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ABREVIATURAS
NGS: Next generation sequencing
ADN/ARN: Acido desoxirribonucleico/ribonucleico
WES: Secuenciacion del exoma completo
WGS: Secuenciacion del genoma completo
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
ER: Enfermedad rara
SNV: Variacion en un solo nucledtido
CNV: Variaciones del nimero de copias
ACMG: American College of Medical Genetics
TND: Trastornos del neurodesarrollo
DI: Discapacidad intelectual
TEA: Trastorno de espectro autista
TDAH: Trastorno por déficit de atencion e hiperactividad
CGH: Hibridaciéon gendmica comparada
TFG: Trabajo fin de grado
CEIm: Comité de Etica de Investigacion con medicamentos
RGD: Retraso global del desarrollo

RR: Riesgo relativo



RESUMEN

Introduccién. La secuenciacion masiva de nueva generacion, o NGS, es un conjunto de
técnicas moleculares que permiten identificar rdpidamente el orden de los nucleotidos,
siendo util para detectar variantes genéticas. La secuenciacion del exoma completo
(WES) es una técnica de NGS que ha cobrado gran importancia en los ultimos afios,
especialmente en enfermedades muy heterogéneas, como las enfermedades raras, siendo
util en enfermedades como trastornos del neurodesarrollo, talla baja o anomalias
congénitas. Aunque tiene ventajas en rapidez y coste, su complejo andlisis bioinformatico

y la limitacion en la deteccion de ciertas alteraciones son desafios importantes.

Objetivos. Estudiar la utilidad de la secuenciacion del exoma completo en el diagnéstico
de las enfermedades raras en pediatria.

Material y métodos. Se disefid un estudio observacional retrospectivo realizado en
pacientes pediatricos con sospecha de enfermedades raras genéticas derivados a la Unidad
de Referencia de Diagnostico Avanzado de Enfermedades Raras de Castilla y Leon

(DiERCyL) a los que se les realizo una prueba genética de WES en los afios 2019 y 2020.

Resultados. Se analizan 438 pacientes con estudio de WES, con una edad de 10,76+4,97
afios, siendo el 39,5% mujeres, donde el grupo de edad mayoritario es el de 10-15 afios.
Se reciben pacientes de todas las provincias siendo las que mas derivan Burgos (31,6%)
Salamanca (21,1%) y Leon (11,9%). Las especialidades que precisan con més frecuencia
la realizacion de WES son neurologia (47,7%) y endocrinologia (23,8%). La prevalencia
de caracteristicas clinicas de los pacientes varia, siendo el retraso del lenguaje la mas
comun (36,6%). El rendimiento diagnostico de la WES en este estudio es del 52,1% sin
demostrarse diferencias ni por provincias ni por especialidad. Por el contrario, se
demuestran diferencias en la positividad de la prueba en relacion con la alteracion del
fenotipo (p<0,001), microcefalia (p=0,001) y otros trastornos neurologicos. Las variantes
puntuales mas frecuentes son las missense (54,1%), teniendo el 78,6% de todas las
variantes una interpretacion patogénica o probablemente patogénica. De los 124 pacientes
a los que se realiza estudio de progenitores, 54 son variantes de novo. Solo se describen
2 variantes del nimero de copias. Los genes NFI, PTPNI1l y SCNIA son los que mas

frecuentemente se alteran.



Conclusiones. DiERCyL recibe pacientes de todas las provincias y especialidades de
pediatria, con diferentes tasas diagnosticas, pero en conjunto, con un rendimiento
diagnostico superior al encontrado en la literatura. Las variantes mas frecuentes son las
variantes puntuales de tipo missense, de significado patogénico y probablemente
patogénico, siendo infrecuente la deteccion de variantes del numero de copias. Se ha
encontrado que la presencia de determinadas caracteristicas clinicas aumenta el riesgo de

resultados concluyentes.

Palabras clave: Enfermedad rara, exoma, WES, pediatria, trastorno del neurodesarrollo



ABSTRACT

Introduction. Next-generation sequencing (NGS) is a set of molecular techniques that
allow for the rapid identification of nucleotide order, proving useful in detecting genetic
variants. Whole exome sequencing (WES) is an NGS technique that has gained
significant importance in recent years, especially in highly heterogeneous diseases such
as rare diseases, proving helpful in conditions such as neurodevelopmental disorders,
short stature, or congenital anomalies. Despite its advantages in speed and cost, its
complex bioinformatic analysis and limitation in detecting certain alterations pose

significant challenges.

Objectives. To study the usefulness of whole exome sequencing in the diagnosis of rare

diseases in pediatrics.

Materials and methods. An observational retrospective study was designed, conducted
on pediatric patients with suspected genetic rare diseases referred to the Reference Unit
for Advanced Diagnosis of Rare Diseases of Castilla and Leon (DiERCyL) who
underwent WES genetic testing in the years 2019 and 2020.

Results. A total of 438 patients with WES studies were analyzed, with a mean age of
10.76+£4.97 years, of which 39.5% were females, with the majority in the age group of
10-15 years. Patients were received from all provinces, with Burgos (31.6%), Salamanca
(21.1%), and Leon (11.9%) being the provinces with the highest referral rates. The
specialties requiring WES testing most frequently were neurology (47.7%) and
endocrinology (23.8%). The prevalence of clinical characteristics varied, with language
delay being the most common (36.6%). The diagnostic yield of WES in this study was
52.1%, with no differences demonstrated by province or specialty. However, differences
were observed in test positivity related to phenotype alteration (p<0.001), microcephaly
(p=0.001), and other neurological disorders. The most frequent single nucleotide variants
were missense mutations (54.1%), with 78.6% of all variants having a pathogenic or
likely pathogenic interpretation. Out of 124 patients who underwent parental studies, 54
had de novo variants. Only 2 copy number variants were described. The genes NFI,

PTPNI1, and SCN1A4 were the most frequently altered.



Conclusions. DiERCyL receives patients from all provinces and pediatric specialties,
with different diagnostic rates, but overall, with a diagnostic yield superior to that found
in the literature. The most frequent variants are missense mutations, with pathogenic or
likely pathogenic significance, and the detection of copy number variants is infrequent. It
has been found that the presence of certain clinical characteristics increases the risk of

conclusive results.

