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Resumen
Antecedentes: Los trastornos del neurodesarrollo (TN) y las anomalías congénitas (AC) constituyen una importante causa de morbimortalidad en población chilena. En el 20% de los casos la causa sería un desbalance genómico detectable sólo por microarreglos cromosómicos (CMA).
Objetivos: Analizar los resultados de CMA realizados en el Laboratorio de Citogenética Molecular, INTA, durante un período de 4 años en pacientes con TN y/o AC provenientes de todo Chile.
Métodos: Estudio retrospectivo que incluyó todos los reportes de CMA provenientes de pacientes chilenos probandos. Se analizaron la edad, sexo, diagnóstico clínico y procedencia, así como las características del hallazgo. Se calculó el porcentaje de casos diagnosticados por CMA considerando todos los pacientes con variantes patogénicas (VP) o probablemente patogénicas (VLP). Finalmente, estudiamos la asociación entre las características de los pacientes y el resultado positivo por CMA.
Resultados: Se analizaron 236 informes de CMA, la mediana de la edad de los pacientes fue de 5,41 (2,25-9,33) años con un leve predominio de hombres (58,9%). Se encontraron un total de 90 desbalances cromosómicos, los cuales correspondían principalmente a deleciones (53,3%), con un tamaño de 1,662 (0,553-6,673) Megabases. La tasa de diagnóstico de los CMA en pacientes chilenos provenientes de todo el país fue de 19,2%. Hubo una estrecha relación entre el sexo del paciente y la detección de VLP/VP (p=0,034).
Conclusiones: La tasa de diagnóstico encontrada y la asociación entre sexo femenino y mayor porcentaje de casos diagnosticados concuerda con lo descrito internacionalmente, y validan los CMA como herramienta diagnóstica para población chilena.







microarrays in 236 chilean patients with neurodevelopmental disorders and congenital abnormalities.
Abstract
Background: Neurodevelopmental disorders (NDD) and congenital abnormalities (CA) are an important cause of morbidity and mortality in the Chilean population. In 20% of cases the cause would be a genomic imbalance detectable only by chromosomal microarray (CMA).
Aims: To analyse the results of CMA performed at the Laboratory of Molecular Cytogenetics, INTA, during a period of 4 years in patients with NDD and/or CA from all Chile.
Methods: Retrospective study that included all CMA reports from Chilean patients. Age, sex, clinical diagnosis and origin were analysed, as well as the characteristics of the finding. The percentage of cases diagnosed by CMA was calculated considering all patients with pathogenic variants (PV) or probably pathogenic (VLP). Finally, we studied the association between patients characteristics and a positive CMA outcome.
Results: A total of 236 reports were analysed. The median age was 5.41 (2.25-9.33) years, with a slight predominance of men (58.9%). A total of 90 chromosomal imbalances were found, which corresponded mainly to deletions (53.3%), with a size of 1.662 (0.553-6.673) Megabases. The diagnostic rate of CMA in Chilean patients from all over the country was 19.2%. There was a close relationship between the patient's sex and the detection of VLP / VP (p = 0.034).
Conclusions: Our diagnostic rate and the association between female sex and a higher percentage of diagnosed cases are concordant with other international studies. Therefore, CMA is a valid diagnostic tool in the Chilean population.
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Introducción
Los trastornos del neurodesarrollo (TN) son un grupo de condiciones que se inician y manifiestan en la infancia, usualmente antes de que el niño entre al colegio, y se caracterizan por déficits que alteran el funcionamiento personal, social, académico u ocupacional. Dentro de este grupo se incluyen trastornos tales como retraso de desarrollo psicomotor (RDSM), discapacidad intelectual (DI) o trastornos del espectro autista (TEA) (1). Por su parte, las anomalías congénitas (AC) se definen como todas las alteraciones estructurales o funcionales que ocurren en el período intrauterino y se detectan durante el embarazo, en el parto o postnatalmente (2). Aunque no existen cifras exactas en Chile, la prevalencia de DI sería entre 1,2 a 1,9% (3, 4) y de TEA de 0,9% (5), mientras que las AC constituirían más de un tercio de las muertes infantiles en nuestro país (6). 

