalias cromosomicas se observan en una mayor proporcion en
los sujetos con DI grave (40%) y con un fenotipo polimalformativo.
No obstante, algunas anomalias cromosomicas también pueden
identificarse en pacientes con DI y con un fenotipo dismorfico leve
(10%) (Guitart-Feliubadal6 et al., 2006).

La causa genética conocida que se asocia con mayor frecuencia a DI
es una alteracion cromosdémica, la trisomia 21 o sindrome de Down (1
de cada 750-800 nacidos vivos). La prevalencia de la trisomia 21 en
diversas series publicadas presenta cifras muy variables que pueden
llegar hasta el 12% de alteraciones cromosdmicas que causan DI
(Ropers 2010). Hay que tener en cuenta que la incidencia de sindrome
de Down ha descendido notablemente en diversos paises a lo largo de
estos ultimos afios, debido a la implantacion de los programas de
diagndstico prenatal y a los cambios introducidos en la legislacion de
la interrupcion del embarazo.

Se han encontrado alteraciones asociadas a DI en practicamente todos
los cromosomas. Estas anomalias pueden ser numéricas, por pérdida o
ganancia de cromosomas enteros (monosomia o trisomia), 0
estructurales cuando afectan a fragmentos cromosomicos (delecion o
duplicacion), asi como intercambios de fragmentos de un cromosoma
con otro (translocaciones). Asi pues, en la DI sindromica predominan
las aneuploidias, las alteraciones estructurales con pequefias
deleciones o duplicaciones terminales e intersticiales, los cromosomas
marcadores extras, las traslocaciones desequilibradas y las
traslocaciones reciprocas aparentemente equilibradas, sobre todo, las
que son de novo podrian tener una relacion causal (Battaglia et al.,
1999; Van Karnebeek et al,. 2002; Gribble et al., 2005).
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1.2.2 Discapacidad intelectual ligada al cromosoma X.

Los defectos genéticos ligados al cromosoma X se han considerado,
desde hace tiempo, importantes en la discapacidad intelectual (DILX).
Esta idea se apoya en el exceso de varones afectados y en la
identificacion de un patron de herencia ligada al X en un gran nimero
de familias (Turner et al., 1974; Herbst et al., 1980; Croen et al.,
2001). Hasta la fecha se han encontrado muchos méas genes
relacionados con la funcion cognitiva en el cromosoma X que en
cualquier autosoma (Chiurazzi et al., 2008). Los defectos genéticos,
por si solos, podrian explicar la discapacidad en un 10-12% de
varones que la padecen (Ropers 2010).

La DILX se ha dividido clasicamente en sindromica, cuando se asocia
a un patron especifico de anomalias fisicas, neurologicas o
metabdlicas, y no sindromica o inespecifica.

1.2.2.a Discapacidad intelectual ligada al cromosoma X sindrémica.

Hasta la fecha se han descrito en torno a 140 formas sindromicas de
DILX, y se conocen las mutaciones geneéticas causales en poco mas
del 50% de ellas. Se han identificado aproximadamente 85 genes de
DILX mediante andlisis de ligamiento y clonacidn posicional, analisis
de genes candidatos o estudios citogenéticos (Tarpey et al., 2009). En
la figura 1 se muestran algunos genes localizados en el cromosoma X
asociados a formas sindromicas de discapacidad intelectual.
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Autism (NLGN4)

Telecanthus-hypospadias (M/DT)

MIDAS (HCCS)

XLID-infantile seizures, Rett like (COKLS, STKS)
XLID-microcephaly-seizures { CNKSR2)
Spermine synthase deficiency (SMS)

Ichthyosis follicularis, atrichia, photophobia (MBTPS2)
MEHMO (E£/F253)

Partington, West, Proud, XLAG (ARX)

OFCD, Lenz mlcrophthalmla(BCOR)
XLID-nystagmus-seizures (CASK)

Norrie (NOF)

Monoamine oxidase-A deficiency (MAOA)
Chaissaing-Lacombe chondrodysplasia (HDACE)
Goltz (PORCH)

XLID-macrocephaly

Juberg-Marsidi-Brooks ](HUWE”
XLID-choreoathetosis (HADH2)

Corneliade Lange, X-linked (SMCT1L1, SMCTA)
Aarskog (FGDY)

XLID-cerebellar dysgenesis (OPHN-T)

Graham coloboma (/{GBPT)

Opitz-KaveggiaFG, Lujan (MED12, HOPA)
Corneliade Lange, X-linked (HDAC8)

a-Thalassemia Intellectual Disability }

VACTERL-hydrocephalus (FANCS)
Oral-facial-digital | (OFDT)
(AP152) [Turner XLID- hydrocephaly—>
al ganglia calcification i
Coffin-Lowry (RPSKA3, RSKQ)
Nance-Horan (NHS)
Pyruvate dehydrogenase deficiency (PDHAT) —
Glycerol kinase deficiency (GKD) ———»
Duchenne muscular dystrophy (OMD) —

Ornithine transcarbamoylase deficiency (OTC)
XIDE {Renin receptor; ATP6AP2)

XLID-aggression (. EBP)s‘.

Renpenning, Sutherland-Haan, §§
(PQBPT)| Cerebropalatocardiac {Hamel),
Golabi-Ito-Hall, Porteous

BM10)

Cardiofacioskeletal (CCDC22)
Epnepsy/macrocephaly(SYIVY)/

Stocco dos Santos (SHROOM4, KIAAT202)

XLID-cleft lip/palate (PHF8)
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Figural. Genes localizados en el cromosoma X asociados a formas
sindrémicas de discapacidad intelectual. Adaptada de la pagina web
del Greenwood Genetic Center en su Ultima revisién, marzo 2013
(www.ggc.org).

La DILX sindromica incluye el sindrome del cromosoma X fragil
(SXF), que es el mas prevalente. EI SXF es la causa monogénica mas
frecuente de DI. Los afectados se caracterizan por presentar retraso
mental generalmente moderado, orejas grandes, mandibula
prominente, macroorquidismo pospuberal, ansiedad social y trastorno
por déficit de atencion con hiperactividad. Muchos de los pacientes
presentan también macrocefalia y anomalias del tejido conectivo, con
una hiperlaxitud articular, especialmente en los dedos. Otros pacientes

(ATRX, XNP,

Penventr\cularnodularheterotop\a Otopalatodlgltal || (FLNA, FLNT)
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presentan prolapso de la valvula mitral y una ligera dilatacion de la
aorta ascendente.

Superado en frecuencia por el sindrome de Down, que es esporadico y
dependiente de la edad materna, el SXF constituye la causa de DI
hereditaria mas importante en la poblacion, con una frecuencia de
1/4.500 varones y de 1/9.000 mujeres, y una penetrancia del 30 y del
80% en mujeres y hombres respectivamente. La mutacion asociada al
SXF consiste en una expansion, mayor a 200 repeticiones, del
trinucle6tido CGG en el primer exén del gen FMR1. Esta mutacion
dindmica pasa por una fase previa de expansiones de menor tamafio
que no ocasionan el sindrome, denominadas premutaciones. La
ausencia de la proteina FMRP, producto del gen FMRL1, se considera
la causa del SXF. Es importante determinar el tamafio de la secuencia
repetitiva CGG de cada individuo para incluirlo en la categoria alélica
correspondiente: normal, premutacion y mutacion completa y
mosaico.

1.2.2.b Discapacidad intelectual ligada al cromosoma X no
sindromica o inespecifica.

La DILX no sindromica se presenta de forma aislada sin ninguna otra
caracteristica distintiva. Este hecho hace que, en muchos de los casos,
sea mas dificil alcanzar un diagnostico etioldgico en estos pacientes.
Sobre la base de los estudios de clonacién posicional, analisis de
genes candidatos y otros genes ya descritos para formas sindromicas,
se han identificado hasta mas de 40 mutaciones distintas implicadas en
DILX inespecifico (figura 2). Los genes identificados codifican para
proteinas con funciones muy diversas, aunque algunos de ellos pueden
agruparse en diferentes categorias funcionales como la regulacion del
citoesqueleto de actina, el control transcripcional, la adhesion celular,
la ubiquitinacion, el transporte de iones sodio y la sinapsis neuronal,
entre otros (Frints et al., 2002; Ropers y Hamel 2005; Ropers 2010).

Algunos de los genes que causan DILX inespecifica también causan
formas sindromicas, por lo que en ocasiones la separacion entre DILX
sindrémica o inespecifica no resulta facil (figura 3). Esto ocurre por
ejemplo para genes como OPHN1 (oligofrenina). Este gen fue uno de
los primeros implicados en formas no sindrémicas de DILX, vy

~10 ~



Introduccidn

posteriormente, se describid en pacientes con ataxia, epilepsia e

hipoplasia cerebelar (Bergmann et al., 2003).

<— NLGN4
CLCN4 (49) —»

IL1RAPLT (21,34) —»

TM4SF2 (58)

ZNF41 (89)
ZNF674 (92; =3
ZNF81 (45) —»
FTSJ1 (9.44) —»

113

IQSEC2 (118) jars—rany

KLF8 (ZNF741)

DLG3 (8, 90) —p.
NLGN3 —»

ZDHHC15 (91>
MAGTT1 (IAP)

<—SRPX2

ACSL4 (FACL4) (63,68) —»
PAK3 (3047) —»

THOC2 (12)—»

ARHGEF®6 (aPIX) (46)—»

AFF2 (FMR2, FRAXE)—»

HCFC1 (3
GDIT (41, 53%3

RAB39B (72)

22:3
CDKL5 (STK9)
222 € Ap1S2 (59
321 <— RPSKA3 (RSK2) (19)
D

11.23 <— PQBP1 (55)
11.22 <— HUWET (17, 31)**

<— OPHN1 (60)

13 <— SLC16A2 (MCTS)
<— ATRX (XNP)

23 <—AGTR2 (88)

24 < NDUFA1
<— UPF3B (62)

<— MECP2 (16,64,79)
28 <—SLC6AS

Figura 2. Genes localizados en el cromosoma X asociados a formas
inespecificas de discapacidad intelectual. Adaptada de la pagina web
del Greenwood Genetic Center en su Gltima revision, marzo 2013

(www.ggc.org)
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transporte de i6n sodio; y morado para otras funciones). Adaptada de

Figura 3. Genes localizados en el cromosoma X asociados a formas
Ropers 2010.

sindrémicas y no sindromicas de discapacidad intelectual.

inespecifica con un cédigo de colores asociado a la funcion que se
ha relacionado con el gen (gris, adhesion celular; azul oscuro,
regulacion transcripcional; rosa, actividad quinasa y modificacion

A la derecha se muestran algunos de los genes implicados en DILX

postraduccional;
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1.2.3 Discapacidad intelectual de herencia autosémica.

1.2.3.a Enfermedades de herencia autosémica dominante con
discapacidad intelectual.

Los genes NF1, TSC2 y DMPK, implicados en la neurofibromatosis
tipo 1, la esclerosis tuberosa y la distrofia miotonica de Steinert,
respectivamente, son ejemplos bien conocidos de enfermedades
monogeénicas de transmision autosomica dominante que, entre otras
manifestaciones, presentan diferentes grados de discapacidad
intelectual (Sanchez-Diaz et al., 2006). Recientemente se han
empezado a describir genes cuya alteracion ocasiona DI como
principal manifestacion (RAI1, ZEB2, CREBBP, HDAC4 o EMP).
Llama la atencion que muchos de estos genes, al igual que los que
codifican para los de la DILX, son factores de transcripcion o factores
modificadores de la cromatina. En mucha menor medida se conocen
genes de herencia autosdmica dominante causante de DI no
sindrémica (SYNGAP1) (Hamdan et al., 2011).

1.2.3.b Enfermedades de herencia autosOmica recesiva con
discapacidad intelectual.

Los sindromes clasicos y caracteristicos de enfermedades genéticas de
herencia autosomica recesiva son los errores congénitos del
metabolismo. Son responsables de muchos casos de DI en los que la
discapacidad es el Unico o principal rasgo clinico (Garcia-Cazorla et
al., 2009). Las metabolopatias son alteraciones bioquimicas de origen
genético, ocasionadas en muchos casos, por un fallo especifico en la
estructura o en la funcion de las moléculas proteicas (enzimas)
producto del gen. Entre ellas, la fenilcetonuria ha sido la mas
estudiada no solo por su alta prevalencia sino por el hecho de que su
deteccidén neonatal con posterior tratamiento y seguimiento evita la
DI.

Las formas de DI con herencia autosémica recesiva son trastornos
extremadamente heterogéneos desde el punto de vista genético
(Najmabadi et al., 2007). La investigacion en los ultimos afios de esta
forma de discapacidad ha permitido la identificacién de multitud de
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mutaciones en genes que participan en funciones celulares
indispensables como la transcripcion del ADN, la degradacion de
proteinas, el metabolismo energético, asi como la sintesis de acidos
grasos. Estos genes se han relacionado con formas sindromicas y no
sindromicas de discapacidad intelectual. Al igual que ocurre con las
formas autosémico dominantes y con la DILX, es importante destacar
que muchos de estos genes, son factores de transcripcion o factores
modificadores de la cromatina (Kuss et al., 2011; Najmabadi et al.,
2011).

1.2.3.c Enfermedades de herencia autosomica dominante
modificada por la impronta genética.

Los mas conocidos son los sindromes de Prader-Willi y Angelman,
éste Ultimo debido a mutaciones puntuales, delecion o ausencia de
expresion del gen UBE3A. Otros ejemplos de enfermedades debidas a
la impronta genética son las originadas por la disomia uniparental del
cromosoma 14 tanto materna como de origen paterno (Hoffmann y
Heller 2011).

1.2.4 Sindromes de microdelecion.

Muchos de los sindromes tipificados clinicamente estan causados por
deleciones minimas (terminales o intersticiales), en general no
detectables por métodos citogenéticos, que involucran a una region
cromosomica bastante uniforme en un determinado locus
cromosomico (tabla 3). Estas deleciones causan malformaciones y DI
y constituyen un grupo de sindromes con un fenotipo clinico
especifico. Para algunas de estas regiones cromosomicas, ademas de
la microdelecion, se ha descrito la microduplicacion como causa de DI
(Ropers 2010). Esto ocurre por ejemplo para la regién cromosémica
asociada a los sindromes de Williams-Beuren (Orellana et al., 2008),
Smith-Magenis, microdelecién 17g21.31 y DiGeorge.
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Tabla 3. Sindromes clinicos causados por microdeleciones
cromosomicas mas frecuentes. Adaptado del listado de sindromes
presente en DECIPHER (https://decipher.sanger.ac.uk/).

Sindrome Localizacion (GRCh/19, feb 2009) Gen
Microdelecién 1p36  Chrl: 10001-12840259 -
Microdelecién 2g33.1 Chr2: 196925121-205206939 SATB2*
Microdelecién 2q37  Chr2: 239969863-240322643 HDAC4
Wolf-Hirschhorn Chr4: 1569197-2110236 WHSC1
Cri du Chat Chr5: 10001-12533304 TERT
Sotos Chrb: 175724636-177052116 NSD1
Williams-Beuren Chr7: 72744455-74142672 ELN
Kleefstra Chr9: 140513443-140730578 EHMT1
Potocki-Shaffer Chr11: 43994800-46052450 EXT2*
ALX4*
Angelman Tipo | UBE3A
Prader-Willi Chr15: 22749354-28438266 SNRPN.
Tipo Il NDN
Chr15: 23619912-28438266
ATR-16 Chr16: 60001-834372 HBAL,
HBA2
Rubinstein-Taybi Chr16: 3775055-3930121 CREBBP
Miller-Dieker Chr17: 1-2588909 LIS1
Smith-Magenis Chrl7: 16773072-20222149 RAIL
Neurofibromatosis I  Chrl7: 29107097-30263321 NF1
Koolen-De Vries Chrl7: 43705166-44294406 KANSL1
Velocardiofacial /  Chr22: 19009792-21452445 TBX1
DiGeorge
Phelan-Mcdermid ~ Chr22: 51045516-51187844 SHANKS3

* Gen presumiblemente responsable del sindrome clinico.
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1.3 Defectos congénitos.

Los defectos congénitos (DC) incluyen cualquier alteracion del
desarrollo embrionario y fetal, sea fisica, psiquica, funcional o
sensorial. Segun los conceptos de la dismorfologia (Opitz 1993;
Martinez-Frias et al., 1998; Martinez-Frias et al., 2000) las
alteraciones del desarrollo incluidas en la denominacioén de “defectos
congénitos” hacen referencia a estos cuatro conceptos:

~16 ~

Malformaciones congénitas: se refiere a las alteraciones
intrinsecas del desarrollo embrionario, esencialmente
morfoldgico. Estas pueden presentar distintas manifestaciones,
como:

o Alteracion de la forma o estructura fisica normal de un
organo o parte corporal (por ejemplo la tetralogia de
Fallot).

o Alteracion patoldgica del tamafio normal, tanto por
exceso como por defecto, de un 6rgano o parte corporal
(por ejemplo la microcefalia).

o Alteracion de la posicion de un drgano o parte corporal
(por ejemplo la dextrocardia).

Deformaciones: son alteraciones de la forma de distintas
estructuras corporales (y por tanto fisicas), que tienen un
desarrollo embrionario inicial normal. Sin embargo,
posteriormente durante el periodo fetal esas estructuras bien
desarrolladas, se deforman. Estas deformaciones pueden ser de
origen interno en el propio feto (por ejemplo, si hay una grave
malformacion del sistema nervioso central, el feto no se
movera, y los miembros presentaran deformaciones y rigidez
articular), pero también por causas externas (por ejemplo por
problemas uterinos o por pérdida de liqguido amnidtico).

Disrupciones: al igual que las deformaciones, son alteraciones
fisicas, en las que las diferentes partes y drganos se formaron
bien en el embrion, pero se destruyeron, la mayoria de las
veces, durante el periodo fetal. Las causas son de muy diversos
tipos (por ejemplo bridas amnioticas), pero la patogenia que da
lugar a la “destruccion” es siempre consecuencia de una
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dréstica reduccién del aporte sanguineo, por lo que el 6rgano,
0 parte corporal afectada, se necrosa y puede llegar a
desaparecer. Esto hace que, a veces, sea muy dificil distinguir
una disrupcion de una verdadera malformacién. So6lo cuando el
proceso se produce muy avanzado el embarazo, pueden
persistir zonas de necrosis que facilitan su identificacion.

- Displasias: son alteraciones del desarrollo de los tejidos.
Dependiendo del tipo de tejido afectado, su identificacion
puede ser mas o0 menos precoz, o s6lo hacerse evidente durante
el crecimiento postnatal. Por ejemplo, ciertos tipos de
displasias esqueléticas en las que los nifios no muestran
caracteristicas particulares al nacimiento que permitan su
deteccion, pero que se hacen patentes con el crecimiento
postnatal.

Desde el punto de vista genético nos interesa reconocer en los
pacientes los errores de la morfogénesis o malformaciones congenitas,
los cuales se producen desde el momento de la fecundacion hasta el
final de la octava semana de gestacion. Las alteraciones del desarrollo
que se producen durante la blastogénesis (28 primeros dias desde la
formacién del zigoto) son malformaciones muy graves,
frecuentemente letales, afectan a la linea media embrionaria, y suelen
implicar a muchos 6rganos. Las malformaciones que se producen
durante la organogénesis (de la 5 a la 8 semanas, ambas incluidas)
suelen ser proporcionalmente menos graves que en la blastogénesis,
con mas frecuencia afectan a un solo 6rgano o sistema y tienen menor
indice de letalidad.

En muchas ocasiones es dificil diferenciar las malformaciones del
resto de DC (deformaciones, disrupciones y displasias) que ocurren
posteriormente en el periodo fetal. Durante este largo periodo (30
semanas) se desarrolla la histogénesis, la maduracion de los diferentes
organos y la adquisicion de sus funciones. En términos generales,
suelen ser alteraciones histoldgicas y funcionales.

Los DC se clasifican en funcién del tipo de presentacion clinica (Opitz
1993, Martinez-Frias et al., 1998, Martinez-Frias et al., 2000) en:
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Aislados: se refiere a pacientes que presentan un solo DC.

Polimalformados: son pacientes que presentan varios DC
afectando a sistemas u Organos distintos, que no se
corresponden con ningun sindrome conocido, o algun tipo de
causa identificada.

Sindromes: son nifios con diferentes DC cuya causa se conoce,
0 sospecha, que es debida a una alteracion genética de
cualquier tipo. En algunos nifios, el diagnostico es s6lo clinico
y se basa en la semejanza clinica entre los nifios afectados. En
otros casos, el diagnostico es de certeza, por haber pruebas
biolgicas objetivas que lo documentan. Aunque no son
exactamente sindromes, en este grupo se incluyen casos cuya
causa es ambiental (DC producidos por factores ambientales
que llegan al embrion o feto a través de la madre, y alteran su
desarrollo), como por ejemplo, el sindrome alcohélico fetal.

Secundarios: Se refiere a aquellos DC que, en realidad, no son
alteraciones primarias (o intrinsecas) del desarrollo de la
estructura de que se trate, sino que se producen como
consecuencia de la presencia de otro defecto, que seria la
auténtica alteracion primaria del desarrollo (por ejemplo, una
ausencia de partes de las extremidades como consecuencia de
una alteracion vascular que impidi6 un flujo sanguineo
adecuado, dando lugar a la amputacion de la parte distal).

Dentro de los DC cabe destacar por su importancia las dismorfias. Se
trata de trastornos del crecimiento que ocurren entre la semana 9 y 38
de gestacion. Es crucial documentar y describir con detalle estos
rasgos. Existen varias fuentes de listados de rasgos dismoérficos (RD),
siendo las mas comunes las bases de datos de London Medical
Databases y el Diagnostic Dysmorphology. Las dismorfias incluyen la
constitucion corporal y la talla, asi como los rasgos craneofaciales.
Las dismorfias pueden clasificarse en:
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- Cuantitativas, requieren medidas y tablas con percentiles, por
ejemplo, el hipertelorismo.

- Cualitativas, son més subjetivas e incluyen por ejemplo la
forma de la boca o la retromicrognatia.

La frecuencia global de recién nacidos con defectos congénitos en
Espafia es del 1,5% (Bermejo et al., 2010). Esta frecuencia global no
se ha mantenido constante a lo largo del tiempo, sino que ha
experimentado un descenso progresivo. En el periodo de 1980-1985 el
porcentaje de recién nacidos con DC se situaba en el 2,22%, en un
periodo posterior (1986-2008) la frecuencia registrada fue del 1,4%, y
en 2009 se sitda en su valor minimo del 0,98%. Se considera que este
descenso de la frecuencia es debido, fundamentalmente, al impacto de
las interrupciones voluntarias del embarazo tras la deteccion de
alteraciones en el feto, condicionado por la aprobacion en Espafia, en
1985, de la Ley Organica 9/1985, por la que dejo de ser punible la
interrupcion del embarazo en determinados supuestos, siendo uno de
ellos la existencia de DC en el feto.

Los DC mas frecuentes son las cardiopatias congénitas y anomalias de
grandes vasos (14,69%) seguidas del hipospadias (10,51%). Otras
anomalias también comunes incluyen angiomas y nevus cutaneos,
anomalias de miembros superiores e inferiores, labio leporino/fisura
palatina, apéndice preauricular y micrognatia o retrognatia. En la tabla
4 se muestran las malformaciones congénitas mas comunes asociadas
a las alteraciones genéticas.

El desarrollo embrionario y fetal puede ser alterado por diversos
factores. Un 20% de las anomalias congénitas son causadas por
alteraciones genéticas (cromosdmicas y génicas), menos del 5% por
factores ambientales (radiaciones, sustancias quimicas y toxicas,
infecciones, medicamentos,...), un 20-25% son de origen
multifactorial y el 40-60% restante, son malformaciones congénitas
gue no se pueden encuadrar en alguno de los apartados anteriores, por
lo que se consideran idiopaticas.

Las malformaciones multiples y sindromes ocurren con mayor
frecuencia en pacientes con DI que en individuos de la poblacion
general (Kirby et al., 1995; Decouflé et al., 2001).
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Los pacientes con anomalias genéticas suelen presentar con frecuencia
una asociacion clinica caracteristica que agrupa cuatro pardmetros:

~ 20~

retraso de crecimiento intrauterino y postnatal

rasgos dismarficos, especialmente de la cara (tamafio anormal,
forma y posicion de las orejas, aumento o disminucion de la
distancia interocular, forma y tamafio de nariz y mandibula
aberrantes, configuracion anémala del paladar)

malformaciones (generalmente multiples), que si afectan a la
funcion de drganos internos como cerebro, corazon y rifiones
pueden modificar el prondstico y la supervivencia.

DI o retraso del desarrollo.

Tabla 4. Malformaciones congénitas mas frecuentes descritas en
pacientes con alteraciones genéticas. Extraido de diversas
publicaciones de los Boletines del Estudio Colaborativo Espafiol de
Malformaciones Congénitas.

Malformaciones comunes asociadas a alteraciones genéticas:

Cardiacas y anomalias de los grandes vasos

Renales y del tracto genitourinario; hipospadias

Fisura palatina, labio leporino o0 ambos

Atresia esofagica, fistula traqueoesofagica; atresia anal con fistula
Malrotacion del intestino; onfalocele

Cerebrales, sobre todo holoprosencefalia y agenesia del cuerpo
calloso

Ausencia o hipoplasia de radio y pulgar
Hexodactilia postaxial

Microftalmia, coloboma ocular

Espina bifida (occipital o lumbar)
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Ademas, las familias de estos pacientes en ocasiones presentan
agregacion de antecedentes de abortos de repeticion, infertilidad y
neonatos, generalmente prematuros, con maltiples malformaciones
que suelen fallecer al poco tiempo tras el nacimiento (Schinzel 2001).

1.4 Estudio citogenético clasico de la discapacidad
intelectual.

El estudio de la DI es uno de los campos mas complejos en genética
humana, debido a que presenta una heterogeneidad genética muy
elevada.

A partir del desarrollo de las técnicas citogenéticas y particularmente
tras la introduccion de las técnicas de bandeo quedo bien establecido
que el cariotipo se debia realizar de forma sistematica en todo paciente
con DI sin otra causa obvia. Ademas, con la recomendacion de
obtener un nivel minimo de resolucion de 550 bandas. Los analisis
rutinarios han de identificar las alteraciones numericas y el mayor
namero de alteraciones estructurales con una resolucién suficiente
para detectar alteraciones de un tamafio minimo de 5-10 Mb (Curry et
al., 1997).

Posteriormente, tras la descripcion de diversos sindromes de
microdelecién, no identificables mediante la  citogenética
convencional, en los casos en los que el fenotipo clinico era sugestivo
de un trastorno particular, se aplicaban técnicas de hibridacién in situ
fluorescente (FISH) con diferentes sondas (especificas de locus). Esta
técnica de FISH permite la deteccion de alteraciones minimas a partir
de 100-150 Kb; sin embargo, es necesario conocer de antemano las
regiones de los cromosomas implicados en el reordenamiento. De la
misma forma, en los casos en los que se sospechaba un sindrome
monogénico causado por mutaciones en un gen conocido se procedia
al estudio mutacional del gen correspondiente.

Mas recientemente se han aplicado técnicas de hibridacion gendémica
comparada (CGH) sobre extensiones de células en metafase. La CGH
es una técnica surgida en los afios noventa, para el analisis
citogenético de los tumores sélidos, que permite la deteccion de
desequilibrios cromosémicos en un solo experimento. Aunque
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constituyd un gran avance sobre las técnicas de citogenética y
moleculares utilizadas hasta el momento para el diagndstico, su
principal limitacion es la resolucion. La CGH sobre metafases no
detecta alteraciones cromosomicas menores de 3-4 Mb, ni
reordenamientos equilibrados (Kallioniemi et al., 1992).

1.5 Estudios de citogenética molecular para la deteccion
de desequilibrios genomicos. Impacto de las nuevas
tecnologias.

En la Gltima década, la aplicacién de las técnicas moleculares al
estudio de los cromosomas ha permitido realizar un espectacular
avance en el campo de la citogenética clinica. Al superarse las
limitaciones del cariotipo convencional, se ha podido llegar al
diagnostico de reordenamientos cripticos, que estan por debajo del
limite de resolucion del microscopio Optico. Técnicas como la
hibridacion in situ fluorescente con multisondas subtelomeéricas, la
hibridacion gendmica comparada de alta resolucion (HR-CGH) y otras
mas recientes como la técnica de amplificacion multiple e hibridacion
(MAPH), la técnica de ligacion maltiple dependiente de amplificacion
(MLPA) y la hibridacién gendmica comparada basada en arrays
(array-CGH) permiten evaluar pequefias pérdidas y ganancias de
material genético con una elevada resolucion (Bocian et al., 2004;
Orellana et al., 2007; Koolen et al., 2004; Monfort et al., 2006b;
Jaillard et al., 2010). Actualmente hay estudios que ponen de
manifiesto la gran relevancia que tienen los reordenamientos
cromosomicos subteloméricos e intersticiales submicroscépicos en la
etiologia de la DI (Ravnan et al., 2006; Rodriguez-Revenga et al.,
2013).

La aplicacion de estas técnicas moleculares al estudio de pacientes con
DI ha supuesto un importante avance en el conocimiento de las causas
que lo pueden originar. Se han descrito nuevos sindromes de
microdelecién y microduplicacion, en sujetos con un fenotipo
caracteristico (Stewart y Kleefstra 2007; Koolen et al., 2008; Molin et
al., 2012). Los pacientes con deleciones tienden a presentar un retraso
del desarrollo que varia desde leve hasta grave y un fenotipo
conductual caracteristico ademas de multiples anomalias fisicas. Las
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duplicaciones se conocen menos, pero quizas el espectro clinico es
mas variable y mas benigno en general (Portnoi 2009).

Desde 1995, se reconoce que una de las causas mas prevalentes de la
DI idiopética son las alteraciones cripticas en las regiones
subteloméricas que producen ganancias o pérdidas y provocan un
desequilibrio de dosis génica (Flint et al., 1995). Ello ha propiciado el
desarrollo de distintas técnicas (FISH, MLPA, array-CGH) para
abordar el estudio de los reordenamientos subteloméricos.
Actualmente hay varios estudios en series amplias de DI idiopéatica
con malformaciones que coinciden en que la frecuencia de
alteraciones es del 5-7% de los casos (Van Karnebeek et al., 2002; De
Vries et al., 2003; Koolen et al., 2004; Rooms et al., 2005). Este rango
de frecuencia puede variar en funcion del tamafio de la serie estudiada
y de los criterios de seleccion utilizados para la inclusion de los
pacientes en estos estudios (rasgos dismorficos, tipo y severidad de
anomalias congénitas). De esta forma, se podria plantear que la
preseleccion clinica aumenta el porcentaje de alteraciones detectadas.

Se ha descrito que las caracteristicas clinicas mas habituales
observadas en los reordenamientos subteloméricos corresponden con
antecedentes familiares, retraso de crecimiento prenatal, alteraciones
en el crecimiento postnatal, dos 0 méas rasgos dismorficos faciales y
uno o mas defectos congénitos no faciales; la microcefalia es la
anomalia méas frecuente. En los estudios de la DI idiopatica que
analizan las alteraciones subteloméricas y seleccionan a los pacientes
teniendo en cuenta estos indicadores con una puntuacién de tres o
maés, la frecuencia de reordenamientos aumenta hasta el doble (De
Vries et al., 2001). En los primeros trabajos se observo que el mayor
porcentaje de alteraciones subteloméricas se encontraba en pacientes
con RM grave (Knight et al., 1999; Riegel et al., 2001); no obstante,
en estudios mas recientes se ha podido comprobar que una gran
proporcion de alteraciones a menudo se asocia a DI leve (Bocian et
al., 2004; Rodriguez-Revenga et al., 2004).

Un gran porcentaje de las anomalias subteloméricas, alrededor del
50%, son alteraciones heredadas. Entre ellas, la mayoria corresponden
a cromosomas derivados de una traslocacion equilibrada parental. La
caracterizacion de la causa de la DI en estos casos, es de vital
importancia para ofrecer un asesoramiento genético y un diagndstico
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prenatal a la familia, dado el elevado riesgo de recurrencia que
presentan. En los casos familiares con una delecion/duplicacion
heredada de uno de los progenitores, éste en general presenta unas
caracteristicas clinicas méas leves comparadas con las que presenta el
hijo e incluso hay casos sin una clinica evidente (Weis et al., 2008;
Ullmann et al., 2007; Ciuladaité et al., 2011). Muchas de estas
anomalias podrian corresponder a polimorfismos benignos sin
ninguna relacion causal (figura 4), mientras que en otros casos se
trataria de alteraciones con expresion variable, modificada por el
entorno genético o por el efecto de la impronta genémica (Girirajan et
al., 2012).

Los estudios que analizan el genoma global con técnicas de alta
resolucién (array-CGH) en pacientes con DI idiopética, detectan que
el porcentaje de alteraciones es del 7-20%, y son las intersticiales mas
frecuentes que las subtelomericas (Vissers et al., 2003; Shaw-Smith et
al., 2004; Schoumans et al., 2005).

En algunos casos, las caracteristicas clinicas asociadas a la delecion o
duplicacion de una determinada region han permitido definir
clinicamente los sindromes asociados (Stewart y Kleefstra 2007;
Koolen et al., 2008). Sin embargo, en la mayoria de los casos se
observa una gran heterogeneidad clinica que varia desde individuos
sanos hasta la presencia de un fenotipo muy acusado (Weiss et al.,
2006; Girirajan et al., 2012). Esta variabilidad clinica se acentla
todavia mas en regiones cromosomicas como 16p (Weis et al., 2008;
Ullmann et al., 2007). Este amplio abanico hace que la interpretacion
clinica de estas alteraciones gendmicas (deleciones y duplicaciones)
conocidas como variantes de ndmero de copias (CNVs), sea en
muchas ocasiones compleja. En la identificacion e interpretacion de
las CNVs es importante tener en cuenta varios aspectos, como su
tamafo, caracteristicas y funciones de los genes, la herencia o
aparicion de novo en el paciente y la presencia de las mismas en
poblacion control (Miller et al., 2010; Kearney et al., 2011b). Por ello,
es de gran importancia profundizar en el conocimiento de estos
reordenamientos gendmicos tanto desde un punto de vista molecular
como clinico.
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Figura 4. Distribucion de las principales variantes estructurales
benignas.

Estas variantes que hacen referencia a 238 inversiones estructurales
(en color rojo) y 109863 CNVs (en color azul), recogidas a partir de
55 estudios diferentes. Datos de la ultima version (junio 2012) del
catdlogo de la base de datos Database of Genomic Variants
(http://dgv.tcag.ca/). Las barras de color verde representan las
duplicaciones segmentarias.
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Los estudios clinicos y genéticos son imprescindibles para llegar al
conocimiento de las vias involucradas en la DI. Las nuevas
tecnologias desarrolladas en el campo de la biologia molecular,
constituyen una herramienta muy importante para el estudio de los
pacientes con DI idiopatica. El estudio de estas anomalias contribuye
a determinar las causas genéticas de estos trastornos y permite
establecer correlaciones genotipo-fenotipo, asi como definir las
principales caracteristicas clinicas y conductuales de estos sindromes
de microduplicacion y de microdelecion. Pero hay que considerar el
coste y la disponibilidad de las mismas en los centros diagnosticos;
por ello, es crucial realizar una preseleccion clinica de los pacientes
con DI idiopética con “fenotipo cromosémico” o con historia familiar
positiva. Ademas, dada la fuerza con que esta irrumpiendo la
secuenciacion masiva en el mundo de la genética de los trastornos del
neurodesarrollo, en un futuro cercano, serd necesario establecer
protocolos y algoritmos que nos permitan, ante un paciente dado
priorizar el estudio genético que pueda proporcionar mayor
rendimiento diagnostico.

El presente trabajo no sélo es un reto personal, sino también una
obligacion de los profesionales que trabajamos en este campo para
poder dar un diagndstico especifico, lo que posibilita un
asesoramiento genético preciso que permita a la familia tomar
decisiones reproductivas informadas.
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La discapacidad intelectual, y en general los trastornos del
neurodesarrollo, son patologias muchas veces multidisciplinares, que
demandan gran cantidad de estudios genéticos que puedan explicar su
causa, aunque hoy en dia s6lo se encuentra un diagnostico etioldgico
en aproximadamente la mitad de los casos.

En los Gltimos afios, la utilizacién de herramientas de andlisis genético
como los arrays de CGH en el diagnostico, ha supuesto una
revolucién para los profesionales sanitarios y las familias, dado que ha
permitido conocer la causa del trastorno en muchos casos,
considerados hasta ahora de etiologia desconocida. El diagndstico
correcto permite un manejo clinico adecuado del paciente y al mismo
tiempo facilita un asesoramiento geneético preciso para las familias.

Desde 2007 se han publicado grandes series de pacientes estudiados
mediante arrays, quedando claramente establecido que se trata de una
técnica con alto potencial diagnostico. Considerando el elevado
rendimiento diagndstico de los arrays, y ante la falta hoy en dia de
técnicas alternativas, existe la tendencia del clinico a solicitar estudios
de arrays ante cualquier paciente con un trastorno del neurodesarrollo.

No obstante, para la incorporacion de una técnica diagnostica de
rutina en la préactica clinica, y teniendo en cuenta ademas, la fuerza
que estan adquiriendo los sistemas de secuenciacion masiva, sera
necesario disponer de unos criterios clinicos que orienten los estudios
genéticos para su aplicacion en la practica médica.

Como hipotesis de trabajo nos planteamos que a pesar de la elevada
heterogeneidad clinica y genética que se encuentra en los trastornos
del neurodesarrollo, los reordenamientos gendémicos se asocian
preferentemente a determinadas caracteristicas clinicas que conforman
un “fenotipo cromosomico”. Esto es, la pérdida o ganancia de dosis de
blogues de genes y elementos reguladores del genoma (microRNAs,
potenciadores, inhibidores, etc.) presentan, en conjunto, algunas
caracteristicas clinicas diferenciales en relacion con las asociadas a las
mutaciones puntuales en genes individuales. Debido a la naturaleza
sumamente heterogénea de los trastornos del neurodesarrollo de
origen genético, dichas caracteristicas diferenciales solo se evidencian
a nivel estadistico, pero pueden resultar Gtiles como marcadores
predictivos de reordenamientos gendmicos.
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Por otra parte, el estudio de las caracteristicas clinicas comunes y los
genes con desequilibrio de dosis puede ayudar a establecer relaciones
funcionales entre genes que participan en procesos comunes.
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Objetivos

1. Definir las caracteristicas clinicas asociadas mas frecuentemente a
sindromes de microdelecién y microduplicacién. Establecer criterios
de seleccion de los pacientes en funcion de diferentes parametros
clinicos: somatometria, perimetro cefalico, grado de retraso, epilepsia,
perfil conductual (rasgos autistas, hiperactividad, agresividad),
anomalias en diferentes érganos y sistemas, rasgos dismoérficos y
antecedentes  familiares (anomalias congénitas, discapacidad
intelectual, abortos).

2. Estudio de posibles factores de predisposicion como el origen
parental, la edad paterna o materna o la presencia de duplicaciones
segmentarias en:

2a) los casos con alteraciones de novo,

2b) los diferentes tipos de alteraciones:
microdeleciones, microduplicaciones y/o translocaciones,

2¢) las distintas localizaciones de las alteraciones:
subteloméricas y/o intersticiales.

3. Estudio del valor predictivo de los reordenamientos genomicos
sobre el fenotipo:

3a) correlacion con el tamafio de la delecion/duplicacion,
3b) correlacién con el nimero de genes afectados,
3c) correlacion con elementos ultraconservados,

3d) revision y busqueda bibliografica de las funciones de los
genes contenidos en las CNVs patologicas y su posible
relacion con las manifestaciones clinicas de los pacientes.

3e) busqueda de rutas funcionales comunes en grupos de
pacientes que comparten rasgos fenotipicos mediante un
andlisis de enriquecimiento funcional de genes incluidos en
reordenamientos cromosomicos.
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1.1 Sujetos de estudio.

1.1.1 Origen y seleccion de los pacientes.

Los pacientes estudiados en el presente trabajo han sido remitidos a la
Unidad de Genética del Hospital Universitari 1 Politécnic “La Fe”, por
diferentes profesionales de los Servicios de Pediatria de distintos
hospitales de la Comunidad Valenciana. También han sido incluidos
pacientes remitidos a nuestra Unidad para realizar cualquier tipo de
estudio genético, en la mayoria de los casos por presentar algin
trastorno del desarrollo.

La totalidad de las propuestas remitidas a la Unidad tuvieron como
objetivo disponer del suficiente numero de pacientes para llevar a
cabo los proyectos “Aplicacion de la CGH-array para la deteccion
de reordenamientos gendmicos responsables de retraso mental de
causa desconocida” (P1040421) y “Rastreo gendémico de alta
resolucion en genes candidatos de trastornos del neurodesarrollo”
(P1080648).

Los criterios clinicos de inclusion de los pacientes fueron:

a. Retraso del desarrollo/DI o trastornos del neurodesarrollo
de etiologia no aclarada.

b. Defectos congénitos.
Rasgos dismorficos.

d. Antecedentes familiares de DI, anomalias congénitas o
abortos de repeticion.

Un criterio adicional necesario para incluir al paciente fue la
disponibilidad y conformidad de ambos progenitores bioldgicos.

Se consideraron criterios de exclusion:
- La presencia de una alteracion citogenética patoldgica.
- El diagnostico clinico de certeza de un sindrome especifico.
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Se establecio un circuito bien definido cuyo objetivo fue la inclusion
de los pacientes en el estudio:

1. Elaboracién de una hoja de recogida de datos clinicos
necesaria para la posterior valoracion del caso (anexo I). Este
documento se envié a diferentes Servicios Clinicos de los
hospitales publicos de la Comunidad Valenciana.