Keywords: Rare disease, exome, WES, pediatrics, neurodevelopmental disorder



INTRODUCCION

En términos generales, en la Union Europea una enfermedad rara (ER) es aquella que
tiene una prevalencia <5 casos por 10.000 habitantes, siendo infrecuentes de forma
individual, pero con una importante prevalencia de forma global. Alrededor del 50-75%
de las ER se manifiestan en los nifios y cerca del 80% tienen un fundamento genético (1—
3). La secuenciacion masiva de nueva generacion o next generation sequencing (NGS) es
un conjunto de técnicas moleculares que tienen como objetivo identificar el orden preciso
de los nucledtidos de forma simultdnea y rapida en multiples regiones de ADN o de ARN
a un menor coste. Se emplea un analisis bioinformatico para reconstruir los fragmentos y
cotejarlos con el genoma humano estandar o de referencia. Dentro de este conjunto de
técnicas, hay diferentes estrategias como los paneles de genes, la secuenciacion de exoma
completo (WES), abordada en este trabajo; y la secuenciacién del genoma completo
(WGS). La WES tiene la capacidad de secuenciar los exones (regiones codificantes) y las
regiones intronicas que los flanquean. De ahi la importancia de esta para identificar la

base genética de las ER en pediatria.

El exoma es el conjunto de los exones de los genes los cuales acaban dando lugar a las
proteinas. Suponen entre el 1-2% del genoma. Sin embargo, aproximadamente un 85%
de las variantes que producen enfermedad se localizan en dicha zona (4-6). Por tanto, la
WES permite identificar variaciones en la region codificante de cualquier gen, que

potencialmente puedan causar una enfermedad.

Estas técnicas de NGS tienen su origen en la secuenciacion de primera generacion o de
Sanger (7), que surgi6 en 1977, empleada principalmente para la deteccion de variantes
en genes individuales y considerada la técnica Gold standard para validar las tecnologias
que han ido surgiendo posteriormente; y en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Gracias a la secuenciacion de Sanger se llevo a cabo el Proyecto Genoma Humano, que

potencid la aparicion de la NGS, surgiendo el primer secuenciador en 2005 (5,6).

Choi et al. realizaron el primer estudio que demostro la utilidad de WES en el diagndstico
de enfermedades, siendo empleada por primera vez en la clinica en 2009 diagnosticando
de diarrea congénita por pérdida de cloruro a un niflo, con sospecha inicial de sindrome

de Bartter (8).



Indicaciones:

Permite la deteccion de variaciones en un solo nucledtido (SNV), pequeias inserciones y
deleciones y variaciones en el nimero de copias (CNV) (7,9), demostrando su utilidad en
ER con alta heterogeneidad fenotipica y genotipica, como Charcot-Marie-Tooth o la
retinosis pigmentaria (6,8). La literatura muestra un rendimiento diagnostico general entre

25-30% (10).

Segun el American College of Medical Genetics (ACMG), WES podria ser util como
prueba de primera linea en pacientes con anomalias congénitas y algunos trastornos del
neurodesarrollo (TND) (1,11). En estos tltimos (que incluyen, discapacidad intelectual
(DI), retraso del desarrollo, trastorno del espectro autista (TEA), trastorno por déficit de
atencion e hiperactividad (TDAH), trastornos de la comunicacion, epilepsia y paralisis
cerebral) tiene una rentabilidad diagnostica del 30%, siendo superior a la de CGH
(hibridacién gendémica comparada) (12). En concreto, la eficacia diagnostica media de
WES es del 35%, 45% y 15% para DI, epilepsia y TEA respectivamente, y encontrando
una etiologia genética en el 31,1% de los nifios que presentaban el diagndstico de paralisis
cerebral (13). De manera similar, en pacientes con DI moderada/grave la WES tiene tasas

de éxito que oscila entre 16-45% (14).

Asimismo, la NGS ha permitido el descubrimiento de numerosos genes asociados a talla

baja, obteniéndose una rentabilidad diagndstica del 24,1% (15).
Ventajas (3,7,9,16-18):

e La principal ventaja de WES es la de secuenciar gran cantidad de material
genético simultanea y rapidamente, a bajo coste y con alta resolucion, realizando
un diagnostico rapido y fiable.

e Al no ser totalmente selectiva y con la capacidad que tiene de secuenciar todos
los genes descritos, permite:

1. Identificar genes no sospechados inicialmente.
2. Descubrir nuevas variantes/genes asociados a una patologia, resultando
util tanto en el diagndstico como en la investigacion (8,10).

3. Diagnosticar mas de una enfermedad en el mismo individuo.
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e (Como la informacion permanece almacenada, se pueden realizar reanalisis
perioddicos y reclasificar las variantes de significado incierto, aumentando la

rentabilidad diagnéstica (9,17,18).
Limitaciones (6,8,11,12,16,18):

e El mayor inconveniente de WES es la generacion de gran cantidad de datos, que
conlleva un complejo analisis bioinformatico que clasifique y filtre
adecuadamente las variantes encontradas. Como procesa mayor cantidad de
informacion, tiene unas tasas de error superiores a las de la secuenciacion de
Sanger.

e Tiene capacidad limitada para: secuenciar las regiones con alto contenido en
guaninay citosina y las de alta homologia (expansiones repetitivas); detectar CNV
y reordenamientos cromosomicos (inversiones o traslocaciones); y, ademas, como
solo secuencia los exones, no detecta variantes fuera de estas areas, ni trastornos
de la metilacion.

e Otra desventaja es el hallazgo de numerosas variantes de significado incierto y los
hallazgos secundarios o incidentales, que son aquellos descubrimientos realizados
en el transcurso de la prueba y que no estaban relacionados con el motivo de la
solicitud. Esto puede implicar el diagnostico de enfermedades todavia no

expresadas, suponiendo un dilema ético

Se emplea la clasificacion del ACMG para agrupar las variantes encontradas al realizar
WES, dividiéndolas en 5 grupos: benigna, probablemente benigna, de significado
incierto, probablemente patogénica y patogénica. La clasificacion de una variante puede

cambiar segun las investigaciones, estudios y hallazgos que se vayan realizando (6).
DIiERCyL

En el afio 2018 se crea la Unidad de Referencia de Diagnostico Avanzado de
Enfermedades Raras de Castilla y Ledn en el Hospital de Salamanca. Su finalidad es
realizar el diagnostico de estas enfermedades en la poblacion pediatrica, incluyendo en

algunos casos a sus familiares, asi como disminuir el tiempo que tardan en diagnosticarse.
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JUSTIFICACION

Las ER son, en conjunto, poco prevalentes, pero si se tienen en cuenta en su totalidad,
afectan a un grupo importante de la poblacion, siendo mayoritariamente nifios. Ademas,
la gran mayoria tienen una etiologia genética, por lo que en los ultimos afios la WES ha
cobrado una gran importancia, pudiendo ser la prueba de primera linea, por su coste-

efectividad, en el diagndstico de enfermedades tan heterogéneas.

