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Resumen

Introduccidon: Las técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS) y de hibridacion
genodmica comparativa empleando array (array-CGH) permiten el diagnostico etiopatogénico de
diversas enferme-dades genéticas de la infancia con un rédito diagndstico variable (15-80%)
dependiendo del tipo de patologia y de la estrategia de estudio gendmico que se emplee. Objetivo:
Evaluar la eficiencia y el impacto clinico del proceso de diagndstico gendmico en el Hospital de Nifios
Ricardo Gutiérrez. Métodos: Para la implementacion del proceso se conformd un equipo
interdisciplinario de profesionales. Se inclu-yeron nifos con sospecha de enfermedades genéticas. Se
utilizaron dos técnicas gendmicas: NGS para detectar variantes de secuencia génica y array-CGH para
variantes en el nimero de copias del genoma (CNVs, es decir, pérdidas o ganancias de material
genomico). Las variantes se clasificaron segiin su potencial patogenicidad. Se consideraron positivos
los casos con variantes patogénicas que expliquen el fenotipo. Se calculd la eficiencia diagndstica
(ED) como la proporcién de casos positivos respecto del total de casos. Resultados: Se estudiaron
773 casos. La ED de NGS fue 46+4% y de array-CGH fue 17+4%. El 39% de las variantes génicas
no habian sido reportadas previamente. El tiempo de odisea diagnostica fue de 6,0 afios (2,2 a 11,9
afos). Conclusiones: Se logro implementar el proceso de diag-ndstico gendmico en el Hospital
alcanzando resultados de ED similares a otros centros pediatricos en el mundo que estudian
enfermedades poco frecuentes y establecer nuevas estrategias para conocer su base genética.

Palabras clave: Enfermedades Genéticas Congénitas, Secuenciacion de Nueva Generacién (NGS),
Exoma, Hibridacion Gendmica Comparativa empleando array (array-CGH), Variaciones en el NiUmero de
Copias de ADN (CNVs).

Abstract

Introduction: Next-generation sequencing (NGS) and comparative genomic hybridization (array-CGH)
techniques allow the etiopathogenic diagnosis of pediatric genetic diseases with a variable diagnostic
yield  (15-80%) depending on the pathology and the study strategy used.
Obijective: To evaluate the efficiency and clinical impact of the genomic diagnostic process at the Ricardo
Gutiérrez Children's Hospital. Methods: An interdisciplinary clinical genomic team was formed to imple-
ment the process. Children with suspected genetic diseases were included. Two genomic techniques
were used: NGS to detect gene sequence variants and array-CGH for genome copy number variants
(CNVs, losses or gains of genetic material). Variants were classified according to their pathogenic po-
tential. Cases with pathogenic variants that explain the phenotype were considered positive. Diagnostic
efficiency (DE) was calculated as the proportion of positive cases relative to the total number of cases.

Conflicto de interés: ninguno que declarar
Correspondencia: pscaglia@cedie.org.ar / mesnaolaazcoiti@gmail.com

316


mailto:pscaglia@cedie.org.ar
mailto:mesnaolaazcoiti@gmail.com

REVISTA DEL
I‘ HOSPITAL niros
» % ww DEBUENOSAIRES

Articulo original Rev. Hosp. Nifios (B. Aires) 2025;67 (298):316-347

Results: 773 cases were studied. The DE for NGS was 46+4% and for array-CGH, 17+£4%. Thirty-nine
percent of the gene variants had not been previously reported. The diagnostic odyssey was 6.0 years
(2.2 to 11.9 years). Conclusions: The genomic diagnostic process implemented at the Hospital, allowed
us to achieve DE in line with those of other pediatric centers worldwide and to establish new strategies
to understand genetic bases of pediatric disorders.

Key words: Genetic Diseases, Inborn, Next Generation Sequencing (NGS), Comparative Genomic Hy-
bridization (array-CGH), DNA Copy Number Variants (CNVs).
Introduccion

En Argentina, la tasa de mortalidad infantil del 2021 -segun el Instituto Nacional de
Estadisticas y Censos- fue de 8,0 cada 1000 nacidos.! Las anomalias congénitas y las enfer-
medades genéticas representan la segunda causa de muerte en el primer afio de vida y la
tercera en la edad pediatrica.! Las enfermedades poco frecuentes (EPOF) afectan en conjunto
al 4-8 % de la poblacién mundial.?3

En Argentina, la prevalencia de dichas EPOF no se ha evaluado aln, pero en base a la
extrapolacion de los datos mundiales y la poblacion total en el afno 2021 segun el INDEC! se
estima en aproximadamente 3,6 millones de personas. Actualmente existen unas 6000-7000
EPOF con posible etiologia genética y en mas de 4500 de ellas se han identificado los genes
causales.?*

El acceso a nuevas tecnologias como la secuenciacion de nueva generacion (NGS) y
las técnicas de hibridacion gendmica comparativa empleando arrays (array-CGH) ha revolu-
cionado la investigacion y el diagndstico gendmico, representando el mayor avance en la iden-
tificacion de la etiologia de las enfermedades genéticas y posibilitando intervenciones oportu-
nas que cambian radicalmente el curso de la enfermedad.>® Conocer la etiologia precisa per-
mite ademas el asesoramiento genético oportuno sobre aspectos preventivos, riesgos de re-
currencia y opciones reproductivas.

En el Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez, hasta 2018 el diagndstico de enfermedades
de base genética se abordaba con técnicas microscopicas como el cariotipo para casos con
sospecha de anomalias cromosdmicas, secuenciacion de genes candidatos por técnica de San-
ger para unas pocas patologias especificas y, en limitados casos, mediante el envio de mues-
tras a otros centros nacionales o internacionales para su estudio genético.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la eficiencia y el impacto clinico del diag-
nodstico gendmico y generar conocimiento sobre las bases genéticas de enfermedades pedia-
tricas en la poblacion de pacientes que concurren al Hospital de Ninos Ricardo Gutiérrez
(HNRG).
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Pacientes y métodos
1. Diseno del estudio, criterios de inclusion y exclusion

Se realizd un estudio de corte transversal, analitico, prospectivo. Se incluyeron nifios
de 0 a 18 afios con sospecha de enfermedad genética, atendidos en el HNRG entre marzo del
2018 vy junio del 2024. Se estudiaron los siguientes grupos de patologias: endocrinopatias,
sindromes genéticos, incluyendo trastornos del neurodesarrollo (TND) y anomalias congénitas
multiples (ACM), errores congénitos del metabolismo, enfermedades hematoldgicas, enferme-
dades respiratorias, nefropatias y errores innatos de la inmunidad. Se excluyeron aquellos
pacientes que no contaban con una historia clinica actualizada, asi como aquellos cuyos res-
ponsables no aceptaron participar en el estudio.

2. Intervencion y registro de datos

Se conformd un grupo interdisciplinario de profesionales (Gendmica Clinica de Enfer-
medades Pediatricas: GCEP) compuesto por 4 bioquimicas especialistas en NGS y array-CGH,
1 bioinformatico, 4 genetistas, 1 coordinadora de ensayos clinicos y 1 bioquimica coordinadora
del GCEP. Se capacitd a pediatras especialistas del hospital para la inclusion de casos e inter-
accion con el GCEP. El GCEP disend un flujograma (figura 1) describiendo el proceso completo
de diagndstico gendmico. Se establecieron protocolos estandarizados para la inclusion de ca-
sos, la realizacion de los estudios gendmicos, el andlisis de resultados e intercambio interdis-
ciplinario, la elaboracion del informe del estudio, la devolucion y el asesoramiento genético
familiar. EI médico pediatra derivante complet6 una “ficha clinica” en la que incluyd una des-
cripcion del fenotipo utilizando términos estandarizados (HPO),” resultados de estudios com-
plementarios, diagndstico presuntivo y diagndsticos diferenciales, lista de genes candidatos,
antecedentes familiares, impacto clinico potencial del diagndstico etioldgico de certeza.

Se completd la caracterizacion del cuadro clinico mediante la deteccidon de dismorfias,
la solicitud de estudios complementarios adicionales y la ampliacion de la genealogia a 3 ge-
neraciones para recabar antecedentes familiares relevantes. Esto permitié orientar la estrate-
gia diagnostica y seleccionar el estudio mas apropiado: se estudiaron mediante array-CGH
aquellos pacientes que presentaron ACM y/o TND, y para aquellos casos con mayor sospecha
de enfermedad génica se utilizd NGS. Se considerd emplear secuencialmente ambas técnicas
en los casos en los que array-CGH resultara negativo y existiera alta sospecha de enfermedad
de causa génica que pudiera ser abordada con técnica de NGS. En esta etapa se obtuvo el
consentimiento informado incluyendo la decision de la familia sobre la posibilidad de conocer

0 no los hallazgos secundarios. Para los estudios de NGS y array-CGH se utilizaron muestras
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de ADN extraidas con el kit Gentra PureGene (Qiagen, USA) a partir de sangre periférica de
los casos indices y sus progenitores (trio). En los casos necesarios, el estudio se extendid a
otros familiares. Los estudios se realizaron en el Laboratorio de Gendmica del area de Medicina
Traslacional. Luego de un proceso de intercambio y discusion de resultados entre el GCEP y el
médico derivante, se realizd el informe del estudio gendmico, el asesoramiento genético a los
familiares y el registro de los indicadores de impacto clinico. Se disefid una base de datos (BD)

en la plataforma en linea RedCap?® para el registro de datos de cada etapa del proceso.