Las causas de estos trastornos y las AC son diversas, pero se sabe que cerca del 25% de los casos de DI y el 30-40% de los casos de TEA tienen un origen genético (7, 8); similar porcentaje de casos con AC serían también de causa genética (9). Establecer el diagnóstico etiológico en todos estos pacientes resulta fundamental, puesto que permite proveer un pronóstico, determinar riesgos de recurrencia, refinar los tratamientos y evitar procedimientos diagnósticos innecesarios, entre otras ventajas (10). Por estos motivos y por la evidencia acumulada, los microarreglos cromosómicos (CMA, del inglés chromosomal microarrays) son el primer examen a realizar en todos los casos con RDSM, DI, TEA y AC sin una etiología evidente, pudiendo diagnosticar hasta el 20% de estos pacientes, quienes presentan alguna pérdida y/o ganancia de material cromosómico (CNV, del inglés copy-number variant) no detectable con el cariotipo convencional (10, 11). 

En Chile, esta tecnología está disponible para uso clínico desde el año 2013 en nuestro laboratorio, la cual se ha incorporado posteriormente en otras dos instituciones. Existe un reporte previo chileno de Lay-Son y cols. (12) que determinó que un 25% de los pacientes con AC mayores, dismorfias faciales y/o RDSM/DI presentaban un desbalance cromosómico que explicaba su sintomatología. Si bien este estudio reflejó resultados algo similares a lo reportado internacionalmente (11), se realizó con una cohorte pequeña (n=40), de los cuales un 12,5% ya tenía una alteración cromosómica no bien caracterizada por cariotipo convencional. Además, todos los pacientes provenían de un único hospital en el sur de Santiago. 
El objetivo de este estudio fue analizar retrospectivamente los resultados de CMAs realizados en nuestro laboratorio en un período de 4 años para estimar la tasa de diagnóstico de estos CNV en pacientes con TN y/o AC derivados de todo Chile.
























Materiales y Métodos
Reportes de Pacientes
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]Estudio retrospectivo que incluyó 236 reportes de CMA del total de 255 informados por nuestro laboratorio desde Marzo de 2013 hasta Enero de 2017. Se consignaron la edad, sexo, diagnóstico clínico y procedencia, así como las características del hallazgo. Con respecto al diagnóstico clínico, se clasificaron en 5 categorías según el motivo principal de derivación: TN, AC, caracterización de cromosomopatía (CC), combinación de diagnósticos (CD) y sin diagnóstico (SD). Se excluyeron informes de pacientes provenientes del extranjero, mientras que el resto se categorizó en pacientes de la Región Metropolitana (RM) o de otras regiones. Además, se consideraron sólo los probandos, excluyéndose familiares de primer grado para no distorsionar el cálculo final de la tasa diagnóstica. Finalmente, las características del hallazgo consideradas fueron número de variantes por paciente, tipo de CNV (deleción o amplificación), tamaño de la variante (en número de Megabases), cromosoma afectado, número de genes registrados en la base de datos “Online Mendelian Inheritance in Man” (OMIM) causantes de enfermedad a la fecha del informe (13), y el tipo de interpretación de la variante según las recomendaciones del Colegio Americano de Genética y Genómica Médica (14) y europeas (15). Brevemente, se consideran diversas características como el tamaño, número de genes afectados, presencia de la variante en población control, etc. para determinar su interpretación. Así, las variantes pueden interpretarse como patogénicas (VP), de significado incierto o benignas (VB); las variantes de significado incierto se sub-clasifican en probablemente patogénicas (VLP), probablemente benignas (VLB) y de significado incierto no sub-clasificable (VUS, del inglés variant of uncertain significance) (14, 15).
Métodos
De cada paciente se recolectó 5 mL de sangre en tubos con EDTA para la extracción de ADN usando el kit DNeasy® Blood&Tissue y siguiendo el protocolo del fabricante (Qiagen Group, Germany). Posteriormente, este ADN se procesó e hibridó en conjunto con ADN control usando la plataforma Agilent 8x60K, ISCA v2 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA); la máxima resolución del CMA en las regiones de mayor interés (regiones conocidas de microdeleciones, genes sensibles a dosis o causantes de TN/AC) va desde 25 kilobases (Kb). Todos los procedimientos fueron llevados a cabo según las instrucciones del fabricante. Por último, el análisis se realizó usando el programa Agilent CytoGenomics y su algoritmo ADM-2, así como el navegador del genoma UCSC Genome Browser (16). 
Análisis estadístico
La edad, sexo, procedencia, categoría diagnóstica y las características de las variantes según se detalló previamente fueron descritos como frecuencias y porcentajes, o medianas y rangos intercuartiles (IQR), según corresponda. Se calculó el porcentaje de casos diagnosticados por CMA considerando todos los pacientes con VP o VLP del total de pacientes con cariotipo convencional normal incluidos en este estudio. Finalmente, comparamos la edad, sexo, procedencia y el tipo de diagnóstico clínico entre aquellos pacientes diagnosticados o no con alguna VP/VLP y cariotipo normal usando las pruebas de Chi-cuadrado, Z para proporciones con corrección de Bonferroni, y Mann-Whitney para muestras no pareadas. Un valor p<0.05 se consideró como estadísticamente significativo. 
