Especialmente en la ultima década, ha posibilitado el descubrimiento de nuevos genes y
variantes genéticas, que han permitido entender las bases de numerosas enfermedades,
realizando un diagnostico precoz. Ha reducido la odisea diagnostica, disminuyendo los
costes asociados a multiples pruebas y derivaciones, favoreciendo la implantacion y el

desarrollo de estrategias terapéuticas y permitiendo un adecuado consejo genético.

Este trabajo analiza los resultados de los exomas realizados en los primeros afos del

funcionamiento de DIERCyL para conocer su rentabilidad diagnoéstica.
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OBJETIVOS
Objetivo principal
Estudiar la utilidad de la WES en el diagnostico de las ER en pediatria.
Objetivos especificos

e Evaluar el rendimiento diagndstico de la WES en las ER de la poblacion pediatrica
de Castilla y Ledn derivada a DIERCyL.

e Conocer las caracteristicas clinicas de los pacientes con resultado positivo en la
prueba genética.

e Comparar las diferencias, especialmente demograficas y clinicas, entre pacientes
que obtienen un diagnodstico mediante WES y aquellos que permanecen sin
diagnostico.

e Conocer los genes mas frecuentemente implicados en las ER en Castilla y Le6n,

asi como el tipo de mutacion, herencia y su patogenicidad.
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MATERIAL Y METODOS
Diseiio del estudio

Se ha disefiado un trabajo observacional retrospectivo realizado en la poblacion pediatrica
con sospecha de ER genéticas derivada a DiERCyL en la que se ha realizado estudio de

WES.
Poblacion de referencia

El estudio se realiza sobre la poblacion pediatrica de las provincias de Castilla y Ledn,
derivadas a DiIERCyL para efectuar la WES entre los afios 2019 y 2020. Se estudiaron

505 pacientes, de los que, finalmente se analizan 438.
Variables

La totalidad de las variables estudiadas, incluidas en la base de datos, se recogen en el

Anexo I, agrupandose en variables sociodemograficas, clinicas y genéticas.
Fuente y método de recogida de la informacion

Todos los pacientes que habia que estudiar y analizar estaban recogidos en la base de
datos de DiERCyL, de donde se ha obtenido la informacion necesaria. En primer lugar,
para ver el resultado de la WES, entre dos alumnas, se accedi6 a los informes de
laboratorio, recogidos en las historias clinicas informatizadas de los pacientes. Se veia si
el estudio estaba finalizado o no, y en caso de que si, si presentaban o no alteracion. Si el
resultado era concluyente, se recogia la informacion detallada en el apartado de variables
genéticas (Anexo I). Una vez obtenido el diagndstico final, se accedio a la base de datos
de Orphanet (www.orphanet.com) para conocer la prevalencia y saber si se podia
catalogar como enfermedad ultra rara (<1/1.000.000). Para obtener el resto de
informacion necesaria, recogida en el Anexo I, se emplearon los informes clinicos de la

historia de cada paciente.
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Analisis de datos
Para registrar los datos del estudio se empleo la aplicacion Excel de Microsoft 365.

Se hizo un analisis descriptivo de las variables, calculando media y desviacion estandar
para las variables continuas que siguen una distribucion normal, la mediana y el rango
intercuartil para las que son continuas, pero no siguen una distribucion normal; y la
distribucion de frecuencias para las cualitativas. Para demostrar si las variantes siguen
una distribucion normal se utilizo el test de Kolmogorov-Smirnov. Por otro lado, para
realizar comparaciones entre diferentes variables, se usaron distintas pruebas de contraste
de hipdtesis, como la prueba exacta de Fisher, la prueba t de Student o la U de Mann
Whitney. Estos andlisis se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics version 28,

estableciéndose un riesgo alfa de 0,05 como limite de significacion estadistica.
Aspectos éticos

En ninglin momento se recogieron nombre y apellidos de los pacientes ni cualquier otro

dato que permita su identificacion, para asegurar que permanecieran andnimos.

En el momento de recoger la muestra (en el contexto de la actividad clinica asistencial),
todos los pacientes (con madurez suficiente) y sus familias incluidos en el presente trabajo
firmaron el consentimiento informado aprobado por el Comité de Etica de Investigacion
con medicamentos (CEIm), donde se les inform6 de los objetivos del analisis de la WES
y de la posibilidad de emplear sus datos en un estudio de investigacion, con arreglo a la
legislacion y a la normativa vigentes.

Se ha rellenado el compromiso de confidencialidad destinado a alumnos (Anexo II), de
acuerdo con la Orden SSI/81/2017, al Reglamento (UE) 2016/679 General de proteccion
de datos y a la Ley Orgénica 3/2018 de 5 de diciembre, con el fin de realizar la recogida
de la informacidn previamente mencionada. Este trabajo de investigacion cuenta con la
autorizacion del CEIm del Area de Salud de Salamanca (Anexo III) con el codigo de

proyecto PI1 2024 04 1594 - TFG.
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RESULTADOS

Se han recogido datos de un total de 505 pacientes, de los que se descartaron 67 por
tratarse de familiares del caso indice o por tener un estudio incompleto o no finalizado.
Por tanto, finalmente se analizan 438 pacientes a los que se realiza estudio de exoma entre

los afios 2019 y 2020.

DATOS GLOBALES

Del total de analizados, 173 son nifias y 265 son nifos, representando el 39,5%y el 60,5%,
respectivamente. La edad media de la muestra estudiada es de 10,76 + 4,97, siendo el

94,7% (415) menores de 18 afios, con una edad superior el 5,3%, es decir, 23 nifios.