Figura 1. Flujograma del proceso de diagndstico genémico
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Se describen las etapas del proceso que comprenden la inclusién de casos y su evaluacion por el grupo
interdisciplinario de Gendmica Clinica de Enfermedades Pediatricas (GCEP), la toma de muestra de ADN,
la seleccion del estudio gendmico apropiado y su realizacion en el Laboratorio de Gendmica del area de
Medicina Traslacional, la discusion e intercambio de resultados, la elaboracion del informe, la devolucion
y el asesoramiento genético a las familias (ver glosario).

Fuente: Elaboracion propia.
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3. Estudios Genémicos

3.1 Secuenciacion NGS

Se utilizd NGS como método para detectar variantes de secuencias puntuales o peque-
fias (VS), incluyendo cambio de sentido (missense), sin sentido (nonsense), alteracion del
proceso de corte y empalme del ARNm (splicing), y deleciones e inserciones que provocan
cambios del marco de lectura (frameshift). Se utilizd un secuenciador NextSeq500 (Illumina,
Inc., USA). Adicionalmente, los mismos datos de secuenciacion se utilizaron para predecir
pérdidas y ganancias de material genético de mayor tamafio (CNVs) que pueden ser causales
de patologia. Para lograr la implementacion de la técnica de NGS en el Laboratorio de Geno-
mica del area de Medicina Traslacional del Hospital se realizd una prueba de concepto cuyos
detalles se describen en el material suplementario. El flujo de trabajo de NGS se muestra en

la figura 2.

Figura 2. Flujo de Trabajo: Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS)
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2.1. Esquema de la prueba de concepto para NGS realizada con 10 casos seleccionados con diferentes
patologias (ver detalle en material suplementario). 2.2. Esquematizacién del laboratorio himedo del
proceso de NGS. 2.3. Procesamiento bioinformatico (pipeline desarrollado en nuestro hospital). 2.4.
Representacion del proceso de filtrado, priorizacion y clasificacion de variantes. Se muestra también el
proceso de confirmacion y analisis de segregacion de las variantes halladas por NGS utilizando secuen-
ciacion Sanger para las variantes de secuencia o array-CGH, MLPA u otras opciones de PCR para las
variantes en el nimero de copias (ver glosario).

Fuente: Elaboracion propia.
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El procesamiento de las muestras se inicia con la fragmentacion del ADN vy el agregado
de indices que permiten identificar cada muestra para poder secuenciarlas simultaneamente.
Las bibliotecas de ADN asi generadas se incuban con sondas que permiten capturar las regio-
nes de interés que seran luego secuenciadas. En una primera etapa del estudio, se utilizaron
2 kits comerciales con sondas para capturar la regién codificante (exones) junto con las regio-
nes flanqueantes de los genes con asociacion clinica probada a patologias genéticas: TSO
(TruSightOne Illumina Inc, USA), 4800 genes e Inherited Disease Panel, 2300 genes (Agilent
Technologies Inc., USA). Este tipo de paneles de genes se conocen como exoma clinico. En
una segunda etapa del estudio, se disefid un panel propio de 320 genes (Twist, USA) en base
al conocimiento adquirido sobre las necesidades diagndsticas y de investigacion de nuestro
hospital. EI mismo incluyé los genes causales de patologias con mayor demanda hospitalaria
y los genes de interés para los grupos de investigacion relacionados al proyecto. Para ello se
consultaron diferentes repositorios de informacion curada por expertos (ClinGen,® PanelApp,°
Genereviews!!) y se reviso la bibliografia.

Para incorporar el analisis de exoma completo (WES), que incluye los exones de alre-
dedor de 20 000 genes, se secuenciaron 165 casos en la empresa 3Billion (WES-3B), realizando
el procesamiento bioinformatico y analisis de los casos en el Laboratorio de Gendmica del
Hospital. En el 2024 se inici6 el procesamiento técnico y bioinformatico de WES localmente
(Exome 2.0 Plus Comprehensive Exome Spike-in, Twist, WES-HNRG).

3.1.1 Desarrollo bioinformatico

Los datos resultantes de la secuenciacion NGS se analizaron con un pipeline bioinfor-
matico de desarrollo propio. Este proceso implica el uso de una serie concatenada de progra-
mas informaticos que toman la informacion generada en el paso anterior hasta obtener final-
mente un listado de las variantes presentes en cada muestra analizada con la informacion
bioldgica asociada (figura 2.3). Para el desarrollo del pipeline bioinformatico se siguieron las
buenas practicas del Broad Institute!? y se utilizd la bateria de herramientas provistas por
Genome Analysis Toolkit (GATK).!3

Las lecturas se alinearon al genoma de referencia hg19 o hg38. El llamado de variantes
de secuencia (VS) se realizd con HaplotypeCaller® y la anotacion funcional con ANNOVAR,*
SnpEff'® y bases de datos propias de frecuencia poblacional intrahospitalaria. Para la prediccion
de CNVs se aplicd la herramienta DECoN, ¢ basada en el analisis de la cantidad de lecturas,

que permite detectar deleciones o duplicaciones a nivel de exones y genes completos.
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3.1.2 Priorizacion de variantes de secuencia

El nimero de variantes obtenidas en los ensayos de secuenciacion depende del nimero
de genes evaluados. Para paneles de 300 genes se obtienen aproximadamente 3000 variantes
por paciente, para los exomas clinicos 30 000 variantes por paciente y para los exomas com-
pletos aproximadamente 100 000 variantes por paciente. Partiendo de este nimero de varian-
tes se requiere seleccionar aquellas que puedan estar relacionadas con el fenotipo de cada
caso. Este proceso, que se conoce como filtrado y priorizacién de variantes, se realizd con la
plataforma B_Platform.!” Para ello se considera un listado de genes candidatos asociados a la
patologia en estudio y criterios que permiten estimar la patogenicidad de una variante, asi
como el modo de herencia propuesto para la patologia, entre otros (figura 2.4). La evaluacion
de las variantes requirié un analisis exhaustivo de sus caracteristicas intrinsecas incluyendo el
potencial impacto sobre la estructura y funcién de la proteina o el procesamiento del ARNm
(splicing), la frecuencia poblacional, la segregacion de la variante en la familia segun el modelo
de herencia y la correlacion del fenotipo con el genotipo. Para ello se considerd la informacion
existente en las bases de datos (ClinVar,® ClinGen,’ gnomAD,*® Uniprot,?° PFAM,?! OMIM*) y
en la bibliografia, y las predicciones de las herramientas bioinformaticas (REVEL,?? SpliceAI?).

Se utilizaron las guias especificas de genes y patologias elaboradas por los paneles de
expertos de ClinGen (RASopatias, FBN1, MYH7, DICER1, PAH, PTEN, entre otras). Se estable-
cieron procedimientos estandarizados de clasificacion de variantes seguin las recomendaciones
del American College of Medical Genetics and Genomics y el American College of Pathologists
(ACMG/AMP)?*y del panel de expertos de ClinGen?> con el fin de consensuar la aplicacion de
criterios entre los diferentes analistas. Las variantes priorizadas fueron clasificadas en 5 cate-
gorias: Patogénicas (P), probablemente patogénicas (PP), variantes de significado incierto
(VUS), probablemente benignas (PB) y benignas (B) (figura 2.4).

3.1.3 Confirmacion y estudios de segregacion familiar

Se realizaron estudios de confirmacion de todas las variantes de secuencia priorizadas
y Su segregacion en todos los progenitores y familiares afectados o en riesgo en los que se
contaba con muestra de ADN mediante amplificacion por PCR con primers especificos seguida
de secuenciacion Sanger en un analizador genético ABI3500 (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, USA). Para la confirmacién de las CNVs se emplearon diversas técnicas: array-
CGH, MLPA (Amplificacion de mdltiples sondas dependiente de ligacion), y variantes de la PCR
(figura 2.4).