Resultados
De los 255 casos referidos a estudio por CMA a nuestro laboratorio durante el periodo descrito, 236 provenían de pacientes chilenos probandos (92,5%), lo cuales fueron seleccionados para el análisis. En la tabla 1 y figura 1 se describen las características generales de estos pacientes y las variantes en el número de copias halladas. Como se puede ver, la mediana de la edad fue de 5,41 (2,25-9,33) años con un leve predominio de hombres por sobre mujeres (58,9% versus 41,1%, respectivamente). La mayoría de los casos provenían de la RM (n=191; 80,9%) y de las regiones X y V del país (7,2% y 3,8%, respectivamente). Por otra parte, los TN constituyeron el principal motivo de derivación (n=118; 50%), seguidos por CD (n=48; 20,3%) y AC (n=14; 5,9%). Vale destacar que un 18,6% de los pacientes fue derivado sin una hipótesis diagnóstica ni descripción clínica de las manifestaciones (n=44) (Figura 1A).

[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]Con respecto a las características de las variantes del número de copias, se encontraron un total de 90 CNV, lo que equivale a 1 (1-1) CNV por paciente. Estas CNV correspondían principalmente a deleciones (n=48; 53,3%), tenían un tamaño de 1,662 (0,553-6,673) Megabases y comprometían a 3 (1-8) genes OMIM causantes de enfermedad. Además, los principales cromosomas afectados fueron el 5 (n=10, 11,1%), X (n=10, 11,1%), 15 (n=7, 7,8%) y 7 (n=7, 7,8%) (Figura 1B). Si se considera el número total de pacientes con cariotipo convencional normal (n=224) y el tipo variantes que se encontró, resultó que en el 5,4 % y 13,8% de ellos se detectó al menos una VLP o VP, respectivamente (Figura 1C). Por lo tanto, la tasa de diagnóstico de los CMA en pacientes chilenos provenientes de todo el país fue de 19,2% (Figura 1C).

Finalmente, al estudiar los principales factores asociados a un diagnóstico positivo por CMA en población chilena con cariotipo normal, hubo una estrecha relación entre el sexo del paciente y la detección de CNV patogénicas o posiblemente patogénicas (χ2=4,48; df=1; p=0,034). De hecho, la proporción de mujeres diagnosticadas fue estadísticamente superior que aquellas que no lo fueron, e inversamente, la proporción de hombres diagnosticados fue estadísticamente inferior a la de pacientes masculinos que no lo fueron (p<0,05 para ambas situaciones). También cabe destacar que existió una tendencia a detectarse un CMA alterado en aquellos pacientes con combinación de diagnósticos (CD) (Tabla 2).




