2. Remision de dicho documento cumplimentado a la Unidad de
Genética, donde tras valorar la propuesta en funcion de las
caracteristicas clinicas del paciente y los criterios de inclusion
establecidos, se decidia aceptar o no al paciente para el
estudio. En la mayoria de los pacientes se habia descartado el
sindrome del cromosoma X fragil y el estudio del cariotipo,
con un nivel de resolucion de 500 bandas G, habia resultado
normal.

3. Los pacientes candidatos para el estudio se citaron junto con
sus padres en la Unidad de Genética donde tras explicarles los
objetivos del proyecto y completar la historia clinica y el arbol
genealdgico, en caso de estar de acuerdo en participar en el
estudio, firmaron el documento de consentimiento informado
(anexo I1) y se les extrajo una muestra de sangre periférica
(tanto al paciente como a sus padres).

Todos los pacientes, por tanto, tuvieron una primera consulta con el
profesional que lo remitia para el estudio, otra en la Unidad de
Genética para completar la historia, extraccion de sangre y firma del
consentimiento, y consultas sucesivas para estudios complementarios,
entrega de resultados y asesoramiento genético.

La serie estudiada estd formada por 246 pacientes seleccionados en
nuestra Unidad desde octubre de 2001 hasta diciembre de 2010 (figura
5) remitidos por 32 profesionales diferentes (figura 6).

Los pacientes estudiados procedian de 13 hospitales de la Comunidad
Valenciana, siendo el grupo mas numeroso de pacientes el que
corresponde a nuestro propio hospital tal como se detalla en la tabla 5.
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Afo de inclusion en el estudio
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Figura 5. Pacientes incluidos en el presente estudio a lo largo de los

9 afos.

Como se observa en el grafico, la mayoria de pacientes se incluyeron

entre los afios 2005 al 2010.
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Tabla 5. Centros hospitalarios publicos valencianos por provincias
gue remitieron propuestas para incluir a pacientes en el estudio
genético de investigacion sobre trastornos del neurodesarrollo.
Excepto para el Hospital Universitari i Politécnic “La Fe”, en el que
se especifican los 5 servicios a los que pertenecen los profesionales,
el resto son mayoritariamente neuropediatras.

Valencia

NUmero
Centros hospitalarios Servicio/Profesionales de
pacientes
Genética: Dra. Orellana,
Dr. Martinez Castellano, 62
Dra. Rosell
Neonatologia: Dr. Pérez-Aytes | 19
Hospital Universitari | Endocrinologia: Dra. Moreno, 5 | o8
i Politécnic “La Fe” Dra. Carles
Neumologia: Dr. Cortell 1
Neuropediatria: Dra. Smeyers,
Dr. Garcia Tena, Dr. Tomas, 11
Dr. Barbero, Dr. Mulas
Consorsi Hospital
General Universitari Dra. Aleu 36
Valéncia
Hospital Clinic ]
AR 38
Universitari Dra. Andres, Dra. Castello
Hospital Doctor Dra. Sanchis, Dr. Canovas, 18
Peset Dr. Breton
Hospital Francesc de .
. . 3
Borja de Gandia Dr. Tomas
Hospital Universitari Dra. Pitarch, )
de la Ribera Dr. Gonzalez de la Rosa
Hospital de Requena Dr. Martinez Carrascal 1
Hospital General Dr. Climent 11

d’Ontinyent
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Figura 6. Listado con los 32 profesionales sanitarios (por orden

alfabético) y nimero de pacientes remitido por cada uno de ellos.
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1.1.2 Aspectos ético-legales.

El presente trabajo cuenta con la aprobacion del comité ético del
hospital, cumpliendo por tanto con el tratado acordado en 1964 en
Helsinki por la Organizacion Médica Mundial sobre los principios
éticos de la investigacién en humanos con fines médicos y posteriores
revisiones del mismo (2004), asi como el Convenio para la proteccion
de los derechos humanos y la dignidad del ser humano con respecto a
las aplicaciones de la biologia y la medicina (Consejo de Europa,
Oviedo 1997).

Se solicité a todos los pacientes 0 a sus padres/representantes legales
consentimiento informado escrito para la toma de muestra de sangre y,
en algunos casos, de fotografias tal y como requieren la Ley Basica
reguladora de la Autonomia de Paciente y de Derechos y Obligaciones
en materia de informacion y documentacion clinica (Ley 41/2002, de
14 de noviembre) y la Ley de Investigacion Biomédica (Ley 14/2007,
de 3 de julio).

Se informoé a los padres de la posibilidad de no detectar alteraciones,
de encontrar alteraciones causales o de detectar alteraciones del
numero de copias de significado incierto.

Las muestras de sangre se obtuvieron por venopuncion periférica. En
la mayoria de los casos se realizaron estudios genéticos a los padres
para averiguar la herencia y el origen de la alteracion detectada. Asi
mismo, en aquellos casos necesarios, se realizaron estos mismos
estudios a otros miembros de la familia.

Toda la informacion clinica y de laboratorio se mantiene con la
confidencialidad habitual que requieren los datos de los registros
sanitarios para investigacion.

Los padres o representantes legales de los pacientes tienen la opcion
de solicitar en cualquier momento que sus datos clinicos y genéticos,
fotografias o material bioldgico sean retirados de la base de datos
creada a partir de este proyecto de investigacion.
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1.1.3 Caracteristicas demograficas de los pacientes.

1.1.3.a Edad y género de los pacientes.

La serie estudiada esta formada por 246 pacientes, 136 varones
y 110 mujeres. En general se estudiaron pacientes en edad
pediatrica (figura 7). La edad media es de 82,3 meses (6,8
afios) y la mediana 62 meses (5,1 afios) con un rango que
abarca desde los 11 dias de vida hasta los 20 afios. Segun el
género podemos diferenciar entre:

e Varones: la media de edad al momento de incluir al
paciente en el proyecto fue de 81,2 meses (6,8 afios) y
la mediana 63,5 meses (5,3 afios) con un rango desde
los 111 dias a los 19 afios.

e Mujeres: la media se situa en 83,6 meses (7 afios) y la
mediana 62 meses (5,2 afos) teniendo la mas pequefia
11 dias de vida y la de mayor edad 20 afos.
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Figura 7. Distribucién de los pacientes segun la edad al momento de
inclusion en el proyecto.

Cada barra del histograma representa el namero de pacientes con la
misma edad (en afios).

3.1.3.b Edad de los progenitores.

Se realizd el calculo de las edades de los progenitores en el
momento de la maternidad y la paternidad a partir de la fecha de
nacimiento de los mismos y del paciente, excepto para 44 madres
y 49 padres de los que no disponiamos de dicho dato. La edad a la
maternidad en nuestra serie empezaba a los 14,8 afios hasta los
45,4 afos. La edad a la paternidad abarcaba desde los 21,4 hasta
los 52,2 afios.
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1.1.4 Estudios genéticos.

A lo largo de estos afios, la metodologia utilizada para la
deteccion de reordenamientos gendmicos ha cambiado en
funcién de la descripcién, aplicacion e incorporacion de las
nuevas técnicas de genética molecular para el diagndstico
(figura 8).

1.1.4.a Extraccion de ADN de sangre periférica.

Se realiz6 extraccion de ADN gendmico a partir de una
muestra de sangre periférica recogida con anticoagulante
EDTA (1mM) tanto al paciente como a sus progenitores. Se
realizo lavado de la sangre, lisis celular, fenolizacion y
precipitacion del ADN segun el protocolo de extraccion
fendlica descrito por Miller en 1988.

1.1.4.b Obtencion de células en metafase.

Se realiz6 cultivo de linfocitos a partir de una muestra de
sangre periférica obtenida en un tubo de extraccion con 0.1%
de heparina sbdica. Tras la siembra, sacrificio, choque
hipotonico y fijacion, se realizaron las extensiones sobre
portaobjetos que se conservaron a -20°C hasta su utilizacion.

1.1.4.c Hibridacion in situ fluorescente.

La técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH) fue la
primera que se aplico para la deteccion de reordenamientos
gendmicos subteloméricos en los primeros 30 pacientes. Se
utilizaron las sondas para las regiones subteloméricas
TotelVysion TM Multi-Color (VYSIS, Downers Grove, IL)
siguiendo las recomendaciones del fabricante con pequefias
modificaciones (Monfort et al., 2006a). Posteriormente, a
partir de la aplicacién del resto de tecnologias (MLPA y
arrays), la técnica de FISH se utilizé para la confirmacién de
algunos resultados, asi como para el estudio de alteraciones
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estructurales equilibradas, principalmente translocaciones, en
los progenitores de pacientes en los que se detectaron
reordenamientos  subteloméricos. Se utilizaron sondas
subteloméricas, de pintado cromosdmico, de secuencia Unica y
sondas no comerciales que se obtuvieron a partir de clones de
BACs.

1.1.4.d Amplificacion multiple de sondas dependiente de
ligacion.

Mediante la técnica de amplificacion de sondas dependiente de
ligacion (MLPA) se estudiaron 168 muestras de ADN extraido
a partir de sangre periférica con kits de diversas sondas (MRC-
Holland, = Amsterdam, Netherlands, http://www.mrc-
holland.com), fundamentalmente para regiones subteloméricas
(SALSA P036, SALSA P019 y SALSA P020, SALSA P070) y
de sindromes de microdelecion (SALSA P245, SALSA P064 y
SALSA P096). Mediante esta técnica se realizé un rastreo de
reordenamientos  subteloméricos y de sindromes de
microdelecion en un total de 168 pacientes (26 ya estudiados
por FISH con resultado normal y 142 pacientes nuevos). Se
utilizo el protocolo descrito por Schouten y colaboradores en
2006 con modificaciones en el anélisis de los datos (Monfort et
al., 2006b). También se utilizd la técnica de MLPA para
confirmar resultados obtenidos con array-CGH y para el
estudio de los progenitores. En algin caso fue necesario
utilizar otro tipo de sondas no comerciales, asi como sondas a
la carta para MLPA disefiadas siguiendo las recomendaciones
descritas por el fabricante.

1.1.4.e Array-CGH.

Solo se aplico esta metodologia en aquellos pacientes cuyo
resultado tras el estudio mediante FISH o MLPA fue normal, o
en los que aun manifestando un aumento o disminucion de
dosis de alguna sonda con la técnica de MLPA se consider6
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interesante conocer el tamafio de la alteracion y los genes
contenidos en la misma.

Se han empleado dos tipos de arrays:

1.1.4 e.l Array BACs.

El primero que se utilizd estaba formado por 6.465 clones
obtenidos tanto de cromosomas artificiales de bacterias
(BACs) como de cromosomas artificiales basados en P1
(PACs) distribuidos uniformemente por todo el genoma
humano salvo las regiones subteloméricas que se encontraban
mas cubiertas, con una resolucion media de de 1 Mb. Este
array se aplicé a 50 muestras de ADN (Monfort et al., 2008).

1.1.4.e.l1l Array OLIGOS.

El segundo que se utilizd consta de poco mas de 43.000
secuencias codificantes y no codificantes distribuidos
uniformemente por todo el genoma humano, con una
resolucion de 43 Kb (Agilent Human Genome CGH
Microarray 44K). El cristal 4x44K utiliza la tecnologia 60-mer
SurePrint de Agilent. La hibridacion y el escaneado de las
muestras se realizo en el Centro de Investigacion Principe
Felipe (Dr. David Blesa), mientras que el resto del proceso
tuvo lugar en la propia Unidad de Genética y Diagndstico
Prenatal. Con este array se estudiaron 211 muestras de ADN.
Algunos de los casos ya estaban estudiados mediante FISH,
MLPA yl/o array de BACs y no se habia detectado ningin
cambio de dosis, y en otros, ya se habia detectado alguna
variante, pero se considerd interesante su caracterizacion
mediante este tipo de array.

En casos concretos, para la confirmacion y la caracterizacion
de alteraciones gendmicas especificas, se utiliz6 un array de
oligonucledtidos de disefio propio centrado en regiones de
interés y de muy alta resolucion. Este array a la carta se disefid
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siguiendo las instrucciones indicadas en la pagina web de
Agilent (https://earray.chem.agilent.com/earray/).

FISH 50 211
Octubre subteloméricas  Junio Aray BACs  Junio Array oCGH R Diciembre
2001 T 5 2005 T > 2007 o > e
MLPA 2009
168

Figura 8. Metodologia utilizada para la deteccion de
reordenamientos genémicos a lo largo de estos afios y nimero de
pacientes estudiados con cada una de estas técnicas.

Array oCGH: array de oligonucledétidos.

1.1.4.f Otros estudios geneticos.

1.1.4.f.1 Andlisis de segregacion de marcadores polimdrficos.

Esta técnica se emple6 como método confirmatorio de algunas
de las alteraciones detectadas por FISH, MLPA y array-CGH.
Se utilizaron marcadores microsatélites (la mayoria descritos
en la base de datos NCBI) para determinar la herencia y el
origen parental de los reordenamientos gendmicos detectados
en los pacientes. Se realizd la amplificacion por PCR,
electroforesis en gel de poliacrilamida y tincion con nitrato de
plata.

1.1.4.f.1l Estudio de inactivacion del cromosoma X.

Se utilizd en la mayoria de reordenamientos gendmicos
localizados en el cromosoma X para interpretar y justificar la
patogenicidad de las variantes de dosis detectadas. El patrén de
inactivacion se estudié mediante el ensayo de metilacion del
gen del receptor androgénico (Allen et al., 1992) con algunas
modificaciones.
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Tanto la aplicacion de la técnica de FISH con sondas para las
regiones subteloméricas, como la puesta a punto del protocolo,
la validacion y la realizacion de las técnicas de MLPA a la
carta y de array-CGH de BACs, se llevaron a cabo en la
Unidad de Genética y Diagndstico Prenatal por la Dra. Sandra
Monfort como parte de su trabajo de tesis doctoral. En la parte
técnica y de interpretacion de resultados han participado todos
los miembros del Grupo de Investigacion Traslacional en
Genética.

1.1.4.g Interpretacion de los resultados.

Para la interpretacion de los resultados se utilizaron y
consultaron diferentes bases de datos y fuentes bibliograficas
con publicaciones de interés cientifico:

- Database of Genomic Variants: http://dgv.tcag.ca/
- UCSC Genome Browser: http://genome.ucsc.edu/

- ECARUCA (European Cytogeneticists Association
Register of Unbalanced Chromosome Aberrations):
http://lumcecarucaOl.extern.umcn.nl:8080/ecaruca/ecaruca. ]

sp

- DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and
Phenotype in Humans using Ensembl Resources):
https://decipher.sanger.ac.uk/

- ISCA (International Standard Cytogenomic Array
Consortium): https://www.iscaconsortium.org/

- OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man):
www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim

- PubMed: www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed

- GeneReviews:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK1116/
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Se clasificaron las variantes de acuerdo a los criterios
consensuados por el consorcio ISCA y publicados en 2010 por
Miller y colaboradores. La interpretacién de las CNVs y la
elaboracion de informes se realizaron segun las
recomendaciones del Colegio Americano de Genética Médica
publicadas por Kearney y colaboradores en 2011 (Kearney et
al., 2011a; Kearney et al., 2011b). Teniendo en cuenta la
herencia, el tamafio y los genes localizados en la CNV, asi
como la publicacién de otros pacientes con la misma variante
de dosis, los reordenamientos gendmicos se clasificaron en
varios grupos:

e Variante patogénica (pCNV) si esta asociada ya a algun
fenotipo clinicamente reconocido, si el tamafio de la
variante es grande, si €s rica en genes 0 contiene genes
cuya funcion se puede relacionar con la patologia, si es de
novo o la variante patogénica segrega con la enfermedad en
la familia.

e Variante probablemente patogénica (ppCNV) la alteracion
genética no cumple estrictamente los criterios de
patogenicidad establecidos, pero las evidencias que existen
sugieren que es la causa de las manifestaciones clinicas del
paciente.

e Variante patogenica de penetrancia incompleta (pipCNV)
puede estar presente en individuos control, pero se asocian
preferentemente con condiciones patoldgicas (aparecen
mas frecuentemente en pacientes).

e Variante de significado incierto (VOUS del inglés Variant
of Uncertain Significance) aquella en la que el cambio de
dosis no cumple criterios de variante patogénica ni
benigna.

e Variante benigna (bCNV) aquella que no cumple los
criterios mencionados en el parrafo anterior o si esta
descrita en la literatura como polimorfismo en individuos
sanos.
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El sistema de nomenclatura citogenética empleado a lo largo
del presente trabajo responde al establecido segin la
nomenclatura ISCN en su ultima revision de 2013 (Shaffer
2013).

1.2 Base de datos.

En febrero de 2006 se disefid y construy6é una base de datos, con el
gestor de bases de datos Access (Access 2007 Microsoft Office™),
para recoger los datos clinicos y los resultados de los diferentes
estudios genéticos que se realizaron a los pacientes.

A grandes rasgos, la base de datos consta de tres partes:

1. Registro de datos generales del paciente y registro de los
familiares (principalmente progenitores y hermanos).

2. Registro de datos clinicos.
3. Registro de resultados de estudios genéticos.

A lo largo de los afios se han realizado cambios y modificaciones en
los registros segun las necesidades, de forma que en 2010 queda
construida la dltima version de la base de datos tal como se detalla a
continuacion.

1.2.1 Registro general del paciente.

Se realiz6 en primer lugar un proceso de disociacion de los datos
personales. Por tanto, los datos de identificacion del paciente y de
los familiares estan disociados del resto de datos clinicos y
genéticos. Ademas, el acceso a la documentacién digital se limita
exclusivamente al personal autorizado, que precisa de una clave
identificativa para acceder a la base de datos.

En esta parte del registro consta el cddigo de identificacion
asignado en nuestra Unidad, que es la clave principal de la base de
datos, fecha de nacimiento, nimero de familia asignado y fecha de
nacimiento del familiar. Asi mismo, también se registran varios
nameros de identificacion en funcion de los estudios realizados
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(FISH, MLPA), si se trata de caso indice en aquellas familias en
las que se han incluido datos clinicos de varios hermanos y si se ha
guardado muestra adicional del paciente en el biobanco del
Hospital Universitari i Politécnic “La Fe”. A modo de resumen de
los estudios realizados, consta el resultado definitivo del estudio
genético y la fecha de informe (figura 9).

Hoa
| mico Crear  Datosexternos  Herramientas de base de datos  Acrobat
=i Nuevo X Tofales 41
=8 Guardar ¥ Revisién ortogréfica | %}
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nato ||| N & todg~ | X Eliminar M=
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' ID_MOLEC loooos2 NUM FAMILIA:[PI7 |
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zg RESULTADO ARRAY: {40000 0LIGOS []
§[ | RESULTADO DEFINITIVO: [ | INFORME:
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Figura 9. Imagen de la pantalla del formulario de registro general de
pacientes en la base de datos de proyectos de investigacién en
retraso mental.
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1.2.2 Registro de datos clinicos.

Es la parte mds amplia de la base de datos. Se encuentra
estructurada en diversas tablas que corresponden a apartados
diferentes que recogen informacion relevante de la historia clinica
del paciente en diversos aspectos tal como muestra la figura 10.

W= | nido Crear Datos externos Herramientas de base de datos Acrobat
= Nuevo Z Tot
<l
=M Guardar ¥ Revision ortografica

i & Cortar EE=
2 -4 Copiar =
. r 8 A - | Actualizar
¢ N & 8| - todo~ | & Eliminar =

Vistas Portapapeles . Fuente Texto enriquecido Registros

&l DATOS CLINICOS

»
ID MOLEC

11| o
i m

DATOS PRE-NEONATALES

DATOS DISMORFIA FACIAL

DATOS RASGOS NEUROLOGICOS

Panel de exploracion

|
|
DATOS ANOMALIAS CONGENITAS I
|
|

DATOS ANTECEDENTES FAMILIARES

Figura 10. Imagen de la pantalla del formulario con los cinco
subformularios principales.

1.2.2.a Datos generales.

Recogidos en el momento de inclusion del paciente en el
estudio: género, talla (en centimetros y percentil), peso (en
gramos y percentil), médico solicitante, servicio y centro
hospitalario del que proviene y puntuacién global asignada
en funcion de diversos parametros clinicos publicados por
de Vries en 2001 (figura 11).
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Figura 11. Imagen de la pantalla del formulario de datos generales
del paciente recogidos en el momento de inclusion en el estudio.

1.2.2.b Gestacionales y neonatales.

Se recogen variables que hacen referencia a: tipo de
fecundacion  (natural o artificial:  inseminacion,
fecundacion in vitro, inyeccion intracitoplasmatica, en
éstos ultimos se hace constar la procedencia de los
gametos, que dado el ultimo criterio de inclusidn
establecido para el estudio, son gametos de la pareja),
amenaza de aborto o de parto prematuro, movimientos
fetales, retraso de crecimiento intrauterino (RCIU) y
cualquier otra anomalia ecografica detectada, estudio
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genético prenatal, motivo y resultado, semanas de
gestacion, tipo de parto (natural o cesarea y motivo de
ésta), incidencias al nacimiento, talla (en centimetros y
percentil), peso (en gramos y percentil) y perimetro
cefalico (en centimetros y percentil) al nacimiento, tono
muscular, Apgar al minuto y a los cinco minutos,
trastornos de succién o alimentaciéon y cualquier tipo de
comentario referente tanto a la gestaciéon como al recién
nacido (figura 12).

"‘ Inicio Crear Datos externos Herramientas de base de datos Acrobat
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Figura 12. Imagen de la pantalla del formulario de datos referentes a
las variables recogidas durante la gestacion y la época neonatal.
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1.2.2.c Rasgos dismarficos faciales.

De forma general se recogen variables clinicas que hacen
referencia a la asimetria, el aspecto general de la cara como
facies tosca, triangular, alargada,..., asi como si existe
similitud con los rasgos faciales caracteristicos de algun
sindrome conocido (Down, Williams, Cornelia de Lange,
Noonan, ...).

De forma mas especifica se hacen constar rasgos que se
refieren a:

Frente amplia.

Cejas: posicion (altas, bajas), densidad (ralas,
escasas 0 muy pobladas), forma (rectas, en arco,
con pico), sinofridia.

Ojos: hiper o hipotelorismo, coloboma, defectos de
refraccion (miopia o hipermetropia), nistagmus,
estrabismo (convergente o divergente), protusion
ocular, fisuras palpebrales hacia arriba o abajo,
estrechas, alargadas, epicantus, telecantus, ptosis
palpebral, pestafias escasas o abundantes.

Nariz: forma (larga/afilada, en gancho, bulbosa,
punta nasal prominente o hundida) y tamafio
(grande, pequefia, ancha y aplanada); raiz nasal
ancha, hundida o prominente; narinas antevertidas.

Filtrum: largo, corto, ancho, liso-plano, marcado.

Labios: grosor (fino/grueso tanto para el labio
superior como el inferior), posicion (labio superior
evertido), forma (en V invertida, comisuras hacia
abajo).

Boca: labio leporino, fisura palatina, paladar ojival.
Lengua: macroglosia, tendencia a sacar la lengua.

Dientes: ausencia o aumento de nimero de dientes,
implantacion andmala (diastasis, malaoclusion),
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retraso  erupcion, esmalte dental (oscuro,
translicido, manchas).

e Maxilar superior hipoplasico o protruyente.

e Mandibula: micrognatia, retrognatia, prognatismo,
secuencia de Pierre Robin.

e Orejas: tamafio (grandes/pequefias), dismorficas, de
implantacion baja, en rotacion posterior, evertidas,
asimétricas, alteraciones del 16bulo o del hélix.

Y ademas se registra cualquier comentario adicional
referente a cada uno de los rasgos dismorficos faciales
(figura 13).
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§ Estrabismo No B Forma labios arco cupido E}
g Ptosis palpebral no FJ‘ Labio leporino No B
o Nistagmus no {_:J Fisura palatina No [-:i
Defectos de refraccion no H Lengua macroglosia F]
Protusion no F] Paladar ojval si H
Pestafias abundantes ]“:J Esmalte dental oscuro F]
Posicion cejas altas d

Figura 13. Imagen de la pantalla del formulario de datos referentes a
las variables clinicas que hacen referencia a los rasgos dismorficos.
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1.2.2.d Defectos congénitos.

De forma general se recogen variables clinicas referidas al
desarrollo somético y a los defectos congénitos mas
frecuentes (figura 14).

(oo d , e Microsoft Access
=2 f‘,’: Inico Crear Datos externos Herramientas de base de datos Acrobat
% Cortar :'J & Nuevo X Totale 21 ( 7 Seleccion ~
A3 Copiar L SHGuardar ¥ Revision ortogréfica % Y V] Avanzadas -
Ver || Pegar " N & §|A “::;‘;"_" X Eliminar ~ == Ms Dy |22l Al eoiar fhéro
Vistas Portapapeles . Fuente Texto enriquecido Regustros Ordenar y filtrar

ID_MOLEC
Microcefalia Si _,"- Tipo cardiopatia CIA+CIV (v
Macrocefalia No ::: Alteracion renal ectasia
Hidrocefalia no ﬁ," Genitales micropene
Forma craneo braquicefalia T: Criptorquidia Si
Malformacion cerebral Hipospadias No
5 Cuerpo calloso Agenesia ' Alteraciones esqueléticas no B}
§ : Hipertricosis No Tipo alt esqueletica "t
% Impl baja pelo No SEpaax by bt t~
3| Ralo si eraciones cutaneas DA ::}
:g | D - 2 PO H umbilical no [}
Probl respiratorios no
Manos braquidactilia v
" Alts endocninas no
figass acduccion ' Inf repeticion no -‘
Dedos manos alt falanges iz} (=g
Pies pequefios ::
Alt ufias si __',
Cardiopatia si "

Figura 14. Imagen de la pantalla del formulario de datos referentes a
las variables clinicas que hacen referencia a defectos congénitos.

e Desarrollo somatico: macrosomia, obesidad,
hemihipertrofia.

e Pelo: implantacion baja anterior/posterior, hipertricosis,
pelo ralo.

e Craneo-cerebrales: micro/macrocefalia, hidrocefalia,
hipoplasia 0 agenesia de cuerpo calloso, forma del
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créneo (asimetria, occipucio plano, biparietal estrecho,
craneosinostosis, cierre precoz/tardio de fontanelas).

Miembros superiores: manos (grandes, pequefias,
toscas, almohadilladas, cortas, cerradas-trisdmicas);
dedos  (polidactilia, sindactilia, clinodactilia,
braquidactilia, aracnodactilia, dedos afilados, alteracion
de falanges); pulgares (ancho, en resorte, de
implantacion baja, en oposicion); ufias displasicas.

Miembros inferiores: pies (anchos, pequefios, valgos,
zambos), para los dedos y las ufias se recogieron
algunas variables comunes al apartado anterior. Las
alteraciones de miembros superiores e inferiores que no
sean de manos y pies se recogieron como variables
clinicas dentro de anomalias del esqueleto.

Cardiocirculatorio: cardiopatia y tipo (comunicacion
interauricular (CIA), comunicacion interventricular
(CIV), persistencia del ductus arterioso (PDA),
Tetralogia de Fallot (TF), transposicion de los grandes
vasos (TGV), estenosis/hipertension  pulmonar,
estenosis/coartacion/dilatacion aorta, estenosis mitral,
alteraciones del ritmo cardiaco). Se registro la
presencia de soplo funcional o inocente pero no se tuvo
en cuenta como un defecto cardiaco con repercusion en
el paciente.

Genitourinario: agenesia, ectasia, reflujo, hipoplasia e
hidronefrosis renal; hernia inguinal, hidrocele, testes
pequefos, en ascensor, criptorquidia,
macroorquidismo, micropene, hipospadias, hipertrofia
de clitoris, hipertrofia/hipoplasia de labios mayores y
menores, ano anterior.

Esquelético: cifosis, escoliosis, lordosis, alteraciones
vertebrales (vértebras en mariposa), espina bifida, torax
en escudo, pectum excavatum, luxacion congénita de
caderas, enfermedad de Perthes, asimetria de miembros
superiores e inferiores, artrogriposis, pterigium colli,
osteoporosis, hiperlaxitud ligamentosa.
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Piel: alteraciones de la pigmentacion (piel clara/oscura
no familiar), cutis laxa, angiomas, nevus, aplasia cutis.
Aungue se recogid la dermatitis atopica, no se incluyo
como una alteracién cuténea.

Otras variables clinicas: hernia umbilical, problemas
respiratorios, infecciones de repeticion, alteraciones
endocrinas (hipo/hipertiroidismo, diabetes mellitus,
déficit de hormona de crecimiento (GH), anomalias de
glandulas suprarrenales y del colesterol) y del sistema
gastrointestinal la presencia de forma continuada de
reflujo gastroesofagico, estrefiimiento o diarrea.

1.2.2.e Rasgos neuroldgicos.

Estas variables clinicas recogen los rasgos clinicos mas
relevantes del area neurologica (figura 15).

Desarrollo psicomotor normal o alterado: sostén
cefalico, sedestacion y deambulacion (en meses).

Lenguaje: primeras palabras y primeras frases (en
meses), ausencia de lenguaje, ecolalias.

Discapacidad intelectual: leve, moderada o grave, junto
con el valor del coeficiente intelectual en aquellos
pacientes en que fue posible la obtencion del dato.

Trastorno del espectro autista (TEA).

Tono muscular (hipotonia, hipertonia o ambas con
predominio axial o de miembros).

Convulsiones febriles, ausencias, tdnico-clénicas.
Trastornos del suefio.

Estereotipias, trastornos de la conducta o del
comportamiento: carifioso, sociable, hiperactividad,
agresividad hacia uno mismo, hacia los demas o ambas.
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e Otros rasgos neuroldgicos: potenciales evocados,
hipoacusia, ceguera, bruxismo, babeo, control de
esfinteres.

e También se recogio6 el resultado de diversos estudios
realizados: test psicoldgicos, TAC/RMN cerebral
(fundamentalmente afectacion de la sustancia blanca,
anomalias de los ventriculos, alteracion del cerebelo),
EEG, biopsia muscular, electromiograma y estudios
metabolicos.

B DATOS RASGOS NEUROLOGICOS

((:' Inicio Crear Datos externos Herramientas de base de datos Acrobat
& Cortar == 3 [EEl Q = Nuevo
== 43 Copiar . =4 Guardal
Ve A 1< e ol | 1=a= | = s=||3b> Actualizar
> J Coplar formato Mol oA [ 11 — (odol- X Elimina
Vistas Portapapeles E Fuente + | | Texto enriquecido Re
»
2 DATOS RASGOS NEUROLOGICOS
ID MOLEC
Retraso mental  moderad[v] CI Autismo 'si [+] Tono muscular ‘normal [~
Desarrollo psicomotor alterado B Sosten cefdlico 8
Sedestacion 19
Deambulacion 30
Prim palabras Prim frases
ausencia lenguaj Si ecolalia
s guaj [+ [+
i (<] Hipoacusia o =
§ Trastomo suefio "°J 1po: 1a No [_5 Ceguera ‘No L'l
"é TAC/RMN ncrmalB Comentario TAC/RMN
b}
S Conwulsiones :No E Comentario convulsiones
E EEG normal [:} Comentario EEG
Alteraciones conducta Si E} Esterotipias Si EI
Hiperactividad Si f:]
Agresvidad Hacia los demas rvj
Bruxismo si :]
Babeo no P
et
Control esfinteres no [+]
—

Figura 15. Imagen de la pantalla del formulario de datos con las
variables clinicas referentes a los principales rasgos neurologicos.
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1.2.2.f Antecedentes familiares.

Se recogen las variables clinicas (figura 16) que hacen
referencia a consanguinidad, antecedentes de abortos, de
anomalias congénitas o de discapacidad intelectual,
reflejando ademas si este Gltimo antecedente es compatible
0 no con herencia tipo mendeliana, para asi poder calcular
uno de los items recogidos por de Vries en su puntuacion.

A N T 04705 ANTECEDENTES - Microsoft Ac
> f(. Inicio Crear Datos externos Herramientas de base de datos Acrobat
E *Conar EE S ==y _&j _-.fNuevo Z Tota
43 Copiar 8 Guardar Y Revit
Ver Pegar N -& §| A v ||l || =2 =i | 2 Actualizar
- J P - todo~ X Eliminar ~
Vistas Portapapeles il Fuente Texto enriquecido Registros
» ; )
sl DATOS ANTECEDENTES FAMILIARES
»
ID MOLEC
Consanguinidad No E
Coment consanguinidad
Ant anomalias congénitas No [+
- Coment anomalias cong
2
2
ol Ant retraso mental Si B
o ]
8| Herencia mendeliana si [~}
3 Coment retraso ment
=
I o
Ant abortos Si [+
Coment Ant abortos

Figura 16. Imagen de la pantalla del formulario de datos con las
variables que recogen los antecedentes familiares mas significativos.
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1.2.3 Registro de resultados.

En esta parte de la base de datos se encuentran registrados todos
los resultados genéticos derivados de los estudios realizados en los
pacientes (figura 17). Estos resultados, distribuidos en varias
tablas, engloban cambios en el nimero de copias detectadas por
las técnicas de FISH, MLPA o array-CGH de BACs o de
oligonucleétidos. Pero también se registrd cualquier otro tipo de
estudio genético, como test de fragilidad cromosomica, estudios de
metilacién, deteccion de mutaciones puntuales, que realizados de
forma paralela a estos estudios englobados en diferentes proyectos
de investigacion, han permitido obtener un diagnostico genético en
el paciente.

El registro de resultados contiene las siguientes variables de
interés: fecha de analisis, técnica de deteccion (FISH
subteloméricas, MLPA subteloméricas, MLPA sindromes de
microdelecidn, array de BACs, array de oligonucleétidos), técnica
de méxima resolucion, nimero de alteraciones, cromosoma, banda
cromosomica, tipo de CNV (delecion, duplicacion), localizacion
de la CNV en el cromosoma (subtelomérica, intersticial),
alteracion genética simple (una pCNV Unica) o compleja
(generalmente 2 pCNVs), mapa génico (mayoritariamente se
utilizo NCBI36/hg18, marzo 2006), posicion inicial, final y
tamafo en pares de bases, interpretacion y justificacion de la
CNV, herencia y origen, genes (numero, patoldgicos, candidatos,
genes con impronta), elementos ultraconservados (UCES),
microRNA (miRNA, shoRNA, scaRNA, HacaRNA), islas CpG,
asi como el resultado final definitivo que incluye cualquier
resultado genético obtenido también por otro tipo de estudios,
generalmente realizados a posteiori (mutaciones puntuales,
estudios de metilacion, test de fragilidad cromosémica).
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PR e

W- inido | Cresr  Dstosedemos  Hemamientas de base de datos  Acrobat Hoja de datos
/ 3 N 43 -
'i > & Cortar e = 7y JEED (E :] = Nuevo X Totales (1) & Seleccion
ol 43 Copiar = dBGuardsr ¥ Revision ontogritica X1 ¥ Avanzadas -
v a O S - = 2= |l8b2 Adual; 2 Filt
i F Copiattox N & s|A-&- (= =2 todo~ | )X Enminae = 5 Mis - 35| TR Riten
Vistas Portapapeles “ Fuente '+ | Texto enriquecico Registros Qrdenar y filtrar \
» TECNICA DETEC - | MAXIMA RESOLUCIC - | RESULTADO FINAL - |ALTERACION - LOCALALT - TIPOALT - CROMOSOM; - BANDA - [INICIOKD » FINALKE -
# ARRAY_OLIGOS  ARRAY_OLIGOS NORMAL
# MLPA MICRODEL ARRAY_BACS PATOLOGICO DUPLICACION INTERSTICIAL Simple 7 qi13 73481 74.984
¥ MLPASUBTEL  MLPA PATOLOGICO DEL+DUP SUBTELOMERICA Compleja 5/10 pter/gter 0/129.774,7 11.500/135
30 .374,737
® MLPASUBTEL  ARRAY_OLIGOS PATOLOGICO DELECION SUBTELOMERICA  Simple s g34.2 138.913 140.128
# ARRAY_OLIGOS  ARRAY_OLIGOS NORMAL
3
§ # ARRAY_OUGOS  ARRAY_OLIGOS NORMAL_POLIMORFIS
£ MO
3 % MLPASUBTEL  ARRAY_OLIGOS PATOLOGICO DELECION SUBTELOMERICA  Simple 9 q34.2 139.119 140.128
g # ARRAY_OUGOS  ARRAY_OLIGOS NORMAL
# ARRAY_OLIGOS  ARRAY_OLIGOS PATOLOGICO DELECION INTERSTICIAL Simple 6 q16.1-16.3 93.800 103.000
# ARRAY_OLIGOS  ARRAY_CUSTOM_18V NORMAL_POLIMORFIS
MO
¥ ARRAY_OLIGOS  ARRAY_CUSTOM_13V DESCONOCIDO DUP+DUP INTERSTICIAL Compleja  6/17 q14/q12  80.423,000/ 80.808,000
34.663,000 /34.751,00

Figura 17. Imagen de la pantalla del registro de resultados genéticos.

Se anotaron en total 264 variables en diferentes tablas entre las que se
establecieron relaciones que se muestran en la figura 18. Estas
variables hacen referencia a:

e 39 variables con datos generales.

e 190 variables clinicas que recogen 293 rasgos clinicos
diferentes.

e 35 variables genéticas que hacen referencia a los resultados de
los estudios.
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= mido  crear Datos externos Herramientas de base de datos Acrobat Disefio
X Borrar disefio -\;_:‘j =5 Ocultar tabla
(28 Informe de relacién - g° Mostrar relaciones directas
Modificar Mostrar Cerrar
relaciones tabla 53 Mostrar todas las relaciones
Herramientas Relaciones
2} FAMILIARES RESULTADOS MLPA FAMILIARES
? ID_MOLEC_FAM & | p= %D a
ID_PARENTESCO E ID_MOLEC_FAM
ID_MOLEC = FCH_ANALISIS
FCH_NAC_FAM = _\ PACIENTES ) ID_SALSA
~ Ty o -
DATOS_CLINICOS_INICIO / Hermano
1 VALOR
¢ ID_MOLEC - FCHINAC INTERPRETACION -
FCH_INCLUSION ( 1D_CITOG
Sero RAFGOS NEUROLOGICOS A NUM_FAMILIA 3\
Talla ¥ 10_MOLEC - REGISTRO MLPA ARRAY BACS
Percentil talla Retraso mental L REGISTRO FISH 2o -
Peso a PIRM ID_MOLEC
& Percentil peso Tono muscular A Areces 4 FCH_ANALISIS
NOM_MEDICO Desarrollo psicomotor ARRAY BACS CROMOSOMA
CENTRO SOLICITANTE Sosten cefalico ARRAY 44K LOCALIZACION
'§ DE VRIES Sedestacion ARRAY MICROSOPHIA CLON
Fecundadion Deambulacion v ARRAY PADRES VALOR
'8 Amnios = < BIOBANCO CLONES ALTERADOS
T Prenatal ANTECEDENTES Excluido DUP SEG
£ RCIU ¥ ID_MOLEC - .ﬂ Motivo exclusion INTERPRETACION
Anomalias ecograficas Consanguinidad TECNICA DETECCION | | RESULTADO ¥
Amenaza de aborto Coment consanguinida MAXIMA RESOLUCION
Mvtos fetales Ant trast mental RESULTADO FINAL RESULTADOS ARRAYS
Semanas gestacion ant esquizofrenia ALTERACION | %0 a
Parto ant bipolar LOCALALT REGISTRO =
APP ant depresion UBICACION SEGMENTO ID_MOLEC
Incidencias ant TEA DETEC UBICACION NumAlt
Inciden al nacimiento ant trast conducta TIPO ALT FCH_ANALISIS
Talla al nacimiento Ant anomalias congénite CROMOSOMA TIPO ARRAY
Percentil talla RN Ant abortos == BANDA calidad array
Peso al nacimiento ¥ Ant retraso mental v INICIO Kb v CROMOSOMA v
< [m)

Figura 18. Imagen de las relaciones establecidas entre las diferentes
tablas, con variables clinicas y resultados genéticos, creadas en la
base de datos.
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1.3 Andlisis estadistico.

1.3.1 Andlisis de variables clinicas.

Todas las variables, tanto clinicas como genéticas, fueron recopiladas
en una base de datos Access. Esta recogida de datos, exhaustiva y
minuciosa, permitio la realizacion de la mayor parte de los analisis
utilizando el programa SPSS. Los datos fueron analizados con la
version SPSS 17.0 para Windows.

Se realizéd un analisis estadistico para determinar si alguna de las
variables era indicador de la presencia de reordenamientos genomicos.
Se llevaron a cabo anélisis descriptivos de asociacion entre las
diferentes variables clinicas a través de correlaciones bivariadas.

Se realizé un anélisis de frecuencias de las variables clinicas en el
global de la serie y en grupos de pacientes en funcion de la presencia o
ausencia de las variantes de dosis detectadas. Para determinar si
alguna de estas variables se relacionaba con la presencia de
reordenamientos genomicos, se utilizd el test Chi cuadrado. Se
establecieron tablas de contingencia de 2x2 y analisis mediante prueba
de Fisher en los casos que se requiri6. Dado el elevado numero de
variables, y por tanto, de analisis estadisticos realizados, se consider6
un nivel de significacion estadistica con un valor de p<0,001.

Se realizaron estudios de regresion lineal y logistica. Para las variables
independientes de tipo cuantitativo (tamafio de la alteracion, nUmero
de genes y de elementos ultraconservados), el analisis adoptado fue el
de regresion lineal. Se aplicd la regresion logistica para construir un
modelo predictivo de una respuesta (reordenamiento genémico
patolégico si/no), a partir de un conjunto de variables clinicas
predictoras. Este modelo, obtenido a partir del analisis de las variables
en la serie de 246 pacientes se aplicO a una serie de seguimiento
formada por 101 pacientes.
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1.3.2 Andlisis bioinformético.