Conflicto de interés: ninguno que declarar
Correspondencia: pscaglia@cedie.org.ar / mesnaolaazcoiti@gmail.com

322


mailto:pscaglia@cedie.org.ar
mailto:mesnaolaazcoiti@gmail.com

REVISTA DEL
I‘ HOSPITAL niros

»w DEBUENOS AIRES

Articulo original Rev. Hosp. Nifios (B. Aires) 2025;67 (298):316-347

3.2 Estudios de array-CGH

La técnica de array-CGH se empled para la deteccién de CNVs que corresponden a

pérdidas o ganancias de material gendmico (figura 3). Esta técnica consiste en la hibridacion
simultanea de dos muestras de ADN en igualdad de proporciones, ADN del paciente y ADN de
referencia, marcados con diferentes fluorocromos sobre una matriz o plataforma sélida (array)
en el que se encuentran adheridos millones de segmentos de ADN (sondas) que abarcan re-
giones distribuidas en el genoma completo. Cada sonda complementaria a una region especi-
fica y conocida del genoma esta inmovilizada en una posicion determinada del vidrio (matriz).
De esta manera, es posible detectar las pérdidas o ganancias de material gendmico respecto
del ADN de referencia de acuerdo con el color resultante tal como se muestra en la figura 3.
Se realizd una prueba de concepto utilizando 3 casos con anomalia cromosdmica visible por
cariotipo, verificadas satisfactoriamente por array-CGH. Se describen los casos estudiados en
material suplementario.

Se emplearon plataformas que permiten estudiar 8 pacientes en simultaneo y analizar
60 000 regiones gendmicas asociadas a TND y ACM con una resolucion media de 110 Kb
(SurePrint G3 ISCA V2 CGH 8x60K, G3 Unrestricted CGH, Agilent Technologies Inc., USA). Se
utilizé el software Cytogenomics 5.2.14 y el algoritmo Aberration Detection Method 2 (ADM-2)
(Agilent Technologies, Inc., USA) para el procesamiento de los datos y analisis bioinformatico.

3.2.1 Priorizacion y clasificacion de CNVs

Al igual que las variantes de secuencia, las CNVs fueron clasificadas en 5 categorias de
acuerdo con su grado de patogenicidad siguiendo las normas internacionales especificas para
esta técnica (ACMG?® y ClinGen?’). Las principales bases de datos utilizadas fueron DGV,
DECIPHER,? ClinVar,!® entre otras (figura 3).

4. Cdlculo de la eficiencia diagndstica (ED)

Se calculd la ED evaluando la proporcion de casos positivos sobre casos totales. En
el caso particular del array-CGH se consideraron solo aquellos casos con resultado de cariotipo
normal o sin estudio previo de cariotipo. Se realizd un analisis del total de casos y por grupo
de patologias. Los resultados se clasificaron en las siguientes 3 categorias:

» Positivos: Casos con variantes de secuencia o CNVs patogénicas o probablemente
patogénicas que pudieran explicar el fenotipo clinico que motivo el estudio, y que cum-

plieran con el modo de herencia descripto para la patologia.
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= Negativos: Casos sin variantes de interés en los genes candidatos propuestos o en
otros que pudieran asociarse a la patologia.

* No concluyentes: Casos en los que se encontraron soélo variantes de significado in-
cierto en genes o regidn gendmica que explica la patologia, o con una sola variante
P/PP en patologia de herencia autosdémica recesiva, o 2 variantes P/PP con genotipo
aun no confirmado, o CNV P/PP predicha por NGS sin confirmaciéon, o CNV por array

P/PP que no explica el fenotipo.

Figura 3. Flujo de Trabajo: Hibridacion Genémica Comparativa (Array-CGH)
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3.1. Esquema de la prueba de concepto de la técnica de array-CGH realizada con 3 casos con CNV
visibles por cariotipo (anomalias cromosdmicas) y con verificacion satisfactoria (ver detalle en material
suplementario). 3.2. Esquematizacion del procesamiento completo de la técnica: marcacion e hibrida-
cién en la plataforma gendmica. 3.3. Escaneado y procesamiento de los datos empleando un software
comercial. 3.4. Representacion del proceso de analisis, priorizacion y clasificacion de variantes en el
nimero de copias (ver glosario).

Fuente: Elaboracién propia.

5. Impacto Clinico

Se analizd el impacto clinico del proceso de diagndstico gendmico a partir de los datos
de la historia clinica digitalizados en RedCap. Para el grupo de casos en los que se alcanzé un
diagndstico etiopatogénico (casos positivos) se evalud el tiempo de odisea diagnostica (afnos)
calculado como tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas hasta el diagndstico de
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certeza. Se determind la proporcion (%) de casos positivos en los que el gen afectado no
coincidié con los genes candidatos considerados inicialmente por el médico derivante. Se eva-
lué el nimero de familias con asesoramiento genético realizado y el nimero de familiares del
caso indice en los que se estudid la variante hallada. Se determind la proporcién (%) de casos
positivos en los que se evitaron estudios adicionales, se generaron cambios en la terapéutica,
se generaron conductas preventivas en el caso indice y en sus familiares afectados y no afec-

tados.

6. Andlisis estadistico

Se calculd la mediana y los percentiles 25 y 75 para la edad de inicio de los sintomas,
el tiempo de odisea diagnodstica y la edad al diagndstico (expresados en afios). Los resultados
de ED% se expresan como media + DS. Se realizd el siguiente analisis para calcular el tamafio
muestral necesario para determinar la ED de cada test gendmico. Para cumplir con el objetivo
primario de demostrar una ED de 40% (+ 10%) para NGS se requirié analizar como minimo
108 individuos. Para demostrar una ED de 15% (% 5%) de la técnica de array-CGH se requirié
anali ar un minimo de 2  casos. El ¢ Iculo se baso en un error aceptado , Yyuna
pérdida < 15% (datos faltantes en historias clinicas, etc.). Para estimar la ED esperada para
cada una de las técnicas se tomaron datos reportados en trabajos de la bibliografia que estu-
diaron poblacién pediatrica (NGS: entre 25-50%;3°3? array-CGH: 12%,33 15%3%).

Se realiz6 un andlisis de chi cuadrado para determinar si existié un incremento de ED
para el test de NGS durante el afio 2023 en comparacion con la observada en 2019, al inicio
del proyecto. También se utilizo el test de chi cuadrado para determinar si existié una dismi-
nucion estadisticamente significativa en el nimero de genes con variantes patogénicas que no
habian sido considerados inicialmente por el pediatra derivante del caso. Se considerd signifi-
cativo un valor de p<0.05.

7. Consideraciones Fticas:

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion y el Comité de Docencia e
Investigacion del Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez. Gendmica clinica de enfermedades
pediatricas (N°CEI 17.36, 05/12/2017), Implementacion de Diagndstico Gendmico de Precision
de Enfermedades Pediatricas (DI-2020-289G-CABA-HGNRG; NOCEI 20.51, 08/09/2020; Exten-
sién de aprobacion anual 21/08/2024). Los pacientes incluidos en el estudio y los progenitores
o adultos responsables firmaron un consentimiento informado o asentimiento, segin corres-

pondiera.
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Resultados

Se incluyeron 1084 pacientes (436 nifias y 648 varones), edad mediana 7,4 afos (3,6-
12,5), de los cuales se procesaron 773 (430 sélo con NGS, 293 sélo con array-CGH y 50 con
ambas técnicas) (figura 4). Para los 50 casos en los que se realizaron ambas técnicas, primero

se realizo el array-CGH vy ante el resultado negativo se realizo el estudio de NGS.

Figura 4. Esquema de inclusion de casos

1084
casos seleccionados para
estudios gendmicos

l - Pendientes de procesar: 311

773
casos indices procesados

¢ ] v

NGS NGS + array-CGH Array-CGH
50 casos

430 casos (100 estudios) 293 casos

En el esquema se indica la cantidad de casos seleccionados para ser estudiados mediante técnicas
genomicas, asi como la distribucién de casos procesados por cada técnica desde marzo 2018 hasta junio
2024.

Fuente: Elaboracion propia.

1. Resultados de NGS

La técnica de NGS se utilizd para estudiar 480 casos en total, 430 como Unico estudio
y 50 casos que habian sido negativos por array-CGH. Se logrdé un diagnostico etioldgico en
222 casos, es decir, se detectaron variantes patogénicas o probablemente patogénicas en
genes con asociacion clara con la sospecha diagnostica inicial o alguno de los diagndsticos
diferenciales propuestos por el médico derivante. La ED durante todo el periodo de estudio
fue 46+4%. El nUmero de casos estudiados utilizando las diferentes estrategias (paneles,
exoma clinico, WES) durante todo el periodo del estudio, asi como la ED por afio y la proporcion
de casos positivos con variantes en genes no considerados candidatos por el pediatra derivante
se detalla en la figura 5.

En el primer periodo (2019-2021), se realizaron 229 estudios de exoma clinico (TSO) y
se derivaron 165 casos para exoma completo (WES-3B). A partir del 2022, se incorporo el uso
de paneles de disefio propio (Panel- HNRG: v1_2021 319 genes y v2_2022 370 genes). Du-

rante 2023 se utilizd este panel y exoma clinico y a partir de 2024 se implementd el estudio
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de WES en el Laboratorio de Gendmica del HNRG (figura 5). La cantidad de casos procesados
simultaneamente en el mismo ensayo fue de 8 para WES- HNRG, 12 para exoma clinico y 36

para los paneles HNRG.