Discusión
En el presente estudio se analizaron 236 resultados de CMA provenientes de igual número de probandos, derivados para estudio etiológico de RDSM, DI, TEA, AC y cromosomopatías. Se destaca en este trabajo el tamaño de la muestra, que sería la más grande reportada en Sudamérica (12, 17, 18) y que se incluyeron pacientes provenientes de todo Chile, lo que contribuye, con mayor precisión, a conocer la prevalencia de este tipo de alteraciones genéticas en la población chilena. Por otro lado, es importante destacar que la asociación de un diagnóstico positivo por CMA con factores como el sexo del paciente, edad y el tipo de diagnóstico no habían sido descritos antes en población chilena.

Al comparar nuestros resultados con aquellos reportados por Lay-Son y cols. (12), ambos estudios muestran una mayor derivación de pacientes del sexo masculino por sobre el femenino. Esto se explicaría por la mayor prevalencia de TN en hombres que en mujeres, reflejando la contribución de enfermedades ligadas al cromosoma X recesivas en dicha diferencia (19) y un “factor protector femenino” frente a este tipo de trastornos (20). En relación a la edad de los probandos estudiados, la mediana de la edad se encuentra alrededor de los 5 años en ambos estudios. Tanto los TN como las AC se manifiestan en la infancia, lo que amerita su derivación en esta etapa de la vida (1, 2). 

La tasa de diagnóstico del 19% estimada en el presente estudio podría ser considerada como la prevalencia de estos desbalances en población chilena con TN y/o AC, lo que concuerda además con las cifras promedio reportadas internacionalmente (entre 15 a 20%) (11, 17, 18). Sin embargo, ésta podría ser mayor ya que en el estudio previo realizado en Chile (12) se detectó en 25% de los pacientes variantes clínicamente significativas, porcentaje que sube a cerca del 29% si se consideran sólo aquellos pacientes con cariotipo convencional normal. Otros parámetros, como el número de desbalances detectados, cromosomas comprometidos y tamaño de los desbalances, no se pueden comparar entre ambos estudios (12) ya que sólo 9 pacientes presentaron variantes clínicamente significativas detectadas por CMA y cariotipo convencional normal en el estudio previo (12). 

Al realizar el análisis asociativo entre un resultado alterado por CMA y diversas características de los pacientes con cariotipo normal, detectamos una clara asociación entre el sexo del paciente y la posibilidad de encontrar una VLP/VP. Esta situación confirma para la población chilena lo descrito en estudios internacionales (20, 21). Se sabe que las mujeres presentarían un “factor protector” para el desarrollo de TN. Por lo tanto, para una paciente femenina diagnosticada con alguno de estos trastornos, la probabilidad de encontrar una etiología genética es mayor, ya sea por algún desbalance cromosómico (20) o por mutaciones puntuales deletéreas (21). Aunque la explicación exacta para este fenómeno no se conoce, se ha visto que las variantes genéticas que regularían rasgos antropométricos y polimorfismos en el cromosoma X darían cuenta de esta diferencia (22). Por otra parte, aunque no encontramos una clara asociación, existe una tendencia a detectarse un mayor porcentaje de casos con CMA positivo si fueron derivados con CD. Esto también ha sido descrito en estudios previos en otras poblaciones (23), lo que se explica por la pleiotropía de la mayoría de las alteraciones cromosómicas al presentar múltiples manifestaciones en diversos sistemas y órganos (24). Además de estas asociaciones, es importante destacar que un 27,9% de los casos derivados sin diagnósticos ni información clínica pudieron ser finalmente clarificados con CMA. Esto es una situación excepcional ya que se sabe que la información clínica también resulta relevante para una correcta interpretación de los hallazgos (25), por lo que resulta imperioso que los clínicos familiarizados con este tipo de exámenes deriven a sus pacientes con la mayor información posible. Nuestro laboratorio dispone de una ficha de fenotipo que facilita este proceso y que se puede descargar desde la página web (véase https://www.inta.cl/sites/default/files/ficha_fenotipo_acgh_0.pdf), con la cual sólo deben marcar aquellas manifestaciones presentes en el/la paciente. Por último, no se compararon las características de las variantes halladas por CMA entre aquellos pacientes con diagnóstico, ya que el tamaño y el número de genes comprometidos son criterios para definir si una variante es o no patogénica según la recomendaciones internacionales (14, 15). Por ende, las diferencias que se pudieran encontrar se deben a la clasificación misma.