Se realizd una seleccién de nueve variables clinicas de interés:
hipertelorismo, orejas de implantacion baja, cardiopatia, anomalias de
los dedos (de manos o pies), anomalias urogenitales, malformaciones
cerebrales (detectadas por RMN), trastornos de conducta y de
comportamiento, el perimetro cefalico (y por tanto la microcefalia y la
macrocefalia) y la talla, tanto baja como alta. Se valoraron estas dos
ltimas variables tanto al nacimiento como en el momento de
inclusion del paciente en el estudio de investigacion.

Para cada una de las variables descritas y considerando la presencia o
ausencia de dicha caracteristica clinica en el grupo de pacientes con
PCNVs, se realizo un analisis de enriquecimiento funcional sobre los
genes contenidos en las mismas.

El software utilizado fue R (R Core Team 2013) version 3.0.2
(http://www.R-project.org/) y la herramienta web Babelomics
(http://babelomics.bioinfo.cipf.es/), disefiada por el equipo del
departamento de Bioinformatica y Gendmica del Centro de
Investigacion Principe Felipe (Medina et al., 2010). Se utilizd
fundamentalmente la  base de datos Gene  Ontology
(http://www.geneontology.org) que organiza las funciones bioldgicas
a través de jerarquias en tres grupos: procesos bioldgicos,
componentes celulares y funciones moleculares.

El andlisis bioinformatico se ha realizado en colaboracion con
Francisco Garcia y David Montaner del Departamento de Gendmica
Computacional del Centro de Investigacion Principe Felipe de
Valencia.
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Resultados

1.1 Clasificacién de los resultados genéticos.

Se ha estudiado un total de 246 pacientes. En 72 de ellos se detectd
una alteracién genética que se considerd responsable de la clinica del
paciente. De los 174 restantes, en 166 no se detectd ningun cambio
gendmico que pudiera ser la causa de la DI, y en 8 casos, el resultado
se clasific6 como incierto por detectarse una CNV tipo VOUS.

Para dar una verdadera utilidad clinica y facilitar el analisis de los
resultados, se ha tratado de otorgar un valor a las VOUS, asignandoles
un significado probablemente benigno o causal, consiguiendo asi, una
reclasificacion mas util de las variantes gendmicas encontradas. Tras
esta reevaluacion, se afiadio al grupo de CNVs patoldgicas, una
variante de dosis VOUS a la que pudimos otorgar un valor de
probablemente causal (CGM2428), haciendo un total de 73 casos
(29,7%) con CNVs patogenicas (anexo IlI). El resto de CNVs tipo
VOUS se consideraron como benignas (bCNVSs) por no encontrarse de
momento relacion con la patologia que presentaban los pacientes.

El analisis de variables clinicas y su relacion con las variantes
gendmicas encontradas, se centré en el grupo de 73 pacientes con
variantes de dosis claramente causales, probablemente patoldgicas
(ppCNVs) y de penetrancia incompleta (pipCNVs). De aqui en
adelante y para simplificar la exposicion, se agruparan estos 3 tipos de
CNVs en un unico grupo de variantes de dosis consideradas
patologicas (pCNVSs).
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1.1.1 Descripcion de los resultados en funcion de la metodologia
utilizada.

El estudio genético de la serie de pacientes incluida en el presente
trabajo se realiz6 utilizando diversa tecnologia conforme se
describieron e implantaron las diferentes técnicas de citogenética
molecular tal, como se ha descrito en el apartado de material y
métodos (ver figura 8 de material y métodos con la metodologia
utilizada y el cronograma). Por tanto, aunque la mayoria de los casos
se estudiaron con mas de una técnica, para la confirmacion y la
caracterizacion de las CNVs detectadas, la técnica de deteccion inicial
del reordenamiento gendmico no ha sido la misma en todos los
pacientes.

A continuacion se muestra una figura (figura 19) con el nimero de
pacientes con variantes de dosis consideradas patoldgicas y la técnica
inicial de deteccion de las mismas.

FISH 4 36
Octubre subteloméricas Junio Array BACs Junio Array oCGH R Diciembre
2001 4 E 2005 . 2007 5 Junio * 2010
MLPA 2009
29 casos:

v’ 18 pacientes por MLPA con
sondas subteloméricas.

v’ 11 pacientes por MLPA para
sindromes de microdelecion.

Figura 19. Periodo de inclusion y estudio de los pacientes para el
diagnostico genético.

El nimero situado junto a cada técnica hace referencia al nimero de
pacientes diagnosticados por la misma.

Array oCGH: array de oligonucleétidos.
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1.1.2 Clasificaciéon de los resultados en funcion de la CNV
detectada.

El resultado genético se ha clasificado en funcion de la repercusion
patoldgica de las CNVs detectadas (tabla 6).

Tabla 6. Resultados generales obtenidos tras el estudio genético de
los 246 pacientes de la serie.

g
Resultado o .2 % Resultado global
N
Normal 118 48
Normales 173 (70,3%)
bCNV* 55 | 22,3

CNVs causales 63 25,6
pipCNVs? 8 3,3 | Casos patoldgicos 73 (29,7%)
ppCNVs® 2 0,8

'hCNV: la variante en el nimero de copias (duplicacion o delecion)
se ha detectado en individuos controles y no aparenta relacién con la
patologia.

“pipCNVs: pueden estar presentes en individuos control, pero se
asocian preferentemente con condiciones patoldgicas (aparecen mas
frecuentemente en pacientes).

*opCNVs: la alteracion genética no cumple estrictamente los
criterios de patogenicidad pero las evidencias que existen sugieren
que es la causa de las manifestaciones clinicas del paciente.

Asi mismo, las pCNVs se han clasificado en base a 3 criterios de la
siguiente manera (tabla 7): clasificacibn | segun el tipo de
desequilibrio (delecidn, duplicacion o ambas), clasificacion Il segun la
localizacion (subtelomérica o intersticial) y clasificacion 111 segun el
namero de CNVs por paciente (simple si es una Unica CNV causal o
compleja si se ha detectado mas de una CNV).
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Tabla 7. Resultados detallados de las pCNVs detectadas en los 73
pacientes en funcion de las tres clasificaciones utilizadas.

(o]
N_ de %
pacientes

Deleciones puras 35 47,95
Duplicaciones puras 20 27,4

Clasificacion I.
Delecion+Duplicacion 15 20,55

Tipo de desequilibrio genémico.

Delecion+Delecion 2 2,74
Duplicacion+Triplicacion 1 1,36
Clasificacion I1. Subteloméricas 30 41,1
Localizacién cromosémica. Intersticiales 43 58,9
Clasificacion 111 Simples %5 75,34
NUmero de regiones. Complejas 18 24,66

Se analiz0 si existian diferencias en la frecuencia de cada tipo de CNV
en funcion del género, y aungue, el porcentaje es ligeramente superior
en varones, no se encontraron diferencias significativas.
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1.1.2.a Casos con CNVs causales.

Los 73 casos con 91 pCNVs causales detectadas quedan clasificados y
resumidos en las siguientes tres tablas (tabla 8, 9 y 10).

1.1.2.a.l Alteraciones subteloméricas complejas.

En los 15 pacientes que se presentan a continuacion (tabla 8), se
detectaron 30 CNVs (dos CNVs por paciente) en regiones
subteloméricas. Aunque en la mayoria de casos se trata de una CNV
de delecion y otra CNV de duplicacion, en el paciente CGM305 se
detectaron dos CNVs de delecion contiguas en el brazo largo del
cromosoma 22. Asi mismo, la paciente CGM2040 presentaba una
duplicacion y una triplicacion también contiguas en la regién terminal
del brazo largo del cromosoma X.

Tabla 8. Pacientes con CNVs consideradas como alteraciones
subteloméricas complejas.

(%]
Inicio (kb)> _ 2 2 Técnica
. o, : Tamario 2 c
Paciente CNV | Localizacion Fin (kb) (kD) 2 o de
(5]
Mapa génico Hg18 s I deteccion
Del 12pter 0->5000 5000 108 FISH
madre |
CGM1160* subtelomé
Dup 13qter 109140->114100 4960 55 PTE ricas
Del 13q34qter 112809->114077 1268 29 madre MLPA
CGM245 subtelomé
Dup 15g25qter 82964->100168 17202 175 PTE ricas
Del 14932.33 102993->106329 3336 66 adre MLPA
CGM1819 P subtelomé
Dup 8g24.24 140699->146250 5551 164 PTE ricas
Dup 17p13.2pter 48->4167 4119 136 madre MLPA
X3361 subtelomé
Del 21qg22.2qter 45115546892 1776 55 PTE ricas
Del 2 qter 231100->242100 11000 204 FISH
XF2337* dn subtelomé
Dup 1qter 239100245100 6000 42 ricas
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Inicio (kb)> . . g Técnica
. L . Tamafio 3 3 c
Paciente CNV | Localizacion Fin (kb) (k) S, o o de
(=2 [}
Mapa génico Hg18 T deteccion
Del 2pter 0->2757 2757 17 MLPA
XF2463 dn subtelomé
Dup 2qter 230702242690 11988 191 ricas
Del 4 pter 0->1323 1323 40 MLPA
CGM1525 dn subtelomé
Dup 4p16.3 1379->2474 1093 35 )
ricas
Del 4p16.2pter 62->3740 3678 104 d MLPA
adre
CGMB897 P subtelomé
Dup 11p15.5pter 187->3339 3152 164 PTE ricas
Del 4pter 0->1905 1905 61 d MLPA
adre
CGM2405 ; subtelomé
Dup 21qter 42050->46944 4894 178 PTE ricas
Del Spter 0->11500 11500 99 MLPA
madre |
CGM1387 subtelomé
Dup 10qter 129774->135374 5600 62 PTE ricas
Del Spter 0->13500 13500 100 adre FISH
CGMO35* P subtelomé
Dup 9pter 0->6200 6200 64 PTE .
ricas
Del 6pter 0->6900 6900 73 FISH
madre |
CGM967* subtelomé
Dup 3qter 195100199000 3900 70 PTE ricas
Del 8 p23 0->6720 6720 33 MLPA
CGM1313 dn subtelomé
Dup 8p22p12 12772535784 23012 269 ricas
Del 22g13.1 36271->37282 1011 68 aCGH
CGM305 dn
Del 22013.2922 42562>47789 5227 50 BACs
Dup Xq28 153393->153531 138 19 MLPA
CGM2040! . dn microdele
Trip Xq28 152930->153230 300 15 ciones

*Primeros 4 pacientes con reordenamientos subteloméricos
desequilibrados detectados mediante la técnica de FISH (Orellana et
al., 2007).

! Mayo et al., 2011.

Del: delecion. Dup: duplicacion. Trip: triplicacion.

Herencia: madre PTE: madre portadora de translocacion equilibrada;
padre PTE: padre portador de translocacion equilibrada; dn: de novo.
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El sombreado gris en el numero de genes indica que la region
contiene algin gen cuya funcion se ha relacionado con la maquinaria
epigenética.

El nimero de genes se ha obtenido de la informacion proporcionada
por la Universidad de California, Santa Cruz, en su pagina web sobre
datos de la secuencia del genoma (http://genome.ucsc.edu/). A partir
de la pégina UCSC Genome Bioinformatics en el apartado table
browser y utilizando como track el término RefSeq Genes, se ha
anotado el nimero de genes que proporciona la opcion summary
statistics.

1.1.2.a.ll Sindromes clinicos de microduplicacién y microdelecion.

En los 39 pacientes que se presentan a continuacion (tabla 9) se
detectaron CNVs descritas en la literatura como regiones
cromosomicas asociadas a sindromes de microdelecion o de
microduplicacion.

Tabla 9. Pacientes con CNVs responsables de sindromes clinicos de
microduplicacion y microdelecién.

c 8 )
, s3] g% gs | &
Sindrome SN E S g . s E o S .
. L o = & Paciente E X o © Herencia
descrito ais S £ = s
< © S8 & z
., s CGM2067 3873000 193 dn
Delecion 1p36 Del 1p36
CGM506 2100000 126 dn
*Delecion
Dup 2p22.2 CGM2350 13371505 | 244 dn
2p22.2
Delecion 2g23.1 Del 2023.1 CGM2402 3822748 22 dn
Delecion
Del 30g13.2¢31 XF1701 3241702 43 dn
3g13.31
M
. ) (madre con
Delecion 3g29 Del 3029 CGM784 1174000 26 Dl leve y
estenosis
pulmonar)
» CGM1414 9200000 31 dn
Delecion 6916 Del 6016.1916.3 ®
XF1774 10314000 31 dn
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c 8 o
sind £ S E 2 g :
indrome . =
i @ 5 S8 Paciente ES 8| 2| Herencia
descrito S5 S £ @2 s =
< ° S g & z
Delecion 6g25 Del 6025.3 CGM2428 67987 3 dn
Saethre-Chotzen Del 7p21.2 CGM1199 580000 2 dn
L - CGM2412 2284158 73 dn
Regidn Critica Del 7q11.23
del sindrome de CGM2488 2284158 73 dn
Williams Dup 711.23 comi3ss® | 1503000 | 31 dn
CHARGE Dup 8g21 xF2019® | 2990000 | 13 | padre PTE
s com1388® | 1215000 | 68 dn
Kleefstra Del 9034.2 ®
CGM1397 1009000 50 dn
*Delecion 14q11 | Dup 14q11 come91® | 4828000 | 187 dn
16p1l CGM2952 523387 45 P
o Del 16p12.2 CGM1696 486713 14 P
3“:’"??”;2 y 16p12.2 como12® | 1710466 | 103 dn
electon 2op 16p11.2 xF1774® 360000 | 35 dn
(penetrancia
. 16pl11 XF2184 525000 43 M
incompleta y
. 16p12.1 CGM1208 607836 38 P
expresividad Dup
. 16p13.1 CGM2182 1257000 24 P
variable)
16p13.11 XF1338 1305000 26 P
16p13.11p12.3 CGM2822 2520144 31 M
Rubinstein-Taybi Del s16p1?>.3 CGM2292 79782 2 dn
Smith-Magenis Del 17p11 XF2863 3835315 112 dn
Delecion 17¢21 Del 17921 XF2789 600636 24 dn
Region critica
; Del 22g11.23 CGM2419 2515069 107 dn
del sindrome de
DiGeorge
(variabilidad
L. Dup 22q11.23 CGM2103 1954000 67 P
fenotipica)
Regién critica CGM165 948 1 dn
del sindrome de Del S22q13 CGM2537 270884 30 dn
Phelan-Mc- XF1054 1343000 65 dn
Dermid Dup $22q13 X2686 529000 45 dn
Duplicacion
Dup Xpll1.22 XF2761 1001000 21 M
HUWEL1
~RM ligado a X Dup Xpl1.3p1l.2 CGMb548 3859000 130 dn
RM, facies
hipotonica, Dup Xq13.2921.31 XF1702 18662204 82 M
ligado a X
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CGM1330 212000 10 M
X841 1060000 88 M

Rett Dup Xq28

* Descritos en la bibliografia como sindromes de delecion, sin
embargo en los pacientes se observa una duplicacion de la misma
region cromosomica.
A Solapa parcialmente con la region cromosomica caracteristica del
sindrome asociado.
Dup: duplicacion. Del: delecion.
*alteracion subtelomérica.
@ Ppaciente (CGM912) con dos deleciones relacionadas con la
patologia (delecion 16p12.2 y delecién 7q11.22).

Paciente (XF1774) con una delecion (6916.1q16.3) y una
duplicacién (16p11.2), ambas relacionadas con la patologia.
@ Monfort et al., 2008.
@ Orellana et al., 2007.
® Rosellé et al., 2007.
@ Monfort et al., 2007.
Herencia M: materna; P: paterna; dn: de novo.
El sombreado gris en el nimero de genes indica que la region
contiene algun gen cuya funcién se ha relacionado con la maquinaria
epigenética.

1.1.2.a.lll CNVs causales halladas en los pacientes restantes.

En el

resto de casos (19 pacientes) se detectaron CNVs que tras su

exhaustiva revision, se consideraron responsables de la patologia en
funcion de criterios de patogenicidad como el tamafio de la alteracion,
la herencia o la publicacion de otros casos descritos con la misma

CNV.
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Tabla 10. Pacientes con otras CNVs consideras patologicas.

" Criterios de patogenicidad

Localizacién %’7 g w oS

Paciente cromosémica P Tam;mo g g % ‘g‘

S (pb) % O o é
CGM1353 1024.25 77 5126523 dn No
CGM1527 *1g44? 14 1153000 dn Si
CGM2433 2012.3 2 80170 dn No*
CGM2756 2031.1932.1 137 | 17713780 | dn Si
CGM1349 2g31.2) 35 3270000 dn No
CGM1526 5q14.3 16 3970363 dn No
c XF2296 6022.2q22.3 32 7460051 dn Si
?§ CGM2179 119135 46 7909000 | dn No
< XF2623 12q24.31 40 1224586 dn No*
= X1186 1332 40 5544000 | dn Si
X2629 15923 12 1290224 | M* No*
CGM2451 $18022.1G23 56 11178506 | dn Si
XF1526 20012q13.1 16 2545205 p* No*
CGM2494 21021.2 16 3353260 | M** | No
CGM912 7q11.22@ 9 2791000 dn Si
@) °Xq28 10 427000 dn Si
c CGM1606 Xp22.2 2 408000 M No
?§ CGM2161 2022.2G23.2 18 6017686 dn Si
2 CGM2733 *17p13.2pter 140 4276978 dn Si
=3 XF977 19p13.3 164 4956139 | M*** | i
O [ cGM1513 19q13.42 5 269000 dn | No'

@ En este paciente (CGM912) se han detectado dos deleciones
relacionadas con la patologia (delecion 16p12.2 y delecion 7q11.22).
* alteracion subtelomérica
Herencia: M: materna; P: paterna; dn: de novo; *progenitor con DI
leve; **madre con posible alteracién cromosémica en mosaico;

***madre

portadora  de

una

translocacion

insercional

intracromosoOmica equilibrada (Lépez-Carrasco et al., 2013).

* No se han descrito otros casos similares pero el reordenamiento
incluye genes cuya funcion se puede relacionar con la patologia que
presenta el paciente.
D Monfort et al., 2008 y Lépez Carrasco et al., 2013.
@ Orellana et al., 2009.
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@) Paciente (CGM1606) con 2 pCNVs, una intersticial y otra
subtelomérica. Para los célculos estadisticos globales en pacientes
con pCNVs se ha considerado como intersticial.

El sombreado gris en el numero de genes indica que la region
contiene algin gen cuya funcion se ha relacionado con la maquinaria
epigenética.

1.1.2.b Casos con CNVs benignas.

En 55 de los casos se detectaron CNVs consideradas benignas
(bCNVs) por estar publicadas en bases de datos de variantes de la
poblacién general y que no tienen repercusion fenotipica. Algunas de
estas CNVs ademas, son variantes de pequefio tamafio heredadas de
alguno de los progenitores sanos. Se observaron 82 bCNVs en 55
pacientes. Estas variantes tenian un tamafio variable que abarcaba
desde las 149pb hasta 1325000pb, con un tamafio medio de 211862pb.
En 29 de estas bCNVs se estudio la herencia y el origen. Solo 3 de
ellas eran de novo, mientras que de las 26 heredadas, 9 eran de origen
paterno y 17 de origen materno. La mayoria de los pacientes (37)
presentaban una séla bCNV, en 12 se detectaron 2 bCNV, en 5 se
observaron 3 bCNV y uno de los pacientes presentdé 6 bCNVs
diferentes.

Se realiz6 un analisis estadistico para determinar si alguna de las
variables clinicas era un indicador de la presencia de bCNVs,
mediante un test de Chi cuadrado. Se establecieron tablas de
contingencia de 2x2 y andlisis mediante la prueba de Fisher en los
casos que se requirié. Se compararon los rasgos clinicos de estos 55
pacientes frente a los 118 pacientes en los que no se detectd ninguna
CNV. Se considero6 un nivel de significacion estadistica p<0,05. No se
observé ninguna diferencia estadisticamente significativa, por lo que
se asume, desde el punto de vista de los resultados genéticos, que
estos dos grupos de pacientes son considerados uno solo (resultado
normal). A partir de este momento los estudios comparativos se
realizan entre el grupo de 73 pacientes con pCNVs frente a este grupo
unificado de 173 pacientes.
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1.2 Estudio de las variables genéticas.

1.2.1 Distribucién en el genoma.

Respecto al cromosoma implicado, a priori, la localizacion parece
muy heterogénea. Pero, cabe destacar que 35 de los 91 cambios
gendmicos patogénicos detectados en los 73 pacientes, se concentran
en determinadas regiones cromosdmicas recurrentes (figura 20), como
son:

e la region terminal del brazo corto del cromosoma 4 (4
pPCNVs),

e el brazo largo del cromosoma 7, en 7g11.23 (3 pCNVs)
flanqueadas por duplicaciones segmentarias,

e el brazo corto del cromosoma 16 (10 pCNVs),

e el brazo largo del cromosoma 22 (8 pCNVs de las cuales la
mitad se localizan en 22911 flanqueadas por duplicaciones
segmentarias),

e y el cromosoma X (10 pCNVs), especialmente en la region
terminal Xq28.
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Figura 20. Idiograma donde se muestra la localizacion cromosémica de las
91 pCNVs detectadas en los 73 pacientes.

Las barras azules indican que se trata de una duplicacion, y las barras rojas
muestran las deleciones.
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1.2.2 Herencia y origen.

En todos los pacientes en los que se detectd alguna CNV, al mismo
tiempo que se confirmaba la alteracion genética por otra técnica de
biologia molecular, se intentd averiguar la herencia y el origen de la
misma (tablas 11, 12 y 13). Aunque la variable herencia/origen se
tuvo en cuenta en los casos con bCNVs y pCNVs, precisamente para
facilitar la interpretacion del resultado, s6lo se consideran en este
apartado los 73 casos con pCNVs, ya que estd claro el papel no
patogénico de las bCNVs.

Se analiz6 la herencia y el origen de las alteraciones teniendo en
cuenta el tipo de pCNV segun las tres clasificaciones descritas en el
apartado 1.1.2. de los resultados.

Clasificacion I: seguin el tipo de desequilibrio genémico.

Tabla 11. Herencia y origen de las CNVs de delecion y de
duplicacion.

Herencia Origen Delecion | Duplicacion

Delecion+ | Subtotal Total

duplicacion | pacientes | pacientes

materno 3 7 6 16

Heredada paterno 3 5 4 12 28
materno 3 2 1 6

De novo paterno 11 3 2 16 45
desconocido 17 4 2 23
37 21 15 73
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Clasificacion 11: sequn la localizacién cromosémica de la regién

implicada.

Tabla 12. Herencia y origen de las CNVs de localizacion intersticial
y subtelomérica.

] ] o . Subtotal Total
Herencia Origen Intersticial | Subtelomérica ) )
pacientes | pacientes

materno 8 8 16

Heredada naterno P n B 28
materno 5 1 6

De novo paterno 11 5 16 45
desconocido 11 12 23
43 30 73

Clasificacion I11: sequn el numero de regiones implicadas.

Tabla 13. Herencia y origen de las CNVs simples y complejas.

] ] ) _ | Subtotal Total
Herencia Origen Simple | Compleja ] ]
pacientes | pacientes

materno 10 6 16

Heredada paterno 8 4 12 28
materno 5 1 6

De novo paterno 14 2 16 45
desconocido 18 5 23
55 18 73

De los 73 pacientes con pCNVs, en 28 casos las alteraciones son
heredadas, de las cuales 16 son maternas y 12 son paternas (tabla 14).
En el caso de las maternas, 5 corresponden a alteraciones en el
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cromosoma X. Por tanto, sin tener en cuenta estos 5 casos, no se
observan grandes diferencias en cuanto al nimero y herencia/origen
de las alteraciones heredadas (11 maternas y 12 paternas). Respecto al
cromosoma implicado, el resultado es muy heterogéneo en ambos
grupos, pero de estos 23 casos con alteraciones heredadas (11
maternas y 12 paternas) cabe destacar los 7 cambios gendmicos, tanto
deleciones como duplicaciones, que se concentran en el brazo corto
del cromosoma 16 (2 maternas y 5 paternas).

Tabla 14. Cambios gendémicos heredados o de origen tanto materno
como paterno.

Cambio genémico | Cambio genémico
heredado de la heredado del
madre o de origen padre o de origen
materno paterno
Heredado 16 12
De novo 6 16

Los cambios genomicos detectados en el resto de pacientes fueron de
novo. Estudiados estos 45 pacientes, solo en 22 de ellos se pudo
conocer el origen de la alteracion, siendo 16 casos de origen paterno y
6 de origen materno, con una ratio 2,6:1. Dada esta mayor frecuencia
de alteraciones de novo de origen paterno, se estudio si existe alguna
diferencia de edad en los progenitores de estos pacientes respecto al
grupo de pacientes con resultado normal (comparacion de medias). No
se observd ninguna diferencia estadisticamente significativa. Para el
grupo de 16 pacientes con alteracion genética de novo de origen
paterno, la edad media del padre a la paternidad fue de 34,15 afios,
frente a 33,99 afios para el grupo de padres cuyos hijos no tienen
cambios gendmicos (p=0,918). Este mismo calculo se realiz6 para el
grupo de 6 pacientes con alteracion genética de novo de origen
materno, no encontrandose tampoco ninguna diferencia siendo la edad
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media a la maternidad de los casos con pCNVs de novo de origen
materno de 31,2 afios y la de las madres cuyos hijos no tienen cambios
genomicos de 31.5 (p=0,858).

Se observo diferencia en cuanto a la herencia (heredada o de novo) del
cambio gendmico frente al origen del mismo (materno o paterno) con
un valor de p=0,03 (figura 21), siendo mas frecuente el origen
materno en las alteraciones heredadas, debido fundamentalmente a las
alteraciones en el cromosoma X, mientras que las alteraciones de novo
son mayoritariamente de origen paterno.

100%
90%
80% -
70%
60% -
50% - W de novo
40% - W heredadas
30%
20% -
10% -

0% -

maternas paternas

Figura 21. CNVs en funcion de la herencia y el origen de las mismas.

A continuacion se presentan algunos detalles de los casos con
alteraciones heredadas (tabla 15). Se muestran por un lado, los casos
en los que el progenitor es portador del mismo desequilibrio genémico
que el paciente (parte superior de la tabla 15) y por otro lado, los casos
en los que el progenitor presenta un reordenamiento cromosémico
equilibrado que ha transmitido de manera desequilibrada al paciente
(parte inferior de la tabla 15).
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Tabla 15. Reordenamientos gendmicos presentes en 28 pacientes
heredados de un progenitor y su interpretacion.

Herencia | N° pacientes pCNV Progenitor Interpretacion
1 dupXp22.2
1 dupXp11.22 S Sesgo inactivacion cromosoma
ano
1 dupXq13.2g21.31 X
2 dupXq28
Dl levey
Materna . - .
1 del3g29 estenosis Patolégico en paciente y
(10 casos)
pulmonar madre
1 del15g23 Dl leve
1 del21g21.2 ¢(PCNV en mosaico?*
1 dupl6pll.2
1 dupl6pl3.11pl2.3
2 dup16.13.1 .
Sano Penetrancia
1 del 16p11 . . .
incompleta/expression variable
Paterna 1 dup 16p12.1
(7 casos) 1 dell6p12.2
1 dup22q11.23
1 del20g12g13.1 Dl leve Patoldgico en paciente y padre
PTE N° pacientes Pérdida Ganancia
1 12pter 13qter
1 13g34qter 15g25qter
Madre 1 21922.2qter 17p13.2pter
(6 casos) 1 Spter 10qter
1 6pter 3qter Translocacion equilibrada en
1 - 19p13.3** progenitor sano
1 - 8ql2***
1 14932.33 8024.24
Padre
1 4p16.2pter 11p15.5pter
(5 casos)
1 4pter 21qter
1 Spter Opter
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DI: discapacidad intelectual.

PTE: progenitor portador de translocacion equilibrada.

* Estudios no realizados por falta de colaboracion de los padres.
**Madre con translocacidn insercional intracromosomica.
***Padre con translocacion reciproca aparentemente equilibrada
entre los cromosomas 4 y 8.

Se realizd un andlisis estadistico para determinar si la presencia de
antecedentes familiares (de anomalias congénitas, de abortos o de
discapacidad intelectual) era un indicador de reordenamientos
genémicos en pacientes con algun progenitor portador de una
translocacion aparentemente equilibrada. Este analisis se realiz6
mediante un test de Chi cuadrado (173 pacientes frente 11 pacientes).
Se considerdé un nivel de significacion estadistica p<0,05. No se
encontro ninguna diferencia estadisticamente significativa.

1.2.3 Tipo de alteracion (ganancia/péerdida).

En los 73 pacientes con pCNVs se han contabilizado un total de 91
alteraciones gendmicas (55 simples y 18 complejas con 2 pCNVs cada
uno). Se trata de 54 deleciones y 37 duplicaciones.

Se analizé en ambos tipos de alteraciones tanto el tamafio de la region
alterada como el contenido en genes y en elementos ultraconservados
(tabla 16) y se realizo un test de comparacion de medias. Aunque el
tamafo y el niUmero de genes son mayores en las duplicaciones, y las
deleciones en cambio, tienen mas elementos ultraconservados, no se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 16.

Tamafio,

nimero de

genes y de

elementos

ultraconservados para las CNVs de delecion y de duplicacion.

Deleciones Duplicaciones
minimo 948 138.000
Tamafio ]
maximo 17.713.780 23.012.000
(pb)
promedio 3.786.410 4.610.364
minimo 1 1
Genes maximo 204 269
promedio 54 82
minimo 0 0
UCEs méaximo 15 14
promedio 1 0,75

Por otro lado, se realizd un andlisis estadistico mediante regresion
lineal para detectar correlaciones entre las variables clinicas y el
tamafio de la region alterada, el contenido en genes o en elementos
ultraconservados tanto de las pCNVs de delecion como de
duplicacion. No se observo ninguna correlacion entre las variables
clinicas y el tamafio o el contenido en genes de la regidn alterada. Sin
embargo, se detecté que las ganancias de UCEs correlacionan con los
trastornos del crecimiento. Esto es, la ganancia de elementos
ultraconservados se correlaciona con rasgos como el peso bajo, la
frente prominente o la microcefalia adquirida. Para llegar a estos
resultados se realiz6 un analisis de regresion lineal univariante entre
las variables clinicas y la variable que recoge el nimero de elementos
ultraconservados en pCNVs de delecion y de duplicacion por
separado. En las tablas 17 y 18 que se presentan a continuacion se
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muestran los resultados del analisis estadistico de correlacion entre las
variables clinicas y los elementos ultraconservados.

Tabla 17. Resultados del andlisis de la regresion lineal univariante
para las pCNVs de delecion.

Las variables clinicas se han considerado como variable
independiente y el namero de UCEs contenidos en las pCNVs de
delecion como la variable dependiente.

Coeficientes?

Coeficientes no Intervalo de confianza
estandarizados de 95,0% para B
Modelo
. , Limite Limite
B | Erortip. | 1 Sig. o .
inferior superior
Hipotelorismo 6,620 | 1,777 | 3,724 | ,000 3,050 10,190

a. Variable dependiente: nimero de UCEs en pCNVs de delecién.

Hay que tener en cuenta para el caso de las deleciones, que aunque el
resultado de la regresion lineal univariante para el rasgo clinico
hipotelorismo es muy significativo, hace referencia a un ndmero
escaso de pacientes, de los cuales sdlo dos presentan hipotelorismo y
CNVs patoldgicas.
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Tabla 18. Resultados del andlisis de la regresion lineal univariante
para las pCNVs de duplicacion.

Las variables clinicas se han considerado como variable
independiente y el niamero de UCEs contenidos en las pCNVs de
duplicacién como la variable dependiente.

Coeficientes?

Coeficientes no Intervalo de confianza
estandarizados de 95,0% para B

Modelo
) . Limite Limite
B Error tip t Sig. o .
inferior | superior

Peso bajo recién nacido | 2,37 ,89 2,65 ,012 ,56 419
Microcefalia adquirida | 3,41 1,67 2,03 ,06 2,10 7,03
Frente prominente 4,188 1,08 3,86 ,000 1,99 6,39

a. Variable dependiente: nimero de UCEs en pCNVs de duplicacién.

Las variables clinicas de retraso de crecimiento intrauterino (RCIU),
anomalias ecograficas incluido el RCIU y el peso bajo en el recién
nacido mostraron el mismo resultado en la regresion lineal
univariante, con valores estadisticamente significativos. Dado que las
tres variables hacen referencia basicamente al mismo rasgo clinico,
solo se muestra una de ellas. Se utilizo la variable peso bajo en el
recién nacido por ser la mas objetiva (y medible) de las tres y ademas
porque es un dato que se recoge, de forma rutinaria en practicamente
todos los recién nacidos.

En el caso de las duplicaciones, los resultados de este analisis
mostraron una correlacion positiva entre las variables clinicas
relacionadas con el retraso del crecimiento, tanto prenatal como
postnatal, y el numero de elementos ultraconservados en el
reordenamiento gendmico. Se trata de seis pacientes, con retraso del
crecimiento, del total de 10 con duplicaciones que presentan
elementos ultraconservados. Es importante destacar que en este tipo
de analisis, el coeficiente B hace referencia a la diferencia del
promedio de estos elementos ultraconservados contenidos en pCNVs
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de pacientes con el rasgo clinico y en pCNVs de pacientes que no
presentan dicho rasgo.

1.2.4 Localizacion dentro del cromosoma (intersticial o
subtelomérica).

Las 91 pCNVs detectadas en los 73 pacientes, se localizan por igual
tanto a nivel intersticial como en regiones subteloméricas. Se trata de
46 subteloméricas y 45 intersticiales. El tamafio y el nimero de genes
es mayor en las subteloméricas, y en cambio, las intersticiales tienen
mas elementos ultraconservados (tabla 19), siendo las regiones
intersticiales de los brazos largos de los cromosomas 2 y 6 las que
contienen clisteres de elementos ultraconservados mas numerosos
(2931.1g32.1 con 15 UCEs, 2922.2g23.2 con 14 UCEs y 6016.1916.3
con 9 UCEs)

Tabla 19. Tamafio, numero de genes y de elementos
ultraconservados para las pCNVs de localizacion subtelomérica e

intersticial.
Subteloméricas | Intersticiales
minimo 948 67.987
Tamanfo ]
maximo 23.012.000 18.662.204
(pb)
promedio 4.454.578 3.780.867
minimo 1 1
Genes maximo 269 187
promedio 80 50
minimo 0 0
UCEs maximo 4 15
promedio 0,37 1,55
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1.2.5 Relacion entre el tipo de alteracion (ganancia/pérdida) y
localizacion dentro del cromosoma (intersticial/subtelomérica).

Se analizo en las deleciones y en las duplicaciones tanto el tamafio de
la region alterada como el contenido en genes y elementos
ultraconservados en funcion de su localizacion (tabla 20) y se realizd
un test de comparacion de medias.

Al comparar el tamafio medio de las pCNVs se observa una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,001) entre el tamafio de las
duplicaciones subteloméricas, mucho mayor que el de las
intersticiales.

El mayor tamafio de las pCNVs de localizacion subtelomérica se debe
principalmente a las duplicaciones ya que el tamafio medio de las
deleciones es muy similar en ambas localizaciones.

Tabla 20. Tamafio, numero de genes y de elementos
ultraconservados para las pCNVs de delecion y de duplicacion en
funcion de su localizacion subtelomérica o intersticial.

Subteloméricas | Intersticiales
= minimo 948 67.987
=
2 méximo 13500.000 | 17.713.780
S
e promedio 3.730.432 3.780.867
» minimo 1 2
(5]
s 2 _
'S = maximo 204 137
== O
o .
promedio 80 43
minimo 0 0
'{u) maximo 2 15
-]
promedio 0,26 2
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Subteloméricas | Intersticiales
g minimo 138.000 269.000
1% maximo 23.012.000 18.662.204
e
e promedio 5.484.628 3.688.584
§ minimo 10 1
i) n
8 c méximo 269 187
= (O]
a promedio 101 61
minimo 0 0
0
O maximo 4 14
D
promedio 0,52 1

1.2.6 Numero de pCNVs por caso.

Analizando las 91 pCNVs causales detectadas en los 73 pacientes se
observé que lo méas frecuente es la deteccion de una Unica pCNV por

paciente:

e 55 casoscon 1l pCNV

e 18 casos con 2 pCNVs

En los 18 pacientes en que se encontraron 2 CNVs patoldgicas se trata
en la mayoria de ellos de una pCNV de delecidn y otra de duplicacion:
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- 14 con delecion/duplicacion:

o Nueve de los cuales son consecuencia de la segregacion
desequilibrada de una translocacion parental heredada,

o otros dos también consecuencia de una translocacion
desequilibrada pero de novo,

o dos casos son delecion/duplicacion de regiones
contiguas una del cromosoma 4 y otra del 8 con un
segmento intermedio conservado. Se trata de regiones
con reordenamientos que se han descrito como
ocasionados por la presencia de una inversién en uno
de los cromosomas parentales,

o Yy un paciente que presenta una delecion en el brazo
largo del cromosoma 6 y una duplicacion en el corto
del 16.

- dos casos con 2 deleciones, uno de ellos con 2 pCNVs de
delecién contiguas en el cromosoma 22.

- dos casos con 2 duplicaciones, todas ellas en el cromosoma X.

Respecto a la localizacion en el cromosoma en estos casos con 2
PCNVs, 15 son subteloméricos, 2 son intersticiales y una paciente
presenta en el cromosoma X una duplicacion intersticial heredada
(Xp22.2) y una delecion subtelomérica de novo (Xg28) en el otro
homdlogo.

En uno de los casos con dos deleciones (en el cromosoma 22) y en el
caso con dos duplicaciones en Xg28, se da la circunstancia de que las
alteraciones se localizan muy proximas, practicamente contiguas con
una pequefia region intermedia conservada, por lo que es probable que
estas alteraciones contiguas se hayan producido en un unico evento.
De los otros 16 casos con 2 pCNVs, al menos 13 se han originado
también en un Unico evento mientras que los tres restantes parecen
tener un origen de manera independiente.
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1.3 Estudio de las variables clinicas.

1.3.1 Variables demograficas.

1.3.1.a Edad de los pacientes.

La edad de los pacientes en el momento de la aparicion de los
primeros signos es muy variable, pero en general, excepto para los
recién nacidos polimalformados, el tiempo de demora desde la
aparicion de los primeros signos de discapacidad hasta el momento del
diagnostico genético es de varios afios. Desde el punto de vista
estadistico, no hay diferencias significativas entre la edad de los
pacientes por género tanto para el global de la serie (p=0,2) como por
grupos de pacientes con resultado normal (p=0,1) o alterado (p=0,7).

1.3.1.b Género de los pacientes.

En la muestra estudiada, la proporcion de sexos es aproximadamente
1,2 varones: 1 mujer. Esta proporcion se mantiene en el grupo con
resultado normal. Sin embargo la proporcion de CNVs causales es
ligeramente superior en los varones (1,3:1). Desde el punto de vista
estadistico no hay diferencias significativas entre el género y la
deteccidn de alguna pCNV (Chi cuadrado=0,6).

1.3.1.c Edad de los progenitores.

Se realizé el calculo de las edades de los progenitores a la maternidad
y a la paternidad a partir de la fecha de nacimiento de los mismos,
excepto para 44 madres y 49 padres de los que no disponiamos de
dicho dato. Tras la realizacion de las pruebas de normalidad
(Kolmogorov-Smirnov) se comprobd, tal como se muestra en la figura
22, que tanto las edades de las madres como las de los padres seguian
una distribucion normal (edad madres p=0,2 y edad padres p=0,2).

~ Q7 ~



Resultados

Grafico Q-Q normal de EDAD MADRE aiios

Normal esperado
3
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Grafico Q-Q normal de EDAD PADRE afios
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T T T T
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Valor observado

Figura 22. Distribucién normal de la edad de los progenitores a la
maternidad (A) y a la paternidad (B).

La edad a la maternidad en nuestra serie empezaba a los 14,8 afos
hasta los 45,4 afos. La edad a la paternidad abarcaba desde los 21,4
hasta los 52,2 afos. Estas edades de los progenitores corresponden al
periodo de 1987-2009, que son los afios en que se sitlan los
nacimientos de los 246 pacientes (figuras 23 y 24).

~ 98 ~



Numero de pacientes

1987

Resultados

20 20 20
19
17 17
14
13 13
i 12
10 10
9 b
8 W 8 8
7
5
4 4 I
2
0 [*)] o ) o o < wn O ~ 0 [=2) (o] - o o < wn [{s} ~ 2o} (=2}
0 0 [ D D D [N} D [ D [ D o (=] o o o o o (=] o o
[ )] D a D D D <)) a a D a o o o o o o o o o o
— — — — i i i — — L2 | - — o~ o~ o~ o~ ~ o~ o~ o~ o~ ~N

Afio de nacimiento

Figura 23. Periodo de afios en el que nacieron los 246 pacientes.
Se muestra el afio junto al nimero de pacientes que nacieron ese
mismo afio.

Edad media de maternidad y paternidad por afio de nacimiento del paciente
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Figura 24. Edad media a la maternidad (en rojo) y a la paternidad (en
azul) por afo de nacimiento de los pacientes.
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Para el

calculo de la edad a la maternidad y a la paternidad de la

poblacién general, se consultaron los datos del Instituto Nacional de
Estadistica (INE) (http://www.ine.es):
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Edad media a la maternidad en la poblacion general (tabla 21 y

figura 25A).