Figura 5. Nimero de casos y ED de la técnica de NGS durante el periodo de estudio
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Evolucion a lo largo del tiempo de la cantidad de casos procesados con los diferentes kits de captura.
Las columnas representan los diferentes test utilizados: panel, exoma clinico, WES. Se representa la
eficiencia diagndstica (ED %) con linea verde y la proporcion de casos positivos con variantes en genes
no incluidos inicialmente en la lista de genes candidatos (%) con linea violeta.

Fuente: Elaboracion propia.

En promedio, en todo el periodo de estudio, en el 21% de los casos los genes prioriza-
dos por NGS no se sospecharon inicialmente. Con el uso del panel HNRG se observd un au-
mento de la ED siendo en el 2019 de 35+8% y en 2023 49+9% (p<0.05) y una disminucién
en la cantidad de variantes de relevancia clinica halladas en genes no incluidos inicialmente
en la lista de genes candidatos para la patologia en estudio en cada caso (2019: 27+10%,
2023: 7£6%; p<0.01), figura 5.

El andlisis por grupo de patologia mostré una ED variable, que fue del 13 al 85%,
encontrando la mayor proporcion de casos positivos en las RASopatias, los errores congénitos
del metabolismo, los sindromes genéticos y las endocrinopatias. La ED segun grupo de pato-
logias puede observarse en la tabla 1 y en la figura 6. En el grupo de RASopatias la ED alcanzd

el 85£12%, incluyendo mayormente pacientes con diagnostico de Sindrome de Noonan y
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Sindrome de Noonan con multiples lentigos por variantes patogénicas en PTPN11, pero tam-
bién pacientes con Sindrome de Costello, Sindrome cardiofaciocutaneo, y neurofibromatosis
por variantes presentes en otros genes relacionados a las RASopatias.

En el grupo de errores congénitos del metabolismo la mayor proporcidn de casos posi-
tivos correspondié a defectos enzimaticos como fenilcetonuria y galactosemia. La ED para el
grupo de sindromes genéticos fue de 53+9%, representados mayoritariamente por pacientes
con sindrome de Marfan y colagenopatias, encefalopatias por alteracion en diversos canales
idnicos, esclerosis tuberosa, craneosinostosis, trastornos por alteracion en genes relacionados
con la remodelacion de la cromatina que se presentan con discapacidad intelectual, dismorfias
y retraso global del desarrollo.

Las endocrinopatias presentaron una ED del 42+7%, siendo los grupos con mayor
proporcidn de casos positivos los trastornos de la diferenciacion sexual, el hipogonadismo hi-
pogonadotrdfico, las alteraciones del crecimiento con afeccidon de genes relacionados a la ma-
triz 6sea y al metabolismo fosfocalcico, y los tumores hereditarios. Un 9% de los casos fueron
no concluyentes (43/480), principalmente por presentar VUS en genes asociados a la patologia

en estudio.

Tabla 1. Eficiencia diagnéstica

. Total de
No concluyentes Negativos
casos

Patologia Proporcién = Proporcién* Proporcién =
el 1C 95(%) IC 95(%) IC 95(%)

RASopatias 8512 1211

Errores congénitos del metabolismo 6414 28 7+8 3 3014 13 44
Sindromes genéticos 539 60 15+7 17 3219 36 113
Endocrinopatias 427 77 7x4 13 51+7 95 185
Desordenes hematoldgicos 3519 8 1314 3 52+20 12 23
Enfermedades respiratorias 23+23 3 3125 4 4627 6 13
Nefropatias 22+19 4 1114 2 6722 12 18
Errores innatos de la inmunidad 13£12 4 0x0 0 8712 28 32
Otros 5322 10 00 0 47+22 9 19
Total 464 222 9+3 43 454 215 480

Eficiencia diagndstica total (%) y detallada por grupo de patologia. En el grupo Otros se incluyen aque-
llos subgrupos de pacientes con menos de 10 casos: cardiopatias (3), hipertension arterial (5) hepato-
patias (4), alteraciones neuroldgicas (5), patologia del sistema gastrointestinal (2). IC: Intervalo de
confianza.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 6. Eficiencia diagnédstica de la técnica de NGS.
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Las barras indican la proporcién de casos (%) positivos (azul), no concluyentes (naranja) y negativos
(celeste) para cada grupo de patologias y para el total de casos estudiados por NGS (n=480). Sobre la
barra azul se indica la eficiencia diagnostica (%). RAS: RASopatias; ECM: errores congénitos del meta-
bolismo; GEN: sindromes genéticos, ENDO: endocrinopatias, HEM: desordenes hematoldgicos; RESP:
enfermedades respiratorias; NEF: Nefropatias, EII: errores innatos de la inmunidad. Para cada grupo
se indica el nimero casos estudiados entre paréntesis. El grupo Otros incluye cardiopatias (3), hiper-
tension arterial (5), hepatopatias (4), alteraciones neuroldgicas (5), patologias del sistema gastrointes-
tinal (2).
Fuente: Elaboracion propia.

En los casos positivos y no concluyentes, se priorizaron 314 variantes (de secuencia y
CNVs intragénicas o de un gen completo) que afectan a 169 genes diferentes. Cabe destacar
que el 39% de ellas se consideran ndveles porque no fueron reportadas previamente en la
literatura o en bases de datos asociadas a patologias (figura 7A). Entre las variantes noveles,
el 30% fueron VUS y el restante 70% fueron P o PP, mientras que solo el 9% de las variantes
reportadas fueron VUS. Con respecto al tipo de variantes, predominaron las variantes missense
(54%) y se encontrd un 16% de deleciones o duplicaciones pequefias que provocan cambio
del marco de lectura (frameshift) y 14% de variantes sin sentido (nonsense). Adicionalmente,
mediante métodos bioinformaticos se logrd predecir la presencia de CNVs en 20 casos, pu-
diendo ser confirmadas por métodos apropiados 14 de ellas (figura 7B). La coexistencia de
variantes causales de enfermedad en 2 genes diferentes se pudo constatar en 2 casos. Uno
de ellos fue un paciente con sindrome de KBG y un sindrome autoinflamatorio que presentd
variantes patogénicas de novo en los genes ANKRD11y TNFRSF1A, responsables de cada
cuadro clinico respectivamente. El otro paciente, con diagndstico de sindrome de Weaver por

variante patogénica en £ZH2, presentd también una variante patogénica en PTEN.
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Figura 7. Distribucion de variantes detectadas por NGS
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7A. Variantes previamente reportadas y ndveles. 7B. Tipo de variantes: variantes con cambio de sentido
(missense), sin sentido (nonsense), deleciones y duplicaciones que provocan cambios en el marco de
lectura (frameshift), variantes que alteran el proceso de corte y empalme del ARNm (splicing), delecio-
nes, inserciones o delins que no modifican el marco de lectura (in frame) y CNVs (variantes en el nimero
de copias).

Fuente: Elaboracion propia.

En 128 casos positivos fue posible realizar el estudio de segregacién de las variantes
priorizadas en los progenitores, confirmando que el patrén de herencia fue autosémico domi-

nante en el 69%, autosémico recesivo en el 27% vy ligado al X recesivo en 4% de los casos.

2. Resultados de array-CGH

Se incluyeron 343 casos indices para ser estudiados utilizando la técnica de array-CGH,
312 con trastornos del neurodesarrollo (TND) y 31 con anomalias congénitas multiples (ACM).
El célculo de la ED para array-CGH se realizd con un total de 317 casos, de ellos 299 con
cariotipo normal y 18 sin estudio previo de cariotipo en los que el array-CGH se utiliz6 como
primer test diagnostico. La ED de array-CGH fue 17+4%, siendo 15+4% para el grupo TND y
33+17% para el grupo con ACM (figura 8). Se observaron CNVs de significado incierto en 20
casos (resultados no concluyentes), mientras que 243 en los que no se detectaron desbalances
gendmicos de relevancia clinica fueron negativos (77%). La técnica de array-CGH se utilizd
también para caracterizar desbalances gendmicos en 26 casos en los que previamente se
habian encontrado resultados patoldgicos en el cariotipo utilizando la técnica de bandeo G de

alta resolucion. Se logré una correcta caracterizacion genémica en 19 casos y en 3 de ellos,
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en los que la anomalia cromosdmica no explicaba el fenotipo, se detectaron desbalances sub-
microscdpicos que si aportaron informacién especifica en concordancia con el cuadro clinico
(figura 8). En los 54 pacientes con resultado positivo para la técnica de array-CGH, se identi-
ficaron un total de 60 CNVs patogénicas o probablemente patogénicas de localizacion cromo-

sOmica variable.

Figura 8. Pacientes estudiados y ED de la técnica de array-CGH
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Eficiencia diagndstica total: 17% (54/317)

Resultado array-CGH TND ACM Total
Positivo 44 10 54
No concluyente 17 3 20
Negativo 226 17 243
Total 287 30 317
ED=IC 95 (%) 154 33217 17#4

Eficiencia diagndstica considerando nimero de casos positivos con CNV patogénicas sobre el total de
317 casos analizados (con cariotipo normal o sin estudio previo de cariotipo). En la tabla se muestra la
distribucion de resultados obtenidos en pacientes con trastornos del neurodesarrollo (TND) y anomalias
congénitas multiples (ACM).
Fuente: Elaboracién propia.