Las provincias/hospitales que realizan el mayor niumero de solicitudes son Burgos,
Salamanca y Ledn con un 29,3% (siendo del 31,6% si incluimos Aranda y Miranda, areas
de Burgos), 21,1% y 10,5% (siendo de 11,9% si se incluye Ponferrada), respectivamente.
Si excluimos 1 paciente procedente de Plasencia (Caceres), las provincias que menos

peticiones realizan son Palencia y Segovia con un 3% cada una (figura 1).
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EBURGOS
] 3,0%
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= CLINICO
VALLADOLID

m HOSPITAL RIO
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= MIRANDA

m PALENCIA

® PONFERRADA

® SALAMANCA

® SEGOVIA

5 SORIA

5 ZAMORA 0,5%

Figura 1: Distribucion de las peticiones de WES por provincias/hospitales
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Con respecto a las especialidades que mas peticiones hacen, neurologia realiza el 47,7%

e todas las solicitudes y endocrinologia e ,8% . Por el contrario,
(206) d das 1 licitud docrinologi 1 23,8% (103). P 1 i

inmunoalergia realiz6 tan solo una peticiéon y neumologia, traumatologia y oncologia

realizaron 2 (0,5%) solicitudes cada una.

Comparando las especialidades que derivan segin grupos de edad (0-5, 5-10, 10-15, 15-

20, >20) vemos que hay diferencias estadisticamente significativas (p<0,001) (Figura 2).

De todos los pacientes que deriva neurologia, el 35,9% (74) tienen entre 10-15 afios,

seguido del grupo de edad de 5-10 afos con 30,6% (63). El grupo de edad mayoritario en

endocrinologia es el mismo que en neurologia, con un 39,8%, seguido, en este caso, del

grupo de edad de 15-20 afios con un 25,2%.

30
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B Endocrinologia
B cfrologia
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B curologia

JIJI_-,

10-15 15-20 =20

Grupos de edad

Figura 2: Derivaciones segun especialidad (aquellas con >10 derivaciones) y grupos

de edad (p<0,001).

En relacion con la clinica, de todos los pacientes enviados, el 28,2% (114) presentaban

alteracion del fenotipo, mientras que un 71,8% (290) no tenian dicha alteracion.
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Valorando las variables a nivel individual, la que tiene mayor prevalencia es el retraso
del lenguaje, presentindose en el 36,6%, seguida de trastorno de aprendizaje con un
32,9% y RGD con un 32,6%. Las que menor prevalencia tienen son la macrosomia con
un 2,1% y la macrocefalia con un 5,6%. En global, el 34,9% no tenian ninguna de esas

caracteristicas, el 16% tenian 1 y el 49,1% tenian dos o mas.

Por ultimo, de todos los pacientes a los que se les realizo la WES, el 52,1% tuvieron un
resultado concluyente, siendo este el rendimiento diagndstico de la prueba en nuestra

muestra.

DATOS DE PACIENTES CON EXOMA CONCLUYENTE

La muestra tuvo un resultado concluyente en el 52,1%, es decir, 225 pacientes, siendo
135 varones (60%) y 90 mujeres (40%), con una edad media de 10,72 +4,99. Si dividimos
por grupos de edad, de todos los exomas concluyentes, la proporcion no es uniforme. De

esa manera, el 33,4% son nifios entre 10-15 afios y el 26,2% entre 5-10 afios.

El 49% de las variantes encontradas son patogénicas, el 29,6% probablemente

patogénicas, siendo el 21,4% de significado incierto.

Por su parte, el 54,1% de las variantes encontradas en las pruebas concluyentes son
missense. En segundo lugar, estarian las truncante-nonsense con un 21,3%. El resto (que

incluiria frameshift, inframe, no codificante, splicing y otras) supondrian un 24,6%.

De los pacientes en los que se vio una variante concluyente y a los que se realizé estudio

de progenitores (124) el 56,5% (70) eran heredadas y el 43,5% (54) fueron de novo.

Respecto a los genes que se encontraron alterados en estos sujetos, un 4,6% (10
individuos) presentaron alteracion del gen NF/, siendo el mas frecuentemente alterado,
con diagnodstico definitivo de neurofibromatosis o alguna de sus variantes. Hay 6
pacientes (2,8%) con alteracion del gen PTPNI1, con un diagnéstico final de sindrome
de Noonan o de sus variantes. Se encontraron 4 pacientes (1,8%) con alteracion del gen
SCNIA, con diferentes diagnosticos de epilepsia. Aunque no es frecuente, también se han

encontrado 2 pacientes con CNV.

Anteriormente, se menciono cuales son las caracteristicas adicionales mas frecuentes en

el total de la muestra. De la misma manera, las alteraciones mas prevalentes dentro de los
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pacientes con WES concluyente son: el retraso del lenguaje en el 46,1%, seguido del
RGD en un 42,7% vy el trastorno del aprendizaje en un 42%. En el lado opuesto estarian

la macrosomia, presente en el 3,2%, la macrocefalia en el 5,9% y el TDAH en un 9,5%.

CARACTERISTICAS DE WES CONCLUYENTE VS NO CONCLUYENTE

No se demuestran diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de edad y
la posibilidad de que el resultado fuera positivo (p=0,991). Asi, el 52,8% de los pacientes
entre 10-15 afios presentan alteracion del exoma, siendo el grupo mayoritario, seguido
del 52,3% de los que tienen entre 15-20 afios. Los siguientes grupos serian entre 0-5 y
entre 5-10 afios con un 51,8% con exoma alterado, cada uno. El que menor porcentaje de

pacientes con alteracion es el grupo de edad >20 afios.

De la misma manera, no existen diferencias entre la edad media de los pacientes con
exoma concluyente (10,72 + 4,99) y aquellos con resultado no concluyente (10,8 + 4,96)
(p>0,914).

Se observa un resultado concluyente en el 51,5% de los WES realizados en varones,
mientras que esta cifra es del 52,9% para las mujeres, sin existir diferencias

estadisticamente significativas entre ambos (p=0,774).

El porcentaje de WES concluyentes varia segin las provincias (figura 3). Teniendo en
cuenta las provincias/hospitales que envian méas de un paciente, aquellas con mas
resultados concluyentes serian: clinico de Valladolid (67,6%), Ledn (58,7%), Salamanca
(54,9%) y Zamora (54,5%). En el lado contrario estaria Aranda, con un 88,9% de
resultados no concluyentes, seguido de Palencia, con un 69,2%; y Ponferrada, con 66,7%.

Sin embargo, estas diferencias no son estadisticamente significativas (p=0,173).
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Figura 3: Distribucion de resultados del exoma segiin provincias/hospitales. El porcentaje sefialado marca

la rentabilidad de la prueba.

