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Resumen Actualmente la secuenciacion del exoma completo (WES; Whole-exome sequencing) mediante la
técnica NGS (Next-generation sequencing) es uno de los estudios genéticos mas solicitados dentro
del abordaje de pacientes con Discapacidad Intelectual con o sin otras anomalias. Al igual que con otros proce-
dimientos y estudios clinicos, es conveniente que los médicos prescriptores tengan una comprension clara de
los alcances y limitaciones del uso de WES, del proceso de analisis de las variantes genéticas identificadas, asi
como de aspectos a evaluar acerca de la calidad y estructura de los informes de los estudios de NGS, con el
objetivo de que puedan interpretar mejor los resultados de un estudio y plantear de la mejor manera la correlacion

de los mismos con la clinica observada.
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Abstract Introduction to filtering, analysis and curation of genetic variants in patients with Intellectual
Disability

Currently, Whole exome sequencing (WES) using NGS (Next-generation sequencing) technology is one of the
most requested genetic studies within the approach of patients with intellectual disability with or without other
anomalies. As with other procedures and clinical studies, it is convenient for prescribing physicians to have a
clear understanding of the scope and limitations of the use of WES, the analysis process of the genetic variants
identified, as well as aspects to be evaluated regarding quality and structure of the reports of the NGS studies,
with the aim that they can better interpret the results of a study, evaluate its quality, and propose in the best way
the correlation of the same with the observed phenotype.
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La Discapacidad Intelectual (DI) es un trastorno que
comienza durante el periodo de desarrollo que incluye
déficits de funcionamiento tanto intelectuales como adap-
tativos en los dominios conceptual, social y practico 2.
Se estima que del 1 al 3% de la poblacién presenta algun
grado de discapacidad intelectual'™. Por ello, es una de
las causas mas comunes de referencia a la consulta de
Neurologia y Pediatria.

La DI puede deberse a factores genéticos (monogéni-
cos/cromosomicos), ambientales (infeccion intrauterina,
enfermedad prenatal o postnatal, etc.), 0 una combinacion
de ambos®®. En un gran porcentaje de casos la etiologia
es desconocida. Es posible identificar una causa genética
para la presencia de DI en alrededor de la mitad de los
casos*, y los estudios genéticos habitualmente solicitados
comprenden el cariotipo, el array cromosémico (CMA;
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Chromosomal microarray analysis), y los estudios basa-
dos en NGS (panel multigenes, secuenciacion de exoma,
y secuenciacion de genoma).

La NGS de manera general se basa en la fragmen-
tacion del ADN obtenido del paciente, la captura de
fragmentos de interés (si se trata de estudios dirigidos),
la separacion de esos fragmentos capturados, y su
amplificacion individual. Los fragmentos amplificados
son secuenciados simultdneamente, y posteriormente
ensamblados para su comparativa con un genoma de
referencia®.

El estudio puede realizarse como un panel dirigido a
DI (donde las sondas utilizadas para capturar dentro del
DNA del paciente solo cubren las regiones codificantes
de genes previamente relacionados con DI), un exoma
(que puede ser clinico, donde las sondas cubriran solo
las regiones codificantes de los genes previamente re-
lacionados con patologias humanas; o completo, donde
se cubriran todos los genes conocidos, hayan sido rela-
cionados o no con enfermedad), o un genoma (donde se
secuencia todo el material genético, sea codificante o no).
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Estos abordajes difieren en cuanto a regién secuenciada,
cobertura de la region, tipos de variantes estructurales
susceptibles de andlisis, coste, tiempo y dificultad de
evaluacion? 35 6,

Actualmente, el abordaje con NGS mas utilizado en DI
es el analisis de exoma completo (WES), dada la etiologia
altamente heterogénea de la DI, y el rapido descubri-
miento de nuevos genes relacionados con este fenotipo.

En 2021, el Colegio Americano de Genética Médica
y Gendmica (ACMG) establecié la recomendacion del
uso de secuenciacién de exoma y genoma como prueba
de primer o segundo nivel para pacientes con retraso en
el desarrollo y/o DI con inicio antes de los 18 afios de
edad’. Recientemente, algunos grupos multidisciplinarios
proponen al WES como la prueba de primer nivel para
la evaluacion de la DI, tomando como base su tasa de
diagndstico consistentemente mas alta que CMA*®.

Se estima que la tasa diagndstica de WES para DI
con o sin otras anomalias oscila entre el 25 y el 40%,
correspondiendo los porcentajes mas altos a los abordajes
en trio (es decir, incorporando muestra de ambos padres
para el analisis)*”.

