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Introduccién: El uso clinico de la secuenciacién gendmica masiva permitié en los ultimos
anos conocer la etiologia genética de diversos trastornos. Resulta 1til para el estudio de
familias con varios individuos afectados asi como en casos aislados. Ademas, la transiciéon
entre la investigacién y la clinica sucede de manera rapida. El campo de las enfermedades
neuroldgicas resulta propicio para el uso diagnédstico de estas tecnologias.
Objetivo: Describiry discutirla evidencia actual de la utilidad diagnéstica de la secuenciacién
genémica masiva en el campo de las enfermedades neurolégicas.
Desarrollo: Describiremos especialmente la utilidad del diagnéstico gendémico (secuen-
ciacién de genoma, exoma y/o paneles de genes) en ataxias, neuropatias hereditarias,
enfermedades neuromusculares, trastorno generalizado del desarrollo, enfermedades mito-
condriales, epilepsia y paraparesias espasticas. Discutiremos en cada una de ellas la
evidencia bibliografica publicada hasta la fecha.
Conclusiones: La secuenciacién gendémica masiva muestra una utilidad diagnéstica de alre-
dedor del 40% segun el grupo de patologia. Es una prueba accesible que resulta costo efectiva
en patologias de dificil diagnéstico. Dilucidar la etiologia molecular de una enfermedad es el
primer paso para la investigacién y posterior aplicacién clinica de tratamientos en el futuro.
© 2015 Sociedad Neurolégica Argentina. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los
derechos reservados.
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Introduction: Widespread use of next generation sequencing has led to a better undestanding
of the genetic causes of many neurological diseases. They are useful for the study of mul-
tiple affected families and isolated cases as well. Considering that the transition between
research and clinics have occured at a fast pace, neurological diseases could be highlighted
as specially suitable for the diagnostic use of these technologies.

Aim: To describe and discuss the current evidence supporting the diagnostic utility of next
generation sequencing in the field of neurological diseases.
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Development: Particularly, we describe the utility of genomic diagnosis (sequencing of the
genome, exome and/or panels of genes) in ataxias, hereditary neuropathies, myopathies,
neurodevelopmental disorders, mitochondrial diseases, epilepsy and spastic paraparesis.

We discuss the evidence published so far.

Conclusions: Next generation sequencing showed a diagnostic yield of about 40% depending
on the disease group. It is an accessible and cost effective technology for difficult to diagnose
conditions. Elucidating the molecular etiology of a disease is the first step for research and

subsequent clinical application of treatments in the future.
© 2015 Sociedad Neurolégica Argentina. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights

reserved.

Introduccién

La disponibilidad reciente de las técnicas de secuenciacién
gendémica masiva o de proxima generacién (NGS, por sus ini-
ciales en inglés) ha significado un aumento exponencial en
el conocimiento de las etiologias genéticas de las enfermeda-
des raras o poco frecuentes’ . Estas técnicas tienen aplicacién
en el estudio de todo el genoma o de partes seleccionadas del
mismo (secuenciacién del exoma y paneles de genes)?. La NGS
no sélo es util en el estudio de grandes familias extendidas con
multiples sujetos afectados por un mismo trastorno, sino que
también lo es en pacientes esporadicos, donde pueden detec-
tarse alteraciones en genes previamente reconocidos como
etiopatogénicos o noveles.

Actualmente, se aplica tanto en la investigacién como en el
ambito clinico, merced a una rapida transicién de los hallaz-
gos de la investigacién a las aplicaciones de diagnéstico*. Esta
tecnologia aplicada puede ayudar en gran medida a reducir al
minimo la «odisea diagnéstica» sufrida por los pacientes afec-
tados por trastornos poco prevalentes, ya que la secuenciacién
se puede obtener en un tiempo y a un costo razonables®.

Considerando al campo de la neurologia como un escenario
propicio para el uso diagndstico de NGS®’, donde ademés ha
habido una acumulacién reciente de un gran nimero de estu-
dios que han evaluado el uso diagnéstico de esta tecnologia en
la especialidad (tabla 1), creemos oportuna una descripciéon y
discusién de la evidencia actual que sustenta el diagnostico
genémico en diferentes grupos de enfermedades neurolégi-
cas.