Se consultdé la pagina web mencionada buscando la
informacién desde el afio 1987 al afio 2009 (periodo de afios
en que nacieron los 246 pacientes de la serie). A partir de los
nacimientos ocurridos en Espafia para los afios 1987 al 2009,
se calculo la edad media ponderada a la maternidad en la
poblacion general siendo de 30,4 afios. Esta edad a la
maternidad en Espafia es equiparable a la edad media a la
maternidad en la Comunidad Valenciana calculada a partir de
los datos sociodemogréaficos de natalidad del Observatorio de
Salud Infantil y Perinatal (OSIP) de la Conselleria de Sanitat
Valenciana (www.sp.san.gva.es).

Edad media a la paternidad en la poblacion general (tabla 21 y

figura 25B).

El calculo de esta edad no fue tan sencillo como en el caso de
la maternidad. EI INE solo dispone de la edad media a la
paternidad desde el afio 1987 a 1994. Por tanto, aunque se
realizaron dos peticiones de informacion al area de atencion a
usuarios del INE solicitando esta informacién como peticion a
medida no se obtuvo respuesta por parte del area de difusion
por internet. Por ello, optamos en su momento por calcular
desde el afio 1995 al afio 2009 la edad media a la paternidad
winsorizada y recortada. Este calculo se realizé a partir de los
datos obtenidos del INE: apartado demografia y poblacion,
movimiento natural de la poblacidn, nacimientos ocurridos en
Espafia por estado civil de la madre, edad de la madre y grupo
de edad del padre. Para el calculo de la media en cada afio no
se tuvo en cuenta el grupo de nacimientos en que no constaba


http://www.ine.es/
http://www.sp.san.gva.es/
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la edad del padre. Para el calculo de la edad media del padre
winsorizada se sustituy6 el 1% de los valores extremos (<20
afios y >50 afios) por los valores contiguos (20 y 50 afios) que
acotaban dichos extremos. Para el calculo de la edad media del
padre recortada se calculé la media de los datos una vez
eliminadas de ambas colas una determinada proporcion de
valores extremos (1%). Tras el calculo de ambos tipos de
media, optamos por el valor de la edad media winsorizada del
padre a la paternidad porque consideramos que era la mas
representativa. Esta media ademas mantenia una diferencia
constante de tres afios respecto a la edad media de la madre a
la maternidad para el rango de los afios desde 1987 a 2009.

~ 101 ~



Resultados

Tabla 21. Edad media en afios para la maternidad y para la paternidad en
la poblacién general para el periodo comprendido entre 1987 y 2009.

Afio Edad mediaala Edad mediaala Diferencia de
maternidad paternidad edades
1987 28,6 31,6 3
1988 28,6 31,7 3,1
1989 28,7 31,8 3,1
1990 28,9 31,9 3
1991 29 32,1 3,1
1992 29,2 32,2
1993 29,5 32,5
1994 29,7 32,7
1995 30 32,7 2,7
1996 30,2 32,6 2,4
1997 30,4 32,8 2,4
1998 30,5 33,1 2,6
1999 30,1 33,2 2,5
2000 30,7 33,4 2,6
2001 30,7 33,4 2,7
2002 30,8 33,5 2,7
2003 30,8 33,6 2,8
2004 30,8 33,7 2,8
2005 30,9 33,8 2,9
2006 30,9 33,9 3
2007 30,8 34 3,2
2008 30,8 34,2 3,4
2009 31 34,4 3,4
Valores medios: 30,1 32,9 2,9

En color gris se muestran los valores obtenidos del célculo de la media
winsorizada para la edad a la paternidad, obtenida a partir de los datos del
INE.
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Figura 25. Edad media a la maternidad (A) y a la paternidad (B) en la
poblacién general para el periodo de 1987 al 2009, obtenida a partir
de los datos demograficos del INE, directos para la maternidad y
calculados para la paternidad.

A continuacion se presenta, en la tabla 22, la media de edad a la
maternidad y a la paternidad en nuestra serie, tanto para la serie
completa como para los grupos con pCNVs, asi como la edad media
de maternidad y de paternidad ponderada de la poblacién general para
los afios de nacimiento de los 246 pacientes.
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Tabla 22. Edad a la maternidad y a la paternidad para la poblacion
general, para la serie global de pacientes y por grupos en funcion de

la deteccion de alguna pCNV.
Grupo de Grupo de .
Edad media Serie global pacientes con up Poblacion general
~ - " pacientes con
en anos (246 pacientes) | resultado genético DCNVs (n=73) (media ponderada)
normal (n=173)
Maternidad 31,3 31,6 30,8 30,4
Paternidad 33,9 33,9 33,4 33,2

Una vez obtenidas las edades, se realizé una comparacion de medias
tanto para la edad de la madre como la del padre en los diferentes
grupos de casos normales y alterados, grupos en funcion de la
clasificacion de las pCNVs (deleciones, duplicaciones,
deleciones/duplicaciones, subteloméricas, intersticiales, simples vy
complejas), asi como en las pCNVs agrupadas en funcion de la
herencia (de novo o heredadas) y el origen (materno o paterno). No se
obtuvo ningun resultado estadisticamente significativo. También se
compararon estas medias de nuestra serie con las edades tedricas a la
maternidad (edad media ponderada a la maternidad calculada para el
periodo 1987 al 2009) y a la paternidad (edad media ponderada
winsorizada a la paternidad calculada para el periodo de 1987 al
2009). No existen diferencias estadisticamente significativas para la
edad a la paternidad en el grupo de pacientes con resultado normal ni
alterado. Para la edad a la maternidad tampoco existen diferencias en
el grupo de pacientes con resultado alterado respecto a la poblacion
general, pero la diferencia de la edad materna a la maternidad en la
poblacion general (30,4 afios) respecto a la de las madres de los
pacientes con resultado genético normal (31,6 afios) es
estadisticamente significativa (p=0,004).
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Por otra parte, se calculd la media de la edad de los progenitores en
los pacientes con pCNVs de novo en dos subgrupos, en funcion de que
la pCNV se encontrara flanqueada o no por duplicaciones
segmentarias (tabla 23). No se obtuvo ninguna diferencia
estadisticamente significativa al comparar la edad de estos
progenitores frente a la edad de los progenitores del resto de grupos de
pacientes. Sin embargo, se observé que los padres de los pacientes con
pPCNVs de novo no recurrentes, es decir, no flanqueadas por
duplicaciones segmentarias, tienen una edad media a la paternidad
superior al resto de grupos.

Tabla 23. Edad media a la maternidad y a la paternidad para las
madres y padres de pacientes con pCNVs de novo.

Pacientes con pCNVs de novo
Edad
media en pCNVS pCNVS no
afios flanqueadas por flanqueadas por
DS DS
Maternidad 32,7 31,2
Paternidad 32,1 34,1

DS: duplicaciones segmentarias

1.3.2 Variables clinicas en la serie global.

1.3.2.a Caracteristicas clinicas principales.

Se realiz un estudio descriptivo mediante analisis de frecuencias para
determinar los rasgos clinicos méas frecuentes en nuestra serie. Dado
que se establecieron criterios clinicos de inclusion bien definidos para
el estudio, la mayoria de pacientes presentaban “fenotipo
cromosOmico” con gran cantidad de manifestaciones clinicas (tabla
24).

~ 105 ~



Resultados

Tabla 24. Criterios clinicos establecidos para la inclusion de los
pacientes en el estudio de investigacion de trastornos del
neurodesarrollo.

Criterios clinicos NUmero de pacientes Porcentaje

Rasgos dismorficos 242 98,4%
Defectos congénitos 230 93,5%
Retraso del desarrollo psicomotor 227 92,3%
Antecedentes familiares: 145 58,9%

e DI 91 37%

e Abortos de repeticion 61 24,8%

e Defectos congénitos o1 20,7%

La alteracion del desarrollo somatico, presente en 177 pacientes
(72%), es con diferencia la manifestacion clinica mas frecuente en el
global de la serie (tabla 29). Le siguen por orden de frecuencia:
anomalias de la linea media (136 pacientes; 55,3%), anomalias de
manos y/o pies (135 pacientes; 54,9%), alteracion del tono muscular
(125 pacientes; 50,8%), orejas de implantacion baja (116 pacientes;
47,2%) y alteracion de las fisuras palpebrales (112 pacientes; 45,5%).
Cabe destacar que el 47,2% (116 pacientes) presentaron algun tipo de
incidencia al nacimiento (pérdida de bienestar fetal, sufrimiento fetal
agudo, aguas meconiales).

1.3.2.b Somatometria: percentiles de talla, peso y perimetro cefalico.

Entre las variables clinicas estudiadas referentes a la somatometria de
los pacientes, se tuvieron en cuenta la talla, el peso y el perimetro
cefalico (PC) tanto al nacimiento, como en el momento de inclusién
del paciente en el estudio. Estos datos permitieron ademas el célculo
de otras variables clinicas como la microcefalia congeénita (percentil
PC al nacimiento <10) y la microcefalia adquirida (microcefalia actual
- microcefalia congénita). A partir de estas variables se calcularon las
correspondientes en percentiles. Para el calculo de estos percentiles en
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el RN se tomaron como referencia las tablas de talla, peso y perimetro
cefalico utilizadas en el Servicio de Pediatria, Seccion de
Neonatologia del Hospital Universitario y Politécnico “La Fe”
(Lubchenco et al., 1963 y Lubchenco et al., 1966). Para el calculo del
percentil de las variables de crecimiento en el momento de la primera
consulta del paciente en nuestra Unidad, se tomaron como referencia
las tablas del estudio longitudinal del crecimiento, curvas de 0 a 18
afos para nifias y nifios de M. Hernandez y colaboradores publicadas
en la Cartilla de Salud Infantil por la Direcci6 General de Salut
Publica de la Conselleria de Sanitat de la Generalitat Valenciana
(Decreto 147/1986, orden de 22 de marzo de 1988 de la Conselleria de
Sanitat).

Se realizd6 un analisis estadistico mediante Chi cuadrado para
determinar si alguna de estas variables era un indicador de la
presencia de reordenamientos gendmicos. Se consideré un nivel de
significacion estadistica p<0,01. Se muestran solo los resultados con
este valor de significacion estadistica o con un valor de odds ratio
(OR) elevado (superior a 2).

A continuacion, en las tablas 25, 26, 27 y 28 se presentan los
resultados del calculo del valor p y OR tanto para el grupo de 73
pacientes con pCNVs como para los subgrupos obtenidos en las tres
clasificaciones, comparados cada uno de ellos frente al grupo de
pacientes con resultado normal. Para unificar los valores tanto en el
recien nacido como en el momento de inclusion en el estudio del
paciente, se ha considerado como alto aquel valor cuyo percentil es
superior a 90 y como bajo el valor cuyo percentil es inferior a 10.

Tabla 25. Variables clinicas referidas a la somatometria con
resultado del célculo del valor p estadisticamente significativo o con
una odds ratio superior a 2 para los pacientes con pCNVs.

Pacientes con pCNVs

Somatometria p valor OR
Talla baja RN 0,014 3,37
Talla alta RN 0,002 4

RN: recién nacido
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Tabla 26. Variables clinicas referidas a la somatometria con
resultado del calculo del valor p estadisticamente significativo o con
una odds ratio superior a 2 para los casos con pCNVs de delecion
pura o de delecién y duplicacién en el mismo paciente.

, DS Deleciones/
Somatometria Duplicaciones
pvalor | OR p valor OR
Talla alta 0,002 7.9 0,016 15,8

Inclusion

Peso alto 0,006 5.75 - -

Talla alta - - <0,001 14,2
RN

Peso alto - - 0,001 7,6

RN: recién nacido

No se ha observado ningin valor estadisticamente significativo para el
grupo de pacientes con duplicaciones puras, por lo que no se reflejan los
datos en la tabla.

Tabla 27. Variables clinicas referidas a la somatometria con
resultado del célculo del valor p estadisticamente significativo o con
una odds ratio superior a 2 para los pacientes con pCNVs de
localizacién subtelomérica o intersticial.

Subteloméricas Intersticiales
Somatometria

p valor OR p valor | OR

Talla alta - - <0,001 9,8
Inclusion
Peso alto - - 0,002 7
Talla baja 0,007 5,37 - -
RN
Talla alta <0,001 8,29 - -

RN: recién nacido
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Tabla 28. Variables clinicas referidas a la somatometria con
resultado del calculo del valor p estadisticamente significativo o con
una odds ratio superior a 2 para los pacientes pCNVs simples o

complejas.
Complejas Simples
Somatometria
p valor OR | pvalor OR
Talla alta - - 0,001 7,9
Inclusién

Peso alto - - 0,003 55
PC bajo - - 0,004 4,2

RN Talla alta <0,001 11,4 - -

Peso alto 0,003 5,45 - -

RN: recién nacido

Llama la atencion que es principalmente la talla alta, tanto al
nacimiento como en el momento de inclusién, la variable que aparenta
asociarse de forma especifica mas claramente con las alteraciones

gendmicas.
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1.4 Estudio de las caracteristicas genéticas y genémicas de
las CNVs identificadas y su relacion con variables
clinicas.

Se analizaron las caracteristicas clinicas de los pacientes con pCNVs
para identificar las que estan mas asociadas a la presencia de variantes
patoldgicas de dosis.

Se realizd un andlisis estadistico para determinar si alguna de estas
variables era un indicador de la presencia de reordenamientos
gendmicos, mediante un test de Chi cuadrado. Se establecieron tablas
de contingencia de 2x2 y analisis mediante la prueba de Fisher en los
casos que se requirid. Se consideré un nivel de significacion
estadistica p<0,001.

1.4.1 Asociacion de variables clinicas.

Se realizd un primer estudio aproximativo y muy general para
observar el grado de asociacion o la variacion conjunta existente entre
las variables clinicas mediante analisis de correlacion con SPSS.

Se marcaron las correlaciones significativas, en este caso para
coeficientes de correlacion significativos al nivel 0,01. Se tuvieron en
cuenta tanto relaciones positivas (los valores de las 2 variables varian
en el mismo sentido) como negativas (los valores de ambas variables
varian en sentidos opuestos).

A través de este estudio de la relacién entre variables, observamos
que:
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e Para las variables clinicas incluidas en el apartado de
gestacion-neonato (figura 26): las semanas de gestacion tienen
una relacion negativa con las anomalias ecograficas y positiva
con la puntuacién para el APGAR; el RCIU tiene una relacion
positiva con la variacion en la cantidad de liquido amniético.
Para las variables recogidas en el recién nacido se observa que
los percentiles del peso, la talla y el perimetro cefalico se
correlacionan entre ellos, y éste Gltimo con el tono muscular
que a su vez mantiene una relacion positiva con el déficit de
succién y con los trastornos de alimentacién.

Gestacidn

Semanasde
Anomalias ecograficas <---> gestacion al parto < APGAR

Alteracion de la
> . . . b
cantidad de liquido
amnictico

RCIU< > Tipode parto:

cesdrea

Reciénnacido
Percentil talla
A |\'\
4 ) .= Déficitsuccion
Percentil =——> Percentil <—> Tonomuscular _

peso perimetrocefalico sy Trastornosde
alimentacidn

Figura 26. Correlaciones entre las variables clinicas recogidas
durante la gestacion y la etapa de neonato.

Las flechas discontinuas indican que la correlacion entre las
variables tiene sentido negativo, mientras que si el sentido de la
correlacién es positivo la flecha es continua.
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e Para la dismorfia facial (figura 27) existen correlaciones
positivas entre otras para: el hipertelorismo y la raiz nasal
hundida, la orientacién de las fisuras palpebrales, el epicantus
y la implantacion baja de las orejas; el labio leporino y la
fisura palatina tienen una relacién positiva, asi como el paladar
ojival y las alteraciones de la mandibula con las anomalias en
los dientes. También el hipotelorismo y el estrabismo tienen
una relacién positiva. Sin embargo, existen variables clinicas
que no mantienen ninguna relacion con otras como son por
ejemplo la ptosis palpebral, el coloboma, la sinofridia, la
variacion en el tamafio de la nariz o la posicion rotada de las
orejas.

v J N i) ¥
Orejas de
Cejase— Pestafiase—>implantacidn <—— Filtrum <= Grosorlabios
T baja R .
e = Formanariz

Defectos de
refraccidn

“Raiznasal . Tamafio . Anomalias

Alteracidn 7 hundida orejas facies
labios 4
Alteracion
fisuras A4
Narinas < palpebrales , . . Forma
> Hipertelorismo <—>Epicantus <—>

) i " labios
Mandibula<—> Anomalias - . grentacign <

d|e.n.tes fisuras
palpebrales
. . ; Frente _ . i
paladaroiival Ojos hundidos/saltones <—— . <—> Comisuras
aladarojiva prominente hacia abajo
Labio <——Fisurapalatina
leporino

Hipotelorismo <——> Estrabismo

Figura 27. Correlaciones entre las variables clinicas referidas a los
rasgos dismorficos faciales.
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Para los defectos congénitos (figura 28) existe una relacion
positiva entre el percentil para el peso y para la talla. También
existe una correlacion positiva entre diferentes defectos
congénitos cardiacos (CIA, CIV y PDA), y entre éstos y las
anomalias de los dedos 2-5. A su vez, las anomalias de los
dedos tienen wuna relacién positiva con las anomalias
cerebrales.
Anomalias cerebrales
Alteraciones L

cranea <= Anomalias manosfdedos <
N

- A -
A i A

i) W N

PDA -, CIA Anomalias

T e
ey <

Percentil talla <—— Percentil peso<

. -.‘.

Alteraciones
esque!éticas
AN
Wy
Infecciones
de repeticidn

= Percentil perimetro

cefalico

Figura 28. Correlaciones entre las variables clinicas que hacen

referencia a los defectos congénitos.
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Para las variables clinicas que evalGan los rasgos neuroldgicos
(figura 29), existen relaciones claramente positivas entre el
retraso del desarrollo psicomotor/DI con la alteracion del tono
muscular, convulsiones, autismo, bruxismo. Las anomalias del
tono muscular se relacionan de forma positiva con las
convulsiones, el babeo, y el retraso del desarrollo motor
incluido el del lenguaje. La hiperactividad con la agresividad y
las estereotipias. Llama la atencion, por otra parte, la
asociacion negativa entre la hiperactividad con uma mayor
afectacion del lenguaje o del desarrollo motor.

: Alteracion
convulsiones - >
tono muscular
% ’
Desarrollo motor < - Retraso/ausencia lenguaje - .-RM/DI
- A R
Hiperactividad " Autismo « >Bruxismo < >Babeo
e Ceguera
Agresividad- >Estereotipias =
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RM/DI: retraso mental/discapacidad intelectual

Figura 29. Correlaciones entre las variables clinicas referidas a los
rasgos neuroldgicos.

Las flechas discontinuas indican que la correlacion entre las
variables tiene sentido negativo, mientras que si el sentido de la
correlacién es positivo la flecha es continua.
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1.4.2 Comparacion de frecuencias.

Se realiz6 un estudio descriptivo con analisis de frecuencias, que se
muestran en la tabla 29, para observar los rasgos clinicos méas
frecuentes en el total de la serie y en los 73 pacientes con pCNVs. En
la figura 30 se muestran las variables clinicas con resultado
estadisticamente significativo al comparar el rasgo clinico entre la
serie global y el grupo de 73 pacientes con pCNVs.

Tabla 29. Analisis de frecuencias de los rasgos clinicos para la serie
global y para los pacientes con pCNVs.

S6lo se presentan los datos correspondientes a aquellas
manifestaciones clinicas presentes en mas del 10% de pacientes y las
inferiores a dicho porcentaje pero clinicamente importantes por su
diferencia en ambos grupos. Tanto las manifestaciones clinicas,
como los valores p y las odds ratio mas relevantes (<0,5 6 >2
respectivamente) se muestran en negrita.

246 .
Rasgo clinico pacientes 18 pEgiemEs (pEiNve)

N | % |[N°| % |valorp| OR

Oligo/polihidramnios 24 1 98 | 9 |123| 0,38 | 1,48

8 | RCIU 64 | 26 |21[288| 052 | 1,22

§ Hallazgos ecogréficos 25 | 102| 8 | 11 0,79 | 1,29

S | Amenaza aborto 25 |102|11]151] 0,09 | 201

'S | Tono muscular 73 129,718 | 24,7 | 0,26 0,7

Z | Déficit de succion 77 1 31,3|18|247| 0114 | 0,63

‘2 | Trastornos de 53 [215|15{205| 0,80 | 091
£ | alimentacion

& | APGAR (al menos 1| 28 | 114 9 | 123| 037 | 0,97

valor<8)

Asimetria 28 | 11,4]10| 13,7 | 0,46 1,3

Frente prominente 32 | 13 | 7| 96 0,30 | 0,62

=< | Cejas 45 | 18,3 |13|178| 0,89 | 0,95

2 | Ojos hundidos/saltones 12 496 [ 82| 011 | 249

@ | Hipertelorismo 88 [ 35834 |466| 0,02 | 1,92

S | Fisuras palpebrales 112 | 455 |35 | 479 | 062 | 1,14

5 Orientacion* 73 [ 297 22]30,1] 091 | 1,03

a Epicantus 31 |126|11]151| 045 | 135

Raiz nasal 69 | 28 | 25|342| 0,16 | 1,52

Hundida 60 | 244123|315| 0,09 | 1,69
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Orejas de implantacién | 116 | 47,2 | 42 | 57,5| 0,03 | 1,81
baja
Orejas dismorficas 83 | 337]|24]1329| 085 | 0,94
Orejas rotadas 26 |106] 9 | 123| 056 | 1,29
Alteracion tamafio de | 49 | 199 |19 | 26 0,12 | 1,67
orejas
Nariz 42 | 17,111 |151| 059 | 0,81
Narinas 37 | 15 | 9 |123| 044 | 0,72
Philtrum 70 | 285|18|24,7| 0,39 | 0,76
Labios 98 [39,8|30|411| 0,79 | 1,07
V invertida 54 | 22 | 14192 | 049 | 0,78
Grosor labios 48 | 195|19 | 26 0,09 | 1,74
Mandibula 108 | 439 | 34 | 46,6 | 0,58 | 1,16
Paladar ojival 52 121,111 ]151] 0,13 | 0,57
Implantacion dentaria 43 1175|118 | 247| 0,05 | 1,93
Facies anémala 47 119,117 | 233 | 0,27 | 1,44
246 .
Rasgo clinico pacientes IO RS (FENE)
N | % | N°| % |valorp| OR
Trastornos crecimiento 177 | 72 |57 |781| 0,16 | 1,57
"MTalla baja 65 | 26,4 |17 | 233 | 0,2 0,6
MTalla alta 10 | 41 | 6 | 8,2 0,04 | 3,75
~MPeso bajo 58 | 23,6 | 14| 19,2 | 0,04 0,4
MPeso alto 13 | 53| 8| 11 0,02 | 3,73
Linea media 136 | 55,3 | 37 | 50,7 | 0,35 | 0,76
Perimetro cefalico | 91 | 37 | 27| 37 0,99 | 0,99
alterado
a Microcefalia 71 | 289|21|288| 098 | 0,99
= | Forma craneo 41 [167[13[178] 075 | 112
2 | Cerebrales (RMN) 87 |354]|29|397| 035 | 1,30
3 | Pelo 52 [211[13[178] 041 [074
S Implantacién 22 | 89| 9 |123] 023 [173
£ baja
O | Manos/pies 135|549 | 46 | 63 0,09 | 1,60
Manos 1251508 |44 (603 | 005 | 1,72
Dedos 73 129,7129(397| 002 | 193
Pulgares 22 189 | 8| 11 0,47 | 1,39
Dedos2-5 | 59 | 24 | 24|329]| 0,03 | 1,93
Cardiacos 58 | 23,6 |17 | 23,3 | 0,94 | 0,97
CIA 27 | 11 | 9 | 123| 066 | 1,21
CIV 11 | 45| 6 | 82 | 0,06 | 301
Renales 33 |134] 9 | 123| 0,74 | 0,87
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Genitales® 37 | 15 | 20| 27,4 <0,001 | 3,46
Vardn 29 121,315 357 0,006 | 3,17
Mujer 8 | 73| 5 (161 0,025 | 4,87
Esqueléticos 77 131,31 21]288| 058 | 0,84
Columna 31 | 12610 13,7| 0,74 | 1,14
vertebral
Miembros 32 | 13 |10]137] 0,83 | 1,08
Piel 45 | 18,3 |14 |19,2| 0,81 | 1,08
« | Tono muscular 1251508 | 33 | 452 | 0,25 | 0,72
S | Epilepsia 56 | 22,8118 |247| 064 | 116
3 | Rasgos autistas 75 [305]20)274] 028 | 0,71
S | Hiperactividad 64 | 26 |20 | 274 | 0,75 11
& | Agresividad 28 | 1141141192 | 0,01 | 2,69
é Estereotipias 69 | 28 | 20| 274| 0,88 | 0,95
@ | Trastorno 63 | 256 | 17 | 23,3 | 059 | 0,83
o .
conducta/comportamiento
Hipoacusia 37 15 |14 19,2 | 0,24 | 1,54

*Fisuras palpebrales hacia arriba p=0,051.
*Fisuras palpebrales hacia abajo p=0,267.
Aparametros valorados en el momento de inclusién del paciente en
el estudio. Se consideran en percentiles bajos los valores inferiores al
10% vy altos los que superan el 90%.
"Hay que tener en consideracion que para la variable anomalias
genitales se ha realizado el andlisis de frecuencias sobre el nimero
de varones y de mujeres, tanto para el global de la serie (varones:
136 y mujeres: 110) como para los pacientes con pCNVs (varones:

42 y mujeres: 31)
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i

=S R

Porcentaje de pacientes

i,

Variables clinicas

Hipertelorismo
Anomalias manos
Anomalias dedos

Anomalias genitales - be
o

Genitales en varones - *
*

Implantacién andémala
dientes
Orejas deimplantacién
haja
Anomalias dedos 2-5
Genitales en mujeres . L

Figura 30. Géafico de barras agrupadas que muestra las variables
clinicas con significacién estadistica.

En color verde se muestran los casos con resultado normal y en color
morado los casos con resultado alterado. Sélo se representan las
variables clinicas con mayor significacion estadistica (*p<0,05;
**p<0,01) y la CIV que roza la significatividad.

Este mismo estudio descriptivo con analisis de frecuencias se realizd
para observar cuales eran los rasgos clinicos mas frecuentes en los
diferentes grupos de pCNVs de las tres clasificaciones (tablas 30, 31 y
32). En las tablas siguientes sOlo se muestran las anomalias mas
frecuentes agrupadas o algun detalle significativo que merezca la pena
resaltar por su valor p o por el valor de la odds ratio. Es llamativo que
las anomalias o caracteristicas clinicas que se encuentran con mayor
frecuencia en los casos con pCNVs son distintas para cada tipo de
alteracién, siendo los Unicos rasgos comunes presentes en las tres
clasificaciones la implantacion baja de las orejas y las anomalias
genitales.
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Clasificacion I: tipo de desequilibrio gendémico.

Resultados

Tabla 30. Rasgos clinicos mas significativos por su valor p o por la
odds ratio para el grupo de las deleciones puras, duplicaciones puras

y deleciones con duplicacion.

Deleciones (n=37)

Duplicaciones (n=21)

Deleciones/Duplicaciones

(n=15)
Ne | % p OR | N° | % p OR | N° % p OR
A aborto 9 | 243 | 0,004 | 365 | - - - - - - - -
Hipertelorismo - - - - - - - - 10 | 66,6 | 0,005 | 4.4
Ojos hun/salt - - - - - - - - 3 20 0,004 | 6,95
Ojos saltones - - - - - - - - 2 13,3 | 0,007 | 8,71
Orejas imp baja | 25 | 67,6 | 0,006 | 2,78 | - - - - - - - -
Altimp dientes | 12 | 32,4 | 0,009 | 2,84 | - - - - - - - -
An dedos 2-5 - - - - 10 | 47,6 | 0,005 | 358 | - - - -
An genitales - - - - - - - - 5 33,3 | 0,007 | 4,58
An endocrinas - - - - 4 19 0,005 | 558 | - - - -

A aborto: amenaza de aborto; ojos hun/salt: ojos hundidos o saltones; orejas
imp baja: orejas de implantacion baja; alt imp dientes: alteracién en la
implantacién de los dientes; an: anomalias.

Cabe destacar ademas otros detalles clinicos, poco frecuentes y que
por tanto no estan reflejados en las tablas, como que:

En el grupo de pacientes con pCNVs de delecion cuatro de
ellos presentaron polihidramnios (10,8% p=0,007) y nueve
facies tosca (24,3% p=0,007).

En el grupo de pacientes con pCNVs de duplicacion se
detectaron otros rasgos clinicos con un valor estadisticamente
significativo respecto al grupo de pacientes con resultado
normal: aracnodactilia (seis pacientes, 28,57%, p<0,001) y
labio superior fino (cinco pacientes, 23,8%, p=0,002). Merece
la pena resaltar que seis pacientes presentaron anomalias de los
ventriculos cerebrales (p=0,017) y de los cuatro pacientes con
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alteraciones endocrinas, tres de ellos tenian hipotiroidismo

(p=0,004).

- En el grupo de pacientes con pCNVs de delecion y de
duplicacién ocho de ellos presentaron anomalias cerebrales
(RMN), siendo la més frecuente la anomalia de los ventriculos

cerebrales, presente en cinco pacientes (p=0,003).

Clasificacion 11: localizacion cromosémica de la reqion implicada.

Tabla 31. Rasgos clinicos mas significativos por su valor p o por la
odds ratio para el grupo de pCNVs de localizacion intersticial o

subtelomérica.

Intersticiales (n=43) Subteloméricas (n=30)
N° % p OR Ne % p OR
Orejas
implantacion 28 65,1 | 0,009 | 2,49 - - - -
baja
Implantacion | ), | 556 | 0006 | 285 | - - - -
anomala dientes

Genitales 11 25,6 | 0,006 | 3,15 9 30 0,002 | 3,93
Agresividad - - - - 9 30 <0,001 | 4,87

En esta segunda clasificacion, ademés de los rasgos clinicos
representados en la tabla, es importante remarcar que de los nueve
pacientes con pCNVs subteloméricas que presentaban agresividad, en
seis de ellos se manifestaba como agresividad hacia los demas

(p=0,002).
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Clasificacion I11: sequin el nimero de regiones implicadas.

Tabla 32. Rasgos clinicos mas significativos por su valor p o por la
odds ratio para el grupo de pCNVs simples o complejas.

Simples (n=55) Complejas (n=18)
N° % p OR Ne % p OR
Orejas
implantacion 36 65,5 | 0,003 | 2,53 - - - -
baja

Dedos - - - - 10 55,6 | 0,007 | 3,66
Pulgares - - - - 5 27,8 | 0,008 | 4,36

Genitales 15 27,3 | 0,001 | 3,44 - - - -

Ademas, en esta tercera clasificacion dentro de las alteraciones
complejas, es importante destacar que de los 18 pacientes con
alteracion genética, diez presentaban algun tipo de anomalia cerebral,
siendo la mas frecuente la alteracién de los ventriculos cerebrales
presente en cinco pacientes (p=0,006).

1.4.3 Analisis de variables cuantitativas. Regresion lineal.

Se realizd un estudio de regresion lineal con el programa SPSS para
evaluar la existencia de algun tipo de relacion entre diversas variables
cuantitativas: nimero de rasgos dismorficos y nimero de sistemas
afectados frente a variables genéticas que incluian el tamafio, el
namero de genes y el numero de elementos ultraconservados en las
PCNVs.
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Rasqgos dismérficos.

Para el célculo del nimero de rasgos dismaorficos se sumaron para
cada paciente las variables clinicas de los 13 apartados de rasgos
dismorficos descritos en material y métodos, que hacen referencia a
41 rasgos faciales diferentes. Se obtuvieron los siguientes
estadisticos:

e Pacientes con resultado normal: media 5,7; mediana 5;
minimo 0 y maximo 14.

e Pacientes con pCNVs: media y mediana 6; minimo 1 y
maximo 12.

Sistemas afectados.

Para el calculo del nimero de sistemas afectados se sumaron para
cada paciente las variables clinicas referentes a los 10 apartados de
defectos congeénitos descritos en material y métodos. Se obtuvieron
los siguientes estadisticos:

e Pacientes con resultado normal: media 3,5; mediana 4;
minimo 0 y maximo 9.

e Pacientes con pCNVs: media 3,9; mediana 4; minimo 1y
maximo 8.

Tamafo, genes v elementos ultraconservados.

Se calcul6 para las 91 pCNVs el tamafio promedio: 4.121.424pb
(948pb a 23.012.000pb), el nimero medio de genes: 65 (1 a 269) y
el promedio de UCEs: 0,95 (0 a 15).

El analisis de la regresion lineal entre estas variables puso de
manifiesto que el ndmero de rasgos dismorficos correlaciona
significativamente con en el nimero de genes para las alteraciones de
localizacion subtelomérica (p=0,04). Dentro de este grupo de pCNVs
subteloméricas, para las duplicaciones puras, el nimero de sistemas
afectados correlaciona significativamente con el tamafio y el nimero
de UCEs con unos valores p de 0,025 y 0,01 respectivamente. Para el
resto de variables no se observd ninguna diferencia estadisticamente
significativa.
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1.4.4 Célculo de la puntuacion clinica segun de Vries.

Se calculé la puntuacién propuesta por de Vries en 2001 para los
pacientes con reordenamientos subteloméricos submicroscopicos, en
los 246 casos que forman la serie. Este calculo se realiz6 para la serie
completa y posteriormente se compard la puntuacion obtenida en los
distintos grupos de pacientes en funcién del resultado (normal o
PCNVs claramente patoldgicas o consideradas de penetrancia
incompleta). A priori, no se observaron grandes diferencias de
puntuacion entre los grupos de pacientes (tabla 33).

Tabla 33. Puntuacion media, mediana, moda, minimo y maximo
segin la publicacion propuesta por de Vries en 2001 para los
pacientes de la serie en funcion del resultado genético obtenido.

Serie Pacientes con Pacientes Pacientes con

completa resultado con pCNVs  pCNVs sin los

(n=246) normal (n=173) (n=73) casos pipCNVs

(n=65)

Media 3,57 3,38 4,01 4
Mediana 3 3 4 4
Moda 3 3 3 3
Minimo 0 0 0 0
Maximo 8 8 8 8

En las figuras 31 y 32 que se muestran a continuacion, se presenta la
distribucién de los pacientes y el célculo de la puntuaciéon segln
proponen de Vries y colaboradores.
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Numero de pacientes

12
ﬁ 4
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7 8

Puntuacion segun la publicacion por de Vries y colaboradores en 2001
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Figura 31. Distribucion de los 246 pacientes segun la puntuacion
propuesta por de Vries en 2001.
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Figura 32. Célculo de la puntuacion de Vries para los pacientes con
PCNVs y para el grupo con resultado normal.
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Se realiz6 el andlisis de la puntuacion en los diferentes grupos de las 3
clasificaciones de las pCNVs. Se calculd la sensibilidad, especificidad
y Chi-cuadrado para los diferentes puntos de corte (>3, >4, >5, >6, >7
y >8). Se confirmé que la diferencia fue mayor en las pCNVs
intersticiales a partir de un punto de corte >3 (p=0,044), y conforme el
punto de corte es mayor, la sensibilidad disminuye y aumenta la
especificidad. So6lo se obtuvo un resultado estadisticamente
significativo para las pCNVs intersticiales (de Vries >3 p=0,04).

Asi mismo, al tratarse de una variable ordinal, se analizd la
puntuacion de Vries comparando pacientes con resultado normal
frente a pacientes con pCNVs mediante analisis de regresion logistica.
El andlisis estadistico mostr6 que este Gltimo grupo presenta una
puntuacion significativamente mas elevada (regresion logistica binaria
p=0,01). Este mismo calculo se realiz6 comparando resultado normal
frente a alteraciones subteloméricas y frente a alteraciones
intersticiales. La regresion logistica binaria s6lo mostrd un resultado
estadisticamente significativo para las alteraciones de localizacion
intersticial (subtelomeéricas p=0,217; intersticiales p=0,01). No
obstante, existe un gran solapamiento entre ambos grupos de
pacientes, de forma que la posible utilidad clinica de esta puntuacion
para diferenciar pacientes con y sin reordenamientos genomicos es
minima en nuestra serie (figura 32). La figura 33 muestra la
representacion de la puntuacion en funcién del resultado obtenido.
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Figura 33. Box-plot con la representacion de la puntuacion de Vries
en los pacientes en funcion del resultado.

A representa el resultado normal o presencia de pCNVs. By C
muestran los resultados segun las tres clasificaciones utilizadas.

~ 126 ~



Resultados

Curva ROC
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Figura 34. Curva ROC que muestra la sensibilidad y la especificidad
para nuestra serie seguin la puntuacion propuesta por de Vries.
Area bajo la curva 0,603.

Se célculo en nuestra serie la sensibilidad y especificidad segun el
modelo de puntuacion propuesto por de Vries en 2001 que situaba el
punto de corte en >3. El resultado evidencio una sensibilidad del 57%
y una especificidad del 56%. La representacion con la curva ROC
(Receiver Operating Characteristic) se muestra en la figura 34.
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1.45 Desarrollo de un nuevo modelo predictivo de
reordenamientos gendmicos mediante regresion logistica.

Se realizé un estudio de regresion logistica binaria con el programa
SPSS para evaluar las variables clinicas que se asocian con mayor
frecuencia a las pCNVs y escoger aquellas que pudieran orientar
cuédndo se puede esperar con mayor probabilidad obtener un resultado
genético normal o alterado, y asi poder asignar una puntuacion clinica
a cada nuevo paciente en funcion de estas variables.

En el modelo de partida para realizar la regresion logistica, se
incluyeron los rasgos clinicos en funcion de dos criterios de seleccion
segun los resultados ya presentados (ver comparacion de frecuencias
tablas de la 29 a la 32). Los rasgos se escogieron bien por tener un
valor p<0,01, o bien, por presentar una odds ratio>2 tanto en el global
de los casos patologicos como en los diferentes subgrupos en funcion
de las 3 clasificaciones establecidas (ver apartado 1.1.2 de los
resultados).

Se utilizo la regresion logistica binaria con método atras condicional y
con punto de corte de 0.3.

Los resultados de la regresion logistica se muestran en la tabla 34.

Al mismo tiempo, se valoraron posibles interacciones como el género
y la edad de los pacientes (segmentacion del archivo respecto a la
mediana de la edad: 62 meses). No se observaron diferencias al
realizar los céalculos de la regresion logistica en funcién de estos
parametros, aunque el porcentaje de casos pronosticados normales y
alterados era ligeramente mayor en el grupo de varones respecto al de
mujeres y también en el grupo de pacientes con edad inferior a 62
meses respecto a los pacientes de mayor edad.
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Tabla 34. Resultados de la regresion logistica en el programa SPSS
con las variables clinicas con resultado significativo.

Variables en la ecuacion

.C. 95% para
EXP(B)
B |E.T.| Wald | gl | Sig. | Exp(B) | Inferior | Superior
Paso 12 [Hipertonia RN 1,93| 91| 448 1,034 6,89 1,15 41,12
Hipertelorismo 87,33 6,91 1),009] 239 1,25 4,6
Alteracion 93| 40| 543| 1,020 2,54 1,16 5,57
implantacién
dientes
Dedos afilados 2,221 1,14 3,79 1/,051| 9,26 99| 86,95
Anomalias 1,37| 41 11,09 1],001] 3,93 1,76 8,79
genitales
Clv 1,71| ,66| 6,62 1,010 555 1,50 20,49
Agresividad 1,15 46| 6,19 1|,013| 3,17 1,28 7,87
Constante -| ,28| 56,19| 1|,000 12
2,12

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: hipertonia en el recién nacido
(RN), hipertelorismo, alteracion en la implantacién de los dientes, dedos
afilados, anomalias genitales, CIV (comunicacion interventricular),
agresividad.

El andlisis de la regresion logistica entre las variables clinicas permitié
realizar una seleccién de variables clinicas predictoras que incluian
rasgos clinicos como:

e Periodo neonatal: hipertonia en el recién nacido.

e Rasgos dismorficos faciales: hipertelorismo e implantaciéon
anomala de los dientes.

e Defectos congénitos: comunicacion cardiaca
interventricular, dedos afilados y anomalias genitales.

e Rasgos neuroldgicos: agresividad.
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Posteriormente, a esta preseleccién de siete variables, se afiadieron
otros cuatro rasgos clinicos en funcion de diversos criterios:
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Implantacién baja de las orejas. Este rasgo clinico esta
presente en la mitad de los pacientes de la serie y casi en un
60% de los casos en que se ha detectado alguna CNV
patoldgica. Se trata por tanto, de un rasgo dismérfico muy
frecuente y asociado a numerosos sindromes y patologias
incluidas en el llamado “fenotipo  cromosoémico”.
Aproximadamente el 18% de los sindromes dismorficos
presentes en las bases de datos London Medical Databases que
cursan con retraso del desarrollo tienen implantacion baja de
las orejas, siendo un grupo muy numeroso el que corresponde
a las deleciones y duplicaciones cromosomicas. Por todo ello,
consideramos que aunque no tenga un valor estadisticamente
significativo en el analisis de la regresion logistica, debe
incluirse como una variable mas en el modelo predictivo
propuesto.