A medida que el andlisis de WES se convierte en un
estudio frecuentemente solicitado por médicos no genetis-
tas, se vuelve mas relevante que tengan una comprension
clara del proceso de andlisis de las variantes genéticas
identificadas, de los alcances y limitaciones del uso de
WES, asi como de los aspectos a evaluar acerca de la
calidad del estudio.

Proceso de analisis de un caso de DI
mediante WES

Previamente al estudio, el médico prescriptor debe propor-
cionar al paciente informacion béasica acerca del estudio
solicitado, y los posibles resultados del mismo, incluyendo
la posibilidad de hallazgos incidentales o secundarios,
la potencial necesidad de realizar estudios genéticos o
clinicos adicionales en el probando o en sus familiares
a consecuencia del resultado obtenido, o las posibles
implicaciones para otros miembros de la familia. Todas
estas cuestiones deben plasmarse en un consentimiento
informado, que debe enviarse junto con la muestra o
muestras del caso a analizar’.

Una historia clinica lo mas detallada posible es el
punto de partida para la evaluacion de un caso por parte
de un laboratorio de Genética: ha sido ampliamente
demostrado que el fenotipado detallado incrementa la
tasa diagndstica en los estudios de WES, y asimismo,
si la informacidn clinica facilitada no es correcta o esta
incompleta se podria producir una interpretacion errénea
de los resultados. La seleccion de los datos clinicos
relevantes puede realizarse utilizando términos de HPO
(Human PhenotypeOntology) especialmente los casos en

que las herramientas de analisis de variantes lo soliciten
para incluirlo en sus algoritmos de filtrado?®2.

En un estudio de exoma completo, puede iniciarse
incorporando paneles virtuales mas o menos extensos
para luego considerar el panel virtual completo de genes
clinicos (exoma clinico) y posteriormente el resto de da-
tos?. La complejidad ira en aumento si se debe realizar
analisis de variantes de numero de copias (CNVs) ademas
de variantes puntuales.

El andlisis de las variantes detectadas mediante WES
implica varios pasos de filtrado. Por poner un contexto,
suelen identificarse de 60.000 a100.000 SNVs por caso
WES?®1°, | as variantes obtenidas suelen ser filtradas o
priorizadas de acuerdo a parametros como calidad de
cobertura, frecuencia en poblacién general, efecto sobre
la proteina (sinénimas vs. no sinénimas, intrénicas), modo
de herencia, transcrito afectado, y relacion del gen sobre
el fenotipo referido®™°. Los programas de analisis de da-
tos WES suelen utilizar informacion disponible en bases
de datos tales como OMIM, gnomAD, y predictores de
patogenicidad in silico (Figura 1).

El nimero de variantes candidatas después estos
filtrados es variable. Para las variantes restantes, debe
reunirse toda la evidencia disponible acerca de la relacion
que podrian tener con lo observando en el paciente. Sue-
len utilizarse bases de datos especializadas tales como
ClinGen, PanelApp, GenCC, GeneReviews, ClinVar, DE-
CIPHER, HGMD, LOVD, AutoPVS1, LitVar, Mastermind,
entre otras''. Luego de reunir toda la informacién, las
variantes seran clasificadas de acuerdo con las pautas de
2015 emitidas por el ACMG y la Asociacién de Patologia
molecular (AMP)2,

Las recomendaciones de la ACMG/AMP evaluan 28
tipos diferentes de evidencias asociadas a caracteristicas
inherentes a cada variante. A cada caracteristica se le
asigna un codigo alfanumérico:

e Pathogenic Very Strong (PVS): 1 codigo (PVS1).
Se aplica a variantes de tipo truncamiento de proteina
en genes donde la pérdida de funcién es un mecanismo
de enfermedad.

e Pathogenic Strong (PS): 4 cédigos (PS1 a PS4). Se
considera evidencia fuerte de patogenicidad aspectos
como que exista una variante ya clasificada como pa-
togénica en el mismo aminoacido (PS1), presencia de
novoCON paternidad y maternidad confirmadas (PS2),
estudios funcionales que apoyen su patogenicidad
(PS3), o prevalencia significativamente incrementada de
la variante en afectados con respecto a controles (PS4).