En la figura 9 se observa la distribucion de las CNVs segln el cromosoma siendo mas
frecuentes las pérdidas de material gendmico. El 64% de las CNVs identificadas tuvieron un
tamafio molecular por debajo de 5 Mb que es el limite aproximado de resolucién del cariotipo.
Con el uso de array-CGH se pudo demostrar que aproximadamente la mitad de los casos
positivos (55%) presentd CNVs en regiones del genoma que corresponden a sindromes de
microdelecion o de microduplicacidn reconocidos en la literatura, siendo la delecion 1p36
(MIM:607862), hallada en 6 casos, una de las mas frecuentes (figura 9). Le siguieron en fre-

cuencia las CNVs asociadas a sindromes de microdelecion y microduplicacion de la region

Conflicto de interés: ninguno que declarar
Correspondencia: pscaglia@cedie.org.ar / mesnaolaazcoiti@gmail.com

331


mailto:pscaglia@cedie.org.ar
mailto:mesnaolaazcoiti@gmail.com

REVISTA DEL
I‘ HOSPITAL niios
% % ww DEBUENOS AIRES

Articulo original Rev. Hosp. Nifios (B. Aires) 2025;67 (298):316-347

22q11.2 en 6 casos, las microdeleciones de la region 16p11.2 en 3 casos y la duplicacién Xq28-
MECP2 en 3 casos. En la otra mitad de los casos positivos de array-CGH, si bien las CNVs
observadas fueron patogénicas o probablemente patogénicas por su tamafo y su contenido
génico entre otros criterios de patogenicidad, no se asociaron aun con una entidad clinica

especifica reportada en la literatura.

Figura 9: Distribucion cromosomica de las CNVs patogénicas y probablemente patogénicas
detectadas por array-CGH.
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Distribucion del nimero de CNVs (N) halladas en cada cromosoma. Se mencionan los sindromes de
microdelecion y microduplicacion hallados con mayor frecuencia.
Fuente: Elaboracién propia.

3. Impacto clinico

El uso de una base de datos alojada en RedCap permitié registrar y analizar los datos
provenientes de las 3 etapas del proceso de diagndstico gendmico (pre-test, test y post-test),
permitiendo evaluar indicadores de impacto clinico. En la cohorte estudiada de 1084 casos
pediatricos se evidenciaron sintomas presentes al nacimiento en el 66% de los pacientes, y
antes de los 7 afios en el 34% restante. El 71% de los casos tuvo al menos una evaluacion
por un genetista durante el proceso de inclusién. En esta evaluacion se logré ampliar la des-
cripcion del fenotipo en el 18% de los pacientes, se solicitaron nuevos estudios que comple-
taban el diagndstico presuntivo en el 32% de los casos, y se amplid la genealogia, se propuso
el modo de herencia y se agregaron hallazgos familiares y diagndsticos diferenciales en el
13,6% de los casos. En el 29% de los casos, el pediatra especialista derivante sospechd una
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patologia génica no sindrédmica y se incluyeron al estudio sin consulta previa con el genetista.
Se tratd fundamentalmente de casos con enfermedades detectadas por pesquisa neonatal
(galactosemia, fenilcetonuria e hipotiroidismo congénito), casos derivados por inmundlogos
con sospecha de susceptibilidad mendeliana a micobacterias, trastornos hematoldgicos como
anemias y neutropenias congénitas, y trastornos respiratorios con sospecha de disquinesia
ciliar primaria. Considerando los casos positivos en los que se logré el diagndstico etioldgico,
la edad mediana al diagnodstico fue de 7.9 afios (3.8-14.6) y el tiempo de odisea diagndstica
fue de 6.0 afos (2.2-11.9). Los estudios de segregacion familiar en 194 casos positivos detec-
tados por NGS permitieron diagnosticar a 52 individuos potencialmente afectados (35 proge-
nitores y 17 miembros adicionales de la familia), detectar 59 portadores y confirmar que 246
familiares no son portadores de las variantes priorizadas en cada caso, descartando en ellos
la patologia. Ademas, se estudiaron 15 progenitores para evaluar el modo de herencia de las

CNVs observadas por array-CGH. En 12 casos fueron de novoy en 3 fueron heredadas.

Tabla 2. Ejemplos de casos representativos del cambio en el manejo clinico a partir del
diagnostico de precision

Diagnostico

clinico inicial

Artritis Idiopatica
Juvenil
Poliarticular

ACM, epilepsia
refractaria,

Resultado
(estudio genético)

arr[GRCh37] 6q23.3q24.1 (137940757~
141454186)x1

Delecién de 3.5 Mb que incluye el gen
TNFAIP3

(array-CGH)

arr[GRCh38] 1q44(244031250-244923447)x1

Delecion de 893 Kb

Diagnéstico de precision

Sindrome autoinflamatorio por
deficiencia de A20

Sme de microdelecion 1q44

Cambio en el manejo clinico

Inicio terapéutica especifica con antiTNF.

Evit6 estudios invasivos

ORPHA 238769
hipoacusia (array-CGH) ( )
Cardiomiopatia Variante patogénica heterocigota en MYH7 Cardiomiopatia hipertrofica por Coloc.acmn .d.e Cﬂrdlol.ii??ﬁb.lﬂﬂd’o ' .lmplantable q
3 . a ot .. Estudio familiar permiti¢ diagnostico de madre, tia.
hipertréfica (exoma clinico) alteracion en el gen MYH7
hermano
4 RASopatia Variante patogénica heterocigota en HRAS Sindrome de Costello No 1ruc19 tratamiento con GH porriesgo aumentado
(panel de genes) de tumores
Sindrome Variante patogénica homocigota en NPHSI Sindrome Nefrético de tipo 1 e
5 s ot ; 3 Evita biopsia renal
nefrético (exoma clinico) (Finlandés)
Sindrome KBG + Variantes patogénicas heterocigotas en Sindrome KBG + Sindrome
6 enfermedad TNFRSFIAyen ANKRDII Periodico asociado al Receptor  En tratamiento con Canakinumab (anti IL-1B)
autoinflamatoria (exoma clinico) de TNF (TRAPS)
Variantes patogénicas en heterocigosis Seguimiento nutricional menos estricto y desafio
7 Fenilcetonuria compuesta en PAH Hiperfenilalaninemia dietario conmayores cantidades de fenilalanina hasta
(exoma clinico) llegar a dieta sin restriccién
o o Evaluacion cardiaca, pulmonar, oftalmologica y de
Variante probablemente patogénica sistema nervioso central para descartar la afectacion
8 DSD 46.XY heterocigota en MYRF Sindrome Cardiaco -Urogenital. ., b )
(e Lcom Ieto) = de otros organos que puede aparecer en el sindrome de
P OCUGS causado por variantes en MYRF
Habito . - .
9  marfanoide, Vasiante patogénica heterocigota en FENI Sindrome de Marfan Control con cardiclogia, oftalmologia, traumatologia.
. . (panel de genes)
ectopia lentis
Angiografia porresonancia magnética o tomografia
Habito Variante probablemente patogénica computarizada conreconstruccion 3D desde la cabeza
10 marfmoide heterocigota en TGFB2 Sindrome de Loeys-Dietz hasta la pelvis para evaluar presencia de aneurismas,

(exoma clinico)

Fuente: Elaboracion propia.
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El proceso de diagnostico gendmico durante el periodo del estudio dio como resultado
562 informes del caso indice y sus familiares (293 NGS, 269 array-CGH, 19 ambos estudios).
A partir de la informacién clinica post test registrada en RedCap en 154 casos positivos se
logré determinar que el diagndstico de certeza evitd estudios adicionales en el 11% (por ejem-
plo: neuroimagenes, biopsia renal, estudios cardioldgicos), generd cambios en el tratamiento
en el 6% y generd conductas preventivas en el caso indice y sus familiares en el 19% (tabla
2). Finalmente, durante el periodo del estudio se logré el asesoramiento genético familiar en

el 75% de los casos.

Discusion

El proceso de diagnostico gendmico implementado en este estudio consoliddé un modelo
de trabajo interdisciplinario en el ambito hospitalario y permitid la integracién de datos gené-
micos y fenotipicos estructurados con términos HPO’ para orientar la blusqueda de causas
genéticas en patologias pediatricas.