Cardiopatia congénita y anomalias de los dedos. Se trata de
manifestaciones clinicas mas amplias y que abarcan a la
comunicacion interventricular 'y a los dedos afilados,
respectivamente, ambas con resultados estadisticamente
significativos en la regresion logistica. Se decidid mantener y
otorgar mayor valor a la comunicacion interventricular y a los
dedos afilados por los resultados obtenidos tras el andlisis
estadistico (coeficientes B elevados). Pero, dado que en
nuestra serie de pacientes se ha realizado una historia clinica
exhaustiva que ha permitido anotar muy al detalle algunas
variables clinicas, que quizd no es posible recoger en una
consulta mas rutinaria, se decidié incluir también estas dos
variables mas generales.

Retraso del desarrollo. Se decidi6 valorar la incorporacion al
modelo predictivo de la discapacidad intelectual ya que es una
de las principales indicaciones para la realizacion de array-
CGH. Sin embargo, la DI no se puede valorar en nuestra serie
como variable predictora, ya que al tratarse de un criterio de
inclusion, estd presente en la mayoria de los pacientes.
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Ademas, hay que tener en cuenta que en muchas ocasiones, la
discapacidad es dificil de valorar, sobre todo, en nifios
menores de 5 afios. Por este motivo se decidid incluir en el
modelo predictivo el retraso del desarrollo, ya que se puede
objetivar mejor y de forma mas precoz en los nifios, sobre todo
los hitos del desarrollo que afectan al area motora y del
lenguaje. Hay que tener en cuenta, a favor de esta variable, que
valora al nifio en 5 éareas: a nivel motor grueso, la
psicomotricidad fina, el area del lenguaje, a nivel cognitivo y
el area social. Por tanto, el retraso del desarrollo puede
utilizarse para evaluar precozmente tanto la discapacidad como
el trastorno del espectro autista. El Unico inconveniente es que
no puede utilizarse en recién nacidos.

Con todo lo anteriormente expuesto, el modelo predictivo que
proponemos estaria formado por un conjunto de manifestaciones
clinicas que engloban 11 variables, a cada una de las cuales se le
asigna un punto, por tanto, la puntuacion maxima es de 11 puntos.
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Tabla 35. Variables clinicas que forman el modelo predictivo
propuesto para orientar cuando se espera obtener un resultado
normal o alterado mediante el estudio con arrays.

Puntuacion

Variables clinicas Puntuacion por
apartado

Hipertelorismo

Rasgos

dismorficos Orejas de implantacion baja

Implantacion andmala de los dientes

Rl ]|~

Cardiopatia

Si la cardiopatia es una CIV o
presenta ademas una CIV, 1
sumar 1 punto

Defectos

. Anomalias dedos 1 5
congénitos

Si la anomalia son los dedos
afilados o ademas los 1
presenta, sumar 1 punto

Anomalias genitales

Hipertonia en el recién nacido

Rasgos

2. Retraso del desarrollo
neuroldgicos

PR RP| P

Agresividad

1.4.5.a Aplicacion del modelo a la serie global de pacientes.

Se aplico el modelo clinico propuesto a la serie del presente trabajo
formada por 246 pacientes. A continuacion se presentan los valores de
la puntuacion obtenida segun las manifestaciones clinicas que
presenten los pacientes (tabla 36). Se muestra la puntuacién media, la
mediana, la moda, el minimo y el maximo de la serie completa y en
funcion del resultado genético: pacientes con resultado normal, con
CNVs patoldgicas, y en la altima columna el grupo de casos con
PCNVs pero excluyendo los ocho pacientes que presentan CNVs
consideradas de penetrancia incompleta.
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Tabla 36. Puntuacion media, mediana, moda, minimo y méaximo
segin el modelo con la puntuacion clinica propuesta para los
pacientes de la serie en funcion del resultado genético obtenido.

Serie Pacientes con Pacientes Pacientes
completa resultado con pCNVs  con pCNVs
(n=246) normal (n=173) (n=73) sin los casos
PipCNVs
(n=65)
Media 2,8 2,5 3,5 3,6
Mediana 3 2 3 4
Moda 3 2 3 3
Minimo 0 0 1 1
Maximo 7 6 7 7

Al comparar estos resultados con los obtenidos al aplicar el modelo
propuesto por de Vries en 2001, que se muestra en la tabla 33, se
observa que aungue los valores en el grupo de pacientes con pCNVs
son similares con ambos modelos, la diferencia entre este grupo de
pacientes y el grupo con resultado normal es mayor con el modelo que
proponemos.

Se establecid, en funcion del diagrama de cajas que se muestra a
continuacion (figura 35), que el punto de corte de la puntuacion para
alcanzar una sensibilidad superior al 75% fuera de 3 puntos; con lo
cual seria recomendable realizar el estudio de array-CGH a los
pacientes que al aplicar el modelo predictivo con las variables clinicas
descritas en la tabla 35 tuvieran una puntuacion igual o superior a 3
puntos. Establecido por tanto este punto, se realiz6 el calculo de la
sensibilidad y la especificidad para dicho modelo en la serie de
pacientes. La sensibilidad de este modelo, teniento en cuenta los 73
pacientes en los que se detectd alguna alteracion genética, era del
75,3% mientras que la especificidad se situaba en torno al 51%.
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XF2417
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Figura 35. Curva ROC y diagrama de cajas que representa la
puntuacion en los pacientes de la serie segln las variables clinicas
definidas en el modelo predictivo en funcién del resultado obtenido
tras el estudio genético.

Area bajo la curva 0,634; p=0,001; 1C 95%: 0,560-0,708.
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Dado que las CNVs de penetrancia incompleta se consideran
patoldgicas y asociadas a expresividad variable, el abanico de las
manifestaciones clinicas, en caso de estar presentes, puede ser muy
amplio (tipo y severidad). Teniendo en cuenta esta peculiaridad de las
deleciones y duplicaciones en determinadas regiones cromosomicas,
se realizd el mismo calculo, pero en este caso excluyendo los ocho
pacientes con pipCNVs del andlisis (figura 36). Se trata de ocho
pacientes, de los cuales siete presentan deleciones o duplicaciones en
16p heredadas de un progenitor sano (CGMZ2182, CGM208,
CGM2822, XF1338, XF2184, CGM1696, CGMZ2952) y un paciente
(XF1526) con una delecion en 20g12913.1 heredada del padre, el cual
presenta una discapacidad intelectual leve. La sensibilidad de este
modelo al excluir los ocho pacientes con las CNVs consideradas
patologicas de penetrancia incompleta, aumentaba hasta el 77%
mientras que la especificidad se mantenia en torno al mismo valor.
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Figura 36. Curva ROC y diagrama de cajas que representa la
puntuacion en los pacientes de la serie, sin los ocho casos
considerados patoldgicos de penetrancia incompleta, segin las
variables clinicas definidas en el modelo predictivo en funcién del
resultado obtenido tras el estudio genético.

Area bajo la curva 0,642; p=0,001; 1C 95%: 0,566-0,718.
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1.4.5.b Serie de seguimiento.

Se evalu6 este modelo predictivo con las variables clinicas propuestas
en una serie de seguimiento independiente.

La serie de seguimiento estaba formada por 101 pacientes la mayoria
en edad pediatrica. Estos pacientes fueron remitidos a la Unidad de
Genética del Hospital Universitari i Politécnic “La Fe” para su
valoracion e inclusion en el proyecto de investigacion (Pl 2009/0093)
que lleva por titulo “BUsqueda e identificacion de nuevas causas
genéticas y epigenéticas de trastornos del espectro autista: disefio
y aplicacion de un array dirigido de alta resolucién, con elementos
clave de la maquinaria epigenética” concedido por la Fundacion
Ramoén Areces en su XV Concurso Nacional para la adjudicacion de
ayudas a la investigacion cientifica y técnica, y cuya investigadora
principal es la Dra. Carmen Orellana.

A los 101 pacientes se les realizé un estudio array-CGH comercial o
de disefio propio. Los resultados del estudio genético mostraron
PCNVs causales en 16 pacientes, aunque 4 de ellas se consideraron
pipCNVs (todas ellas en la misma region cromosémica 16p). En 81
pacientes no se encontré ninguna variante de dosis patogénica, y en
los 4 restantes se detectd una CNV considerada como una variante de
significado incierto.

Se calculo la puntuacion para cada paciente de la serie de seguimiento
segun las variables clinicas definidas anteriormente en el modelo
predictivo (tabla 35). Se dibujo la curva ROC obteniendo un area bajo
la curva (ABC) de 0,720 (p=0,006; intervalo de confianza 95%:
0,583-0,856) que se muestra a continuacion en la figura 37.
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Curva ROC

0,87

0.6

0,47

Sensibilidad

0,27
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Puntuacion en base al modelo propuesto

Figura 37. Curva ROC y diagrama de cajas de los pacientes de la
serie de seguimiento segun las variables clinicas definidas en el
modelo predictivo.

Area bajo la curva 0,720; p=0,006; 1C 95%: 0,583-0,856.
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Se revisaron los resultados de los casos con pCNVs y baja puntuacion
(con 1 6 2 puntos). Se trataba de cinco casos, cuatro de los cuales
correspondian a las CNVs de penetrancia incompleta, dos de ellos con
un Unico punto (CGM3388 y CGM3826) y los otros dos casos con dos
puntos (XF2690 y 000506), segun el modelo predictivo propuesto. El
quinto caso correspondia a una paciente (003298) con una puntuacién
de dos por la hipertonia y el retraso del desarrollo. Esta paciente, se
incluyd en el estudio a los tres meses de edad, por un cuadro
polimalformativo (microcefalia, espina bifida, anomalias renales) con
numerosos rasgos dismoérficos (hipotelorismo con ptosis palpebral,
pestafias abundantes, nariz bulbosa, grande con narinas hipoplasicas y
orejas grandes), pero no presentaba ninguno de los rasgos principales
que forman el modelo clinico predictivo (sin cardiopatia, ni anomalias
de los dedos o de los genitales, ni hipertelorismo ni implantacion baja
de las orejas).

Dado que las deleciones y duplicaciones en 16p13.11, presentes en los
cuatro pacientes mencionados anteriormente, se consideran
patologicas de penetrancia incompleta y asociadas a expresividad
variable las manifestaciones clinicas que presenten pueden ser muy
diversas. Teniendo en cuenta esta particularidad de las deleciones y
duplicaciones en determinadas regiones del cromosoma 16p, se
realizé el mismo célculo, pero en este caso excluyendo estos cuatro
pacientes del analisis (figura 38). En este caso, los resultados de la
curva ROC mostraron un aumento notable de la sensibilidad del
modelo propuesto.
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Resultado del estudio genético

Figura 38. Curva ROC y diagrama de cajas que representa la
puntuacion en los pacientes de la serie de seguimiento segun las
variables clinicas definidas en el modelo predictivo excluyendo los
cuatro casos patoldgicos de penetrancia incompleta.

Area bajo la curva 0,837; p<0,001; IC 95%: 0,746-0,928.
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Se calculé la sensibilidad y la especificidad en la serie de seguimiento
con los 101 pacientes y posteriormente excluyendo los cuatro casos
con pCNVs de penetrancia incompleta en el cromosoma 16. Los
resultados confirmaron que, para un punto de corte de tres puntos, al
igual que ocurria con la curva ROC, al excluir los casos con pipCNVs,
la sensibilidad aumentaba considerablemente (de 68,7% a 91,6%),
manteniéndose la especificidad (70,3%).
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1.5 Analisis de enriquecimiento funcional de los genes
implicados en las pCNVs.

Previo al analisis de enriquecimiento funcional se tuvieron en cuenta
varias condiciones. Por un lado, dado que la recurrencia del mismo
reordenamiento gendmico es muy baja en la serie, los genes incluidos
en estas regiones cromosomicas no suelen repetirse en los distintos
pacientes. Por otro lado, las pCNVs contienen genes no vinculados
necesariamente a la discapacidad intelectual o las anomalias fisicas.
Por lo tanto, a priori, sera dificil encontrar un grupo pequefio de genes
que estén asociados al trastorno del neurodesarrollo u otras anomalias
en los distintos pacientes. Partiendo de esta base, y teniendo en cuenta
que las 91 pCNVs en los 73 pacientes contienen 6779 genes, se
realizo una seleccion de genes de interés en las regiones alteradas.

Para ello, se determino el nivel de conservacion para cada uno de los
genes de las pCNVs y se seleccionaron los de mayor grado de
conservacion. Se utilizo el valor omega, que es una medida de presion
selectiva que se obtiene como una razon de probabilidades dN/dS
(razdn entre la probabilidad que el gen tenga una mutacion en sitios no
sinénimos frente a sitios sindnimos). De esta forma, un valor igual a
uno indica que el gen muta con igual probabilidad en sitios no
sinénimos que en sitios sinbnimos, y por el contrario, valores de este
indicador que estén proximos a cero, indicaran que se trata de genes
muy conservados. El valor de omega se obtuvo para la comparacion
humano-raton. Hay que tener en cuenta que no se conoce este valor
omega para todos los genes. Por otra parte, los genes no codificantes
(como IncRNAs o microRNAS) por definicion no se les puede asignar
un valor omega. De los 6779 genes contenidos en las pCNVs de
nuestra serie, tan s6lo se pudo establecer el nivel de conservacion para
2633 genes. Utilizando este célculo, se seleccionaron aquellos genes
que presentaban un valor menor del percentil 25 en el indicador de
conservacion omega. Con ello, se redujo el nUmero de genes de 6779
a 620 genes conservados en las regiones cromosdémicas alteradas.
Teniendo en cuenta estas consideraciones previas, se realizd un
andlisis de enriquecimiento funcional para conocer las funciones en
las que participan estos 620 genes.
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Para cada subgrupo de pacientes definido a partir de las categorias de
una variable clinica se realizd un andlisis de enriquecimiento
funcional. Las funciones biolégicas significativas que hacen referencia
a los procesos biolégicos, los componentes celulares y las funciones
moleculares recogidas en la base de datos Gene Ontology
(http://www.geneontology.org), fueron representadas mediante grafos
que permiten valorar la relacién entre los resultados obtenidos.

El andlisis de enriquecimiento mostré siete funciones moleculares
(GOs) comunes sobrerrepresentadas en el grupo de 38 pacientes con
trastornos de conducta y de comportamiento (figura 39). El nivel de
significacion para estas funciones, tras aplicar un test exacto de Fisher
para cada funcién biologica y ajustar mediante la aplicacion del
procedimiento False Discovery Rate, se sitta entre 0.028 y 0.045. De
la misma forma, en los 35 pacientes sin problemas de
comportamiento, no se obtuvo ninguna funcidn molecular
enriquecida. Estos siete GOs hacen referencia a 96 genes que, en
términos generales, codifican proteinas del grupo de las
proteinquinasas (fundamentalmente del tipo serina/treonina) y de la
superfamilia de la guanosinatrifosfatasa (GTPasa). Por tanto,
participan en funciones de regulacion de la actividad protéica. En la
tabla 37 se presenta una relacion de los genes que codifican para
proteinquinasas de serina/treonina o proteinas de unién a GTP cuya
dosis se encuentra alterada en nuestra serie de pacientes. Para esta
altima funcion, se ha centrado la revision en los genes que participan
en la funcién molecular que se sitta al final del grafo y, por tanto,
recoge las funciones anteriores.
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Tabla 37. Funcion molecular que hace referencia a las
proteinquinasas de tipo serina/treonina (GO: 0004674) y funcion
molecular de proteinas de unién a GTP (GO: 0005525). Se muestran
los 16 genes que hacen referencia a cada GO junto con los 21
pacientes con trastorno de conducta y de comportamiento cuyas
PCNVs contienen dichos genes.

En sombreado se muestran los genes sobre los que se ha publicado
alguna evidencia de su relacion con problemas de comportamiento o
trastornos neuropsiquiatricos (extraido de OMIM).

Genes que hacen Genes que hacen referencia
Localizacién referencia a las a las proteinas de unién a
i teinqui GTP
cromosémica Pacientes pro _eilnqumasas 5
(funcion molecular (funcién molecular
GO0004674) G00005525)
AKT3 ADSS
1943g44 XF2337 _V-akt murine thymoma Adenylosuccinatesynthetase
viral oncogene homolog 3
EHD3
Pleckstrin homology domain-
PRKD3 containing protein, family h,
2p21p23.3 CGM2350 Protein kinase ¢, nu member 2
RAB10
Ras-associated protein rab10
ACVR2A RND3
2022.3923.1 | CGM2402 Activin a riei(;eptor, type Rho familygtpase 3
CAB39 ARLAC
2037.1 Calcium-binding protein Adp-ribosylation factor-like
XF2337 4c
STK25
2037.3 Serine/threonine protein SSeEItDi'LZZ
Kinase 25 P
PAK2
3029 CGM784 P21 protein-activated -
kinase 2
CGM2488 LIMK1
7q11.23 CGM2412 Lim domain kinase 1 )
RAB2A
8q12.1 XF2019 ) Ras-associated protein rab2
CGM1388 TUBB4B
94343 | com1397 - Tubulin, beta-4b
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Localizacion

Genes que hacen
referencia a las

Genes que hacen referencia
a las proteinas de unién a

i roteinquinasas GTP
cromosémica Pacientes P . a -
(funcion molecular (funciéon molecular
GO0004674) G00005525)
RHOF
12g24.31 XF2623 - Ras Homolog Family Member
F
STK24
13g32.2 X1186 Serine/threonine protein Ras-reI;/e-\gz’;\otein 22
kinase 24 P
PPP4C
Serine/threonine protein
16p11.2 CX(;;:I\Z/I198142 phosphatase 4 )
MAPK3
Protein kinase, mitogen-
activated, 3
RASD1
Ras protein, dexamethasone-
induced, 1
17p11.2 XF2863 - DRG2
Developmentally regulated
gtp-binding protein 2
CGM2419 SEPT5
2201121 | com2103 - Septin 5
PIM3
22q13 XF1054 Serine/threonine protein -
kinase
GTPBP1
CSNK1E Gtp-bindingprotein 1
22q13.1 CGM305 Casein kinase i, epsilon SEPT3
Septin 3
MAPK11
Protein kinase, mitogen-
22913.33 )§521608564 activated, 11 )
MAPK12
Mitogen-activated protein
kinase 12
RAB39B
CGM1606 ) Ras-associated protein rab39b
SRPK3
X028 SRSF protein kinase 3
X841 PNCK

Pregnancy-upregulated,
nonubiquitous, cam

kinase
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En conjunto, este enriquecimiento funcional se debe a 96 genes
contenidos en las pCNVs de 24 de estos 38 pacientes con trastornos de
conducta. Sin embargo, para muchos de los genes contenidos en las
pPCNVs no se conoce el valor omega, por lo que quedaron fuera del
analisis mencionado anteriormente. Por tanto, para tener una vision
mas general, no s6lo enfocada a genes con alto grado de conservacion,
se decidi6 ampliar el estudio de estas funciones moleculares al
conjunto de los 6779 genes contenidos en las pCNVs en nuestra serie
de pacientes. Se realiz6 un andlisis bioinformatico para averiguar
cudles de estos genes hacen referencia a las siete funciones
moleculares obtenidas con el andlisis de enriquecimiento
independientemente de su grado de conservacion. En este caso, el
resultado fue de 334 genes localizados en las pCNVs de 33 pacientes
del grupo inicial de 38 con trastornos de conducta. En concreto, para
la funcién molecular que hace referencia a las proteinquinasas de tipo
serina/treonina (GO: 0004674) habia ocho pacientes mas con
trastornos de conducta, siendo las cifras de 69 genes en 21 pacientes, y
para la funcidn molecular de proteinas de unién a GTP (GO: 0005525)
se encontraron dos pacientes mas, lo que supone 55 genes en 15
pacientes.
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GO:0097367 GO:0036094 GO:1901363 GO:0097159 GO0043167 GO-0005515 500016740 G0.0016787
carbohydrate small molecule heterocyclic compound organic cyclic fon bindin rotein bindin transferase activity hydrolase activity
derivative binding binding binding compound binding 9 P 9 ¥

\ / X / G0-0016772 G0 0016817
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/~>< / \ G0:0016818
GO:0016773 nydrolase activity.
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Resultados

Figura 39. Representacion grafica de las funciones moleculares significativas de los genes conservados
contenidos en las pCNVs de los pacientes con alteraciones de conducta y de comportamiento.

El color azul oscuro indica que esas funciones estan presentes en al menos el 25-50% de los 38 pacientes con
problemas de comportamiento. EIl color azul claro indica que esa funcion esta presente en el 0-25% de los
pacientes de ese grupo.
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1.1 Rendimiento diagnaostico.

Los avances tecnolégicos y bioinformaticos de analisis genémico han
provocado el rapido desarrollo de la genética. La tecnologia de los
arrays de CGH aplicada a la discapacidad intelectual cuenta ya con
varios afios de experiencia. Lo que en un principio era una técnica
incipiente que parecia muy prometedora para el diagnostico de
deleciones y duplicaciones gendmicas causales de patologia, se ha
convertido en muy poco tiempo en una técnica diagnostica afianzada.

El interés cientifico por los arrays es mas que evidente, y se pone de
manifiesto en el incremento en el nimero de publicaciones que
aparecen por ejemplo en la base de datos Pubmed. Haciendo una
busqueda a mediados de marzo de 2014, el namero de entradas para
“array CGH” fue de 2880, que van desde 2 articulos en el afio 1997
hasta aproximadamente 300 por afio a partir del 2007.

El diagndstico en ciencias de la salud es el procedimiento por el cual
se identifica una enfermedad, entidad nosoldgica, sindrome o
cualquier condicién de salud-enfermedad. El rendimiento diagndstico
se calcula como el nimero de pruebas con resultado informativo de la
patologia. En el presente estudio hemos utilizado las nuevas
tecnologias de analisis genomico que han surgido a lo largo de los
ultimos afios, para el estudio y diagnostico de 246 pacientes con DI.
Hemos identificado cambios patoldgicos de namero de copias por
delecion y/o duplicacion en 73 pacientes. Esta cifra supone un
rendimiento diagnostico del 29.7%.

El rendimiento en general para las tecnologias que detectan
desequilibrios gendmicos (ganancias o pérdidas de una region
cromosomica) es muy variable y dependera fundamentalmente de tres
factores:

1. La plataforma utilizada y los parametros de analisis.
2. Laseleccidn de los pacientes estudiados.

3. La interpretacion de los cambios en el numero de copias
detectadas (CNV).
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Si bien los primeros articulos ofrecen porcentajes muy variables en
cuanto al rendimiento diagnostico, los Ultimos trabajos publicados
aportan las cifras mas acertadas en cuanto al rendimiento de los
arrays, situandose en torno al 12-20% (Xiang et al., 2010; Miller et
al., 2010). El porcentaje de casos alterados en el presente trabajo es
muy superior al detectado en la mayoria de las series de pacientes
publicadas hasta el momento.

1. La plataforma utilizada y los parametros de analisis.

Diversos estudios sugieren que el analisis del cariotipo so6lo identifica
anomalias cromosdmicas subyacentes en el 3% -5% de los nifios con
discapacidad intelectual moderada a grave excluyendo el sindrome de
Down (Stankiewicz y Beaudet 2007). En nuestro laboratorio, el
rendimiento diagnostico del cariotipo en pacientes con trastornos del
neurodesarrollo durante el afio 2012 ha sido de 4.3%. La combinacion,
en pacientes seleccionados, de cariotipo y estudio de reordenamientos
subteloméricos (con técnicas como FISH o MLPA) permite un nivel
de deteccion de aproximadamente 8-10% (Flint y Knight 2003;
Koolen et al., 2004). En los afios 2007 al 2010 los estudios con arrays
llegan a su maximo esplendor, empezando con series estudiadas con
arrays de BACs (Fan et al., 2007; Engels et al., 2007) y pasando
rapidamente a arrays de oligonucledtidos (Jaillard et al., 2010; Xiang
et al., 2010; Miller et al., 2010). Finalmente, en los Gltimos 4 afios, el
desarrollo de arrays de alta resolucién y gran cobertura permite
detectar trastornos genomicos en el 15-20% de nifios estudiados por
presentar DI de grado medio-alto sobre todo si se asocia con defectos
congénitos o epilepsia (Miller et al., 2010; Rodriguez-Revenga et al.,
2013).

2. Laseleccion de los pacientes estudiados.

La mayoria de los trabajos publicados que utilizan la tecnologia de los
arrays para identificar trastornos gendmicos se centran en pacientes
con DI de moderada a grave, a menudo asociada a defectos congénitos
y rasgos dismorficos. Los primeros articulos se publican en los afios
2002 al 2004 (Veltman et al., 2002; Vissers et al., 2003; Shaw-Smith
et al., 2004) y pronto aparecieron en cascada numerosas publicaciones
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que analizaban de forma rutinaria grandes series de pacientes. En
todos estos trabajos, a diferencia del presente estudio, no se establecen
criterios clinicos estrictos de seleccion de los pacientes. En general,
los investigadores estudian pacientes que cumplen criterios basados en
la puntuacion publicada por de Vries en 2001 (algunos utilizan como
puntuacion minima necesaria el punto de corte >3y otros simplemente
lo usan como orientacién). O bien estudian pacientes en base a unos
criterios de seleccion propios y amplios, generalmente retraso del
desarrollo o discapacidad intelectual. En el presente trabajo hemos
utilizado unos criterios de seleccion de los pacientes muy concretos,
restrictivos y especificos: DI o trastornos del desarrollo de etiologia no
aclarada asociados a defectos congénitos y rasgos dismoérficos o
antecedentes familiares de DI, anomalias congénitas o abortos de
repeticion. Esta seleccion tan dirigida y enfocada a pacientes con
“fenotipo cromosomico” ha permitido obtener un rendimiento
diagnostico de los mas altos publicados hasta el momento.

3. La interpretacion de los cambios en el nimero de copias
detectadas.

La variabilidad del rendimiento diagnostico se debe, en parte, a que en
la literatura se publican cifras de CNVs causales que incluyen las
variantes de significado incierto (VOUS) sobre todo antes de la
publicacion de Miller y colaboradores en 2010. Este es el caso por
ejemplo de Ahn 'y colaboradores (2010) que alcanzan un rendimiento
diagndstico de 24% porque incluyen no solo las pCNV sino también
las VOUS. La inclusién de estas CNVs de significado incierto como
“positivos” hace que aumente la tasa de deteccion de algunas Series.
En el presente trabajo se detectaron ocho VOUS a las que se asigno,
antes de empezar con los andlisis, un significado benigno o
patologico, precisamente para evitar este tipo de conflictos y dar una
verdadera utilidad clinica a los resultados. Aunque no existe una
“regla de oro” para dar un significado a las CNV, en 2010 el consorcio
ISCA publicé un consenso (Miller et al., 2010) que ofrece unos
criterios orientativos para asignar patogenicidad a las CNVs (tabla
38). De forma paralela nuestro grupo, en base a la experiencia propia,
habia llegado a unas conclusiones muy similares. Por tanto, los
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criterios utilizados en el presente trabajo coinciden en buena medida
con los propuestos en dicha publicacion.

Tabla 38. Criterios para la asignacion de la patogenicidad o
benignidad, adaptado de Miller et al., 2010.

Valoracion de la patogenicidad de una CNV?
Criterios primarios:

CNV probablemente patogénica (P) o benigna (B) P B
1 a. CNV idéntica heredada de un progenitor sano® v
b. CNV alterada o expandida heredada de un v
progenitor
c. CNV idéntica heredada de un progenitor afecto v
2 a. CNV similar en pariente sano v
b. CNV similar en pariente afecto v
3 CNV descrita en individuos sanos (publicada en bases v
de datos y detectada mediante tecnologia de alta
resolucion)

4 CNV que solapa con desequilibrio genémico definido | v/
por una tecnologia de alta resolucion en una base de
datos de CNVs en pacientes con RD/DI, TEA 0 ACM

5 CNV que se superpone con un sindrome de v
desequilibrio genémico conocido (sindrome de
delecidén o duplicacién publicado)

6 CNV que contiene genes OMIM® v
7 a. CNV rica en genes v
b. CNV pobre en genes v
Hallazgos generales®
1 a. CNV es una delecion v
b. CNV es una delecién en homocigosis v
2 a. CNV es una duplicacidn (sin genes conocidos v

sensibles a dosis)

b. CNV es una amplificacion (gananciade masdel | v/
copia)
3 CNV no contiene elementos reguladores v
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%Cambio de nimero de copias.

®Una delecién heredada de un padre sano podria contener un gen
OMIM de herencia autosémica recesiva y ser patégena en
conjuncién con una mutacion puntual heredada del otro progenitor.
‘CNV produce el mismo fenotipo que se sabe que causa la mutacién
responsable de la enfermedad.

Excepciones descritas.

RD/DI: retraso del desarrollo/discapacidad intelectual; TEA:
trastorno del espectro autista; ACM: anomalias congénitas maltiples.

Quizé uno de los criterios mas discutibles de Miller y colaboradores es
el primer punto de los criterios primarios, esto es, cuando se detecta en
un paciente una CNV heredada de un progenitor sano, se interpreta a
priori como una CNV benigna. Si bien es cierto, que los estudios con
arrays permiten la deteccion de “variantes propias de cada familia”, no
descritas en las bases de datos en individuos sanos ni en pacientes, es
necesario matizar y tener en cuenta varios factores antes de
considerarlas directamente como benignas:

Existen numerosas y recientes publicaciones que describen
CNVs tanto de delecion como de duplicacion que se
consideran de penetrancia incompleta y/o de expresividad
variable (Cooper et al., 2011, Kaminsky et al., 2011). Esta
variabilidad en el fenotipo se ha observado sobre todo en la
region cromosomica 16pl11.2 (Fernandez et al., 2009), tanto
para las deleciones como para las duplicaciones, y en las
CNVs de duplicacion en 22q11.2 (Ou et al., 2008). En la serie
de pacientes estudiada, se han detectado ocho familias con este
tipo de CNVs (ver tabla 15 de resultados con las CNVs
heredadas y su interpretacion).

Relacionado justo con el punto anterior, en los casos de CNVs
heredadas, deberia estar recomendada la evaluacion clinica de
los progenitores, que podria facilitar la interpretacion y
permitiria otorgar valor a dicha CNV. Esta evaluacién muchas
veces ya se realiza en la valoracion del paciente para estudio
con array-CGH. Sin embargo, hay ocasiones en las que los
progenitores no presentan un fenotipo aparentemente anémalo,
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y es precisamente en consultas sucesivas, una vez detectada la
CNV, cuando indagando se detecta, en los progenitores
portadores de la CNV, algun rasgo clinico que podria estar
relacionado. Este hecho se ha observado por ejemplo en los
casos CGM2952 y XF2184 de nuestra serie. La paciente
CGM2952 es portadora de una CNV de delecion en 16p11. Su
hermana, con un trastorno generalizado del desarrollo, también
es portadora. El estudio familiar mostré que se trata de una
CNV heredada del padre aparentemente sano. Pero la
entrevista clinica realizada a posteriori con los padres,
evidencio un problema de alcoholismo presente en el padre.
Este trastorno mental y del comportamiento encaja
perfectamente con la variabilidad fenotipica de esta region
cromosomica. El otro ejemplo, es el caso XF2184, tanto el
paciente como su hermano, ambos con un trastorno del
neurodesarrollo, son portadores de un CNV de duplicacion en
16p11. La historia clinica de la madre, portadora de la misma
CNV que sus hijos, reveld que durante la infancia presento la
misma dislalia que mostraban ahora sus hijos.

En determinados casos heredados o de novo, serian necesarios
otros estudios especificos para valorar la posibilidad de
mosaicismo en un progenitor sano (Kearney et al., 2011b). No
se ha evidenciado en ningln caso de la serie pero no se puede
descartar la presencia de mosaicismo germinal. Respecto al
mosaicismo somatico, se puede sospechar en portadores sanos
de alteraciones patoldgicas. Asi se sospechd por ejemplo en el
caso CGM2494, donde tanto la paciente como la madre son
portadoras de una delecién de poco mas de 3 Mb en 21g21.2
probablemente patoldgica. La falta de colaboracion de la
familia, no permitié confirmar o descartar la presencia de una
alteracion en mosaico en la madre.

Otro punto a tener en cuenta en la interpretacion tanto de las
CNVs heredadas de un progenitor sano, como en las que se
producen de novo, es la posibilidad de que en el paciente
pueda existir un trastorno recesivo, bien por una mutacién
puntual no detectable por array (Vermeesch et al., 2012), o
bien por un segundo evento tipo CNV que pueda contribuir al
fenotipo del paciente. De hecho, por ejemplo, en los casos
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CGM912 y XF1774, ambos con CNVs en 16p, hemos
detectado una segunda variante también de novo, que podria
contribuir a la expresion fenotipica en estos pacientes.

Existen otros criterios, sobre los que apenas hay publicaciones
cientificas, que nuestro grupo también ha tenido en cuenta para la
interpretacion de las CNVs. Cabe destacar entre ellos la presencia o
ausencia, asi como su posible repercusion en las CNVs, de elementos
ultraconservados (Martinez et al., 2010), microRNAs, la formacion
de nuevos genes quimera y la posible presencia de genes sometidos a
impronta (Kearney et al., 2011b).

En general, la interpretacion en los cambios de numero de copias, es
un proceso dindmico y en continuo progreso, debido a los rapidos
avances en el conocimiento y la informacion clinica y genomica.
Diversos grupos de investigacion hemos llegado a esta misma
conclusion, que también apunta por ejemplo la Dra. Aranzazu Diaz en
su trabajo de tesis (2013), remarcando la importancia de dejar la
puerta abierta a la reevaluacion continla de estos pacientes.

1.2 Caracteristicas clinicas de los pacientes: obtencion de
un modelo predictivo.

A pesar de la gran cantidad de trabajos publicados sobre la utilidad de
los arrays en el diagnostico etioldégico de pacientes con fenotipo
cromosomico y/o DI, en la mayoria de los casos los datos clinicos son
muy escasos, sobre todo cuando se publican series grandes de
pacientes, en los cuales la clinica se plantea de manera muy general.
Son muy pocos los trabajos en los que se hace una revision exhaustiva
de la clinica asociada a los distintos desequilibrios gendmicos
(Soukier et al., 2012).

Este trabajo se ha realizado gracias a la inclusion, de forma minuciosa,
sistematica y detallada, de datos clinicos y genéticos recogidos en una
base de datos, con mas de 260 variables diferentes, disefiada para este
fin. Tan soOlo existe un trabajo publicado en la literatura que haga
referencia a una recogida sistematica y electronica de variables
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clinicas y genéticas en pacientes con DI. En 2007 el grupo de Pescucci
y colaboradores, de la Universidad de Siena, publica un articulo que
detalla el funcionamiento de un banco de datos y muestras de
pacientes con DI ligada al cromosoma X. Aunque se trata de un
trabajo de gran interés y con repercusion para clinicos y cientificos
que trabajen en este tema, no plantean criterios de recogida, ni
busqueda por ejemplo de factores de predisposicion.

1.2.1 Caracteristicas clinicas generales de los pacientes.

En nuestra serie global de pacientes (n=246) las caracteristicas
clinicas mas importantes son, por orden de frecuencia, los trastornos
de crecimiento (72%), las anomalias de las manos y/o pies (60%), los
defectos congénitos de la linea media (55%), la alteracion del tono
muscular (51%), la implantacion baja de las orejas (47%), y las
anomalias de las fisuras palpebrales (45%).

En los pacientes con pCNVs (n=73) las caracteristicas clinicas mas
frecuentes tras el trastorno de crecimiento (78%), son las anomalias de
las manos (60%), la implantacion baja de las orejas (57%), el
hipertelorismo (46%) y las anomalias de mandibula (46%). Ademas,
es importante destacar que algunas manifestaciones clinicas poco
frecuentes en la serie global, como son los defectos congénitos en los
genitales y rasgos conductuales como la agresividad, son mucho mas
frecuentes en el grupo de pacientes con pCNVs, por lo que alcanzan
valores de significacion estadistica mas alta que el resto de rasgos
clinicos (valor p<0,001 y <0,01 respectivamente). Son por tanto
rasgos que se asocian de forma mas especifica a reordenamientos
gendmicos en nuestra serie de pacientes.

Dado que los reordenamientos genémicos detectados en el grupo de
pacientes con pCNVs son muy heterogéneos (deleciones,
duplicaciones, simples, complejas, intersticiales, terminales), se
establecieron tres clasificaciones diferentes segun el tipo de
desequilibrio genémico, la localizacion cromosdémica y el nimero de
regiones implicadas, que nos permitieran comparar los rasgos clinicos
de cada uno de los subgrupos de pacientes de estas categorias frente al
grupo en el que no se detectd ninguna pCNV. Excepto los defectos
congénitos de los genitales, que constituyen un rasgo comin en las
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tres categorias establecidas, es llamativo que las caracteristicas
clinicas que se encuentran con mayor frecuencia son distintas para
cada tipo de alteracion. Suponemos que esta heterogenidad se debe, al
menos en parte, al escaso nimero de casos patologicos en cada
subgrupo. Esta comparacién genotipo-fenotipo puede ser el principio
para establecer en un futuro las principales manifestaciones clinicas
asociadas a deleciones, duplicaciones y translocaciones
desequilibradas, tanto intersticiales como subteloméricas. Estos
analisis permitiran establecer claramente las indicaciones clinicas y
protocolos de estudio por arrays de pacientes con trastornos del
neurodesarrollo.

1.2.2 Cardiopatia congénita.

A pesar de los avances médicos y quirdrgicos, los defectos congénitos
cardiacos, que afectan aproximadamente al 1% de todos los recién
nacidos, contindan siendo la causa principal de muerte en nacidos con
defectos congénitos. Hasta la introduccion de la técnica de arrays, la
etiologia de estas cardiopatias era atribuible en un 20% de los casos a
aneuploidias cromosémicas y enfermedades monogénicas. En el 80%
restante se especulaba sobre enfermedades geneéticas poligénicas y
factores ambientales entre los que se incluian infecciones viricas,
exposicion a toéxicos y enfermedades maternas (Bentham vy
Bhattacharya 2008). Aunque los estudios publicados que establecen
correlacién entre las CNVs detectadas con arrays y la etiologia de las
cardiopatias congénitas son limitados, la prevalencia de defectos
congénitos cardiacos en pacientes con pCNVs es alta, sobre todo si
presentan otros defectos congénitos o asocian rasgos neurologicos.
Hasta el 30% de pacientes con cardiopatia junto con otros defectos
congeénitos, presentan alguna pCNV causal (Thienpont et al., 2007).

Los defectos cardiacos congénitos, descritos por tanto hasta el
momento como los defectos mas frecuentes en pacientes con
desequilibrios gendmicos, estan presentes en el 23% de pacientes
tanto en nuestra serie global como en los pacientes con pCNVs. No
obstante, es llamativo que este porcentaje de pacientes con pCNVs y
cardiopatia es muy similar al publicado en otras series: Lu y
colaboradores en 2008 detectan cardiopatia con o sin otros defectos
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congenitos en el 20,2% de pacientes con pCNVs; Soukier y su grupo
de investigacion en 2012 detectan algun tipo de cardiopatia en el 22%
de pacientes con pCNVs con un valor p=0,008. Estos defectos
cardiacos, no analizados en detalle en los articulos publicados hasta el
momento, corresponden en nuestra serie global y para el grupo de
pacientes con pCNVs a CIA, PDA y CIV. Estas cardiopatias
mantienen las mismas frecuencias en la serie global y en los pacientes
con pCNVs, excepto la CIV, cuya frecuencia es el doble en pacientes
con pCNVs, teniendo ademas una OR de 3 y un valor p que roza la
significatividad (p=0,06).

Al estudiar series de pacientes con cardiopatia, hay que tener en
cuenta, que quiza se esta introduciendo un doble sesgo. Por un lado, la
supervivencia de estos pacientes, puede estar comprometida por la
propia cardiopatia, lo cual hace que puedan fallecer antes de obtener
un diagndstico genético. Por otro lado, a diferencia de EEUU en que
se estudian grandes series de pacientes directamente por array-CGH,
en nuestro laboratorio, a la mayoria de neonatos con cardiopatia se les
realizaba hasta ahora, un screening utilizando la técnica de MLPA
para descartar sindromes de microdelecién como los descritos en las
regiones 22g11 y 7921. Segun amplias series publicadas, la delecion
22q11 es la anomalia cromosdmica mas frecuente (1/169 casos) y
suele asociar cardiopatia (Kaminsky et al., 2011). El estudio mediante
MLPA en el recién nacido permite diagnosticar en edades tempranas
muchos casos a los que luego no hace falta realizarles ningun otro tipo
de estudio genético (array). Ademas la técnica de estudio empleada
permite detectar un aumento o disminucidn de dosis de varias regiones
a la vez. Al utilizar la técnica de MLPA con kits (por ejemplo la
SALSA P245) que agrupan varias regiones, permite al mismo tiempo
rastrear otras regiones cromosdmicas asociadas a otros sindromes. En
nuestro laboratorio se han diagnosticado de esta forma en los Gltimos
6 afos: dos casos con delecion 1p36, 14 casos con delecién 7911.23 y
31 casos con delecion 22g11.21, todos ellos con cardiopatia. El
diagndstico temprano mediante esta técnica podria explicar la baja
frecuencia de casos con CNVs flanqueadas por duplicaciones
segmentarias detectadas en nuestra serie (siete pacientes), ya que estos
casos con un diagndstico ya establecido no fueron incluidos en la serie
investigada. [Esto supone un sesgo importante, ya que los
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reordenamientos gendmicos mas frecuentes se encuentran
infrarrepresentados en nuestra serie.