* Pathogenic Moderate (PM): 6 cédigos (PM1 a PM6).
Se considera evidencia moderada de patogenicidad
aspectos como localizacion de la variante en una region
funcionalmente relevante (PM1), baja frecuencia o au-
sencia en controles (PM2), presencia de una segunda
variante patogénica en el otro alelo para enfermedad re-
cesiva (PM3), delecién/inserciéon en marco en una region
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Fig. 1.— Proceso de razonamiento seguido para la priorizacién de las variantes
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no repetida o pérdida de la sefal de stop (PM4), nuevo
cambio en un aminodcido donde un cambio diferente ya
se considera patogénico (PM5), o presencia de novo SIN
paternidad y maternidad confirmadas (PM6).

* Pathogenic Supporting (PP): 4 codigos (PP1 a PP4).
Se considera evidencia de soporte de patogenicidad
aspectos como la co-segregacion de la variante en afec-
tados de una familia (PP 1), missense en un gen en el que
hay pocas missense en controles y donde este tipo de
variantes son causa de enfermedad (PP2), predicciones
de patogenicidad in silico (PP3), especificidad del feno-
tipo (PP4), o clasificacion como patogénica por fuentes
confiables (PP5).

* Benign Stand Alone (BA): 1 cédigo (BA1). Este co-
digo aplica a variantes con una frecuencia poblacional
superior al 5%.

e Benign Strong (BS): 4 cddigos (BS1 a BS4). Se
considera evidencia fuerte de benignidad aspectos como
frecuencia alélica mayor a la esperada para enferme-
dad (BS1), presencia en un individuo sano homocigoto
(herencia recesiva), heterocigoto (herencia dominante),
o hemicigoto (herencia ligada al X en enfermedad con

penetrancia completa esperada a edad temprana (BS2),
estudios funcionales que no apoyen su patogenicidad
(BS3), o fallo de segregacion en una familia para fenotipos
poco comunes (BS4).

* Benign Supporting (BP): 7 cddigos (BP1 a BP7). Se
considera evidencia de soporte de benignidad aspectos
como que se trate de una variante missense en un gen
donde la causa de enfermedad es el truncamiento (BP1),
presencia en de una variante patogénica dominante com-
pletamente penetrante en el alelo opuesto, 0 en el mismo
alelo para cualquier tipo de herencia (BP2), delecion/
insercion en una regiodn repetitiva sin funcion conocida
(BP3), predicciones de benignidad in silico (BP4), caso
con una base molecular alternativa establecida (BP5),
clasificacion como benigna por fuentes confiables (BP6),
o variante sinénima en un nucléotido poco conservado
que no parece afectar el splicing (BP7).

Una vez asignados los cédigos correspondientes a una
variante, estos se combinan para dar como resultado la
clasificacion final de la misma en 5 categorias: patogé-
nica, probablemente patogénica, de significado incierto,
probablemente benigna, y benigna (Figura 2).
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Fig. 2.— Evaluacién de variantes genéticas de acuerdo a criterios de la ACMG
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Aunque estas guias definen claramente las categorias
principales y el razonamiento de cada criterio, diversos
estudios han sefialado que en ocasiones los laboratorios
pueden realizar interpretaciones discordantes® '2 13,

Debe comentarse que estas guias estan disefiadas
para utilizarse sobre variantes en genes con evidencia
sustancial que respalde su papel en DI, y no sobre genes
con evidencia limitada o cuestionada: por lo tanto, las
variantes identificadas en estos genes deben clasificarse
como variantes de significado incierto. Como ejemplo, un
estudio reciente que evalu6 156 genes propuestos como
relacionados con DIy autismo determiné que 22 (14%) de
los genes evaluados tenian evidencia limitadas o discutida
en cuanto a su relacién con estos fenotipos'.

Potenciales resultados del estudio realizado

Las variantes consideradas relevantes deben ser consig-
nadas y detalladas en el reporte del estudio. Los posibles
resultados del estudio son positivo, no concluyente, y
negativo sin variantes.

Es importante contextualizar para el paciente una
prueba que no ha identificado variantes relevantes. Los
resultados negativos son relativamente comunes en las
pruebas gendmicas y plantean preocupaciones impor-
tantes. Debe comentarse que se trata de un estudio que
utiliza una tecnologia con limitaciones especificas, que
analiza una serie concreta de genes y/o variantes, en un
momento dado del conocimiento de la genética. Las limita-
ciones de WES incluyen dificultad para detectar regiones
repetidas o con alta homologia (que pueden dar errores de
mapeo), e incapacidad para detectar variantes intrénicas
profundas. También debido a la variabilidad en la profun-
didad de la cobertura que resulta del paso de captura, la
deteccién de variantes en el numero de copias puede ser
problematica®”'5. Adicionalmente, algunos factores que
pueden llevar a la omisién de variantes relevantes son la
captura inadecuada de la region, la eleccion del transcrito
incorrecto para un gen, o la evaluacion incorrecta de la
forma de herencia en un trio (por ejemplo, al codificar
como no afectado a un padre levemente afectado).