Teniendo en cuenta las especialidades que mas frecuentemente realizan derivaciones para
hacer WES (neurologia, endocrinologia), la neurologia es la que con mas frecuencia tiene
resultados concluyentes (61,6%), seguida de endocrinologia (42,2%). En el resto de las
especialidades con mas de 5 derivaciones destaca hematologia con un 62,5% de

resultados concluyentes, sin existir diferencias significativas (p=0,06) (figura 4).
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Figura 4: Resultados de los exomas segun la especialidad que deriva. El porcentaje sefiala la rentabilidad

de la WES.

Centrandonos en la clinica, de todos los pacientes con fenotipo alterado el 73,5% tenian
una prueba WES concluyente, frente al 40,8% con fenotipo no alterado y prueba
concluyente. Es decir, aquellos con fenotipo alterado tienen mas probabilidad de tener

exoma concluyente (riesgo relativo (RR)=1,8; p <0,001).

Los pacientes con dismorfias faciales tienen WES concluyente en el 76,9%, siendo el
mayor porcentaje de todas las caracteristicas evaluadas. Sin embargo, en el caso de que
el paciente no presente alteraciones fenotipicas faciales el exoma es concluyente en el

45,2% (RR=1,7) y no concluyente en el 54,8%, siendo la diferencia limitada (p<0,001).

Los pacientes con microcefalia tienen exoma diagnostico en el 76,2%, frente al 49,6%
con exoma concluyente y sin microcefalia (p=0,001; RR=1,54). Por su parte, de todos los

WES con resultado concluyente, presentan microcefalia el 14,5%, mientras que el 85,5%
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de los concluyentes, no tenian microcefalia. Es decir, tener microcefalia hace mas
probable tener exoma diagndstico, pero es mas frecuente obtenerlo sin microcefalia, ya

que esta es una caracteristica poco comun.

El 68,6% de los pacientes con DI y el mismo porcentaje de los que tienen RGD tienen
exoma concluyente, frente al 31,4% con exoma no concluyente. Por el contrario, cuando
los pacientes carecen de dicha caracteristica clinica, apenas existen diferencias entre los
que tienen resultado concluyente y no concluyente (p<0,001 en ambos caracteres)

(RR=1,48 para DI y RR=1,55 para RGD).

El 66,7% de todos los pacientes que presentan trastorno del aprendizaje tiene un exoma
diagnéstico, frente al 44,7% de los que tienen resultado concluyente, pero no tienen
trastorno del aprendizaje, con una diferencia de 22% (RR=1,49). Existe la misma
diferencia entre los que presentan exoma no concluyente, tengan o no alteracion del

aprendizaje (p<<0,001).

De todos los nifos con retraso del lenguaje, el 65,6% tienen una WES concluyente

(p<0,001; RR=1,49).

El 64,7% de los pacientes con alteracion de la conducta, presentan exoma concluyente,
frente al 35,3% que presentan alteracion, pero tienen exoma no concluyente. No obstante,
cuando no presentan alteracion de la conducta, la diferencia entre exoma concluyente y

no concluyente es escasa (1,4%), como se observa en el Anexo IV (p=0,020; RR=1,31).

De igual manera, el 64,3% de los pacientes con alteracion motora presentan exoma

concluyente (p=0,02; RR=1,35).
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DISCUSION

Este trabajo analiza 438 exomas, observandose que mas de la mitad obtienen resultados
concluyentes, mostrando diferencias segin la clinica, obteniendo un rendimiento
diagnostico del 52,1%. Este rendimiento es superior al encontrado en otros estudios,
donde, de forma general, se observa una cifra del 25-30%, aunque dependiente de la
enfermedad (10,19). Esta diferencia podria tener varias causas: por un lado, nuestra
muestra incluye cualquier tipo de enfermedad, algunas bastante especificas como
poliquistosis renal o diabetes tipo MODY; por otra parte, hay afecciones con mayor
rentabilidad diagnostica, como enfermedades genéticamente heterogéneas, que pueden
alcanzar un rendimiento del 83% o TND y ataxias con un rendimiento del 40% (19). En
nuestra muestra un gran numero de pacientes derivan de neurologia, lo que podria
explicar en parte estas diferencias. Ademas, se sabe que el estudio de progenitores y el

reanalisis de los datos aumenta la rentabilidad.

No existen diferencias entre la edad media de los pacientes con exoma concluyente y
aquellos con resultado no concluyente. Sin embargo, un pequefio porcentaje de pacientes
tiene mas de 18 afios, lo que se saldria del ambito de la pediatria. Debe tenerse en cuenta
que la unidad de DiERCyL es relativamente nueva y en muchos casos las ER tardan afios
en ser diagnosticadas. Por tanto, su estudio pudo comenzar en la edad pediéatrica, pero al
no conseguirse un diagndstico continud en la misma especialidad, pues el paso de nifios
a adultos en la ER aun estd definiéndose. A esto se suma que habitualmente las
enfermedades raras son complejas y, en muchos casos, tiende a retrasarse la derivacion a

servicios de adultos.

Un aspecto positivo observado es que el 58,5% de los pacientes diagnosticados tenian
entre 5-15 afos, pues el objetivo de estas unidades es poder proporcionar un diagnostico
y hacerlo de manera precoz para realizar consejo a las familias y adecuar los tratamientos,
especialmente en la nifiez y adolescencia donde tienen mayor eficacia y disminuyen las
secuelas. Sin embargo, hay un porcentaje no despreciable de pacientes diagnosticados
mayores de 15 afios, probablemente porque la WES todavia se realiza como ultima opcion
tras numerosas pruebas genéticas negativas, debiendo promover su uso mas temprano

para aquellos cuadros en los que esté indicado.
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Las provincias con mds habitantes de Castilla y Leon, exceptuando Valladolid, son

aquellas que realizan el mayor nimero de peticiones: Burgos, Salamanca y Ledn.

Cabe destacar que, aunque Burgos es la que mas envia, no es la que mas proporcion de
exomas concluyentes tiene, mientras que el Clinico de Valladolid manda el 8,2% de los
pacientes, teniendo el mayor porcentaje de resultados concluyentes (67,6%). Podria
explicarse por la existencia de protocolos de derivacion diferentes, de manera que
Valladolid sea mas estricto a la hora de enviar pacientes, mientras que Burgos los envie
con una indicacion mas laxa. Esto mismo podria suceder con Palencia, que es una de las
provincias que menos envia, pero de las que mas negativos tiene. A nivel estadistico, no
se ha visto que estas diferencias sean relevantes, pero todo esto, quizas podria
solucionarse unificando protocolos, de manera que valoraran y derivaran los casos

siguiendo las mismas indicaciones.