1.2.3 Trastornos del crecimiento.

Las alteraciones del desarrollo somatico son ligeramente mas
frecuentes en pacientes con pCNVs (78% frente a 74% en la serie
global). En este grupo de pacientes, tal como describieron Soukier y
colaboradores en 2012, predominan la talla y el peso bajos. Esto es
debido quizé a un sesgo de seleccion, ya que seguramente se solicitan
mas estudios genéticos a pacientes con talla baja que con talla alta.
Este hecho queda demostrado en el presente trabajo, de forma que, en
el global de 246 pacientes el 26% tienen talla baja y el 47% peso bajo.
Estos porcentajes tan elevados (superiores a lo esperado) se mantienen
en el grupo de pacientes con pCNVs. Sin embargo, no ocurre esto para
la talla y el peso altos. Aproximadamente el 5% de pacientes
presentan la talla y/o el peso alto en la serie global, pero en el grupo
de pacientes con pCNVs este porcentaje aumenta hasta el 10% con
una diferencia estadisticamente significativa (para la talla alta p=0,04
y para el peso alto p=0,02). Por tanto, lo que no se ha publicado hasta
el momento es que los percentiles altos, por encima de 90 tanto para la
talla como para el peso, presentan una mayor asociacion especifica
con las pCNVs.

Una variable a tener en cuenta en los trastornos del crecimiento, no
descrita previamente, es la presencia de elementos ultraconservados
en las regiones de ganancias y pérdidas cromosémicas. Los elementos
ultraconservados se definen como segmentos de DNA de al menos
200 pares de bases con identidad de secuencia en los genomas
humano, de raton y de rata (Bejerano et al., 2004). Aunque se han
descrito cerca de 481 elementos ultraconservados, su significado real,
contindia siendo una gran incognita. Desde la publicacién de Bejerano
y colaboradores en 2004, los elementos conservados se han
relacionado de una u otra forma con genes implicados en el desarrollo.
Se ha otorgado a los UCEs funciones importantes como potenciadores
o0 represores de la transcripcion, como reguladores o como elementos
implicados en la modificacion epigenética en los genomas de
vertebrados (Baira et al., 2008).
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En nuestra serie, la diferencia entre el numero de elementos
observados y esperados, representa un elevado enriquecimiento de
estos elementos en variantes de dosis génicas con repercusion
patoldgica, dato publicado previamente por nuestro grupo (Martinez et
al., 2010). Esta hipétesis se ve reforzada por el hecho de que ninguno
de estos elementos se ha encontrado en las variantes de dosis
consideradas en este trabajo como polimdrficas.

El hecho de que rasgos, como el peso bajo en el recién nacido, se
correlacionen de forma muy significativa en nuestra serie con la
ganancia neta de elementos ultraconservados (p<0,012) y que otros
rasgos, como la microcefalia adquirida, rocen la significatividad
(p=0,06), sugiere que en general los elementos ultraconservados
actuarian como represores del crecimiento ejerciendo un control
negativo sobre el mismo. Estos resultados parece que siguen la misma
linea que los publicados en los Ultimos afos, que permiten relacionar
los elementos ultraconservados con diversas patologias como las
leucemias y los carcinomas humanos (Calin et al., 2007). En concreto,
este grupo de investigadores demostré una funcidn oncogénica
especifica en el cancer de colon para el elemento ultraconservado
UC73, al comprobar su efecto antiproliferativo a través de la
induccion de la apoptosis. También recientemente se ha publicado
otro articulo que relaciona los elementos ultraconservados con el
crecimiento, concretamente con los planos de desarrollo de los
tunicados (Sanges et al., 2013). Estos investigadores identifican un
grupo de secuencias altamente conservadas en genomas de tunicados
y de vertebrados, asociadas de forma significativa con genes
homeobox implicados en el desarrollo del organismo.

Respecto a la presencia de elementos ultraconservados en las
deleciones, si bien es cierto que el analisis de regresion lineal
univariante mostré que los casos con hipotelorismo tienen mas
elementos ultraconservados que los casos sin hipotelorismo, hay que
tener muy presente, que este resultado hace referencia a un Unico
paciente. En nuestra serie, el hipotelorismo es un rasgo clinico poco
frecuente, presente en 12 de los 246 pacientes. De estos 12 pacientes
con hipotelorismo, s6lo en dos se detectaron reordenamientos
gendmicos responsables de la patologia, y tan sélo en un caso se ha
descrito la presencia de elementos ultraconservados en la pCNV
(CGM2756). A pesar de esto, merece la pena resaltar que, un estudio
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publicado recientemente relaciona alteraciones de elementos
ultraconservados con la holoprosencefalia (Roessler et al., 2012). Los
resultados de los estudios realizados por el grupo de Roessler y
colaboradores, mostraron que las secuencias ultraconservadas estan
presentes de forma preferente en la vecindad de genes del desarrollo
como ZIC2 (holoprosencefalia MIM 603073), pudiendo directa o
indirectamente influir en las manifestaciones fenotipicas de la
holoprosencefalia. La holoprosencefalia hace referencia a una serie de
anomalias congeénitas cerebrales y del macizo facial, que se generan
en estadios muy tempranos del desarrollo, cuando la placa neural se
pliega sobre si misma y forma el tubo neural. Las alteraciones
cerebrales son el resultado de un fallo en la diferenciacion y
separacion o hendidura del prosencéfalo o cerebro anterior, que dara
lugar a los hemisferios cerebrales y a los ventriculos laterales. El
desarrollo deficiente de la placa neural puede ser causa, asimismo, de
fallo en la formacion del cuerpo calloso y contribuir a un defecto de la
migracion neuronal con la produccion de malformaciones cerebrales.
La holoprosencefalia va asociada, por un lado, a una morfologia facial
caracteristica que afecta el desarrollo de la linea media del plano
facial, en la que cabe destacar el hipotelorismo, y por otro lado, a una
encefalopatia, con diversas anomalias cardiacas, musculoesqueléticas,
genitourinarias y gastrointestinales (I1zquierdo y Avellaneda 2003). En
este sentido, el paciente con la pCNV de delecion y elementos
ultraconservados (CGM2756), ademas del hipotelorismo, presenta
otros rasgos descritos en la holoprosencefalia como alteraciones de la
linea media facial (frente en quilla, alteracion de la raiz nasal y del
filtrum), alteraciones cerebrales como la ventriculomegalia, ademas de
persistencia del ductus arterioso y transposicion penoescrotal (pene
hipoplasico con inclusion interescrotal y criptorquidia bilateral).
Merece la pena destacar que los 10 pacientes con hipotelorismo, sin
PCNVs, presentan algun tipo de malformacion craneocerebral,
asociada en la mayoria de casos con alteraciones de la linea media, lo
cual podria orientar la basqueda de la causa del trastorno del
neurodesarrollo en estos pacientes hacia la alteracion de elementos
conservados en el genoma, no detectados hasta el momento.

En cualquier caso, seria necesario realizar estos estudios en una serie
mas grande de pacientes para evaluar la importancia de los elementos
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ultraconservados como un  nuevo  elemento  regulador
gendmico/genético de los trastornos del crecimiento.

1.2.4 Anomalias genitales.

Las anomalias genitales no se encuentran entre las caracteristicas
clinicas mas frecuentes ni en la serie global ni en los casos con
pCNVs. Sin embargo, la frecuencia de estas anomalias es
significativamente mayor en el grupo de casos con pCNVs: las
anomalias genitales constituyen el defecto congénito con un valor p
estadisticamente mas significativo (p<0,001, por género: varones
p=0,006 y mujeres p=0,025). Es muy importante en la exploracion
fisica de los pacientes tener en cuenta este tipo de anomalias
congeénitas, sobre todo anomalias de testiculos y micropene en nifios y
la hipertrofia/hipoplasia de labios mayores y menores en nifias.

1.2.5 Anomalias de los dedos.

En nuestra serie global de pacientes, tras los trastornos del
crecimiento, la anomalia congénita méas frecuente es la de las manos
(50,8%), siendo incluso mayor en los pacientes con pCNVs (60,3%).
Este porcentaje se debe sobre todo a las anomalias de los dedos 2-5 de
las manos, presente en el 33% de casos con pCNVs (p=0,03) siendo la
clinodactilia del 5° dedo junto con los dedos largos y afilados los
defectos de los dedos mas frecuentes en el global de la serie. Las
anomalias de los dedos, asociadas muchas veces a formas sindromicas
de discapacidad intelectual, se presentan en ocasiones junto con otro
tipo de defectos congénitos como por ejemplo las anomalias genitales,
craneales, cerebrales, esqueléticas o incluso con cardiopatias como la
comunicacion interauricular (ver figura 28 de los resultados).

Se ha realizado una busqueda bibliografica y no se ha encontrado
hasta el momento ninguna publicacién que analice la relacion de
muchos de estos rasgos clinicos como son las anomalias genitales y de
los dedos con la presencia o ausencia de pCNVs en pacientes con
trastornos del neurodesarrollo.
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En nuestra serie, rasgos como los trastornos del crecimiento, la
implantacion baja de las orejas, el hipertelorismo, los defectos
mandibulares, las anomalias de los dedos 2-5, los defectos congénitos
cerebrales y genitales, forman el “fenotipo cromosémico” asociado a
PCNVs.

1.2.6 Asociacion de rasgos clinicos frecuentes. Propuesta de una
nueva secuencia clinica indicativa de Neurocristopatia.

El analisis estadistico de las variables ha permitido detectar la
existencia de una triada de rasgos dismorficos faciales muy asociados
entre ellos, formada por la raiz nasal hundida, el hipertelorismo y
implantacion baja de las orejas (en adelante RHO). Estos tres rasgos
estan presentes en diversos sindromes que aparentemente no guardan
relacion entre ellos. En concreto, una busqueda realizada en las bases
de datos London Medical Database, con estos tres criterios como
obligatorios, muestra una salida con 79 sindromes diferentes. Algunos
ejemplos como el mosaicismo para la trisomia 10 o para la trisomia
14, el sindrome de Schinzel-Giedion, el sindrome de Job, el sindrome
de Marshall-Smith, la anemia de Diamond-Blackfan, la malformacion
de Dandy-Walker, los sindromes de microdelecion 1p36, 1q41q942,
1944, 7p22, 8p23, 9q34 (sindrome de Kleefstra), 14932, 11925
(sindrome de Jacobsen), 17p13 (lisencefalia de Miller-Dieker), 19p13,
y de microduplicacion 16p13.3 y 22q13, ponen de manifiesto la
heterogeneidad de las patologias. Algunas muy conocidas Yy
estudiadas, y otras en las que no se conoce el patron de herencia ni el
gen responsable.

Esta variabilidad en cuanto a sindromes clinicos diferentes producidos
por alteraciones genéticas muy diversas, entre las que a priori no
existe ningun tipo de relacion, también se manifiesta en la serie
estudiada en el presente trabajo. Esta asociacion RHO se observa en
ocho pacientes con pCNVs diferentes en cuanto al tipo de variante y a
la localizacion cromosomica. Se trata de los pacientes CGM1353,
CGM1525, CGM2067, CGM2412, CGM2494, CGM2733, XF2296,
XF2789 (ver anexo Il1).
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Por otro lado, esta triada clinica RHO se ha descrito en pacientes con
trastornos del neurodesarrollo producidos por factores ambientales, en
distintos momentos del desarrollo embrionario, tanto por el efecto
teratbgeno de farmacos como el &cido retinoico o de otro tipo de
toxicos como el alcohol (sindrome alcohdlico fetal). La exposicion del
embrién a estos toxicos durante las primeras semanas del desarrollo
embrionario puede ocasionar graves malformaciones, siendo
frecuentes las craneofaciales. En este sentido, resulta de gran interés
que Sulik y Johnston (1982) demostraran, en un modelo de ratén, que
las células de la cresta neural son particularmente sensibles a los
efectos de la exposicion embrionaria al alcohol, y que la muerte de
estas células, o un defecto en su migracion, puede ser la causa de los
defectos craneofaciales propios del sindrome alcoholico fetal, entre
los que se encuentra la triada RHO.

De cualquier forma, bien sea por la presencia de trastornos de causa
genética, como es el caso de numerosas microdeleciones o
microduplicaciones en diversas regiones del genoma, bien por los
efectos teratdgenos del alcohol durante el periodo embrionario o bien
por otros factores, parece que nos encontramos ante un nuevo tipo de
secuencia para defectos craneofaciales, no descrita como tal, pero que
se observa en numerosos sindromes. Partiendo de los estudios sobre el
sindrome alcohdlico fetal en el modelo de raton, mediante una
revision bibliografica hemos podido constatar que varios de los genes
alterados en sindromes genéticos que presentan la secuencia RHO se
encuentran igualmente implicados en los procesos de diferenciacion y
migracién de células derivadas de la cresta neural. Tal es el caso de
patologias tan dispares como el sindrome de Mowat-Wilson (gen
ZEB2), el sindrome de delecion 5q14 (gen MEF2C), la displasia
campomélica (gen SOX9) o el sindrome de Saethre-Chotzen (gen
TWIST1), entre otros (extraido de OMIM). Del mismo modo, se han
identificado microRNAs, como MIRN200B y MIRN429 (incluidos en
la region cromosomica delecionada en el paciente CGM2067), que
actGan entre otros sobre el gen ZEB2 (responsable del sindrome de
Mowat-Wilson) como un paso mas en los procesos de transicion
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epitelio-mesenquimal (Renthal et al., 2010). Ademas, resulta muy
significativo que en muchos de estos pacientes es frecuente encontrar
asociadas otras manifestaciones clinicas como la hipoacusia o los
defectos cardiacos congénitos, los cuales se podrian relacionar con el
mismo tipo de procesos.

Bajo el término de neurocristopatia, acufiado por primera vez en 1974
por Bolande, se describen las lesiones secundarias a la alteracion de
las células de la cresta neural. Se trata de un grupo de patologias que
derivan de un desarrollo embriolégico anémalo. Debido a la multitud
de estructuras que derivan de estas celulas, las posibles
manifestaciones resultantes pueden ser muy variadas y presentarse de
forma aislada o asociadas formando sindromes. En este sentido, la
enfermedad de Hirschsprung (aganglionosis intestinal) es
consecuencia de un defecto en la migracion de las células de la cresta
neural hacia el intestino distal, y por tanto se considera que forma
parte del concepto de neurocristopatia (Espinosa y Alonso Calderon
2009). Puede presentarse de forma aislada (neurocristopatia entérica),
o formado parte de otras trastornos derivados de anomalias de la
cresta neural como el sindrome de hipoventilacion central congénito
(Ondine) (Masumoto et al., 2002) o el sindrome de Waardenburg
(Toki et al., 2003).

La porcion cefalica de la cresta neural tiene la capacidad adicional de
diferenciarse en células mesenquimatosas y dar lugar a otros tejidos.
Esta porcién cefélica contribuye a la formacion de parte del créneo,
huesos de la cara y dientes, ademas de tejido conjuntivo que forma
parte de diversas estructuras de cabeza y cuello (Noden 1988).

Las neurocristopatias son, por tanto, patologias producidas por
alteraciones en el crecimiento, en la proliferacion, en la diferenciacién
y/o en la migracién de las células derivadas de la cresta neural. Estas
células se originan en la zona dorsal del tubo neural durante la
embriogénesis y migran con el proceso frontonasal y los arcos
faringeos. Es necesario un estrecho control espacio-temporal de las
redes de sefializacion, donde los factores de transcripcién juegan un
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papel fundamental, para la induccion, migracion, proliferacion vy
diferenciacion de las células de la cresta neural que dan lugar, entre
otros, a las estructuras craneofaciales. Por tanto, la disrupcion en
algiin punto de este complejo proceso resulta en malformaciones
craneofaciales (Cordero et al., 2011). Del mismo modo, estas células
contribuyen a la fusion de los cojines endocérdicos conotruncales, lo
que explica que muchos nifios con defectos craneofaciales presentan
también anomalias cardiacas congénitas. Esto ocurre por ejemplo en el
sindrome de Collins, en el sindrome de DiGeorge o en el sindrome de
Goldenhar. Esta neurocristopatia, que se describe en el presente
trabajo, estd formada fundamentalmente por rasgos a nivel cefalico
(asociacion RHO) y cardiaco, pero ademas es frecuente encontrar
otros sintomas relacionados con las células de la cresta neural como la
hipoacusia neurosensorial y los trastornos de conducta tipo
agresividad. Estudios en animales sugieren que el comportamiento
agresivo estaria mediado por una compleja interaccion entre diversos
sistemas hormonales: gonadales, suprarrenales e hipotalamico-
hipofisarios (Ramirez y Delius 1980). La agresion seria el resultado de
la interaccion de sustancias bioquimicas neurorreguladoras como son
las hormonas y los neurotransmisores. En concreto, parece
ampliamente aceptado que el descenso del nivel de serotonina y el
aumento de los niveles de noradrenalina y dopamina esta implicado en
la etiologia de la agresion y la violencia (Martin 2006). La
noradrenalina es una catecolamina producida en la region medular de
la capsula suprarrenal, que se origina de células de la cresta neural
relacionandose por consiguiente con las neurocristopatias.

Asumiendo como hipotesis de partida que la presentacion de la triada
RHO es sintomatica de neurocristopatia, se decidid contrastar esta
hipdtesis mediante la bisqueda de relaciones funcionales entre los
genes contenidos en las ocho pCNVs detectadas en los pacientes con
esta secuencia. Esta busqueda se realiz6 a través de la pagina web de
bases de datos como STRING, NCBI y PubMed:

- la base de datos STRING (http://string-db.org/), que muestra
interacciones directas (fisicas) y asociaciones indirectas
(funcionales de proteinas), puso de manifiesto un posible nexo
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comdn en cinco pacientes. Los resultados de esta busqueda
mostraron que nueve genes (RPA1l, YWHAE, EIF4H, CCTS,
PRPF8, PRDX6, ATAD3A, MYBBP1A, KIAA0664) localizados
en cinco de las ocho regiones se relacionaban entre si mediante
la formacién de complejos de migracion y de sefializacion de
adhesion a la integrina a4p1 (tabla 39, genes en color naranja).
Las integrinas forman parte de una familia de receptores de
adhesion celular que participan y median en las interacciones
entre las células y entre éstas y la matriz extracelular,
participando en procesos de migracién y de sefializacién
celular (Byron et al., 2012).

a través de la pagina web de la base de datos NCBI, se
revisaron los 101 genes reguladores incluidos en la red
propuesta como modelo para el desarrollo craneal a partir de
las  células de la  cresta  neural (WP2064)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosystems/672460). Muchas de
las interacciones propuestas en este modelo estan reguladas
por factores de transcripcion. De esta forma se seleccionaron
otros cuatro genes contenidos en tres regiones diferentes de
estos ocho pacientes (tabla 39, genes en color verde).

El gen FGFR3 (incluido en la regién duplicada del paciente
CGM1525) pertenece a una familia de genes que codifican
para receptores de factores de crecimiento polipeptidicos
implicados en gran variedad de actividades como la
mitogénesis, la angiogénesis y la cicatrizacion de heridas.
Mutaciones en este gen se han asociado a trastornos del
crecimiento de huesos largos dando lugar a formas leves de
hipocondroplasia, a formas mas comunes de acondroplasia 0 a
displasia tanatoférica letal en la época perinatal. También se
han descrito mutaciones en FGFR3 en pacientes con formas
sindrémicas de craneosinostosis (sindrome de Muenke,
sindrome de Crouzon con acantosis nigricans). En estos
pacientes, al igual que en otros casos de craneosinostosis
sindrémicas, bien producidas por mutaciones en genes de la
misma familia de factores de crecimiento fibroblastico como
FGFR2 (sindrome de Crouzon, sindrome de Pfeiffer, sindrome

~ 169 ~


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosystems/672460

Discusidn

~ 170 ~

de Apert) o por alteraciones de genes como TWIST1 (sindrome
de Saethre-Chotzen) o EFNB1 (sindrome craneofrontonasal),
se han descrito rasgos dismarficos comunes en todos como son
el hipertelorismo y la orientacién de las fisuras palpebrales
hacia abajo. (GeneReviews™: http:// www.ncbi.nlm. nih.
gov/books/NBK1116/). Ademas, tanto los factores de
crecimiento fibroblastico (FGF) como el AR regulan la
expresion de los genes Hox directamente o a través de factores
de transcripcion. Dentro de esta familia génica, el gen HOXB1
(incluido en la region cromosomica delecionada en el paciente
XF2789) es el que posee mayor potencial de induccion de
diferenciacion celular a través de vias de sefializacion como
Bmp y Notch, participando en aspectos clave de la cascada
genética implicada en la regulacion de las células de la cresta
neural craneal. En este sentido, cabe mencionar que una
disminucion de la actividad represora del gen HES5 (incluido
en la region cromosomica delecionada en el paciente
CGM2067) puede interrumpir la oscilacion de la actividad de
la via de sefalizacion Notch, que es necesaria para una
adecuada proliferacion y diferenciacion celulares espacio-
temporales (Kageyama et al., 2008; Gouti et al., 2011).

Dado que sélo quedaba un paciente (XF2296) en el cual no se
habia encontrado ninguna relacion a través de las busquedas
realizadas con las bases de datos STRING o NCBI, se decidio
revisar uno a uno los 26 genes contenidos en esta region
cromosOmica. Para ello se realiz6 una busqueda en PubMed
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) para cada uno de estos genes
y se revisaron las publicaciones relacionadas con la cresta
neural. Se detectaron dos genes implicados en alguno de los
procesos de diferenciacion, de crecimiento o de migracién de
las células de la cresta neural (tabla 39). Por un lado, el gen
Vgll2a pertenece a una familia de cofactores transcripcionales
implicados en gran variedad de procesos del desarrollo. Vgll2a
es necesario para la supervivencia de las células de la cresta
neural dentro del arco faringeo. Una alteracion en la expresion
de este gen se asocia a un aumento de la muerte celular en el
arco faringeo y a anomalias en el desarrollo craneofacial en el


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Discusidn

pez cebra (Johnson et al., 2011). En humanos, se han descrito
mutaciones en Vgll2 en pacientes con displasia
craneometafisaria, trastorno que causa, entre otros defectos,
hiperostosis de los huesos de la cara (lughetti et al., 2000). Por
otro lado, el gen GJA1 codifica para una proteina de union
conocida como conexina 43. Esta proteina se expresa de forma
abundante en las células de la cresta neural y en el miocardio
ventricular, por lo que se le ha otorgado un papel importante
en las cardiopatias congénitas, sobre todo en las anomalias del
tracto de salida. Se han descrito mutaciones en homocigosis en
el gen GJAL en pacientes con displasia oculodentodigital, un
trastorno que cursa con dismorfias craneofaciales y de
miembros, neurodegeneracion e hipoacusia (Paznekas et al.,
2003). Aunque los defectos cardiacos en este trastorno son
raros, se han descrito en estos pacientes anomalias de la
conduccion cardiaca, como la taquicardia ventricular y el
bloqueo atrioventricular (Huang et al., 2011). En este sentido,
merece la pena resaltar que aunque la paciente XF2296 no
presenta ninguna cardiopatia congénita, a raiz del tratamiento
con concerta®, instaurado para tratar el déficit de atencion,
empez0 con crisis de taquicardias. Si bien es cierto que uno de
los efectos adversos poco frecuentes del concerta® pueden ser
las palpitaciones, en esta paciente esta reaccidn adversa
medicamentosa podria haberse visto favorecida o potenciada
por la afectacion de genes como el GJAL o el gen PLN, éste
altimo regulador de la funcion cardiaca, y asociado a una
forma de miocardiopatia dilatada.
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Tabla 39. Pacientes con la secuencia RHO y con variantes de dosis
consideradas patologicas.
Se muestran los genes contenidos en esas regiones, en los que se ha
publicado su participacién en algun proceso implicado en el crecimiento,
la diferenciacion o la migracion de células de la cresta neural (el codigo
de colores en los genes indica la base de datos de la que se han obtenido:
naranja para STRING, verde para NCBI y negro para PUbMED).

Tipo Inicio y fin de
Paciente de la CNV en pb Gen bibllzil(;e?g‘ica
PCNV (Hg18) g
MIRN200B, Renthal et al., 2010
MIRN429
CGM2067 del (chrl: 0-3873000) ATAD3A Byron et al., 2012
DVL1*, HES5 NCBI: pathway
WP2064
(chrl:
CGM1353 del 167024416- PRDX6 Byron et al., 2012
172150939)
deyy  (ohr4: 0-1323000/ FGFR3 NCBI: pathway
COMIS2S 1 qup 1379000- (duplicado) WP2064
2472000)
(chré:
Vgll2a Jonhson et al., 2011
XF2296 del 117561349- * '
195021400 GJAL Huang et al., 2011
coma12 | del  (CNr7: 72332743 EIF4H Byron et al., 2012
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RPA1, YWHAE,
(chrl7: 116343- PRPFS,
CGM2733 dup 4393321) MYBBIA, Byron et al., 2012
KIAA0664
(chr 17: .
XF2789 | del 43612631- HOXB1 NC\E;\}'PSS?Z"E’V
44213267)
(chr21:
CGM2494 del 26099513- CCT8 Byron et al., 2012
29452773)

del: delecién

dup: duplicacion

NCBI: pathway WP2064:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/biosystems/672460

* Relacionado con la regulacion de las células de la cresta neural
implicadas en el desarrollo embriol6gico cardiaco (Hamblet et al.,
2002).

* Codifica para la proteina conexina 43 que se localiza de forma
abundante en el miocardio ventricular.

En conclusion, hay suficientes evidencias publicadas en la literatura
que justifican y apoyan la relacién entre los genes contenidos en las
ocho pCNVs asociadas a la triada RHO y la neurocristopatia.

1.2.7 Obtencion de un modelo predictivo.

En 2001, de Vries y colaboradores publican un listado de variables
clinicas a las que asignan una puntuacién que facilita la preseleccion
de <casos con mayor probabilidad de ser portadores de
reordenamientos subteloméricos cripticos (tabla 40). Estas variables,
gue suman un maximo de diez puntos, incluyen historia familiar de
DI, retraso de crecimiento pre y postnatal, micro/macrocefalia, la
presencia de tres rasgos dismdrficos faciales y defectos congeénitos
como anomalias de las manos, cardiopatia e hipospadias con o sin
testes no descendidos.
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Tabla 40. Puntuacion propuesta por de Vries y colaboradores para la
seleccion de pacientes con sospecha de reordenamientos
subteloméricos. Adaptado de Vries et al., 2001.

Variables clinicas Puntua
cién

Historia familiar de discapacidad intelectual:
e compatible con herencia mendeliana
e no compatible con herencia mendeliana

Retraso crecimiento prenatal

N N DN

Anomalias de crecimiento postnatal, para cada una de los
siguientes 1 punto (méaximo 2):

microcefalia (1), talla baja (1), macrocefalia (1), talla alta (1)

> 2 rasgos dismorficos: hipertelorismo, anomalias nasales, 2
anomalias de las orejas

Anomalias congénitas, para cada una de las siguientes 1 punto 2
(maximo 2):

anomalias de manos (1), cardiopatia (1), hipospadias + testes
no descendidos (1)

Este grupo establece en tres el punto de corte a partir del cual estaria
indicado el estudio de reordenamientos subteloméricos. Para tres
puntos obtienen una sensibilidad del 100% y una especificidad del
27%. Conforme aumenta el punto de corte, disminuye la sensibilidad
y aumenta la especificidad, llegando a cifras de 11% y 99%,
respectivamente, cuando los criterios clinicos alcanzan una puntuacién
igual o superior a nueve. Este modelo con dichas variables clinicas se
ha utilizado, por algunos grupos de investigacion, a lo largo de la
Gltima década para seleccionar pacientes susceptibles de ser
estudiados por FISH, MLPA y arrays sin obtener rendimientos
diagndsticos superiores al obtenido en nuestra serie. Sin embargo, este
porcentaje parece superior al detectado por otros grupos que utilizan
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como unico criterio de seleccion de pacientes la discapacidad
intelectual. Asi por ejemplo, de Vries y colaboradores publican en
2005 una serie formada por 100 pacientes seleccionados segln su
puntuacion (>3puntos) y obtienen un 10% de casos con trastornos
gendmicos asociados a patologia. En otros grupos que hacen la
seleccidn clinica en base a esta puntuacidn, el rendimiento diagndstico
que obtienen es muy similar, en torno al 10-15% (Schoumans et al.,
2005; Fan et al., 2007; Jaillard et al., 2010). Sin embargo existen
publicaciones de grupos que estudian “pacientes con discapacidad
intelectual” sin ningin tipo de seleccion y obtienen porcentajes
variables de casos con alteraciones, pero en general menores, entre un
3 aun 10% (Manolakos et al., 2010; Engels et al., 2007; Xiang et al.,
2008).

En el presente trabajo, se ha realizado un analisis estadistico de las
variables clinicas y genéticas para evalua,r por un lado, el modelo
propuesto por de Vries en 2001, y por otro lado, proponer un nuevo
modelo predictivo que permita seleccionar y estudiar pacientes
susceptibles de presentar un trastorno genomico (delecion y/o
duplicacion).

El andlisis multivariante mediante regresion logistica de las variables
clinicas y gendmicas asociadas a pCNVs en esta serie ha permitido
establecer una seleccion de determinados rasgos clinicos en los
pacientes que serviria para predecir aquellos casos con mayor riesgo
de tener una pCNV. Cabe destacar que la mayoria de aspectos clinicos
asociados en nuestra serie son diferentes a los publicados por de Vries
en 2001.

La puntuacion establecida con los resultados de la serie de 246
pacientes ha sido evaluada en una serie de seguimiento independiente,
seleccionada con unos criterios clinicos diferentes y un rendimiento
diagndstico del 15,8%. Aplicando el modelo propuesto a dicha serie
de seguimiento hemos obtenido una sensibilidad del 91% y una
especificidad del 70%, para un punto de corte de tres puntos, lo que
confirma la utilidad clinica-practica de la puntuacién propuesta.
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1.2.7.a Evaluacion de la puntuacion propuesta por de Vries
en 2001.

Aunque la puntuacién obtenida por de Vries se centra en la
basqueda de reordenamientos cripticos subteloméricos, dado
que no existe ningln otro modelo publicado, se ha utilizado
también para la busqueda y deteccién de CNVs de localizacién
intersticial. Se calculd la puntuacion segun de Vries en nuestra
serie de pacientes. A priori, no se observaron diferencias entre
los subgrupos de pacientes (existe un gran solapamiento entre
pacientes con y sin pCNVs), por lo que la utilidad de esta
puntuacion para diferenciar pacientes con reordenamientos
genomicos es minima en nuestra serie. Aunque en promedio el
grupo de pacientes con pCNVs presentan puntuaciones
ligeramente més altas frente al grupo de pacientes con
resultado normal, es precisamente en el subgrupo de pacientes
con pCNVs de localizacion intersticial donde esta diferencia es
estadisticamente significativa y no ocurre asi en los pacientes
con pCNVs subteloméricas tal como proponen de Vries y
colaboradores. Lo que si es cierto, es que los pacientes con
alteraciones  subteloméricas tienen en general mas
manifestaciones clinicas que los pacientes con alteraciones
intersticiales. En nuestra serie esto es debido a que tanto el
tamafo de la alteracion como el nimero de genes es mayor
en las alteraciones subteloméricas (tamafio medio de las
PCNVs  subteloméricas: 4.454.578pb; intersticiales:
3.780.867pb y numero medio de genes en las pCNVs
subtelomeéricas: 80; intersticiales: 50). La mayoria de
alteraciones subteloméricas son reordenamientos complejos
que implican pérdida y ganancia de dos regiones genémicas,
mientras que la mayoria de las alteraciones intersticiales son
simples. También hay que tener en cuenta otro factor que
puede influir en una expresion clinica mas grave en las
translocaciones subteloméricas, y que puede explicarse por un
mayor efecto posicional.
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1.2.7.b Propuesta de un nuevo modelo predictivo.

El anélisis estadistico realizado en el presente trabajo ha
permitido obtener y puntuar un grupo de variables clinicas que
componen un modelo aplicable a la priorizacion de los
pacientes susceptibles de ser estudiados por array para la
deteccion de trastornos gendmicos. Este grupo esta formado
por 11 rasgos clinicos que permiten alcanzar un méaximo de 11
puntos (tabla 41).

Tabla 41. Variables clinicas que forman el modelo predictivo
propuesto para orientar cuando se espera obtener un resultado
normal o alterado mediante el estudio con arrays.

Puntuacion

Variables clinicas Puntuacion por
apartado

Hipertelorismo

Rasgos

dismorficos Orejas de implantacion baja

Implantacién andmala de los dientes

PRk

Cardiopatia

Si la cardiopatia es una CIV o
presenta ademas una CIV, 1
sumar 1 punto

Defectos

. Anomalias dedos 1 5
congeénitos

Si la anomalia son los dedos
afilados o ademas los 1
presenta, sumar 1 punto

Anomalias genitales

Hipertonia en el recién nacido

Rasgos

2. Retraso del desarrollo
neuroldgicos

PR k|-

Agresividad

Esta tabla es la misma que la tabla 35 que se vuelve a situar aqui para
facilitar la lectura y la discusion.
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Estas variables hacen referencia a caracteristicas clinicas de los
pacientes que podemos dividir en varios apartados. Dos de
estas manifestaciones clinicas son solapantes a las propuestas
con anterioridad por de Vries, como el hipertelorismo o la
cardiopatia congénita. En comparacion con el modelo
propuesto por de Vries en 2001, algunos de los que
proponemos son rasgos mas generales, como las anomalias
genitales; y otros, sin embargo, son rasgos mas especificos,
como la comunicacion interventricular o los dedos afilados.
También cabe destacar otras variables hasta ahora no
propuestas, como la hipertonia en el recién nacido y la
valoracion de trastornos de conducta como la agresividad.

El modelo propuesto se ha evaluado en una serie de
seguimiento formada fundamentalmente por pacientes con otro
perfil clinico. Se trata de 101 pacientes, la mayoria con
trastorno del espectro autista asociado a otros rasgos clinicos
(dismorfias faciales o defectos congénitos) o con antecedentes
familiares de trastornos del neurodesarrollo. El rendimiento
diagnostico del array en estos pacientes fue de 15,8%, superior
al publicado en otras series (Schaefer y Mendelsohn 2013). En
esta serie de seguimiento se calculé la puntuacion propuesta,
teniendo en cuenta las consideraciones expuestas en el
apartado 1.4.5 de los resultados, y con un punto de corte
superior o igual a tres puntos. Se obtuvo una sensibilidad del
91% vy una especificidad del 70%, lo que otorga una gran
robustez al modelo propuesto. Tan s6lo hubo un caso con
resultado genético alterado y puntuacion inferior a tres. Se
trata de una paciente (003298), de tres meses de edad, con un
cuadro polimalformativo que recuerda en parte al sindrome de
Cornelia de Lange. Uno de los limites del modelo propuesto,
es su aplicacion en pacientes de corta edad. En los recién
nacidos o en los pacientes con escasos meses de vida, hay que
tener presente que no se podran valorar tres de las variables
clinicas propuestas en el modelo predictivo: la implantacion
anomala de los dientes, el retraso del desarrollo, y las
alteraciones de la conducta como la agresividad. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que el ingreso en una sala de Pediatria
de un neonato con un cuadro patolégico (muchas veces con
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una cardiopatia congénita) obliga a solicitar estudios genéticos
que hasta hace relativamente poco, incluian el cariotipo y, en
numerosas ocasiones, el estudio de sindromes de
microdelecién (incluido el sindrome de DiGeorge). La
sustitucion de estas dos técnicas por el estudio con array-CGH
en los neonatos polimalformados sin un diagndstico clinico
establecido, permite aumentar el porcentaje de diagndstico
genético en estos casos, que se sitda, segun el grupo de Lu 'y
colaboradores, alrededor del 20% (Lu et al., 2008). En nuestra
serie, de los 246 pacientes, tan sélo cinco tenian menos de
cuatro meses, la mayoria de ellos con una puntuacién baja (dos
puntos) segun el modelo que proponemos. El estudio con
array-CGH permitié el diagndstico genético en dos de ellos
(CGM1387 y CGM2292). Seria necesario, por tanto, plantear
estudios como el que se ha realizado en el presente trabajo en
series de neonatos o pacientes de pocos meses, con el fin de
poder obtener unos criterios clinicos que orienten hacia el tipo
de estudios genéticos a realizar en estos casos.

Cuatro de las variables clinicas propuestas en el modelo
predictivo se pueden relacionar a través de la nueva secuencia
clinica indicativa de neurocristopatia, propuesta en el apartado
1.2.6 de la discusion. Se trata del hipertelorismo, las orejas de
implantacion baja, las cardiopatias congénitas y la agresividad.
Esto podria estar relacionado con el hecho de que los procesos
de diferenciacion y migracion de células derivadas de la cresta
neural son especialmente susceptibles a sufrir alteraciones
dado el namero elevado de genes y elementos reguladores,
muchas veces sensibles a dosis, que participan en los mismos
(NCBI:pathwayWP2064:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosystems/6

72460). Respecto al resto de variables que conforman el
modelo, hay que tener en consideracidn varios aspectos. Por un
lado, en referencia a las anomalias de los dedos, sobre todo de
los dedos 2-5 de las manos, la mayoria de las veces faciles de
detectar a simple vista, son después de los trastornos de
crecimiento, el defecto congénito mas frecuente en nuestra
serie. Por otro lado, es importante resaltar que aungue son
pocos los casos con anomalias genitales, en poco mas de la
mitad de ellos se ha detectado un reordenamiento genémico,
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esto es, en 20 de los 37 pacientes con alguna anomalia genital.
No se ha publicado hasta el momento ningun articulo que
analice la relacion en conjunto de muchos de estos rasgos
clinicos con la presencia o ausencia de pCNVs en este tipo de
pacientes. Nos encontramos por tanto, ante un patron clinico
novedoso, consistente y que puede resultar atil en la
evaluacion clinico-genética de un paciente con trastorno del
neurodesarrollo.

La aplicacion del modelo clinico predictivo propuesto a la
serie del presente trabajo pone de manifiesto una especificidad
del 51% y una sensibilidad del 77% para una puntuacién >3 a
tres, mayor a la obtenida con la puntuacion propuesta por de
Vries (57%), que hasta el momento es la Gnica que se conoce.
Seria util plantear, a corto plazo, estudios enfocados hacia el
conocimiento de las repercusiones clinicas de los
reordenamientos gendmicos detectados mediante arrays, sobre
todo, teniendo en cuenta el rumbo que estan tomando los
estudios genéticos en los ultimos tiempos, enfocados hacia la
secuenciacion masiva.

1.3 Factores de predisposicion.

1.3.1 Duplicaciones segmentarias.

En general, los estudios de series de pacientes mediante arrays,
muestran que son mas frecuentes los casos con pCNVs no flanqueadas
por duplicaciones segmentarias. En nuestra serie, se han detectado
siete casos donde las pCNVs se localizaban en regiones ricas en
duplicaciones segmentarias en ambos lados, siendo posiblemente el
mecanismo de produccién de dichas pCNVs la recombinacion
homdloga no alélica. Por este mecanismo se han descrito mas
deleciones que duplicaciones (en nuestro caso son cuatro deleciones y
dos duplicaciones). En el resto de casos de nuestra serie, no se han
observado duplicaciones segmentarias flanqueantes a las pCNVs, por
lo que su mecanismo de produccion podria ser otro como la
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fragmentacion y la reparacion andémala del ADN durante la
espermatogénesis.

1.3.2 Género de los pacientes.

La discapacidad intelectual afecta entre un 30-50% mas a varones que
a mujeres (Stevenson et al., 2000). Ademas de presentar distinta
prevalencia, también se han descrito diferencias significativas en la
evolucion y la gravedad, en funcion del género. Aunque los factores
bioloégicos y/o ambientales que subyacen a estas funciones género-
especificas siguen sin estar claros, se centran basicamente en cuatro
puntos clave que abarcan factores anatomicos, hormonales, genéticos
y epigenéticos.

El desarrollo fetal masculino es mas susceptible del dafio cerebral
precoz. En mujeres, el volumen del cerebro es menor pero con mayor
tamafio del cuerpo calloso y mayor numero de conexiones
interhemisféricas, que ofrecen mas robustez al cerebro femenino.
Ademas, estudios morfométricos cerebrales muestran diferencias en el
volumen cortical de varones y mujeres en localizaciones concretas de
la sustancia gris. Estas sutiles aunque consistentes diferencias resultan
ventajosas para la mujer en areas como la comunicacién y la emocion
(Knickmeyer et al., 2013).

Entre los factores biologicos posibles, se cree que los niveles de
hormonas sexuales pueden desempefiar un importante papel, ya que
difieren entre hombres y mujeres (androgenos frente a estrogenos).
Estas diferencias son particularmente relevantes durante el desarrollo
fetal y neonatal, afectando al neurodesarrollo para producir las
diferencias sexuales en el comportamiento, la cognicion, la estructura
y la funcién del cerebro (Baron-Cohen et al., 2011). Variaciones en la
concentracion de testosterona fetal detectadas en el liqguido amniotico,
podrian explicar diferencias de género en areas clave como el
comportamiento y la cognicién en la poblacion general, asi como las
diferencias observadas en las relaciones sociales y los intereses
restringidos que muestran los pacientes con trastornos del espectro
autista (Auyeung et al., 2010). Las nifias con hiperplasia suprarrenal
congénita, que tienen niveles altos de testosterona fetal, tienen niveles
de CI menores que sus hermanas no afectas. Ademas, se ha
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demostrado que el tratamiento prenatal con dexametasona en estas
nifias mejora las funciones cognitivas, sociales y emocionales.

Clasicamente, los factores genéticos que explican las diferencias en la
discapacidad intelectual en varones y mujeres se han centrado en el
cromosoma X. La discapacidad intelectual ligada al X (DILX),
incluido el sindrome de X fragil, generalmente leve en mujeres, puede
explicar parcialmente el mayor porcentaje de DI descrito en varones.
Sin embargo, hoy en dia se sospecha que estos genes conocidos de
DILX no justificarian totalmente este exceso de varones, al menos
como causas monogeénicas. Se ha postulado que pueden existir
polimorfismos genéticos en el X que afecten sutilmente a las
capacidades cognitivas, pero sin causar directamente DI en la mayoria
de los casos, y causando poca o ninguna disminucion de la capacidad
reproductiva. Estos alelos se traducirian en una abanico heterogéneo
de DI sélo cuando se asocian con combinaciones genéticas claramente
patologicas o de susceptibilidad o con determinadas condiciones
ambientales (Mandel y Chelly 2004).