En diferentes series de pacientes pediatricos con sospecha de enfermedades genéticas,
la ED varia entre 20 y 60%°® 2+26: 2%31 para aquellos estudiados mediante NGS, mientras que
la deteccion de desbalances gendmicos utilizando la técnica de array-CGH se encuentra entre
9y 30%.27%83235 En el 35% de los casos de nuestra cohorte (271/773), los estudios gendmicos
permitieron un diagndstico de certeza, alcanzando una ED del 46% para NGS y del 17% para
array-CGH. Existen diversos factores que permiten explicar el amplio rango de variabilidad de
la ED para cada técnica. Uno de estos factores, que disminuye la capacidad de los test de
detectar la alteracion genética causal, es la inclusion de casos con fenotipos complejos, que
por un lado asocian gran cantidad de genes candidatos y que, a su vez, pueden ser el resultado
de la coexistencia de mas de una causa genética subyacente.® Otro factor que, por el contrario,
mejora el rendimiento diagndstico de las técnicas gendmicas, es la posibilidad de estudiar trios
completos ya que permite disminuir el niUmero de variantes de significado incierto, por ejem-
plo, al descartar las variantes compartidas con progenitores sanos en patologias de herencia
autosdmica dominante. Asimismo, el estudio de familiares afectados y no afectados en algunos
casos puede agregar evidencia en favor de la asociacion del fenotipo con la variante priorizada,
sumando asi criterios de patogenicidad que permiten reclasificar las variantes. En nuestra
cohorte, los estudios de segregacion permitieron resolver al menos 7 casos debido a la recla-
sificacion de variantes de significado incierto a (probablemente) patogénicas. Otra fuente de

variabilidad de la ED es el tipo test empleado. En el caso de NGS, el uso de un panel acotado
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que no contenga alguno de los genes relacionados con la patologia en estudio, disminuye la
posibilidad de llegar a un diagndstico etioldgico.®?® La resolucion de la plataforma utilizada
para array-CGH también condiciona su rendimiento diagnostico, siendo mas sensibles aquellas
que permiten evidenciar desbalances gendmicos mas pequenos.3¢

Nuestros hallazgos de ED de 46% con 39% de variantes noveles, es decir, que no
habian sido reportadas previamente, son similares a los reportados por otros autores, como
Marinakis y col.?® que estudiaron el exoma de 400 pacientes pediatricos con sospecha de en-
fermedades genéticas y obtuvieron una ED de 53%, identificando 35% de variantes ndveles.
Resulta evidente que la estrategia de NGS es de gran valor dado que permite el diagndstico
de precision de casi la mitad de los nifios, identificando mas de un tercio de las variantes
noveles, y constituye una técnica transversal a varios grupos de patologias. Sumado a esto,
nos ha permitido identificar la coexistencia de dos patologias de base genética en el 1% de
los casos (3/271), beneficio que se ha demostrado también en la literatura en una proporcion
de un 3 a un 5%.%

Sagoo y col.3? publicaron un metaanalisis sobre el uso de array-CGH en 13 926 pacien-
tes con trastornos del neurodesarrollo y/o anomalias congénitas multiples que mostré una ED
del 10%. En Argentina, un estudio sobre la implementacion del array-CGH realizado en el
sistema publico de salud establecié una ED del 12% sobre un total de 133 pacientes.?’ La
mayor ED obtenida en nuestro trabajo (17%) podria estar relacionada con los criterios de
seleccidon de pacientes, ya que se incluyd una mayor proporcion de neonatos con anomalias
congénitas en los que existe mayor probabilidad de detectar desbalances gendmicos.

Se observd un incremento significativo en la ED de los estudios de NGS de 35 a 53%
en el transcurso del proyecto, que estaria relacionado a una mejor caracterizacion fenotipica
debido al desarrollo de capacidades en el equipo interdisciplinario y al disefio de un panel
ajustado a las necesidades propias de diagnostico e investigacion del hospital. Ademas, la
incorporacion de algoritmos bioinformaticos para la prediccion de CNVs en nuestro pipeline de
analisis de datos de NGS y el uso de metodologias que permiten confirmarlas amplié el espec-
tro de alteraciones genéticas detectadas por NGS. En ese sentido, destacamos la importancia
de la incorporacion al equipo de salud de especialistas en bioinformatica para el analisis de
datos gendmicos.

En el 21% de los pacientes de nuestro estudio las variantes de secuencia no se hallaron
en los genes candidatos propuestos en la ficha clinica seguin la presuncién diagnostica inicial.

Si bien la mayoria de estos casos correspondieron a fenotipos complejos, pudimos detectar
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que un 20% estaba relacionado con escasa informacidn sobre el fenotipo, falta de definicion
de los diagnosticos diferenciales o lista de genes candidatos incompleta, similar a las observa-
ciones comunicadas en otra serie.?® Estos resultados reflejan que la utilizacion de la ficha
clinica es fundamental para optimizar la ED reduciendo el tiempo de analisis por muestra. En
63 casos (43 procesados por NGS y 20 por array-CGH) se obtuvieron resultados no concluyen-
tes o de significado incierto por lo que requeriran estudios adicionales y un seguimiento a largo
plazo para revalorar los hallazgos en el contexto clinico.

Respecto a los estudios gendmicos negativos, es importante destacar que no descartan
que exista una causa genética de la patologia a la vez que plantean el desafio de reorientar la
busqueda del diagndstico etioldgico con otras estrategias. Una de las alternativas aplicables
tanto a casos no concluyentes como negativos es la revaloracion periddica de los resultados
considerando nueva evidencia bibliografica y bases de datos actualizadas. Esto puede llevar a
la reclasificacion de variantes, modificando la interpretacion final. Ademas, el avance del co-
nocimiento permite establecer nuevas asociaciones gen-enfermedad que no hayan sido con-
sideradas previamente.340

En nuestro estudio con las técnicas de NGS utilizadas (exoma, panel de genes), sdlo
se analizaron los exones Y las regiones intrdnicas cercanas, lo que no permite detectar altera-
ciones genéticas que se encuentren en regiones intronicas profundas o regiones regulatorias
de la expresion génica. Asimismo, la presencia de genes homodlogos, pseudogenes y regiones
repetitivas, representa un desafio para la técnica de NGS ya que dificulta el alineamiento al
genoma de referencia y consecuentemente, la identificacién de variantes. Esta técnica tam-
poco permite determinar la presencia de variantes estructurales y reordenamientos cromoso-
micos.*! Otra de las limitaciones de los estudios de NGS y de array-CGH comUnmente emplea-
dos es que no son capaces de detectar alteraciones de la metilacién que no implican un cambio
en la secuencia del ADN, por lo que para las patologias relacionadas con el imprinting se
requiere el empleo de otras técnicas como por ejemplo MS-MLPA.*>*3 Ademas, es posible ob-
tener un resultado negativo para los estudios genéticos en aquellas patologias que se producen
por la presencia de variantes ocurridas tempranamente en el desarrollo embrionario que dan
como resultado mosaicismos. En estos casos, las variantes somaticas se encuentran
fundamentalmente en los tejidos afectados pudiendo no ser detectadas por las técnicas
utilizadas si estan en muy baja propor-cién o cuando no estan representadas en las células
sanguineas de las cuales se aislé el ADN. Los casos no resueltos debido a este tipo de
limitaciones metodoldgicas podrian ser abordados mediante secuenciacién de genoma comple-
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to, fundamentalmente en trio (paciente, madre y padre) o secuenciacion con métodos de
tercera generacion que utilizan lecturas largas de molécula Unica (long-reads).*+

Ademas de las limitaciones inherentes a las técnicas de diagnostico utilizadas también
debemos tener en cuenta la posibilidad de que exista un sesgo de seleccion de los casos.
Algunas especialidades, que tuvieron acceso a realizar estudios genéticos previamente, incor-
poraron a nuestro proyecto los casos mas complejos que no habian sido resueltos previamente
por otros estudios moleculares, determinando un rédito diagndstico menor al observado en la
bibliografia como en el grupo de los errores innatos de la inmunidad.*’

Los consensos internacionales sugieren los estudios gendmicos por NGS y/o array-CGH
como primera opcion diagnodstica para las enfermedades genéticas de inicio temprano>* dado
que reducen el tiempo de odisea diagnostica y permiten instaurar tratamientos adecuados
precozmente, prevenir complicaciones, evitar estudios innecesarios y ofrecer un asesora-
miento genético oportuno. Si bien la evaluacion del impacto clinico de los diagndsticos gené-
ticos en cohortes pediatricas es muy relevante, es escasa la informacion disponible ya que los
trabajos publicados se centran en general en la evaluacion de la eficiencia diagndstica de NGS
y array-CGH. En nuestro pais la informacion es particularmente limitada, dado que estas me-
todologias auin no se aplican de manera sistematica, especialmente porque requieren equipa-
miento costoso e infraestructura adecuada y profesionales capacitados para cada etapa del
proceso de diagndstico gendmico. Consideramos esencial abordar el analisis del impacto clinico
para reforzar la utilidad de los diagndsticos realizados. En este sentido, hemos podido deter-
minar que, si bien el 66% de los casos presentaban signos y sintomas de la patologia
desde el nacimiento, la edad mediana al diagndstico fue de 7.9 anos. El tiempo de odisea
diagnostica, entendido como el tiempo transcurrido entre la aparicion de los sintomas vy el
diagndstico etioldgico, presentd una mediana de 6 afios, similar al obtenido en otro estudio
reciente de Brasil,* en el que la odisea diagndstica fue de 5.4+7.9 afios. Es importante
tener en cuenta que la cohorte de nifios de nuestro estudio incluyé numerosos casos que se
encontraban a la espera de poder acceder a un diagndstico genético desde hace muchos
anos. Sera interesante evaluar a futuro si es posible reducir el tiempo de odisea diagndstica a
partir de la experiencia adquirida y la operatividad construida. En los casos positivos y no
concluyentes hemos ampliado el estudio de las variantes priorizadas a familiares,
contribuyendo al asesoramiento genético de las familias y a ampliar la toma de acciones

preventivas y predictivas para el entorno familiar.
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La posibilidad de sostener y escalar las capacidades de diagndstico gendmico en un
hospital publico pediatrico representa un gran desafio. Un punto clave es conformar un equipo
de profesionales de la salud dispuestos a trabajar en red de manera colaborativa e interdisci-
plinaria, con una sélida formacidn en genética, en la comprension de los mecanismos fisiopa-
toldgicos subyacentes de las diferentes enfermedades y en el conocimiento de las diferentes
metodologias diagndsticas con sus ventajas y limitaciones. Para optimizar la aplicacion clinica
de los recursos disponibles, es fundamental conocer los genes y el tipo de variantes mas
frecuentes en cada grupo de patologias y asi poder seleccionar el enfoque diagndstico mas
adecuado.