Un resultado no concluyente describira una o mas
variantes de significado incierto (VUS), definidas como va-
riantes para las que no es posible establecer una relacion
definitiva con el cuadro clinico del paciente, debido a que
la informacion disponible es conflictiva o no concluyente,
o porque la informacion es escasa o esta ausente*. Ante
una VUS, el médico debe realizar correlacion clinica,
que suele basarse principalmente en una evaluacion de
las caracteristicas fenotipicas y los patrones de herencia
correspondientes a las enfermedades relacionadas con el
gen en particular. En casos seleccionados puede conside-
rarse realizar estudio de co-segregacion familiar, ya que
puede ser de ayuda para definir la potencial patogenicidad
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de una VUS; también puede considerarse la reevaluacion
de la variante de manera periddica por un profesional.

Anualmente se notifican alrededor de 250-300nue-
vos genes causantes de enfermedad y 9200 variantes
asociadas a enfermedades?'s. Debido a esto, diversos
autores han indicado la conveniencia de reanalizar los
datos de WES en casos negativos o no concluyentes
cada 1 a 3 afios, acompanado de una actualizacién del
fenotipo clinico observado® 6. El rendimiento diagndstico
del reandlisis oscila entre 10 y 15% de acuerdo con di-
versos estudios?®1517,

Un resultado positivo es en el que se han identificado
la etiologia molecular del fenotipo referido. El diagndstico
molecular de certeza permite confirmar un diagndstico
clinico, en ocasiones incluso cambiar un diagndstico
previo, y ser informativo acerca del prondstico, opciones
de manejo, vigilancia o prevencion, asi como plantear el
modo de herencia, identificar el riesgo para otros miem-
bros de la familia, y guiar la investigacion sobre nuevas
terapias®* '8

Otros aspectos a considerar por el médico
prescriptor

Dentro del analisis debe considerarse la presencia de
hallazgos incidentales o secundarios, que pueden ob-
servarse hasta en 0.5%-3.5% de los casos de WES'.
Los hallazgos incidentales tienen implicaciones poten-
ciales para la salud y significado clinico, pero no estan
relacionados con los sintomas de la enfermedad por
los que se solicitd la prueba. Los hallazgos secundarios
son buscados activamente en genes seleccionados por
su alta penetrancia para enfermedades monogénicas,
para las que existe capacidad de actuar clinicamente de
forma efectiva’.

Es importante que el médico prescriptor de la prueba
revise la estructura del informe, la informacion técnica
o de metodologia, las estrategias de trazabilidad de las
muestras, los genes o paneles incorporados, aun en el
caso de exoma, la calidad de la secuenciacion, y las bases
de datos o referencias utilizadas, asi como si es necesario
confirmar la variante mediante Sanger, o si ya lo ha hecho
el laboratorio. Conviene tomar nota de las certificaciones
con las que cuenta el laboratorio, si se cuenta con valores
propios de sensibilidad y especificidad para SNVs 'y CNVs,
criterios de seleccion de genes y variantes, si se detallan
los criterios de clasificacion y curacion de variantes, y si
se plantea la posibilidad de reanalisis en el futuro.

Conclusiones

El mayor desafio actual es el filtrado y la interpretacion
de las variantes detectadas mediante NGS. El papel del
médico prescriptor debe incluir la calibracion cuidadosa de
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la prueba, y una comprension detallada de los procesos
de analisis asi como de cudles pueden ser las fuentes
de errores u omisiones en un estudio. El proporcionar
informacién clinica completa y detallada, asi como una
comunicacion directa entre el laboratorio y el médico
tratante, son aspectos que se traducen en una clara
mejora en el rendimiento de los estudios de secuencia-
cion, ya que los hallazgos y las variantes pueden ser
planteadas, evaluadas, discutidas, y seleccionadas de
la mejor manera.

Alfinal, es el médico quien debe determinar si el diag-
néstico molecular propuesto por el laboratorio constituye
un diagndstico genético sdlido (ya sea en su totalidad o
en parte) y si la confianza en esta afirmacion es suficiente
para guiar el manejo futuro del paciente, asi como si el
resultado permite realizar andlisis familiar, o diagndstico
preimplantacional o prenatal.

Conflicto de intereses: Ninguno para declarar.
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