Las especialidades que mas solicitudes realizan son neurologia y endocrinologia, y en
ambas el grupo de edad mayoritario es el de 10-15 afios, lo que podria explicar que la
edad media de diagnostico sea esa. Mientras que neurologia tiene mas resultados
concluyentes que no concluyentes (61,6% vs 38,4%), endocrinologia obtiene mas exomas
no concluyentes que concluyentes (57,8% vs 42,2%). Un gran numero de derivaciones en
esta ultima se realizan por talla baja, probablemente gran parte no sindromica, con un

rendimiento diagnostico menor que la sindromica (15).

Dentro de los exomas concluyentes, lo mas prevalente son las variantes puntuales o SNV,
afectando con mayor frecuencia a los genes NFI, PTPNI11 y SCNIA. Los cuadros mas
comunes originados por la alteracion de los dos primeros genes tienen una prevalencia
que ronda el limite para definir una enfermedad como rara (1-5/10.000). Y, aunque el
tercer gen da enfermedades que de forma aislada no son muy frecuentes, si se suman

todas ellas, la prevalencia no es despreciable.

Por otra parte, solo se detectan dos pacientes con CNV pues, como se comento en la
introduccion, la WES tiene dificultades para detectarlas, por la limitacion de la
profundidad de secuenciacion y cobertura. No obstante, se estan estableciendo estrategias

y buscando soluciones para mejorar la deteccion (20).

Las variantes patogénicas y probablemente patogénicas son las mas frecuentes, siendo el

grupo minoritario las de significado incierto. Para considerar estas ultimas causantes de
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la enfermedad, el gen encontrado alterado debe correlacionarse con la clinica que presenta
el paciente, lo que no sucede en todos los casos, no considerandose como exoma

concluyente.

Ademas, el tipo de variante mas frecuente es la missense, que causa el cambio de un
aminoacido por otro, alterando la funcion de la proteina, pero preservandose la misma, lo
que daria lugar a la enfermedad. Aunque la mayoria de las veces da lugar a patologia, al
ser mas leve, es mayor la probabilidad de transmision a la descendencia. Asimismo, puede
ser responsable de la evolucion de las especies. Sin embargo, los otros tipos de variantes
que le siguen en frecuencia pueden provocar que la proteina llegue a no sintetizarse,
siendo mas patogénico, pudiendo causar enfermedades mas graves/mortales o

incompatibles con la vida.

Las tasas diagnosticas para algunos TND incluidos en nuestro estudio oscilan entre 5%
para TDAH y 23,9% para retraso del lenguaje, encontrando cifras intermedias para el
RGD (22,3%), DI (17%), epilepsia (7,6%) y TEA (5,9%), rango algo inferior al
encontrado en la literatura, donde se observa un rendimiento del 30% (12). Se debe tener
en cuenta que en ese estudio la muestra fue menor que en esta investigacion y, ademas,
en primer lugar, se les realizaba un CGH array y, en caso de negatividad, se procedia a
realizar la WES. Las CNV son también responsables de estos trastornos (21) y en el
presente estudio solo se han detectado dos. Existe la posibilidad de que algunos hayan
sido pasados por alto. En un trabajo previo realizado en DIERCyL (no publicado) se
demostraba que la derivacion para realizar estudio genético de los pacientes con TEA en
los inicios del funcionamiento de la Unidad era muy laxa, iniciando en el afio 2021 unas
indicaciones mas estrictas. Esta laxitud podria ser la responsable del bajo nimero de

resultados positivos en los TEA.

Cabe destacar que la DI est4 presente en 105 pacientes (24,8%) de nuestra muestra, siendo
bastante superior a la de la poblacion general donde oscila entre 1-3%. Asimismo, la
rentabilidad diagndstica para la DI en nuestra muestra es de 17%, lo que se corresponde
con lo encontrado en otras revisiones donde se obtuvo un rango del 16-45% (14). Una
posible causa de que esté en el limite inferior es que se hayan diagnosticado de DI a
pacientes con un coeficiente intelectual limite o sin todos los criterios, mientras que en la
literatura se incluyeron pacientes con DI moderada/grave. Un 15% de los casos de DI

estan ocasionados por CNV.
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El rendimiento para las dismorfias, entendiendo como tal aquellas que afectan a cabeza y
cuello, fue del 16,5%, mientras que, si tenemos en cuenta otras alteraciones del fenotipo,
aumenta al 20,6%. Este ultimo porcentaje se aproxima mas al observado en otros estudios,
donde se ve una rentabilidad del 30%, descendiendo al 21% en estudios mas fiables (4).
Se debe a que en este articulo se incluian como dismorfias lo que en este trabajo se
clasificod como alteraciones del fenotipo. Es posible que, al recoger los datos del presente
estudio, se clasificaran como dismorfias pacientes con fenotipos variantes de la
normalidad, similares a alguno de los progenitores, lo que descenderia el rendimiento.
Pese a estar presentes en menos de un tercio de los pacientes, tanto la presencia de
dismorfias como la alteracion del fenotipo se asocian a una mayor frecuencia de
resultados concluyentes, pues el 76,9% y el 73,5% de los que presentan dichas
caracteristicas, respectivamente, tienen exoma concluyente. En términos de riesgo, la
presencia de dismorfias supone un RR de 1,7, mientras que la alteracion del fenotipo es

la caracteristica con mayor riesgo de resultado concluyente, con un RR 1,8.

Otras caracteristicas clinicas que suponen un riesgo aumentado de resultado concluyente
en orden de mayor a menor serian: RGD, microcefalia, DI, retraso del lenguaje, trastorno
del aprendizaje, alteracion de la coordinacion y alteracion de la conducta. Sin embargo,
las caracteristicas clinicas mas frecuentes globalmente son el retraso del lenguaje, el
trastorno del aprendizaje y el RGD, que coinciden con las mas prevalentes en los

pacientes con exoma concluyente, aunque en distinto orden.

Un factor de riesgo se considera como tal cuando RR es mayor de 1, pero cuanto mas se
aleje de 1 mayor es la asociacion. Sin embargo, en este trabajo el mayor valor ha sido de
1,8 para “fenotipo alterado”, aunque todos los factores mencionados se relacionan con
riesgo aumentado de exoma concluyente. Este estudio es descriptivo y no esta disefiado
para demostrar causalidad, por lo que para establecer asociacion deberia disefiarse otro
tipo de estudio. En definitiva, se ha visto que estas caracteristicas aumentan el

rendimiento diagndstico de la prueba, aunque de forma individual no son muy frecuentes.