Recientemente se han publicado datos que indican que los procesos
epigenéticos, como la metilacion del ADN y las modificaciones de la
cromatina, juegan un papel importante en la diferenciacion cerebral en
funcion del género del individuo. Se han descrito pequefias
variaciones especificas de género en la regulacion génica. Por
ejemplo, se ha observado una disminucion de la expresion de
DNMT3b implicado en la metilacion del ADN en la amigdala (cerebro
social) en recién nacidos varones (Jessen y Auger 2011). Otro ejemplo
mas clasico hace referencia a la impronta del cromosoma X; se ha
sugerido que influye en el grosor y el volumen del cortex durante el
desarrollo cerebral precoz (Lepage et al., 2013). Variaciones
epigenéticas podrian explicar por qué las nifias Turner que solo tienen
el X paterno tienen mejores habilidades verbales y un funcionamiento
ejecutivo mas alto que las nifias Turner que tienen el cromosoma X de
origen materno (Perrin et al., 2007). Segun la teoria del cromosoma X,
en las mujeres, el cromosoma X de origen paterno ofreceria
proteccion frente a trastornos del neurodesarrollo, por tanto, los
varones, que sblo disponen del cromosoma X de origen materno,
estarian mas expuestos (Baron-Cohen et al., 2011).

~ 182 ~



Discusidn

En definitiva, las diferencias de género en la estructura cerebral, sobre
todo cortical, varian de un modo complejo y altamente dinamico a
través de factores biolégicos, fundamentalmente hormonales, y
ambientales como pueden ser las expectativas parentales o influencias
culturales en el estilo de vida.

1.3.3 Origen parental de las pCNVs.

Las células germinales masculinas y femeninas pueden transmitir
defectos genéticos que pueden condicionar o predisponer a
enfermedades genéticas en la descendencia. Sin embargo, el origen
parental de estos defectos parece que no ocurre al azar. Desde hace
afios, se conoce que las aneuploidias de los autosomas tienen
preferentemente un origen materno (Hassold y Hunt 2001), mientras
que las mutaciones y reordenamientos cromosomicos estructurales de
novo se originan con mayor frecuencia en la espermatogénesis (Crow
2001; Sibbons et al., 2012).

En general, ante la deteccion de una CNV en un paciente lo mas
habitual es estudiar la herencia de la misma, sin embargo, existen
pocas publicaciones respecto al estudio del origen parental en el caso
de que dicha CNV sea de novo. Si clasificamos las pCNVs en dos
grupos, un grupo formado por las pCNVs que se sabe que estan
flanqueadas por duplicaciones segmentarias (DS) y otro grupo con las
que no lo estan, se ha sugerido que para las pCNVs con DS no hay
diferencias en cuanto al origen parental (Thomas et al., 2006). En
cambio, en las pCNVs sin DS se ha observado que mayoritariamente
son de origen paterno (en una relacién 2:1). En nuestra serie, en los
casos con pCNVs no recurrentes (sin DS) en los que se pudo estudiar
el origen parental se observo que 16 pCNVs de novo eran de origen
paterno frente a 6 de origen materno. Ademas, esta diferencia todavia
es mayor en el caso de las pCNVs que se localizan en las regiones
subteloméricas. El origen preferentemente paterno de las pCNVs de
novo no recurrentes, tan sélo se ha demostrado anteriormente por dos
grupos: el grupo de la Dra. Heir-Kwa en 2011, que también concluyen
que, independientemente del tamafio y tipo de CNV (delecién o
duplicacion), mayoritariamente (en una relacion 2:1) las pCNVs no
flanqueadas por DS son de origen paterno; un estudio muy similar
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publicado en 2012 (Sibbons et al., 2012) llega a la misma conclusion
respecto al origen de las CNVs, aungue en esta publicacion, la mitad
de los casos estudiados son  reordenamientos  visibles
citogenéticamente. Por tanto, deben existir mecanismos especificos de
la linea germinal masculina que expliquen la aparicion preferencial de
microdeleciones y microduplicaciones no recurrentes a través de la
linea paterna. Hay que tener en cuenta que las alteraciones por
recombinacion s6lo se producen en meiosis, aunque puede ser distinta
en diferentes regiones, se produce por igual en mujeres y varones. Sin
embargo, las alteraciones por rotura del ADN se producen mas en
mitosis, aumentando la tasa de mutacién por tanto con la edad paterna,
como se discute mas adelante.

El acimulo de lesiones en el ADN durante la espermatogénesis puede
deberse a varios factores. La capacidad de reparacion del ADN
disminuye durante la Gltima parte de la espermatogénesis, al contrario
de lo que ocurre en el ovocito, cuya capacidad de reparacion del dafio
producido en el ADN no s6lo permanece a lo largo de todo el proceso
de la oogénesis, sino que ademas ha de proveer los mecanismos de
reparacion de ambos genomas parentales tras la fertilizacion
(Marchetti et al., 2007). El espermatozoide no tiene mecanismos de
reparacion del ADN durante el almacenamiento y transito a traves del
epididimo y en el post eyaculado, sino que la reparacion dependera del
ovocito y del preembridn. Por tanto, el efecto de la fragmentacion que
sufre el ADN espermatico, durante el remodelado y empaquetado de
la cromatina, dependera basicamente de dos efectos combinados. Por
un lado, del dafio de la cromatina de los espermatozoides y por otro
lado, de la capacidad de los ovocitos para repararlo (Gonzalez-Marin
et al., 2012). La fragmentacion del ADN espermatico, tanto de cadena
simple como doble, puede producirse en cualquier fase de la
espermatogénesis durante el empaguetamiento de la cromatina:
acetilacion de histonas a través del “espermatoproteosoma” PA200
(Khor et al., 2006, Quian et al., 2013), protaminacion, compactacion y
elongacion de espermatides. Se han descrito causas intrinsecas y
extrinsecas que producen fragmentacion del ADN (Gonzélez-Marin et
al., 2012, Wyrobek et al., 2006). Entre las causas intrinsecas destacan
la maduracion anémala de las espermatides, la apoptosis aberrante, la
ratio protamina 1 y 2 alterada, el estrés oxidativo; y entre las causas
extrinsecas hay que tener en cuenta las técnicas de reproduccién
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asistida, las infecciones genitourinarias, los periodos cortos de
abstinencia, la temperatura aumentada de los testiculos, tratamientos
como la quimio y la radioterapia, la exposicion a tdxicos
medioambientales y la edad avanzada a la paternidad, que ademas se
asocia directamente con un aumento significativo de la expresion de
biomarcadores de apoptosis precoz (Colin et al., 2010) y con
alteraciones epigenéticas como la metilacion del ADN vy la
modificacion de histonas (Houshdaran et al., 2007). En definitiva, la
recombinacion homologa no alélica puede ser el mecanismo
mayoritario de produccion de reordenamientos recurrentes de origen
paterno y materno. En cambio, tanto las causas intrinsecas como
extrinsecas que favorecen la fragmentacion del ADN espermatico
constituyen mecanismos masculino-especificos que podrian explicar
el origen parental preferencial paterno de las pCNVs de novo no
recurrentes.

1.3.4 Edad de los progenitores.

No se han observado grandes diferencias en la edad de los
progenitores en la serie global de 246 pacientes respecto a la edad de
la poblacion general a la maternidad y a la paternidad. Sin embargo, si
nos centramos en el grupo de progenitores de pacientes con pCNVs de
novo, se pueden remarcar varios aspectos. Al agrupar las pCNVs
segun estén o no flanqueadas por DS, tal como se menciona en el
apartado anterior, no se observan diferencias en la edad de los
progenitores de los pacientes con pCNVs con DS. Sin embargo, los
padres de pacientes con pCNVs de novo no recurrentes y de origen
paterno tienen una edad a la paternidad levemente superior comparada
tanto con el resto de grupos de pacientes, como con la poblacion
general. Ademas la edad media de los padres en estos dos grupos de
pacientes (32,14 afios para los padres de pacientes con pCNVs con DS
y 34,15 afios para los que no tienen DS) es muy similar a la publicada
por Hehir-Kwa y colaboradores en 2011 (32,68 afios frente 34,16
afios), que son el Unico grupo que ha estudiado este factor de
predisposicion en pacientes con pCNVs.

Varios estudios han demostrado una alteracion de los parametros que
miden la calidad del esperma y la fertilidad (concentracién, movilidad
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y morfologia) con la edad paterna avanzada (Kidd et al., 2001;
Eskenazi et al., 2003), sin embargo, muchos de los mecanismos
bioldgicos que subyacen a este proceso siguen siendo poco conocidos.
Ademas, estos parametros proporcionan una vision general del
esperma pero no informan acerca de la integridad del ADN,
fundamental para la reproduccion y considerado, desde hace décadas,
como un marcador independiente de fertilidad (Evenson et al., 1980).
No esté claro si el problema surge de las células madre progenitoras
de espermatogonias (por ejemplo mutaciones), o del nicho somatico
presente en el testiculo (que consiste en células de Sertoli, de Leydig y
mioides peritubulares), o de una combinacién de los dos (Paul y
Robaire 2013). Los datos actuales sugieren que ambos factores tienen
un papel en la pérdida de células germinales asociada a la edad. Lo
que esta claro, en cambio, es la evidencia de edad avanzada y
determinados problemas genéticos en la descendencia, como por
ejemplo mutaciones puntuales o alteraciones epigenéticas. La edad
avanzada, sobre todo la paterna, se ha asociado con un aumento de
trastornos genéticos como mutaciones de novo, que se transmiten con
una herencia autosémica dominante, que incluyen numerosos
sindromes como por ejemplo el de Pfeiffer, Crouzon, Apert, Muenke,
Noonan, Costello, acondroplasia, MEN2A y MEN2B (Goriely et al.,
2009, Yoon et al., 2005, Goriely et al., 2010, Tiemann-Boege et al.,
2012). Pero también se relaciona con trastornos neurospiquiatricos de
etiologia compleja como el autismo, y otros, asociados a alteraciones
epigenéticas como la esquizofrenia (Perrin et al., 2007, Toriello y
Meck 2008, Kong et al., 2012). En 2001, Malaspina y colaboradores
demostraron que la incidencia de la esquizofrenia aumenta
progresivamente conforme aumenta la edad del padre en el momento
de la paternidad, siendo el riesgo 2-3 veces superior en padres de 45-
49 afios de edad. También la incidencia de autismo es seis veces
superior en la descendencia de padres entre 40-50 afios comparada con
padres de hasta 30 afios (Reichenberg et al., 2006). El coeficiente
intelectual es menor en la descendencia de padres de edad avanzada,
independientemente del efecto de la edad materna (Malaspina et al.,
2005). Se ha sugerido que cuando la edad del padre a la paternidad es
mayor de 40 afios, se asocia con una mayor probabilidad de que la
descendencia necesite algun tipo de apoyo o de educacion especial en
el colegio (Mannerkoski et al., 2007).
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En nuestra serie de pacientes hemos observado que los progenitores,
tanto madres como padres, de los pacientes sin CNVs tienen edades
superiores a la maternidad y a la paternidad que la poblacion general.
Este hecho podria muy bien estar relacionado con la presencia de
alteraciones genéticas diferentes a los reordenamientos tipo pCNVs,
pero relacionados con edades avanzadas tanto a la maternidad como a
la paternidad (este resultado es estadisticamente significativo en
madres p = 0,004), podria ir encaminado a la busqueda de mutaciones
puntuales de novo o cambios epigenéticos. Estas anomalias podrian
explicar un porcentaje de casos en el grupo de pacientes en los que no
se ha detectado ninguna CNV y cuyos progenitores tienen una edad a
la paternidad ligeramente superior a la poblacion general. Por otra
parte, no se puede excluir que determinados “factores ambientales”
relacionados con edad avanzada, como por ejemplo obstétricos,
puedan suponer un factor de riesgo afiadido a la discapacidad
intelectual y otras anomalias congénitas.

1.3.5 Riesgo de alteraciones recurrentes.

La mayoria de las CNVs detectadas con array-CGH surgen de novo
en los pacientes. No obstante, los resultados muestran un 38% de
pacientes (28 casos) con CNVs heredadas. Este porcentaje, nada
despreciable, justifica la necesidad de caracterizar e identificar en las
familias a los portadores de CNVs, generalmente equilibradas, dado el
elevado riesgo de tener descendencia con TND, y poder ofrecer de
este modo un correcto asesoramiento genético. En la mayoria de los
casos heredados, los progenitores son sanos, solo tres de ellos
presentaban una discapacidad intelectual leve. En estos tres casos se
detectd la misma CNV patoldgica en el paciente y en el progenitor.
Basicamente, existen cuatro mecanismos diferentes que explican la
transmision familiar de las CNVs de progenitores sanos a nifios con
TND:

- pCNVs localizadas en el cromosoma X en cuatro varones y
una mujer. En los cuatro pacientes varones se observé que las
madres portadoras tienen una inactivaciébn sesgada del
cromosoma X. En el caso de la mujer (CGM1606) es
portadora de una duplicacion en Xp22.2 heredada de su madre
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considerada como una pipCNV y una delecion patolégica en
Xq28 de novo de origen paterno, que igualmente asocia
inactivacion preferencial del cromosoma X con la delecién.

Translocaciones subteloméricas con ganancia y pérdida de dos
regiones cromosdmicas diferentes. En nueve pacientes con este
tipo de reordenamiento, uno de los progenitores era portador
equilibrado de la translocacion que transmitieron de forma
desequilibrada a su descendencia.

Translocaciones insercionales (TI). Se detectaron dos
duplicaciones (XF977 y XF2019) que se habian considerado a
priori originadas de novo, en realidad eran heredadas de forma
desequilibrada de un progenitor, siendo éste portador
equilibrado de una TI (Lopez-Carrasco et al., 2013). En el caso
del paciente XF977 se detectd una duplicacion de 4,95Mb en
19p13.3, considerada de novo porque en el estudio de los
progenitores mediante marcadores microsatélite se obtuvo una
dosis normal. Un estudio de array-CGH realizado, en otro
centro, a un primo del paciente tambien por presentar TND,
mostré la misma duplicacion, por lo que se investigo el origen
y el mecanismo de transmision de esta alteracion. El estudio
genético mostré que las madres de ambos eran portadoras de
una TI intracromosomica. Se realizd un extenso estudio
genético familiar y se pudo comprobar que en la familia habia
otros 11 portadores de la TI equilibrada y un tercer caso con
TND que presentaba el cromosoma 19 derivado de la T1 con la
duplicacion (TI desequilibrada). En el caso del paciente
XF2019, se detectd una duplicacion de 3Mb en 8912, que se
habia considerado de novo a partir del resultado obtenido con
el estudio de los progenitores mediante marcadores
microsatélites. Tanto el paciente como su padre eran
portadores de una translocacion aparentemente equilibrada
[t(4;7)(g11;921)]. Inicialmente se pensd que la duplicacién no
guardaba relacién con la translocacién familiar. Pero los
estudios mediante FISH mostraron en realidad una
translocacion en el padre que implicaba a tres cromosomas: en
el punto de corte del cromosoma 4 derivado se habia insertado
el fragmento del cromosoma 8, mientras que su hijo habia
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heredado de forma desequilibrada, por un lado, los dos
cromosomas 8 normales, y por otro lado, los cromosomas 4 y
7 translocados con un fragmento del 8 insertado en el derivado
4,

Estos resultados muestran que la frecuencia de translocaciones
insercionales es mayor a lo estimado previamente (1:80.000
segun Van Hemel y Eussen 2000). Dos estudios recientes e
independientes, centrados en la bdsqueda de TI, muestran una
frecuencia aproximada para dicho evento de 1:500 (Kang et
al., 2010; Neill et al., 2011). Para Nowakowska Yy
colaboradores (Nowakowska et al., 2012), la frecuencia de las
TI se situa en torno al 2% de todas las CNVs aparentemente de
novo. Estd mas que justificada la necesidad de caracterizar
mediante FISH los reordenamientos que son detectados
mediante array-CGH e identificar portadores equilibrados de
T1 (Miller et al., 2010), para, por un lado ofrecer un correcto
asesoramiento genético, asi como diagnostico prenatal o
preimplantacional a la familia dado el elevado riesgo de
recurrencia que presentan; y por otro lado, establecer la
frecuencia real de este tipo de eventos insercionales.

Dado el riesgo de recurrencia del 50% tanto para las
translocaciones subteloméricas como para las insercionales, es
frecuente encontrar en estas familias, ademas de portadores
equilibrados sanos, varios miembros con el desequilibrio
gendmico. Como ejemplo, para las TIl, se ha comentado
anteriormente la familia del paciente XF977 con 3 casos con
TND. ElI estudio de las translocaciones cripticas
subtelomeéricas permitié la deteccion en la familia del paciente
CGM1160 de una prima, también con DI, portadora del
desequilibrio gendémico complementario al caso indice.

CNVs de penetrancia incompleta o expresion variable. La
mayoria de estas CNVs (siete de los nueve casos) se localizan
en el brazo corto del cromosoma 16. En estos nueve pacientes,
el hecho de que los progenitores sanos sean portadores de la
misma pCNV que sus hijos, descrita también en poblacién
sana, hace pensar que se trate realmente de un factor de
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predisposicion a trastornos del neurodesarrollo y que tal vez
sea necesario un segundo factor, todavia desconocido, que
cause la patologia. En nuestra serie de pacientes se han
detectado tres casos que ademas de la CNV en 16p presentan
otra CNV en una localizacion cromosomica diferente. En dos
de estos casos la CNV es claramente patogénica mientras que
en el tercero no esta clara su interpretacion. En cualquier caso,
la presencia de varias CNVs en un mismo paciente
seguramente repercute en la expresion del fenotipo.

Se han descrito diversos “puntos calientes” de inestabilidad
cromosoémica que producen alteraciones gendmicas recurrentes
en pacientes con trastornos del neurodesarrollo. Se trata de
microdeleciones y microduplicaciones en 16pl11.2 y 16pl3,
asociadas a un amplio rango de trastornos del neurodesarrollo
incluyendo autismo, trastorno por déficit de atencion e
hiperactividad, discapacidad intelectual, esquizofrenia y
epilepsia, todas ellas con una base genética comun vy
manifestaciones clinicas solapantes (Weis et al., 2008;
Ullmann et al., 2007). Ademas, hay que tener en cuenta que el
brazo corto del cromosoma 16 es excepcional desde la
perspectiva evolutiva, dado que hay un exceso de segmentos
duplicados, que han surgido recientemente en la evolucion,
siendo especificos de simios y humanos (Eichler y Zimmerman
2008). En el dltimo afio, se ha descrito en esta region
cromosomica un “efecto autosémico de sesgo ligado al
género” (Tropeano et al., 2013). Este grupo observa que los
trastornos del neurodesarrollo asociados a CNVs en 16p13.11
se detectan en exceso en pacientes varones frente a mujeres. Se
trata, en la mayoria de casos, de duplicaciones cromosémicas
heredadas de las madres con un amplio espectro fenotipico que
incluye también la normalidad. En nuestra serie tan solo se han
encontrado tres CNVs en 16pl3 siendo los tres casos
duplicaciones heredadas, aunque no cumplen el resto de
premisas, ya que se trata de dos mujeres y prevalece la
herencia paterna.
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1.4  Proteinas que actuan como  “interruptores
moleculares” en la transmision de sefiales celulares y su
importancia en la modulacién de la conducta y el
comportamiento humano.

El andlisis de enriquecimiento funcional para cada subgrupo de
pacientes en funcion de las nueve variables clinicas inicialmente
seleccionadas, ha permitido la deteccion de siete funciones
moleculares significativas, que estan caracterizando a un grupo de
genes conservados contenidos en pCNVs de 38 pacientes con
trastornos de conducta y de comportamiento, frente al resto de genes
del genoma. Estos siete GOs hacen referencia a 96 genes con alto
grado de conservacion que participan en funciones en las que
intervienen  proteinas del grupo de las proteinquinasas
(fundamentalmente serina/treonina quinasa) y de la superfamilia de la
guanosinatrifosfatasa (GTPasa). Ambos grupos de proteinas sirven
como “interruptores moleculares” para una gran variedad de rutas de
transmision de sefales celulares.

Las proteinquinasas son enzimas que modifican, mediante
fosforilacion, otras proteinas que actuan como sustratos, y por
consiguiente activandolas o desactivandolas. Ocupan, por tanto, un
lugar central en la cascada de respuesta ante una sefial quimica que
llegue a la célula, esto es, sirven de puente entre un segundo
mensajero, Yy las respuestas celulares al estimulo (por ejemplo
activacion o desactivacion de factores de transcripcion). Se conocen
un buen nimero de genes que codifican para proteinquinasas de
serina/treonina, que se han relacionado con trastornos del
neurodesarrollo (tabla 42). Como ejemplo tenemos el gen RPS6KA3,
responsable del sindrome de Coffin-Lowry, en el que son habituales
los trastornos de conducta, incluso entre las mujeres portadoras
(Marques Pereira et al., 2010).
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Tabla 42. Listado de genes obtenido tras realizar una busqueda en la
base de datos OMIM con los criterios de busqueda trastorno del
neurodesarrollo y quinasas de serina/treonina.

Gen Localizgci_c’)n OMIM
cromosomica
HDAC4 2037.3 605314
CTNNB1 3p21 116806
CASR 3q13 601199
NFKB1 4q24 164011
CAMKA4 5q21.3 114080
CDKL3 531 608459
IL6 7p21 147620
RAC1L 7p22 602048
BRAF 7434 164757
KCNK9 8q24.3 605874
GRIN1 9343 138249
FGFR2 1026 176943
DIO2 14q24.2q24.3 | 601413
CDKB5R1 17q11.2 603460
MAP2K2 19p13.3 601263
DMPK 19q13.3 605377
DYRKIA 21q22.13 600855
WNK3 Xp11.22 300358
CASK Xpll.4 300172
CDKL5 Xp22 300203
RPS6KA3 Xp22.2p22.1 300075
PAK3 X023 300142
FLNA 300017
IKBKG Xq28 300248
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Las GTPasas son una numerosa superfamilia de enzimas con algo mas
de 300 proteinas estructuralmente relacionadas y que regulan diversas
funciones biolégicas como la transduccion de sefales, la motilidad
celular y el transporte intracelular. Son enzimas de tipo hidrolasa que
pueden unirse e hidrolizar la molécula guanosintrifosfato (GTP). La
unién de la GTPasa con su sustrato, el GTP, ocurre en una region de la
enzima altamente conservada denominada dominio G y es una regién
comun a todas las GTPasas. La GTPasa est4 activa cuando esta unida
al GTP e inactiva cuando esta unida al GDP. Se conocen mutaciones
en distintos miembros de esta familia de enzimas que pueden
ocasionar trastornos del neurodesarrollo (tabla 43). Un miembro
prototipico de esta familia es la GTPasa monomerica llamada RAS.
Las rasopatias son un ejemplo concreto y conocido de desregulacion
en rutas de sefializacion, en concreto en la via de transduccion de
sefial de RAS. Son un grupo de patologias causadas por mutaciones de
novo en la familia de oncogenes RAS, que con frecuencia asocian
trastornos de conducta englobados dentro del trastorno del espectro
autista. La ruta de sefializacion RAS/MAPK esta implicada en procesos
de proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Las alteraciones
genéticas que provocan la desregulacion de esta via, dependiendo de
donde se produzcan, pueden dar lugar a sindromes como
neurofibromatosis tipo 1 (NF1), Noonan (PTPN1), Costello (HRAS),
Leopard (PTPN11) y cardio-facio-cutaneo (RAS, BRAF, MAP2K1/2)
entre otros. El producto del gen RAS activa las serina-treonina
quinasas, que a su vez activan a proteinquinasas tipo mitdgeno
(MAPK o MEK). Los productos de MEK fosforilan entonces a sus dos
sustratos, ERK1 y ERK2, que son a su vez, los productos de los genes
MAPK3 y MAPK1 respectivamente (Adviento et al., 2014). Entre un
25-35% de los pacientes con rasopatias presentan problemas sociales
de atencion y de conducta. Del mismo modo, la hiperactividad esta
presente hasta en el 60% de los pacientes con neurofibromatosis tipo
1.
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Tabla 43. Listado de genes obtenido tras realizar una busqueda en la
base de datos OMIM con los parametros trastorno del
neurodesarrollo y proteina de unién a GTP.

Gen Localizgci_én OMIM
cromosomica
SRGAP3 3p25.3 606525
SYNGAP1 6p21.3 603384
RAC1 7p22 602048
BRAF 7034 164757
DOCKS8 9p24.3 611432
TSC1 9934 605284
HRAS 11p15.5 190020
EFTUD2 17921.31 603892
RAB3A 19p13.2 179490
FGD1 Xpll.21 300546
ARHGEF9 XQgll.1 300429
OPHN1 Xql2 300127
RAB40AL Xq22.2 300405
PAK3 Xq23 300142
ARHGEF6 Xq26.3 300267
GDI1 300104
RAB39B Xq28 300774
FLNA 300017

En nuestra serie, los trastornos de comportamiento que presentan los
pacientes son fundamentalmente hiperactividad, agresividad y
alteraciones de conducta propias de los trastornos del espectro autista.

La relacion entre genes y comportamiento es un tdpico que siempre ha
despertado gran interés. Los estudios de asociacién han permitido la
identificacion de numerosas regiones gendmicas relacionadas con
determinados rasgos de conducta y de comportamiento. Pero los genes
que subyacen a los mecanismos responsables de estas asociaciones
permanecen en gran parte desconocidos. El estudio de las
enfermedades humanas causadas por anomalias gendmicas
estructurales recurrentes, generalmente microdeleciones, ha permitido
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establecer relaciones directas entre genes y comportamiento. Asi por
ejemplo, se han descrito determinados genes como LIMK1 y CSNK1E
asociados a las regiones cromosdmicas que causan los sindromes de
microdelecion 7g11.23 y 22g13.1 respectivamente, y su implicacion
en el autismo y en trastornos psiquiatricos tipo ansiedad, agresividad,
esquizofrenia y trastorno bipolar (Li et al., 2009; Jabbia et al., 2012;
Shi et al., 2008; Matsunaga et al., 2012; Bryant et al., 2012). Ambos
genes codifican quinasas de tipo serina/treonina, el gen LIMK1 regula
la polimerizacion de la actina y, por tanto, la estructura del
citoesqueleto y el gen CSNKL1E fosforila numerosas proteinas, entre
ellas algunas que participan en el ritmo circadiano. Desde hace afios,
también se conoce el riesgo incrementado (hasta 20 veces) para la
esquizofrenia en el sindrome de delecion 22g11.2 (Basset et al.,
2008). Tambien las microdeleciones y microduplicaciones recurrentes
en 16pll1.2 se asocian con formas de autismo no sindromico de
desarrollo temprano con tendencia a problemas de comportamiento
como la hiperactividad y la agresividad (Kumar et al., 2008; Weiss et
al., 2008). Uno de los genes candidatos en esta region (MAPK3) se ha
asociado recientemente con un riesgo aumentado para trastornos tipo
psicosis (Steinberg et al., 2014). Ademas en los ultimos tiempos estan
adquiriendo fuerza otros sindromes genéticos como la microdelecion
3029. Se trata de un trastorno con una gran heterogeneidad a nivel
cognitivo y fenotipo psiquiatrico que incluye no solo la esquizofrenia,
sino también trastornos del humor, trastorno bipolar o rasgos autistas,
ademas de ansiedad, agitacion, hiperactividad y comportamiento
agresivo (Carroll et al., 2011). ElI gen PAK2 se ha descrito como
candidato relacionado con este fenotipo. Este gen es un miembro de la
familia de las proteinquinasas que regula la morfologia de la sinapsis
y el complejo receptor del glutamato en la sinapsis mediante su accion
sobre la remodelacion del citoesqueleto de actina en la neurona.
Alteraciones especificas en los receptores del glutamato se han
asociado con el desarrollo de sintomas psicéticos (Quintero-Rivera et
al., 2010). La haploinsuficiencia de genes como PAK2 en el paciente
CGM784 podria ser la responsable de la hiperactividad y la
agresividad que presenta. Existen por tanto hasta ahora escasas
regiones cromosdmicas concretas (3929, 7q11.23, 16p11.2, 22q11.2 y
22013.1) sobre las que existen publicaciones cientificas acerca de su
relacion con los trastornos del neurodesarrollo que incluyen
especificamente problemas de comportamiento o trastornos
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neuropsiquidtricos. Estas regiones descritas, estan contenidas en las
PCNVs de varios pacientes en nuestra serie, y por tanto se han puesto
de manifiesto en el analisis de enriquecimiento funcional de genes
realizado en funcion de la variable clinica trastornos de conducta
(tabla 37 en resultados). Pero, excepto para estos genes, poco mas se
sabe sobre pCNVs y genes contenidos que puedan asociarse a
trastornos de conducta en pacientes con discapacidad intelectual.

Los genes con funciones enriquecidas obtenidos tras el analisis
funcional, que se encuentran alterados en nuestra serie de pacientes
con pCNVs vy trastornos de conducta, participan en gran variedad de
procesos celulares como proliferacion, crecimiento,
migracién/maduracion neuronal (LIMK1), supervivencia celular,
apoptosis, citoesqueleto (PAK2, SEPT), enzimas antioxidantes, ritmos
circadianos (CSNK1E, RASD1), factores de transcripcion,
metabolismo energético (STK25), respuesta al estrés, homeostasis de
la glucosa (PIM3), transporte vesicular (RAB) etc. (extraido de
OMIM). En general, son enzimas modificadoras de otras proteinas
(activacion o desactivacion) que sirven como “interruptores
moleculares” en gran variedad de rutas de transmision de sefiales pero
con mecanismos de accion comunes. Cualquier alteracion genética
que provoque la desregulacion de estas vias de sefializacion podria
predisponer a trastornos de comportamiento. En modelos animales se
ha demostrado que las anomalias de estas rutas de sefializacién son
responsables de trastornos como la depresion (en caso de
hiperfosforilacion) y la ansiedad (en caso de hipofosforilacidn)
(Kerner et al., 2013). La hipdtesis de un “contexto molecular alterado”
en el seno de la sinapsis tripartita glutamatérgica (neurona
presindptica, neurona postsinaptica y astrocito) cobra cada vez mas
fuerza, teniendo en cuenta que los tratamientos dirigidos hacia estas
dianas producen mejorias en los pacientes. En este sentido, el
tratamiento con insulina intranasal supuso, aparentemente, una mejora
en la hiperactividad y estado de atencidn de pacientes con sindrome de
delecion 22913 (Schmidt et al., 2009). Esta mejora en el control del
comportamiento en la vida diaria podria estar relacionada con la
recaptacion de glutamato por los astrocitos mediante la regulacion del
metabolismo de la glucosa.
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El cerebro estd formado por neuronas y células gliales cuya relacién
es fundamental para mantener la homeostasis cerebral. La
excitabilidad de las células nerviosas depende en gran medida del
acido glutdmico, principal neurotransmisor excitador en el cerebro de
mamiferos. Una alteracion entre los sistemas neuro-gliales
glutamatérgicos puede producir la muerte de las células nerviosas a
través de un mecanismo excitotoxico. Este mecanismo se observa por
ejemplo en algunas enfermedades neurodegenerativas como
Huntington, Alzheimer y Parkinson (Garcia y Massien 2004). La
estimulacion de las neuronas a través de la sinapsis glutamatérgica
consiste basicamente en la despolarizacion de las terminales sinapticas
y la liberacion vesicular del glutamato de la terminal presinaptica al
espacio sinaptico. Seguidamente, a través de los receptores de
glutamato (ionotropicos y metabotropicos) de la membrana
postsinaptica, mediante canales de iones especificos y de proteinas G
(mensajeros intracelulares) se produce la sinapsis excitatoria.
Inmediatamente se lleva a cabo la captura de glutamato,
principalmente por parte de los astrocitos, lo cual requiere energia,
una molécula de ATP por molécula de glutamato transportada. Por
tanto, la regulacion de las vias de sefializacion intra y extracelular son
centrales en la plasticidad neuronal. Son numerosos los genes que
participan en este “contexto molecular”.

En este escenario, no sélo los genes mas conservados durante la
evolucion tendran repercusion sobre el comportamiento humano.
Existen evidencias que sugieren que en el cerebro humano en
desarrollo hay una proporcién significativamente mayor de genes de
reciente aparicion. Muchos de estos genes se expresan en la corteza
prefrontal, y otras partes recientes del cerebro humano, que estan
implicadas en el comportamiento cognitivo complejo (Zhang et al.,
2011). En este sentido, al eliminar en el analisis funcional el criterio
de conservacion génica, se observé un incremento superior a cuatro
veces el nimero de genes relacionados con los trastornos de conducta
para la funcion molecular que hace referencia a las proteinquinasas de
tipo serina/treonina. Para la funcién molecular de proteinas de union a
GTP, este incremento es algo superior a tres veces. Entre este Gltimo
grupo de genes, no tan conservados, se encuentra por ejemplo el
MECP2. En un principio, este gen quedd fuera del andlisis funcional
inicial al no cumplir el criterio de conservacién génica establecido
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mediante el valor omega. Sin embargo, es muy conocido el papel que
juega este gen en el neurodesarrollo, especialmente en la etiologia de
muchos trastornos englobados en el espectro autista.

En conclusion, los resultados obtenidos con el anlisis funcional en el
grupo de pacientes con trastornos de conducta, con un
enriquecimiento significativo de funciones celulares en las que
participan proteinas implicadas en la regulacion de las respuestas
sindpticas a traves de la fosforilacién y la transduccion de sefiales,
apoya la idea de que este tipo de proteinas tienen un papel importante
en el comportamiento humano. Esto parece claramente establecido
para genes como por ejemplo LIMK1, CSNK1E, MAPK12, PAK2 y
RAB39B. Pero existen otros muchos genes localizados en las pCNVs
de este grupo de pacientes con estas mismas funciones moleculares,
que por tanto, podrian ser buenos genes candidatos en la modulacion
de la conducta y el comportamiento humano.

1.5 Otros estudios genéticos realizados en pacientes con
array normal.

A lo largo de estos afios, la valoracion continua de los pacientes por
parte de todos los profesionales implicados en el diagndstico, ha
permitido la identificacion de otras alteraciones genéticas y
epigenéticas causantes de trastornos del neurodesarrollo. Este
diagndstico genético, realizado tanto en otros centros como en nuestra
propia Unidad, ha permitido conocer la causa de la discapacidad
intelectual en siete pacientes en los que no se detectd ninguna CNV
causal mediante el estudio con arrays. A continuacion se muestra un
listado de los casos junto con el diagnostico:

e CGM1236: sindrome de Pallister-Killian (isocromosoma 12p
en mosaico).

e CGM1254: sindrome de Nijmegen (test de fragilidad
cromosomica) (Tomas et al., 2011).

e CGM1484: sindrome de Sotos (alteracion impronta gen
KCNQ10T1 desmetilado 75%, pérdida de patrén de impronta
materna) (Mayo et al., 2012).

~ 198 ~



Discusidn

e CGMA478: sindrome de CHARGE (detectada mutacion puntual
gen CHDY?).

e CGMB858: sindrome de Coffin-Lowry (detectada mutacion
puntual gen RSK2).

e CGM2403: sindrome de Marshall-Smith (detectada mutacion
puntual gen NFIX).

e CGM2783: mutacién puntual gen MED12 (asociado a formas
de discapacidad intelectual ligado al cromosoma X).

Es de gran importancia la valoracion clinica de otros sindromes de
causa genética y epigenética en los casos en los que el estudio con
array sea normal. Incluso, ante el hallazgo de una pCNV es necesaria
la evaluacion completa del paciente estableciendo una correlacion
adecuada entre el fenotipo y el genotipo. En ocasiones, una unica
alteracion genética puede no ser la responsable del fenotipo completo
del paciente. Este es el caso por ejemplo del paciente CGM991, en el
que el estudio con array genomico detectd una duplicacion patogénica
en el cromosoma 14 (18832000-23660000, Hg18) (Monfort et al.,
2007). El estudio genético posterior puso de manifiesto la presencia de
una disomia uniparental materna para dicho cromosoma. Dado que
cada alteracion de forma aislada no puede explicar por completo todos
los rasgos clinicos, seguramente ambas anomalias genéticas
contribuyen y modifican el fenotipo que presenta el paciente.

Por otra parte, podemos encontrarnos ante sindromes clinicos cuya
patologia no sélo se deba a la presencia de microdeleciones sino que
también estén causados por mutaciones puntuales u otros mecanismos
como alteraciones de la impronta, no detectables con el estudio con
arrays. Este podria ser el caso de la paciente CGM1785 cuyo fenotipo
recuerda al sindrome de Smith-Magenis. En este caso, con una
puntuacion de cinco segun el modelo propuesto en el presente trabajo,
y por tanto candidato al estudio con arrays, no se ha detectado
ninguna pCNV causal, pero la patologia que presenta la paciente
podria deberse a la presencia de mutaciones puntuales no detectadas
hasta el momento. Otro de los casos con estudio de array normal es el
de la paciente CGM2031, con un cuadro clinico similar al sindrome de
Cornelia de Lange y que también presenta una puntuacion de cinco
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con el modelo clinico predictivo. Segun los conocimientos actuales, la
etiologia de este sindrome se debe mayoritariamente a mutaciones en
los genes NIPBL, SMC3 y SMC1A aunque también se han descrito
duplicaciones, que contienen los genes NIPBL y SMC1A, responsables
de un cuadro clinico congénito multisistémico que recuerda al
sindrome de Cornelia de Lange (Yan et al., 2009).

Por otra parte, en aquellos casos en los que el array no detecta ninguna
PCNV, hay que tener en cuenta otras variables como la existencia de
antecedentes familiares. La presencia de varios casos de trastornos del
neurodesarrollo en una misma familia puede servir como punto de
partida, para orientar el estudio de la discapacidad intelectual hacia un
trastorno de herencia ligada al cromosoma X o de herencia recesiva.
En este sentido, la revision y el analisis de los antecedentes familiares
de discapacidad intelectual en la serie, permite observar una diferencia
estadisticamente significativa (p=0,005) en los pacientes con array
normal frente a los pacientes con pCNVs de novo. El 53% de
pacientes con array normal tienen antecedentes familiares de
trastornos del neurodesarrollo, mientras que solo el 18% de casos con
PCNVs de novo tienen este tipo de antecedentes, que posiblemente no
estén relacionados con la pCNV causante de discapacidad intelectual
identificada en el paciente.

Analizando, por tanto, los antecedentes familiares de discapacidad
intelectual en este 53% de pacientes con array normal (91 de 173
pacientes), podemos orientar el estudio de la discapacidad intelectual
hacia dos vertientes:

- Trastorno del neurodesarrollo de herencia ligada al cromosoma
X. ElI 13% de pacientes con array normal presenta
antecedentes  familiares de  discapacidad intelectual
compatibles con este patron de herencia, en consecuencia
podria ser recomendable, en este grupo de pacientes, el
enfoque diagndstico dirigido hacia estudios genéticos de
busqueda de mutaciones puntuales en genes del cromosoma X.

- Trastorno del neurodesarrollo de herencia autosomico recesiva.
Existen cuatro pacientes incluidos en la serie que tienen un
hermano que presenta un retraso del desarrollo muy similar al
del caso indice, que se ha estudiado por array. Se trata de:
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o Dos hermanos varones (X2403) con resultado normal.

o Dos hermanas mujeres (XF2012) con resultado normal.

o Dos hermanas mujeres (CGM2952) portadoras de una
delecion en 16p11 (Chr16:29581455-30104842, Hg18)
heredada del padre y considerada como patoldgica de
penetrancia incompleta.

o Un var6n y una mujer (XF2711) portadores de una
duplicacion en 20qgll (Chr20:29352000-29657000,
Hg18) heredada del padre que se considerd una
variante polimérfica.

La presencia de dos hermanos con la misma patologia
sugiere que podria tratarse de un trastorno genético de
herencia autosdmico recesiva no identificado hasta el
momento. De estas cuatro familias, solo existe constancia
de consanguinidad en una de ellas (XF2711).

Aunque en dos de las 4 familias se detectd una variante, la
CNV, por si misma, no justificaria completamente la
clinica que presentan los pacientes:

La paciente CGM2952 y su hermana presentan una
disostosis acrofacial tipo Catania. Aunque la
delecion 16p11 podria de alguna forma contribuir a
la etiologia de este trastorno, sobre todo
considerando que existe una familia descrita con
esta alteracion genética y un fenotipo similar
(Barge-Schaapveld et al., 2011), seguramente existe
otro u otros factores que influyen en el fenotipo de
estas hermanas.

El paciente XF2711 y su hermana son portadores de
la misma duplicacion que su padre, que se
consider6 como una variante polimorfica en el
momento en que se realiz el estudio con el array
gendmico. La aportacién continua de conocimientos
y de publicaciones en el campo de las CVNs ha
hecho que la interpretacion de las mismas pueda
variar a lo largo de los afos. En concreto, en esta

~ 201 ~



Discusidn

familia la reevaluacién del caso ha hecho que la
duplicacién detectada en 20911, que afecta a un gen
(ID1) que podria estar implicado en la
diferenciacion neural (Lyden et al., 1999). Todo
esto, hace que esta duplicacion sea considerada una
variante de predisposicion familiar a trastornos del
neurodesarrollo que, seguramente, junto a otros
factores, sea la causa de la discapacidad intelectual
en estos hermanos.