Otro punto a destacar de este  trabajo es que se confirman los resultados obtenidos en un reporte previo sobre rearreglos subteloméricos (26). En ese análisis previo, determinamos que un 8,9% de los pacientes chilenos con TN y/o AC presenta un desbalance en las regiones subteloméricas, comprometiendo principalmente los cromosomas 2, 5, 8 y 15, entre otros. Si lo comparamos con las cifras determinadas por CMA, 20 pacientes del total de la muestra (n=236) presentó al menos un desbalance subtelomérico comprometiendo los mismos cromosomas descritos en el estudio anterior, lo que equivale al 8,5% (26). Además, 17/224 pacientes con cariotipo normal tenía este tipo de desbalances. Cabe destacar que ambas muestras son independientes, por lo que se corrobora que en ~8% de los pacientes chilenos con TN y/o AC la causa de dichos trastornos son CNV que involucran las regiones subteloméricas, y que la utilización del CMA aumentan dicha tasa diagnóstico en un 11% al detectar microdeleciones/duplicaciones intersticiales.

Si bien el presente estudio no consideró una muestra representativa ya que no es prospectivo, y el CMA es un examen costoso (alrededor de US$1000 por paciente) y no codificado por FONASA, es importante señalar que un porcentaje importante (29%) de los pacientes fueron derivados desde hospitales públicos y como parte del estudio etiológico de RDSM, DI o TEA, como recomiendan las guías internacionales al respecto (7, 10). 
Considerando lo anterior y las tasas de diagnóstico estimadas de los CMA en población chilena con TN/AC (19-29%), es urgente que FONASA lo incorpore dentro de las prestaciones codificadas o se dispongan de recursos para su realización y así ampliar el acceso al estudio etiológico de TN y AC para una oportuna intervención terapéutica, entregar un pronóstico y determinar riesgos de recurrencia a las familias afectadas.

Lista de Abreviaciones
AC: Anomalías Congénitas
CC: Caracterización de cromosomopatía
CD: Combinación de diagnósticos
CNV: Variante del número de copias
DI: Discapacidad Intelectual
IQR: Rango Intercuartil
Kb: kilobases
OMIM: “Online Mendelian Inheritance in Man”
RDSM: Retraso del Desarrollo Psicomotor
RM: Región Metropolitana
SD: Sin diagnóstico
TEA: Trastornos del Espectro Autista
TN: Trastornos del Neurodesarrollo
VB: Variante Benigna
VLB: Variante Probablemente Benignas
VLP: Variante Probablemente Patogénica
VP: Variante Patogénica
VUS: Variante de significado incierto no sub-clasificable
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Leyenda Figura
Figura 1. A) Diagnósticos de los pacientes referidos para estudio por microarreglo cromosómico (n=236). B) Cromosomas comprometidos por deleciones/amplificaciones en los pacientes referidos para estudio por microarreglo cromosómico (n=90). C) Interpretación de la variantes halladas en los pacientes con cariotipo normal referidos para estudio por microarreglo cromosómico (n=224). Abreviaciones: CNV=Copy-number variant o Variante del número de copias; VUS=Variant of uncertain significance o variante de significado incierto.