Por ultimo, se ha visto que el 64,9% de los pacientes con dos 0 mds caracteristicas tienen
exoma concluyente, disminuyendo a 44,9% con una sola caracteristica y 37,5% si
ninguna alteracion. Existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,01), lo que
implica que tener dos o mas caracteristicas hace mas probable tener exoma concluyente,

que no tener ninguna o, incluso, solo una. Asimismo, de los 225 que tienen resultado
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concluyente el 74,7% (168) tienen una o mas caracteristicas anteriormente mencionadas,
siendo un 60,9% (137) los que tienen dos o mas, siendo tan solo un 25,3% (57) los que
no presenta ninguna alteracion. Se puede observar que, si se valoran conjuntamente, es

mas probable tener exoma concluyente, teniendo alguna de esas caracteristicas.

27



CONCLUSIONES

El rendimiento diagndstico de WES en este estudio ha sido del 52,1%, superior al
encontrado en la bibliografia.

La mayoria de los pacientes diagnosticados tienen entre 5-15 afios, sin existir
diferencias entre pacientes con exoma concluyente y no concluyente.

DiERCyL recibe pacientes de todas las provincias de Castilla y Ledn, sin
demostrar diferencias en el rendimiento diagnostico entre provincias.

Todas las especialidades pediatricas envian pacientes a DiERCyL, siendo
neurologia y endocrinologia las mayoritarias, que son las que més contribuyen a
los resultados positivos.

La presencia de dismorfias, alteraciones del fenotipo, RGD, microcefalia, DI,
retraso del lenguaje, trastorno del aprendizaje, alteracion de la coordinacion y
alteracion de la conducta constituyen caracteristicas clinicas que aumentan el
riesgo de resultado concluyente, especialmente cuando se presentan dos o mas.
Las variantes mas frecuentes son las SNV en los genes NFI, PTPNI11 y SCNIA,
con cuadros de alta prevalencia, siendo infrecuente la deteccion de CNV. Las
variantes patogénicas y probablemente patogénicas, asi como el tipo missense ha

sido lo mayoritariamente encontrado.
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ANEXOS

Anexo I: Totalidad de variables estudiadas

VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS

Numero de historia clinica (NHC)
Sexo
Edad
Fecha de nacimiento
Provincia de procedencia
Fecha de entrada al estudio
Especialidad
Motivo de peticion
Otras caracteristicas importantes
Fenotipo alterado
TEA
Retraso global del desarrollo (RGD)
DI
Epilepsia
TDAH
Microcefalia
Macrocefalia
Otros rasgos Macrosomia
Dismorfias
Malformaciones
Alteracion motora
Retraso del lenguaje
Trastorno del aprendizaje
Alteracion de la conducta
Estudio familiar
Clinica en familiares
Exoma alterado
Gen alterado
En el ADN
En el ARN
En la proteina
Tipo de variante
Patogenicidad
Cigosidad

Alteracion

De novo
Otras pruebas genéticas realizadas
Diagnostico definitivo
Prevalencia
Enfermedad ultra rara
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Anexo II: Compromiso de confidencialidad destinado a alumnos

COMPLEJO
ASISTENCIAL
UNIVERSITARIO
B SALANANCA
Paseo de San Vicente, 58-182

37007 Salamanca

abs.,

COMPROMISO DE CONFIDENCIALIDAD DESTINADO A ALUMNOS

D. Irene Gonzilez Fernandez con DNI 70959095R, tiene la condicion de personal en formacion en
régimen de alumnado en ¢l Centro Sanitario Hospital Clinico Universitario de Salamanca como:

e Alumno universitario de Grado:

XMedicina o Farmacia o0 Odontologia o Enfermeria
o Fisioterapia 0 Terapia Ocupacional o Logopedia o Podologia
o Optica-optometria o Dietista-nutricionista o Otros titulados universitarios

o Estudiantes universitarios de post-grado/investigadores:

0 Master o Doctorado o Titulo propio o Investigador

® Estudiantes de formacion profesional de la familia sanitaria:
o Técnico de grado medio en:

0 Técnico de grado superior en:

Declara que,

I. Reconoce que los pacientes tienen derecho al respeto de su personalidad, dignidad humana e intimidad
y ala confidencialidad de toda la informacién relacionada con su proceso.

2. También reconoce que los pacientes tienen derecho a que se respete el carécter confidencial de
los datos referentes a su salud, y a que nadie pueda acceder a ellos sin previa autorizacion.

3. De acuerdo con la Ley Orgénica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos Personales,
reconoce que tiene el deber de mantener secreto respecto a la informacién a la que acceda en el desarrollo
de su actividad, comprometiéndose a prestar el méximo cuidado y confidencialidad en el manejo y
custodia de cualquier informacién/documentacién durante su periodo formativo y una vez concluido el
mismo.

4. Reconoce que no procede transferir, duplicar o reproducir todo o parte de la informacién a la que tenga
acceso con motivo de su actividad en el Centro, no pudiendo utilizar los datos proporcionados por el
mismo para finalidades distintas a la formacién, o aquellas ofras para las que fuera autorizado por la
direccion del Centro.

5. Conoce y acepta el Protocolo mediante el que se determinan pautas basicas destinadas a asegurar y
proteger el derecho a la intimidad del paciente por los alumnos relacionados con las Ciencias de la Salud.
6. Esta enteradode que es responsable personal de acatar el deber de confidencialidad y de que
su incumplimiento puede tener consecuencias penales, disciplinarias o incluso civiles.