1.6 Revision y perspectiva del estudio de las variantes
genomicas en la discapacidad intelectual.

La incorporacion de la tecnologia de los arrays como recurso
diagndstico en la rutina clinica ha supuesto una revolucién técnica en
el campo de la medicina. La implantacion de los arrays esta
permitiendo un cambio de gran magnitud en el diagndstico e
investigacion de distintas patologias, especialmente en el ambito de
los trastornos del neurodesarrollo como la discapacidad intelectual.

El nimero de avances y publicaciones sobre estudios con esta
tecnologia ha ido en aumento en los ultimos afios. La mayoria de los
articulos publicados hasta el momento, en revistas cientificas
relevantes, difunden gran cantidad de datos gendmicos, pero apenas se
puede leer la clinica de los pacientes asociada a estas variantes
gendmicas, salvo en aquellas publicaciones que se centren en una
region concreta. Esta informacion clinica es, ademas, necesaria en
muchos casos para una correcta interpretacion de las CNVs. Aun asi,
estos resultados se publican y se incorporan a bases de datos
cientificas, como por ejemplo DECIPHER, donde en muchos de los
casos registrados no estan disponibles las caracteristicas clinicas
asociadas a las CNVs. Se ha realizado, por tanto, una gran inversion
con pocos estudios de validacion y rendimiento clinicos.
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En cuanto al rendimiento diagndstico, se obtiene de un 5.1% (Ballif et
al., 2006) a un 35% (Aradhya et al., 2007) de pacientes analizados con
esta tecnologia. Ademas de la dificultad afiadida, por la variabilidad
en cuanto a diseflos de arrays utilizados (arrays comerciales,
“customizados”, de BAC, de oligonucle6tidos, de SNP), resulta
dificil, si no imposible, poder comparar diferentes series publicadas
debido, a la falta de datos clinicos en muchas de ellas.

Proporcionar informacion detallada del fenotipo es esencial no s6lo
para la interpretacion de resultados, sino que también es fundamental
para la utilidad clinica de las bases de datos para futuros pacientes.
Ademas, el estudio de las variables clinicas es imprescindible para
establecer recomendaciones Utiles sobre la utilizacion, aplicacion e
implementacion de esta tecnologia en medicina, que sirva para
orientar a los profesionales en el buen uso de la misma, en las
indicaciones correctas. Esto contribuird a un mejor diagndstico y
tratamiento y a mejorar la situacion del paciente y de las familias.

Existen pocas evidencias cientificas en lo que respecta a la indicacion
y utilidad clinica de las tecnologias de microarrays a nivel
internacional y también en Espafa. Si bien es cierto que se han creado
grupos de expertos para establecer recomendaciones sobre la
aplicacion de los arrays, éstas hasta ahora han sido muy generales
puesto que se basan en estudios cientificos realizados generalmente en
series de pacientes seleccionados por presentar discapacidad
intelectual y/o anomalias congénitas. Ademéas la mayoria de
recomendaciones publicadas se centran sobre todo en aspectos
técnicos de los arrays y en su interpretacion.

A nivel internacional, el American College of Medical Genetics
(ACMG) celebro en octubre de 1995 una conferencia para evaluar y
discutir el enfoque diagndstico mas adecuado en los pacientes con DI.
Los resultados de este consenso son publicados posteriormente por
Curry y colaboradores en 1997, estableciendo que las pruebas de
laboratorio recomendadas para el estudio de estos pacientes deben
incluir el cariotipo, el estudio del sindrome de X fréagil, especialmente
en casos con historia familiar positiva, y estudios metabdlicos para la
deteccién de errores congénitos del metabolismo. Posteriormente, en
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2003 la American Academy of Neurology and Child Neurology
Society publica un algoritmo diagndstico donde se especifica el
proceso de evaluacién y estudio del paciente con discapacidad
intelectual enfatizando en la importancia de la historia clinica y
familiar (Shevell et al., 2003). Poco después de la publicacién de la
puntuacion de de Vries en 2001, disefiada para aumentar el
rendimiento de los estudios subteloméricos, la American Academy of
Pediatrics (AAP) y el ACMG publican la evaluacién clinico-genética
de pacientes con retraso mental o del desarrollo, donde a las
recomendaciones ya establecidas anteriormente, incluyen el estudio de
reordenamientos subteloméricos cripticos mediante la técnica de FISH
(Moeschler 'y Shevell 2006; Manning y Hudgins 2007).
Posteriormente, en 2008, el consorcio internacional ISCA
(International Standard Cytogenomic Array; URL
https://www.iscaconsortium.org/), formado por wun grupo de
cientificos de mas de 160 laboratorios, intentd afrontar los intereses y
preocupaciones sobre la normalizacion y aplicacion clinica de los
arrays. Este grupo de expertos, en dos reuniones de trabajo
patrocinadas por la fundacion del ACMG y Luminex, promovieron el
desarrollo de cuatro lineas de trabajo con recomendaciones en torno a
los estudios con arrays:

- Indicaciones clinicas adecuadas.
- Disefio, resolucion y contenido.

- Base de datos publica para la clinica e investigacion.
(Database of Human Variation
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/dbvar/studies/nstd37/).

- Estandares para la interpretacion de resultados y para el
informe de CNV patoldgicas, benignas y de significado
incierto.

Una limitacion reconocida a la utilidad clinica de esta base de datos
(ISCA) sin embargo, es la calidad de la informacion clinica disponible
para cada paciente (Wain et al., 2012). Este consorcio, con mas de
32.300 casos publicados, recomienda el array como primera
herramienta de diagndstico genético, en lugar del cariotipo con bandas
G, para pacientes con retraso del desarrollo, discapacidad intelectual
idiopatica, trastorno del espectro autista o anomalias congénitas
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multiples. Estas recomendaciones del consorcio ISCA junto con el
algoritmo clinico propuesto, son publicados por Miller y
colaboradores en 2010 (figura 40), corroborando el esquema de
trabajo que muchos grupos de investigacion ya realizdbamos con los
arrays. Meses mas tarde, el ACMG publica las recomendaciones para
el disefio y expectativas de rendimiento de microarrays, y normas y
directrices para la presentacion de informes (Kearney et al., 2011a;
Kearney et al., 2011b).

Clinical Genetic Testing: Patients with unexplained DD, MR, MCA, ASD*
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Figura 40. Algoritmo para el diagnostico genético en pacientes con
discapacidad intelectual, anomalias congénitas multiples y trastorno
del espectro autista (de Miller y colaboradores 2010).
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En 2012 Hastings y colaboradores publican en la revista de la
European Cytogeneticists Association una actualizacion de las
directrices generales y garantia de calidad para la citogenética, donde
incluyen el estudio con microarray dentro de los procedimientos de
laboratorio como diagnéstico genético postnatal en pacientes con:

- trastornos del crecimiento clinicamente significativos,
microcefalia, macrocefalia,

- fenotipo anémalo o dismorfias,

- anomalias congénitas maltiples,

- retraso mental o del desarrollo,

- sospecha de sindrome de microdelecion/microduplicacion,

- trastorno recesivo ligado al X en una mujer.

En 2013 el ACMG ha publicado la evaluacion genética-clinica en la
identificacion de la etiologia de los trastornos del espectro autista. En
este documento, se propone, tal como se habia sugerido anteriormente,
utilizar el estudio mediante array como primera herramienta para el
diagndstico genético en pacientes con trastorno del espectro autista. El
rendimiento diagndstico con esta tecnologia se sitda en torno al 10%.
Pero, ya se apunta en esta guia que este rendimiento aumenta hasta el
30% en pacientes que ademas de autismo, presentan microcefalia,
epilepsia, defectos congénitos, rasgos dismoérficos o antecedentes
familiares de trastorno del desarrollo o problemas psiquiatricos.

En Espafia, el Grupo para el Consenso para la Implementacion de los
Arrays (CGH y SNP-arrays) en la Genética Clinica, promovido por el
Instituto Roche, se retne en Madrid en junio de 2011 y publican un
afio mas tarde las recomendaciones sobre la utilizacion de los CGH-
arrays y SNP-arrays en el diagnéstico prenatal y en el diagnostico e
investigacion clinica en sindromes posnatales. Este grupo de expertos
recomienda la aplicacion de esta tecnologia en la investigacion de
factores etioldgicos en el retraso mental, en la discapacidad intelectual
y/o en el trastorno del aprendizaje. Ademas, considera que son una
herramienta de gran utilidad en el estudio de trastornos del espectro
autista y/o anomalias congénitas multiples.
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Actualmente, estd mas que aceptado de manera general que la
utilizacién de los arrays tiene claras ventajas sobre las técnicas de
citogenética convencional, que han sido durante mas de 40 afios las
técnicas de eleccion para la deteccion de anomalias cromosémicas, en
el diagnostico de los pacientes con discapacidad intelectual y/o
anomalias congénitas. Pero, deberia ser prioritaria una seleccion muy
cuidadosa de la poblacién a analizar y establecer protocolos estrictos
de actuacion, clinica y de laboratorio, que reduzcan al minimo las
pruebas innecesarias. Por tanto, es necesario impulsar la investigacion
orientada a la caracterizacion clinica detallada de pacientes
susceptibles de ser estudiados mediante arrays, para aplicar los
resultados a la practica asistencial y acelerar la incorporacién de estas
tecnologias, con menos incertidumbre y menor coste con mayor
efectividad, a los sistemas sanitarios.

Hoy en dia, y ante la falta de técnicas alternativas “de amplio
espectro” y elevado rendimiento, existe la tendencia del clinico a
solicitar estudios de arrays ante sospecha de DI o TEA. No obstante,
conforme se desarrollen los sistemas de secuenciacion masiva, sera
conveniente disponer de unos criterios clinicos que orienten sobre la
priorizacion racional del tipo de estudios a realizar. Esta tesis pretende
dar una respuesta en este sentido.

Todo lo anteriormente expuesto en el presente trabajo pone de
manifiesto la gran complejidad clinica y genética de los trastornos del
neurodesarrollo, asi como la gran importancia y utilidad de recoger las
variables clinicas de la manera mas detallada posible, para poder
relacionarlas entre si y con los genes contenidos en las CNVs. Aunque
la introduccion de las nuevas tecnologias de andlisis genético en la
Gltima década ha permitido un gran avance en el conocimiento de su
etiologia, todavia queda mucho por conocer, sobre todo en términos
de regulacion espacio-temporal e interacciones funcionales. La
adquisicion de este conocimiento serd fundamental para sentar las
bases de la medicina del futuro: la medicina personalizada.
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La técnica de array-CGH es una herramienta de diagndstico
genético muy eficaz para la identificacion de CNVs causales
en los trastornos del neurodesarrollo comparada con el resto de
técnicas hoy en dia disponibles.

La utilizacion de criterios de seleccién de pacientes en el
presente trabajo ha permitido obtener un rendimiento
diagndstico cercano al 30%, muy superior al detectado en la
mayoria de las series publicadas hasta el momento.

La asociacion clinica de trastorno del crecimiento,
implantacion baja de las orejas, hipertelorismo, defectos
dentarios, anomalias de los dedos 2-5, defectos congénitos
cardiacos y genitales, forman el “fenotipo cromosémico”
asociado a pCNVs. Esto nos ha permitido elaborar un modelo
predictivo eficaz (confirmado con una serie de seguimiento)
para la seleccion clinica de pacientes susceptibles de ser
estudiados mediante array gendmico, cuya aplicacion sera
muy util para mejorar el rendimiento diagnostico.

Las CNVs causales flanqueadas por duplicaciones
segmentarias no presentan diferencias respecto al origen
parental. En cambio, las pCNVs no recurrentes son
mayoritariamente de origen paterno, en una proporcion
superior a 2:1.

La edad de los progenitores a la maternidad y a la paternidad
para el global de pacientes con pCNVs es practicamente la
misma que la de la poblacion general. Excepto los progenitores
de los pacientes con pCNVs de novo, no flanqueadas por
duplicaciones segmentarias, que tienen una edad a la
paternidad ligeramente superior.

Es recomendable realizar estudios complementarios, como
cariotipo de alta resolucion o FISH en los pacientes con
pCNVs y/o sus progenitores, aunque aparentemente se
clasifiguen como de novo, para descartar la presencia de
translocaciones equilibradas en los progenitores.
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La evaluacion clinica de los progenitores en los que se detecta
una CNV heredada es importante para facilitar la
interpretacion y otorgar un valor causal a dicha alteracion.

La interpretacion de los cambios de nimero de copias es un
proceso dinamico y en continuo progreso, debido a los rapidos
avances en el conocimiento y la informacién clinica y
gendmica, por lo que coincidimos con otros autores en que
debe plantearse la reevaluacion continua de estos pacientes.

Proponemos que la asociacion de rasgos dismdrficos faciales
(raiz nasal hundida, hipertelorismo e implantacion baja de las
orejas) forma parte de una secuencia indicativa de
neurocristopatia. Un elevado numero de factores de
transcripcion 'y otros elementos reguladores, como los
microRNAs, forman parte de una red funcional altamente
regulada que rige los procesos de desarrollo de las estructuras
craneofaciales (entre otras) a partir de células derivadas de la
cresta neural.

El analisis funcional en el grupo de pacientes con trastornos de
conducta ha mostrado un enriquecimiento significativo de
funciones celulares en las que participan proteinas implicadas
en la regulacion de las respuestas sinapticas a traves de la
fosforilacién y la transduccion de sefales, actuando como
“interruptores  moleculares” que pueden modular el
comportamiento humano

Es altamente recomendable impulsar la investigacion orientada
a la caracterizacion clinica detallada de pacientes susceptibles
de ser estudiados mediante arrays. Al mismo tiempo, son
necesarios mecanismos eficaces para compartir la informacion,
no so6lo gendmica sino también clinica. Ambos hechos
permitiran la aplicacion de los resultados a la préactica
asistencial y la incorporacion de estas tecnologias a los
sistemas sanitarios, con menos incertidumbre y mayor
efectividad a menor coste.
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Hoja de recogida de datos clinicos. Proyecto de investigacion
en trastornos del desarrollo/ retraso psicomotor.
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[J Oligoamnios[] Hidramnios

Amniocentesis /Biopsia corial [ no [ si Resultado.................c.ccoovcrc
Retraso de crecimiento intrauterino [ no [ si

Semanas de gestacion..............ccc..e... Parto: [J Natural [J Cesérea
INCIAENCIAS. ... ettt ettt et naaee s

2 Datos pre/ neonatales

Hipotonia U noL si Hipertonia [ no U si Trastornos alimentacién L no L si
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3 Dismorfia facial

Asimetria [J si [ no Hipertelorismol si [l no Hipotelorismoll si [ no
Fisuras palpebrales [ arriba [J abajo I normal [J estrechas

Orejas [ implantacion baja [ dismorficas otros..
0Ojos [1 colobomal @StrabiSMO oros............ccc..cwvererescsosescsosesosessesosososone




4 Craneo/ SNC

Microcefalia [ no [1 si Macrocefalia (1 no [ si Hidrocefalia [/ no [ si
Pelo [ hipertricosis [J implantacion baja [ pelo ralo otros...

Genitales externos [ ambiguos (] criptorquidia [hipospadias
Alteraciones eSqUEIETICAS. .......cueeruerrriiie e e
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Nota informativa del proyecto de investigacion sobre el
origen genético de los trastornos del desarrollo.

Los trastornos del desarrollo asociados a anomalias congénitas o a retraso
mental, pueden estar originados por multiples causas: infecciosas,
traumaticas, ambientales o genéticas. Sabemos que existen numerosos
genes cuyas alteraciones conllevan trastornos del desarrollo, algunos
conocidos, otros todavia por identificar. La localizacion y el estudio de estos
genes es fundamental para el diagnoéstico y la prevencion de los mismos.

Dado que los estudios que se realizan habitualmente en la practica
asistencial (cariotipo, estudio de sindromes conocidos como el del
cromosoma X fragil, etc.) no permiten identificar determinadas alteraciones, la
aplicacién de nuevas técnicas de biologia molecular puede constituir una
herramienta muy valida para conocer la causa genética de estos trastornos.

En el presente proyecto de investigacion se pretende utilizar, para el estudio y
la identificacion de los genes responsables de estas patologias, las nuevas
tecnologias desarrolladas en el campo de la genética molecular entre las que
se incluyen CGH-array, FISH, secuenciacion, etc.

Es posible que estos estudios se prolonguen en el tiempo o incluso que no se
obtenga ningun resultado concluyente.

Este estudio no supone un riesgo adicional para el paciente, y como beneficio
puede ayudar a conocer la causa de la anomalia que presenta.

Para la participacion en el proyecto sera necesario realizar una extraccion de
sangre periférica, a partir de la cual se obtendra el material necesario, que
puede ser DNA, RNA o cultivos celulares, para llevar a cabo los estudios de
investigacion.

En caso de detectar cualquier alteracion genética relevante, se comunicara el
resultado a los padres y se ofrecera a los familiares la posibilidad de realizar
estudios complementarios con el fin de determinar si la alteracién genética ha
sido heredada o no, para asi poder ofrecer un consejo genético adecuado.
Por este motivo se ruega que comuniquen cualquier cambio de domicilio o
teléfono de contacto.

Estudio financiado por el Fondo de Investigaciones Sanitarias.
Para cualquier aclaracién sobre el tema contactar con:
Ménica Roselld, Carmen Orellana o Francisco Martinez

Unidad de Genéticay Diagnéstico Prenatal
Teléfono directo: 96 197 3153
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Consentimiento informado para estudio genético.
................................................... , en calidad de padre o representante legal
................................................... , en calidad de madre o representante legal
...................................................................................... (Nombre del paciente)

Segun el articulo 10 de la Ley General de Sanidad 14/86, se me ha informado
gue las muestras que se han extraido se utilizaran en un proyecto de
investigacion y, que los procedimientos diagnosticos que se le apliquen en
ningun caso comportaran peligro adicional para su salud.

El objetivo del presente estudio es intentar identificar las posibles alteraciones
genéticas causantes de la enfermedad que padece (ver la nota informativa
adjunta). La finalidad del presente estudio es ampliar conocimientos de
interés general y del mismo no se podra derivar beneficio econémico directa o
indirectamente.

Se informara sobre los resultados obtenidos del estudio que puedan ser
relevantes para el paciente o sus familiares. No obstante, es posible que de
dicho estudio no se derive ningln resultado concluyente, en cuyo caso no se
emitird ningdn informe.

He podido hacer preguntas sobre dicho estudio y he recibido suficiente
informacién al respecto.

Se me ha informado de que tanto sus datos personales como los resultados
derivados de este estudio estaran protegidos por la Ley 15/99 de Proteccion
de Datos de Caracter Personal y segun la normativa establecida por el
Hospital. S6lo tendré acceso a los mismos el personal de plantilla con causa
justificada. Comprendo que puedo revocar la presente participacion en el
estudio cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto
repercuta en sus cuidados médicos.

Doy mi conformidad para la inclusion de los datos clinicos y genéticos que el
equipo investigador considere oportunos, con plenas garantias de
confidencialidad, en la base de datos de la Red Temética de Investigacion
Cooperativa (GIRMOGEN) financiada por el Fondo de Investigaciones
Sanitarias (Ministerio de Sanidad y Consumo). [1SITTNO

Presto mi conformidad para la participacion en el estudio. Fecha

Firma padre DNI............. Firma madre DNI............. El investigador.............
REVOCACION

Revoco la autorizacion arriba sefialada. Fecha

Firma del representante DNI El investigador:.....................

~ 258 ~



ANEXO |11

~ 259 ~



~ 260 ~



Resumen de las principales caracteristicas clinicas y variantes de dosis en los 73 pacientes en los
que se detect6 alguna CNV causal (91 CNVs).

Numero Gestacion/ S - - Localizacion
- recién nacido Rasgos dismarficos Defectos congénitos Rasgos neurolégicos AF Alt gendmica (Hg18) He
hipertelorismo, epicantus microcefalia AB DEL” Chrl2:0-5000000
CGM1160 RCIU - L ' . - S - Chr13:109140000 H
micrognatia criptorquidia, talla baja RM | DUP* 114100000
frente prominente, hipertelorismo, . - . - .
CGM1199 RCIU, hipotonia epicantus, nariz ancha y plana, sindactilia, crlp_toquIdla, hipotonia, hipoacusia - DEL Chr7:19120000 dn
h . L . talla baja -19700000
micrognatia, orejas imp baja
asimetria, hipertelorismo, [T ) ) Chr16:28481861
CGM1208 A aborto micrognatia, facies triangular PDA, hipotiroidismo DUP 29089697 H
hipertelorismo, prognatismo, nariz braquidactilia. micropene hinotonia. medacisterna DEL Chr8:0-6720000
CGM1313 ) bulbosa, labio sup fino, filtrum criq tor: uidia’ escolichJsis’ nF:a a hi 0| ?asia CcC ) DUP Chr8:12772000 dn
largo, dientes supernumerarios ptorg ' ga, hipop -35784000
orejas imp baja, grandes y aracnodactilia, lordosis, hipertonia, epilepsia, ) ChrX:152850000
CGM1330 Aaborto dismorficas hipotiroidismo autismo pup -153062000 H
. . . . braquicefalia, clino- A . AB Chr2:177246000
CGM1349 hipertonia orejas imp baja sindactilia, escoliosis atrofia cortico-subcortical RM DEL 180516000 dn
hipertelorismo, orejas imp baja, raiz . . ) ) Chrl:167024416
CGM1353 RCIU nasal hundida, ausencia dientes microcefalia DEL -172150939 dn
. . . . macro-hidrocefalia, hipoacusia, .
CGM1385 - hlpertelorlsmo, Iabl'o leporino, aracnodactilia, dilatacion ventriculomegalia, areas AC DUP Chr7:73481000 dn
fisura palatina P . P S AB -74984000
adrtica, criptorquidia desmielinizacion
| imo baia. | AB DEL Chr5:0-11500000
CGM1387 RCIU hipertelorismo, epicantus pu gacrgrs]"zsdear;a’ ux hipertonia RM | pup Chr10:129774730 H
g -135374737
hipertelorismo, fisuras palp abajo, ) . . i Chr9:138913000
CGM1388 RCIU orejas imp baja hipotonia, estereotipias AB DEL 140128000 dn
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Ndmero Gestacion/ P - - Localizacion
——. recién nacido Rasgos dismorficos Defectos congénitos Rasgos neurolégicos AF Alt genmica (Hg18) He
fisuras palp abajo, orejas imp baja, . . . p . . — AC
. - . microcefalia, asimetria hipoacusia, epilepsia, Chr9:139119000
CGM1397 - raiz nasal hundida, narinas miembros inferiores autismo AB | DEL -140128000 | O
antevertidas, didstasis dental RM
) orejas imp baja, raiz nasal hundida, ) ) Chr6:93800000
CGM1414 labios gruesos RM | DEL -103000000 dn
hipertelorismo, fisuras palp arriba, ) hipertonia, convulsionest-c, | AC Chr19:61012000
CGMI513 RCIU orejas dismorficas, labio sup fino autismo, Arnold Chiari | RM pup -61281000 dn
hipertelorismo, fisuras palp abajo DEL Chrd:0-1323000
CGM1525 ) orejas imp baja, raiz nasal hundida ) epilepsia, agresividad i DUP Chra:1379000 dn
-2472000
. . L L macrocefalia, testes . . . . Chr5:86142512
CGM1526 hipertonia orejas imp baja, filtrum corto pequefios hipotonia, epilepsia, autismo - DEL 90112875 dn
Disminucién orejas grandes y dismorficas, manos pequefias, testes Chr1:242638000
CGM1527 | movimientos fetales, prognatismo, labios V inv, filtrum pequefos en ascensor, epilepsia AB DEL . dn
. . : . -243791000
hipotonia largo, facies tosca lordosis
ChrX:153786000
sinofridia, prognatismo, facies pulgares imp baja DEL -154213000 dn
CGM1606 - hundida hiperactividad, agresividad - o ChrX. 15916000 9y
-16324000
hipertelorismo, orejas pequefas, hipertricosis, manos hipotonia, trastorno suefio, ) Chr22:49524182
CGM165 RCIU cejas pobladas toscas hiperactividad, agresividad DEL -49525130 dn
CGM1696 - nariz bulbosa, filtrum largo-plano hipertrofia ventricular hiperactividad AC | DEL Chré€23:3241§§273310 H
asimetria, epicantus, sinofridia, dedos afilad . DEL Chr_iggg;:gosgoo
CGM1819 RCIU nariz pequefia punta hundida y ¢ | %S.Iat' a IOS’ jecta5|a - - n H
. : . . renal bilateral, micropene Chr8:140699000
narinas antevertidas, labios V inv DUP 146250000
ChrX:152930000
orejas grandes, prognatismo, raiz DUP -153230000
S i nasal hundida, labios gruesos i autismo RM pup | Chrx:153393000 &
-153531000
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NUmero

Gestacion/

Localizacién

——. recién nacido Rasgos dismorficos Defectos congénitos Rasgos neurolégicos AF Alt genmica (Hg18) He
hipertelorismo, orejas pequefias clino-aracnodactilia
CGM2067 eco: cardioPia imp baja, raiz nasal hundida, labios ' hipotonia - DEL Chr1:0-3873000 dn
. ) . CIA+CIV+PDA
V inv, fisura palatina
hipertelorismo, orejas imp baja y microcefalia, manos . . I .
AP . : o S hipoacusia, epilepsia, Chr22:17276000
CGM2103 RCIU rotadas, smofrldla_, labios Vinvy pequeias, duplicidad autismo, disgenesia CC RM | DUP 19230000 H
sup fino sistema renal derecho
asimetria, hipertelorismo, orejas
pequefias imp baja, micrognatia, . s .
! S 4 microcefalia, clino- o Chr2:143702631
CGM2161 RCIU labio sup fino inf grueso,_flltrum sindactilia, escoliosis trastorno suefio RM | DUP 149720317 dn
largo-plano, frente prominente,
facies plana
asimetria, orejas grandes, facies . . . . - ) Chr11:75730000
CGM2179 RCIU, A aborto blana microcefalia hipotonia, trastorno suefio DEL 83639000 dn
hipertelorismo, fisuras palp abajo,
. . orejas imp baja, ojos saltones, nariz - . . Chr16:14956000
CGM2182 hipotonia grande, labios \V inv, frente aracnodactilia, CIA hipotonia RM | DUP 16213000 H
prominente
polihidramnios, S . . . )
. asimetria, microftalmia-coloboma, microcefalia, CIA+PDA, . g . Chr16:3721465
CGM2292 .RC,IU’ eco. Pierre Robin, raiz nasal hundida hemangiomas hipertonia, disgenesia CC ) DEL -3801247 dn
cardioPia, hipotonia
micrognatia, labios V inv, facies . . . . L ) Chr2:24374370
CGM2350 RCIU triangular microcefalia, ano anterior hiperactividad DUP 37745875 dn
microcefalia, occipucio hipertonia, hipoacusia,
s . hipertelorismo, epicantus, orejas plano, clinodactilia- trastorno suefio, ) Chr2:148318877
CGM2402 eco: hidronefrosis imp baja, Pierre Robin, labios V inv hipoplasia ufias, hiperactividad, afectacion DEL -152141625 dn
pterigium colli sus blanca
. . R, . microcefalia, DEL Chr4:0-1905000
asimetria, orejas dismorficas, ojos braquidactilia
CGM2405 - hundidos, cejas escasas en arco, PDA+d?s lasia a();'tica - - DUP Chr21:42050323 H
Pierre Robin, raiz nasal hundida P | -46944323

hernia inguinal bilateral
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Ndmero Gestacion/ P - - Localizacion
——. recién nacido Rasgos dismorficos Defectos congénitos Rasgos neurolégicos AF Alt genmica (Hg18) He
. . hipertelorismo, epicantus, orejas . .
CGM2412 pollhgicr:eltrgmos, grandes imp baja, raiz nasal manosirt]osuci?]sa,lherma autismo AC | DEL Ch%éiggg;“ dn
hundida, labios gruesos 9
fisuras palp arriba, orejas I hipotonia, hipoacusia, .
CGM2419 A aborto dismorficas imp baja, raiz nasal bggql:é?aﬁzg;:' hiperactividad, autismo, - DEL Chrig7l€‘)7225757;185 dn
hundida, labios V inv ptorg asimetria ventriculos
orejas pequefias imp baja, m'&fﬁﬂﬁ'ﬂé’ 3?55”" Chr6:157427902
CGM2428 RCIU sinofridia, micrognatia, raiz nasal e ’ - - DEL ) dn
hundida, labios gruesos dlstroflce}s, .manchas -157495889
' acromicas
fisuras palp abajo, orejas . . . . R . .
L o . microcefalia, CIV, ectasia | hipotonia axial e hipertonia Chr2:108666964
CGM2433 Aaborto dlsmorflg:}sapi?itgggi;ztaadas imp piélica bilateral (I1) miembros, autismo AB | DEL -108747134 dn
hipertelorismo, fisuras palp abajo, braquidactilia, hinotonia. leucomalacia DEL Chr_ﬁf{)l;;ﬂ()()oggoo
CGM245 - orejas grandes, prognatismo, punta ClA+estenosis aortica, P peri\;entricular - Chri5 82964000 H
nasal bulbosa rifion en herradura DUP 100168000
) hipertelorismo, fisuras palp arriba, ) hipoacusia, hiperactividad, Chr18:64904611
CGM2451 orejas imp baja, filtrum largo-plano autismo AC DEL -76083117 dn
hipertelorismo, fisuras palp
estrechas arriba, orejas dismorficas, . - . L Chr7:72332743
CGM2488 - micrognatia, labios gruesos, filtrum microcefalia, vitiligo hiperactividad - DEL 74616901 dn
plano
Aaborto, RCIU hipertelorismo, fisuras palp ugﬂgj&ﬂ%A Chr21:26099513
CGM2494 ! ' estrechas, orejas grandes raiz nasal - o - - DEL ' H
AUU hundida. labios V inv hipertrofia clitoris, -29452773
' vértebras mariposa
hipotonia, hipoacusia,
CGM2537 polihidramnios, hipertelorismo, orejas imp baja, hernia inguinal bilateral, trastorno suefio, epilepsia, ) DEL Chr22:49319728 dn
hipotonia micrognatia, frente prominente hernia umbilical hiperactividad, autismo, -49590612

agresividad
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NUmero

Gestacion/

Localizacién

——. recién nacido Rasgos dismorficos Defectos congénitos Rasgos neurolégicos AF Alt genmica (Hg18) He
hipertelorismo, fisuras palp arriba, hipotonia, hipoacusia, Chri7:116343
CGM2733 - epicantus, orejas grandes imp baja, hernia inguinal autismo, hipoplasia vermis - DUP .43é3321 dn
raiz nasal hundida cerebeloso
oligoamnios, eco: hipotelorismo, fisuras palp arriba, . S - .
CGM2756 quistes plexos orejas dismorficas, raiz nasal ?g:)(f?far“i’ ls "LdaCtlmri’ hipoacusia AC | DEL Ch_rlzs.gﬁgéi?o dn
coroideos hundida, filtrum plano » scrotal shacela
) orejas imp baja, sinofridia, max clinodactilia, hipoplasia ) AC Chr16:15399818
CGM2822 superior protuyente, labio sup fino labios mayores RM pup -17919962 H
fisuras palp estrechas, orejas imp microcefalia, .
CGM2952 - baja, Pierre Robin, labios V inv sup clinodactilia, cifo- convulsiones t-c AC DEL Chr16:29581455 H
; . . . - RM -30104842
fino, fisura palatina, filtrum corto lordosis
Chr22:36271000
. . asimetria, orejas dismorficas imp L hipotonia, convulsiones t-c DEL -37282000
CGM305 A aborto, hipotonia baja, retrognatia, nariz bulbosa pulgares adduccion, CIA autismo, disgenesia CC AC - Chi22-22562000 dn
-47789000
hipertelorismo, fisuras palp abajo, microcefalia, manos trastorno suefio, hipoplasia
CGM506 RCIU, hipotonia orejas dismarficas imp baja, ojos toscas c’ortas CC’ pop - DEL Chr1:0-2100000 dn
hundidos, nariz en gancho y
orejas dismorficas imp baja, raiz macro-hidrocefalia, hipotonia, epilepsia, ChrX:45063000
CGM548 - . - manos toscas, . . - DUP dn
nasal hundida, labios gruesos P ventriculomegalia -48922000
hipotiroidismo
- o S AC
orejas imp baja, micrognatia, raiz ) . L . Chr3:197292000
CGM784 A aborto nasal hundida hiperactividad, agresividad QI\B/’I DEL 198462000 H
. L . ) Chr4:62447
asimetria, hipertelorismo, fisuras : : DEL B}
CGM897 - palp arriba, orejas dismoérficas, afilr;(;grsoilifti:;:’udrflg?lsical hipotonia, epilepsia AB ch 31714222366 H
labios V inv, frente prominente ' DUP —2333;8575
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Ndmero Gestacion/ P - - Localizacion
——. recién nacido Rasgos dismorficos Defectos congénitos Rasgos neurolégicos AF Alt genmica (Hg18) He
Chr7:65733000
) . o . - . o . ] DEL
Polihidramnios fisuras palp arriba, orejas imp baja, aracno-campodactilia, hipotonia axial e hipertornia -68524000
CGM912 hipertonia ' Pierre-Robin, labios gruesos, luxacién congénita de miembros, autismo, atrofia - DEL Chr16:28395588 dn
P diastasis dentaria cadera, laringomalacia cortico-subcortical -30106054
polihidramnios, hi . . . clinodactilia, . . DEL* Chr5:0-13500000
. ipertelorismo, raiz nasal hundida, . ventriculomegalia,
CGM935 RCIU, eco: AUU, ; X " . CIA+CIV+HTP, agenesia . . RM ] H
labio leporino labio leporino-fisura palatina renal hipoplasia CC DUP* Chr9:0-6200000
hipertelorismo, fisuras palp arriba, clinodactilia, CIA+PDA, hinotonia. hipoacusia DEL* Chr6:0-6900000
CGM967 - orejas grandes imp baja, 0jos micropene, asimetria e ilepsia Ieéiérﬁ)sus blar’1ca AB DUP* Chr3:195100000 H
saltones, labios V inv miembros, escoliosis priepsta, -199000000
_orejas imp ba_Ja, coloboma, _ smdac?llla-dedos afilados, ) ) ) Chr14:18832000
CGM991 - micrognatia, nariz bulbosa, labios micropene, testes asimetria ventricular AB DUP dn
: : . . D -23660000
Vinv sup fino, filtrum liso pequerios
. . hipertelorismo, disposicion . - hipotonia, autismo, Chr13:93423000
X1186 hipotonia anomala cejas hipertricosis agresividad AC DEL 98967000 dn
hipertelorismo, fisuras palp abajo,
- - ) AB Chr15:67908680
X2629 - telecantqs, mlprognatla, labio sup - - RM DEL 69198904 H
fino, filtrum largo
orejas grandes imp baja, - Lo .
: - . aracnodactilia, escoliosis, . . . Chr22:48996000
X2686 - prognatismo, nariz bulbosa, labios diabetes mellitus hiperactividad, agresividad RM | DUP 49525000 dn
gruesos, filtrum corto
asimetrfa, hipertelorismo, DEL Chriéggszls.l;;%
X3361 oligoamnios epicantus, orejas grandes, raiz nasal - hipotonia, agresividad - Chrl7 48539 H
hundida, facies plana DUP 4167891
) orejas dismérficas grandes, aracnodactilia, luxacién - - AB ChrX:152373000
X841 prognatismo, raiz nasal hundida congénita de cadera autismo, agresividad RM buP -153433000 H
XF1054 Aaborto hipotelorismo, sinofridia microcefalia hiperactividad, autismo AC | DEL Chr_ig;lZBSIgOZOOOO dn
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NUmero

Gestacion/

Localizacién

——. recién nacido Rasgos dismorficos Defectos congénitos Rasgos neurolégicos AF Alt genmica (Hg18) He
hipertelorismo, fisuras palp arriba, hipertricosis, manos AC Chr16:14852000
XF1338 - orejas pequefias dismorficas imp toscas y cortas, manchas hiperactividad, autismo AB | DUP -16i57000 H
baja, sinofridia, prognatismo café con leche RM
) orejas dismorficas rotadas, escoliosis, acantosis hipotonia, hipoacusia, Chr20:39462651
XF1526 prognatismo nigrans epilepsia RM | DEL -42007856 H
fisuras palp arriba, orejas imp baja, . . . . .
. . - ; - macrocefalia, hipotonia, hiperactividad, ) Chr3:113681019
XF1701 A aborto, hipotonia prognatismo, Iab_los Vinv, frente hiperlaxitud ligamentosa autismo, hipoplasia CC DEL -116922721 dn
promienete
. . L . microcefalia, manos y hipotonia, hiperactividad, .
XF1702 - flsurag palp at_)ajo, orejas Imp baja, pies grandes, dedos agresividad, aumento surcos - DUP ChrX:72349923 H
micrognatia, labios gruesos . . e ] -91012127
afilados, criptorquidia corticales
RN
XF1774 - hipertelorismo, orejas imp baja déficit GH hipertonia AB -
RM | pup Chr16:29746000 dn
-30106000
. . sindrome Duane, cejas muy . S . ) Chr8:59536000
XF2019 hipotonia pobladas, labios gruesos Clv hipoacusia, hiperactividad DUP 62526000 H
. e . - . Chr16:29581000
XF2184 - asimetria, filtrum largo - hiperactividad, agresividad RM | DUP 30106000 H
. . hipertelorismo, fisuras palp arriba, . . . . R .
oligoamnios, A . - . alteraciones ritmo hipotonia, epilepsia, ) Chr6:117561349
XF2296 aborto, hipotonia eplcantus, progpatlsmo, ra|z_nasal cardiaco hiperactividad DEL -125021400 dn
hundida, diastasis dentaria
fisuras palp estrechas, ojos saltones, DEL* Chr2:231100000
XF2337 hipotonia axial e retrognatia, raiz nasal hundida, ulaares imp baia epilepsia, hiperactividad, ) -242100000 dn
hipertonia miembros | labios V inv sup fino, filtrum plano, pulg P baj autismo, agresividad DUP* Chr1:239100000
frente prominente -245100000
microcefalia, DEL Chr2:0-2757000
XF2463 - filtrum plano criptorquidia, pies - AB DUP Chr2:230702000 dn
zambos -242690000
) . . ) hipotonia, epilepsia, ) Chr12:120712057
XF2623 prognatismo, facies alargada hiperactividad DEL 121936643 dn
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Ndmero Gestacion/ P - - Localizacion
——. recién nacido Rasgos dismorficos Defectos congénitos Rasgos neurolégicos AF Alt genmica (Hg18) He | O
P . hernia inguinal, o ChrX:53238000
XF2761 - orejas dismorficas imp baja criptorquidia epilepsia RM | DUP 54239000 H M
. . hipertelorismo, orejas imp baja, .
XF2789 otggé?;nnzﬁjcﬁ%u 0jos hundidos, cejas muy pobladas, ?iazrrct)fii?slilzv hipotonia, epilepsia, autismo - DEL Chr17:43612631 dn
.h' S raiz nasal hundida, filtrum largo- P ! p » epriepsia, -44213267
ipotonia - criptorquidia
plano, facies alargada
) epicantus, orejas imp baja, cejas . hipotonia, trastorno suefio, ) Chrl7:16646746
XF2863 muy pobladas, raiz nasal hundida macrocefalia, CIA+CIV agresividad DEL -20482061 dn
XF977 RCIU orejas dismorficas, micrognatia ml;ggﬁ?dl;%tﬁli;no- - AB | DUP Ch[ég:519970239590 H
*Tamafo estimado de la delecion y duplicacion en funcién del resultado del estudio con marcadores polimorficos tipo

microsatélite.
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Abreviaturas (por orden alfabético):

A aborto: amenaza de aborto  AB: antecedentes familiares de abortos AC: antecedentes familiares de anomalias congénitas

AF: antecedentes familiares Alt: alteracion genética AUU: arteria umbilical Unica

cardioPia: cardiopatia CC: cuerpo calloso CIA: comunicacién interauricular CIV: comunicacién interventricular
D: desconocido dn: de novo DEL.: delecion DUP: duplicacién eco: ecografia
H: heredada He: herencia HTP: hipertensién pulmonar

imp: implantacion inf: inferior

lux cong: luxacién congénita

M: materno max: maxilar

O: origen

P: paterno palp: palpebrales PDA: persistencia del ductus arterioso

RCIU: retraso de crecimiento intrauterino RM: antecedentes familiares de discapacidad intelectual
sus: sustancia sup: superior

t-c: tonico clonicas

V inv: invertida
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ANEXO IV
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Financiacion.

“Aplicacion de la CGH-array para la deteccion de
reordenamientos genémicos responsables de retraso mental
de causa desconocida” (P1040421). Investigador principal:
Dr. Francisco Martinez.

“Rastreo gendmico de alta resolucion en genes candidatos
de trastornos del neurodesarrollo” (P1080648). Investigador
principal: Dr. Francisco Martinez.

“Rastreo de regiones genomicas propensas a sufrir
reordenamientos en nifios con retraso mental asociado a
anomalias congénitas” (PIAP-096/06). Investigador principal:
Dra. Carmen Orellana

“Determinacion de la localizacion gendmica de segmentos
duplicados en pacientes con trastornos del neurodesarrollo
para identificar casos con alto riesgo de recurrencia
familiar” (Pl AP-138/11). Investigador principal: Dra. Carmen
Orellana.

“Busqueda e identificacion de nuevas causas genéticas y
epigenéticas de trastornos del espectro autista: disefio y
aplicacion de un array dirigido de alta resolucion, con
elementos clave de la maquinaria epigenética” (Pl
2009/0093). Investigador principal: Dra. Carmen Orellana.
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