Asimismo, se requiere generar estrategias a nivel hospitalario para asegurar la provi-
sion de los insumos y el equipamiento necesarios, asi como su mantenimiento y actualizacion
constante. La incorporacidn de profesionales especializados en bioinformatica también resulta
clave para el desarrollo de algoritmos de analisis ajustados a las necesidades propias y para
construir bases de datos de variantes detectadas localmente y sus respectivas frecuencias. En
este sentido, nos hemos propuesto contribuir con el conocimiento colectivo, registrando las
variantes detectadas, especialmente las ndveles, en bases de datos publicas y reportando los
hallazgos en revistas cientificas nacionales e internacionales.

A partir de este trabajo, la formacion de nuestro equipo interdisciplinario de profesio-
nales permitid compartir saberes, esfuerzos y lograr un diagndstico de certeza en 273 familias
de las 775 en las que se completé el proceso de diagndstico gendmico durante el periodo
analizado.

Un proyecto de medicina de precisién requiere, ademas del compromiso y la capacita-
cién del equipo de salud, la implementacién de politicas que impulsen la incorporacion de estas
nuevas tecnologias al sistema de salud publico. En otros paises de Latinoamérica con contextos
socioeconomicos y dificultades de acceso a la tecnologia similares, como Brasil y México, exis-
ten programas gubernamentales que apoyan la generacién de datos gendmicos locales y la
implementacion de test diagndsticos para pacientes con enfermedades poco frecuentes y can-
cer.**0 Sin embargo, en nuestro pais, aun no se han logrado implementar estas metodologias
de manera planificada y sustentable a largo plazo.

El estado del arte a nivel mundial demuestra que el uso de las tecnologias para el
diagnostico gendmico y para poder ejercer una medicina de precision son, no ya el futuro,
sino el presente. Nuestro estudio resulta un aporte esencial para el conocimiento acerca de

las estrategias para lograr implementar el proceso de diagndstico gendmico en un hospital
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publico pediatrico de referencia y ha sentado las bases para determinar el impacto que este

diagnostico de precision produce en el manejo clinico del nifio y su familia.

Conclusiones

La consolidacién en el ambito hospitalario de un equipo de trabajo interdisciplinario
que aborda cada etapa del proceso de diagnostico gendmico desde la caracterizacidn clinica
detallada, el planteo de la hipétesis diagndstica, el procesamiento de las muestras y el analisis
de los resultados permitié alcanzar una eficiencia diagndstica para las técnicas de NGS y array-
CGH que coincide con la experiencia de otros centros pediatricos internacionales y establecer
nuevas estrategias para conocer con mayor profundidad las bases genéticas de las enferme-

dades pediatricas.
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Material suplementario
Materiales y Métodos: Prueba de concepto
Técnica de NGS

Para verificar el desempeio de la tecnologia NGS en el Laboratorio de gendmica del
area de Medicina Traslacional del Hospital, se realizd una prueba de concepto de la implemen-
tacién de NGS. Para ello, se seleccionaron 10 casos de patologias con diagndstico clinico y/o
bioquimico confirmado que fueron procesados con kits comerciales de exoma clinico (TruSigh-
tOne, TSO, Illumina Inc, USA).

Se considero verificado el desempefio cuando se detectaron variantes causales con

patogenicidad probada en los genes ya descritos para dichas patologias (Tabla 1S).

Tabla 1S: Casos seleccionados para la prueba de concepto de NGS.

- Genonpu, herencia

NM_000277.3:¢.[1055de]]:[782G>A]

Fenilcetonuria NP_000268.1:p.[(G352VFs*48)]:[R261Q)] Heterocigota compuesto, AR
] . NM_000277.3:¢.[1241A=G)]:[168+5G=C] ]
Fenilcetonuria PAH NP_000268.1:p.[(YA14C)L:[(?)] Heterocigota compuesto, AR
: >T]; =
Fenilcetonuria P4H NM_000277.3:¢.[781C>T]:[527G>T] Heterocigota compuesto, AR

NP_000268.1:p.[(R261%)]:[(R176L)]

. . NM_000277.3:¢.782G=A .
Fenilcetonuria PAH NP_000268.1:p.(R261Q) Homocigota, AR

NM_000277.3:¢.[1222C>T ]:[1208C>T]

Fenilcetonuria PAH NP_000268.1:p. [(R40SW)]:[A403V)] Heterocigota compuesto, AR
. NM _001008216.2:¢c.[658C=T];[318_319del] ]
Galactosemia GALE NP _001008217.1:p [(R220W)]:[R106Sfs*2)] Heterocigota compuesto, AR
7 Déficit de serina PSATI e Sl Heterocigota compuesto, AR

NP_478059.1:p.[(A99V)]:[(Y346C)]

: =
Sindrome de Carney PRKARIA ﬁ‘[_ﬁ%lzﬁd;’jlfp&:jélﬂl(} A Heterocigota, AD, de novo

. .. NM 001374828.1:c.6164_6165del ; )
Sindrome de Coffin Siris ARIDIB NP_001361757.1:p.(C2055YEs*11) Heterocigota, AD, de novo

. NM_181523.3:¢.1945C>T . ]
10 Sindrome de SHORT PIK3RI NP_852664.1:p.(R649W) Heterocigota, AD, de novo

AD: Autosomica Dominante; AR: Autosdmica Recesiva. NM: secuencia de referencia para ARN mensa-
jero. NP: secuencia de referencia para proteina.

Conflicto de interés: ninguno que declarar
Correspondencia: pscaglia@cedie.org.ar / mesnaolaazcoiti@gmail.com

344


mailto:pscaglia@cedie.org.ar
mailto:mesnaolaazcoiti@gmail.com

REVISTA DEL
l‘ HOSPITAL nios
% % ww DEBUENOS AIRES

Articulo original Rev. Hosp. Nifios (B. Aires) 2025;67 (298):316-347

Técnica de array-CGH
Se realizd una prueba de concepto utilizando 3 casos con anomalia cromosomica visible por

cariotipo, verificadas satisfactoriamente por array-CGH. En la tabla 2S se describen los casos

estudiados.

Tabla 2S: Casos seleccionados para la prueba de concepto de array-CGH

CNV s 1
Cariotipo Regiony contenido en genes
P arrf[GRCh37] glony g
Region recurrente 15q11.2q13
asociada con PWS/AS-(Class 1,
q 5 o P ananci L BP1-BP3)-76 odificantes.
1 Cromosoma recombinante por inversion paracéntrica: 15q11.2q14(22765629_38578075)x4, Bk 190R Jgzenesatiicanes
46, XYrec(15)dup(15q)inv(15)(q15q26.2)mat 15926.2026.3(98165175_102383473)xL o, o0 o0 0n Region asociada $d delecion
IFGR1 (OMIM: 608747)-
23 genes codificantes
Regi6n asociada con el
Anillo d 15: . i6
2 10 ce cromosoma 15926.2q26.3(97214472_102383473)x]  DPérdida: 2 Mp o0 Jelecion[FGR1

46, XX 1(15)(p12:q26.3)[43]ish del(15)(q26.3)(qter)[169] (OMIM: 608747)-

23 genes codificantes

Regi6n asociada con el Sd. de
delecion del cromosoma
2p12-p11.2, (OMIM 613564)-
50 genes codificantes

Reordenamiento complejo aparentemente balanceado:
3 47 XY-+der(2)(pter—p23—neo—p23—pll.1:q23—qter)r(2)  2pll.2 (84379080 86826028)x1 Pérdida: 2.45 Mb
(::p11.2q22:-)dn.ish del(2)(wep2+.cen2).r(2)(wep2+,cen2+)[50]

Entre paréntesis, en la tercera columna, se indican las coordenadas gendmicas de las CNVs y su locali-
zacion cromosémica.