Por todo ello se compromete a que su conducta en el Centro Sanitario se adecue a lo previsto en los
apartados anteriores de esta declaracion responsable, que se suscribe por duplicado,

En Salamanca, a 30 de abril de 2024

o Ejemplar interesado KEjemplar Centro Sanitario

£
%1 junta de
Castilla y Leon
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Anexo III: Autorizacion del Comité de Etica de Investigacion con medicamentos del

Area de Salud de Salamanca

COMPLEJD
ASISTEMNCIAL
UNIVERSITARID
B sAalLAMANCO

Paseo de San Vicente, 58-182
, 37007 Salamanca
Comité Efico de Investigacion con
Medicamentos
Teléfono: 923 20 1100 — Ext. 55 515 E-mail: comite stico husafsaudeastilaylecn.es

AREs e S v e
ok L A

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS

Dofia CONCEPCION TURRION GOMEZ, Secretaria Técnica del Comité de Etica de la Investigacion
con medicamentos del Area de Salud de Salamanca,

CERTIFICA

Que este Comité, en sureunidn del  2g9/p4/7024  CEIm Ref. 202405
ha evaluado el Proyecto de Investigacion titulado

VARIANTES GENETICAS EN EL EXOMA COMO RESPONSABLE DE LAS ENFERMEDADES RARAS

Codigo CEIm: Pl 2024 04 1594 -TFG

del que ez Investigador Principal Dia Irene Gonzalez Feméandez

del Servicio de Pediatria

valorado de acuerdo con la Ley 1472007 de Investigacion Biomédica, Principios éticos de la Declaracion de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial sobre principics éticos para invesfigacionss médicas con seres

humanas, asi como el resto de principios éticos v normativa legal aplicable en funcion de las caracteristicas del
estudio,

Congidera que dicho estudio cumple los requisitos necesarios y es viable para su realizacion en este centro,
por lo gue INFORMA FAVORABLEMEMNTE para la realizacion de dicho estudio

W para que conste, lo firma en Salamanca con fecha 29 de abril de 2024
Firmado digitalmente por L& SECRETARIA
TURRIOMN GOMEZ MARLA DE

LA CONCEPCION - 079861 260 - s . .
Fdo.: Dna. Concepcion Tumion Gomez

Composicion del CElm del Area de Salud de Salamanca

Presidente: . Enrique Nisto Manibardo (Jefe de Servicio de Asesoria Juridica y responzable de seguridad y proteccion de
datea])

Vicepresidente: Dria. Tereza Martin Gomez (Especialisia en Oncologia)

Secrefara; Dvia. Goncepcion Turrion Gomez (Farmacéufica y Bioguimica - Reprezentante Comifé Cierdifico - IBSAL).
Vocalez: D. Ricardo Tosfado Menéndez (Farmacdlogo Glinico); Dfia. Silvia iménez Cabrera (Farmacia Hospitalaria); Dfia.
Ascension Hemandez Encinas (Preszidenta ASCOL, reprezenfanfe de los pacienfez); Dfia. MP Teresa Ariaz Martin
{Enfermera de Salud Mental. Miembro del Comité de Etica Azizfencial); Dfia. M® del Carmen Ariaz de la Fuerfe [Técnico
Geator de Ensayos Glinicos); Dfia. Berta Bote Bonaechea (Especialista en Psiguiatria); Dfia. Angela Rodriguer Rodriguez
{Jefa Unidad de Hemafologia); D. Guzman Franch Arcas (Especialista en Cirugia General y Aparato Digestivo); D. Anfonio
Marguez Vera (Fisioterapeutz); Dfia. Ana Martin Garcia (Especialisfa en Cardioclogia); Dfia. Concepeion Rodriguez Barrueco
(Farmacéutica de Atencidn Primarna); D. Manuel Angel Gémez Marcos (Médico de Atencidn Primaria. Responsable de la
Unidad de Invesfigacion de Atencion Primaria de Salamanca), Dria. Belén Vidrialez Vicente (Jefa de Seccidn. Hematologia)
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Anexo IV: Influencia de distintas caracteristicas clinicas en la alteracion del exoma

ALTERACION CONDUCTA NO

SI
Total

ALTERACION COORDINACION MOTORA  NO

SI

Total

SI

Total

DISMORFIAS FACIALES NO

SI

Recuento (% dentro de Alt Conducta)

Recuento (% dentro de Alt Conducta)

Recuento (% dentro de Alt Conducta)
Recuento (% dentro de Alt coordinacion)
Recuento (% dentro de Alt coordinacion)
Recuento (% dentro de Alt coordinacion)
Recuento (% dentro de DI)

Recuento (% dentro de DI)

Recuento (% dentro de DI)

Recuento (% dentro de Dismorfias Faciales)

Recuento (% dentro de Dismorfias Faciales)

EXOMA ALTERADO

NO SI

180 (50,7%) 175 (49,3%)
24 (353%) 44 (64,7%)
204 (48,2%) 219 (51,8%)
162 (52,4%) 147 (47,6%)
41 (35,7%) 74 (64,3%)

203 (48,2%)
170 (53,5%)
33 (31,4%)
203 (48%)
183 (54,8%)

21 (23,1%)

221 (51,8%)
148 (46,5%)
72 (68,6%)
220 (52%)
151 (45,2%)

70 (76,9%)

Total

355 (100%)

68 (100%)
423 (100%)

309 (100%)
115 (100%)
424 (100%)
318 (100%)
105 (100%)
423 (100%)
334 (100%)

109 (100%)
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MICROCEFALIA

RETRASO DEL LENGUAJE

RGD

TRASTORNO DEL APRENDIZAJE

Total

NO

SI

Total

NO

SI

Total

NO

SI

Total

NO

SI

Total

Recuento (% dentro de Dismorfias Faciales)
Recuento (% dentro de Microcefalia)

Recuento (% dentro de Microcefalia)

Recuento (% dentro de Microcefalia)

Recuento (% dentro de Retraso del Lenguaje)
Recuento (% dentro de Retraso del Lenguaje)
Recuento (% dentro de Retraso del Lenguaje)
Recuento (% dentro de RGD)

Recuento (% dentro de RGD)

Recuento (% dentro de RGD)

Recuento (% dentro de Trastorno del Aprendizaje)
Recuento (% dentro de Trastorno del Aprendizaje)

Recuento (% dentro de Trastorno del Aprendizaje)

204 (48%)
192 (50,4%)
10 (23,8%)
202 (47,8%)
150 (56%)
53 (34,4%)
203 (48,1%)
159 (55,8%)
43 (31,4%)
202 (47,9%)
157 (55,3%)
46 (33,3%)

203 (48,1%)

221 (52%)
189 (49,6%)
32 (76,2%)
221 (52,2%)
118 (44%)
101 (65,6%)
219 (51,9%)
126 (44,2%)
94 (68,6%)
220 (52,1%)
127 (44,7%)
92 (66,7%)

219 (51,9%)

425 (100%)
381 (100%)
42 (100%)

423 (100%)
268 (100%)
154 (100%)
422 (100%)
285 (100%)
137 (100%)
422 (100%)
284 (100%)
138 (100%)

422 (100%)
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