Glosario

= Alelo: cada una de las formas alternativas de un gen. Cada individuo posee dos alelos para
cada gen, uno heredado de cada progenitor.

= Array-CGH (Comparative Genomic Hybridization): hibridaciéon gendmica comparativa
mediante microarreglos. Es una técnica utilizada para detectar variaciones en el nimero de
copias de segmentos del ADN en el genoma. Permite identificar deleciones (pérdidas) y dupli-
caciones (ganancias) de segmentos cromosdmicos con alta resolucién.

= Caso indice: Un caso indice o probando es una persona que esta afectada por una afeccion
genética o que se considera que esta en riesgo de tenerla. Habitualmente, el caso indice es la
primera persona de la familia que provoca en los profesionales de la salud la sospecha de un
trastorno genético.

= CNV: La variacién del nimero de copias (CNV) se refiere a la circunstancia en la que el nimero
de copias de un segmento especifico de ADN varia entre diferentes genomas individuales. Las
variantes individuales pueden ser cortas o incluir miles de bases. Esas diferencias estructurales
pueden haber aparecido por duplicaciones, deleciones u otros cambios. Esas regiones pueden
0 no contener uno o mas genes. Existen CNVs que provocan patologias mientras que otras son
frecuentes en la poblacion y contribuyen a la variabilidad interindividual.

= Estudio de segregacion familiar: estudio que permite establecer si una variante genética
detectada en el caso indice de una familia se hereda junto con el fenotipo o la enfermedad en
estudio en dicha familia. El estudio de familiares de primer grado del paciente permite determi-
nar si la variante fue heredada de alguno de sus progenitores, afectado o sano. También per-
mite analizar si otros familiares son portadores de la variante y se encuentran en riesgo de
padecer o transmitir la misma enfermedad a la descendencia.
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= Exoma: es la secuencia de todos los exones de todos los genes que componen el genoma.
Refleja fundamentalmente la porcién del genoma que codifica para proteinas. En los seres
humanos, el exoma es alrededor del 1-2% del genoma. La secuenciacion del exoma comple-
0 se conoce como WES, por las siglas de su nombre en inglés (Whole Exome Sequencing).

= Exoma clinico: Se refiere a la region codificante (exones) de los genes que codifican para
proteinas y se han relacionado con enfermedades. Comprende alrededor de 4500-6500 genes.
El conjunto de genes incluido en un estudio de secuenciacidn del exoma clinico dependera del
tipo de kit utilizado para capturar las regiones de interés a ser secuenciadas.

= Fenotipo: El fenotipo se refiere a las caracteristicas observables de un organismo. El fenotipo
depende tanto de la informacion genética (genotipo) como de los factores ambientales.

= Gen: Segmento de ADN que codifica para un ARN funcional. La mayoria de los genes codifican
para proteinas especificas, que poseen diferentes funciones (estructural, enzimatica, recepto-
res, factores de transcripcion, etc.). El genoma humano tiene aproximadamente 20 000 genes
que codifican para proteinas, pero también existen genes que codifican para diferentes tipos de
ARNSs. El gen se considera la unidad basica de la herencia ya que se transmiten de los progeni-
tores a su descendencia y contienen la informacion necesaria para especificar los rasgos fisicos
y bioldgicos.

* Gen candidato: El término gen candidato se refiere a un gen que, segun se cree, puede es-
tar relacionado con un rasgo determinado, como una enfermedad o un atributo fisico. on ba-
se en su ubicacidon gendmica o su funcidn conocida, se sospecha que el gen puede tener un rol
en ese rasgo, y por eso se uel e candidato para profundi ar su estudio.

= Genoma: Todo el material genético contenido en cada célula de un organismo. El genoma
humano incluye el ADN contenido en el nlcleo y el ADN mitocondrial. En una célula diploide
comprende 23 pares de cromosomas (22 pares de autosomas mas el par de cromosomas se-
xuales, XX o XY).

» Genotipo: Secuencia de ADN en una localizacidn especifica, es decir, en un locus en el genoma.
Combinacién de alelos. En base al genotipo para una determinada posiciéon en un gen, un indi-
viduo puede ser homocigoto cuando ambos alelos presentan la misma secuencia o heterocigoto
cuando un alelo presenta la secuencia de referencia mientras que el otro alelo presenta una
variante. Se considera genotipo homocigotowild type cuando ambos alelos presentan la misma
secuencia, que a su vez coincide con la secuencia de referencia del genoma, y homocigoto para
una variante cuando ambos alelos presentan la misma secuencia, pero difieren de la secuencia
de referencia en la posicién de la variante. El genotipo heterocigoto compuesto para un deter-
minado gen hace referencia a aquel en el que ambos alelos presentan una variante respecto de
la secuencia consenso de referencia, pero la variante es diferente en cada uno de los alelos.
Finalmente se utiliza el término hemicigoto para designar al genotipo que solo posee un alelo
mientras que el otro se encuentra delecionado.

= Locus: lugar en el cromosoma donde se ubica un gen (Loci: plural de locus).

* NGS (Next Generation Sequencing): Secuenciacion de préxima generacion, secuenciacion
de nueva generacién o secuenciacion masiva. Técnica de secuenciacion del ADN que permite
analizar simultaneamente cientos a miles de genes en multiples muestras. Permite conocer el
orden en que estan dispuestos los nucledtidos en un segmento de ADN.

= Odisea diagnéstica: La frase "tiempo de odisea diagndstica" se refiere al periodo prolongado
y muchas veces dificil que pasa una persona en busqueda de un diagndstico preciso para su
condicién médica. Este término es cominmente utilizado en el contexto de enfermedades poco
frecuentes, donde el diagndstico puede ser complejo y llevar varios afos debido a la falta de
conocimiento especifico, sintomas inespecificos, o la necesidad de multiples pruebas diagnds-
ticas y consultas con especialistas.
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= Panel de genes: Conjunto de genes de interés que seran secuenciados. Para ello se utilizan
sondas que permiten capturar los exones del grupo de genes candidatos de interés. Existen
paneles de genes comerciales, definidos por el fabricante, y paneles de genes personalizados
que los fabricantes pueden elaborar segun el disefio del cliente (paneles “customizados”).

= Portador: Es una persona que “porta” y puede transmitir a sus hijos una variante alélica aso-
ciada con una enfermedad (o rasgo) que se hereda en forma autosdémica recesiva o ligada al
X, Yy no presenta sintomas de esa enfermedad (o caracteristicas de ese rasgo). El portador ha
heredado la variante alélica de un progenitor y un alelo normal del otro progenitor. Los hijos de
los portadores tienen a su vez riesgo de heredar una variante alélica de sus progenitores, lo
que los llevaria a tener la misma enfermedad (o rasgo).

= Secuenciacion Sanger: método que permite conocer el orden en que estan dispuestos los
nucledtidos (o bases) en un fragmento de ADN. Es necesario conocer la secuencia de ADN a
estudiar. Se realiza mediante PCR y requiere ADN molde o templado, ADN polimerasa, cebado-
res, desoxinucleotidos, y didesoxinucleétidos marcados con diferentes fluorocromos (termina-
dores). Los fragmentos obtenidos son separados por tamafio mediante electroforesis capilar en
un analizador genético. Requiere realizar una reaccion de PCR/secuencia por cada fragmento
de ADN a analizar y permite analizar 600-800 pares de bases aproximadamente.

* Variante de secuencia (variante génica): Cambio permanente en la secuencia del ADN
respecto de la secuencia de referencia para un determinado gen. Dicho cambio puede tener
impacto o no sobre la funcionalidad de la proteina. Es un término que describe el cambio de
secuencia, independientemente de la frecuencia con la que se encuentra en la poblacion. An-
teriormente se utilizaba el término mutacion para describir variantes genéticas muy poco fre-
cuentes asociadas con una connotacion negativa, es decir, se tomaba como sindnimo de "cam-
bio patogénico”. En contraposicion, el término polimorfismo se empleaba para describir varian-
tes genéticas con frecuencia alélica poblacional mayor al 1%, que se asociaban con la idea de
“cambio benigno”. Sin embargo, las variantes pueden o no tener impacto sobre la funcionalidad
de la proteina independientemente de su frecuencia. En la actualidad se prefiere utilizar el
término variante de secuencia de manera genérica, acompafiado de un adjetivo que provee
informacion acerca de su potencial efecto sobre la funcion de la proteina codificada por el gen
en cuestion: benigna, probablemente benigna, patogénica, probablemente patogénica, o va-
riante de significado incierto (VUS).

= Variante de significado incierto (VUS): variante de secuencia para la cual no existe evi-
dencia suficiente que permita determinar su papel como causante de una determinada enfer-
medad. No es posible discernir si la variante es patogénica o benigna con la informacion dispo-
nible. Se requiere informacion adicional como datos de frecuencia en poblaciones mas extensas,
estudios funcionales y rastreo de la variante en familiares que tienen o no la misma enfermedad.
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