Desarrollo
Ataxias

Las ataxias cerebelosas progresivas crénicas representan un
grupo diverso de trastornos neurolégicos. Sus causas van
desde etiologias comunes adquiridas hasta condiciones gené-
ticas raras. Existe heterogeneidad genética causal, que se
acompana ademas de una superposicién de fenotipos clini-
cos. Esto convierte en un reto el diagnéstico genético de estos
pacientes, tanto en las formas familiares como en las espora-
dicas.

A finales del 2014 y en el mes de febrero del 2015 fueron
publicadas 3 amplias series de casos de pacientes con ataxia

donde se utilizé secuenciacién exémica con fines diagnésti-
cos.

En la primera, Fogel et al. sobre 76 pacientes estudiados
reportan que se identificé informacién genética clinicamente
relevante en mas del 60% de los pacientes (n=46), incluyendo
hallazgos en genes previamente reconocidos como causantes
de enfermedad en un 21% (n=16)%.

En la segunda, Pyle et al. estudiaron a 35 pacientes prove-
nientes de 22 familias seleccionadas al azar. En este trabajo
lograron definir el diagnéstico molecular en 14 de las 22
familias (64%) estudiadas, revelando mutaciones de novo
dominantes y nuevas mutaciones en genes previamente des-
critos en familias aisladas, y expandiendo el fenotipo que
genes previamente conocidos pueden provocar. Por otro lado,
destacan que el rendimiento diagnéstico fue independiente
del grupo etario y de la presencia de antecedentes familiares
de ataxia®.

En la tercera, se estudié a 28 pacientes, mediante secuen-
ciacién exdémica, que habian instalado ataxia en edad
pediatrica. Se obtuvo un diagnéstico molecular en 13, repre-
sentando un rédito diagnéstico de un 46%°.

Los estudios mencionados, junto a reportes de casos'' o
familias individuales, demuestran la notoria utilidad diagnos-
tica de las técnicas de secuenciacién genémica en este grupo
de pacientes, por lo que puede considerarse una herramienta
apropiada en la evaluacién diagnéstica rutinaria de este grupo
de enfermos.

Miopatias

Es conocido que las enfermedades neuromusculares represen-
tan un grupo numeroso y altamente heterogéneo, tanto desde
el punto de vista clinico como genético. Tal heterogeneidad
convierte su diagnéstico en complicado, costoso y requiriente
de multiples pruebas.

Segun el subgrupo de patologia, existe reciente evidencia
acerca de la utilidad de la secuenciaciéon genémica a partir de
lo reportado tanto en series de casos pequeinas como en casos
y familias individuales'?.

Nos parece pertinente mencionar al trabajo de Ankala, en
el que se compard retrospectivamente la eficacia del estudio
de un solo gen candidato vs. el uso de paneles de genes especi-
ficos (por secuenciacién genémica) en diversas enfermedades
neuromusculares. Los paneles de genes mostraron 3 veces
mas rendimiento diagnéstico (46%) que el estudio molecular
de un solo gen’3.
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Tabla 1 - Publicaciones seleccionadas

Ano y revista Publicacién Grupo de enfermedad

2014, JAMA «Exome sequencing in the clinical diagnosis of sporadic or familial Ataxia
cerebellar ataxia»®

2015, Brain «Exome sequencing in undiagnosed inherited and sporadic Ataxia
ataxias»’

2014, Human Mutation «Exome sequencing as a diagnostic tool for pediatric-onset Ataxia
ataxia»©

2015, Annals of Neurology «A comprehensive genomic approach for neuromuscular diseases Neuromuscular
gives a high diagnostic yield»*?

2015, Journal of Medical Genetics «Utility of next generation sequencing in genetic diagnosis of early Neuromuscular
onset neuromuscular disorders»'*

2014, Nature «Genome sequencing identifies major causes of severe intellectual TGD
disability»*’

2014, Lancet «Genetic diagnosis of developmental disorders in the DDD study: TGD
A scalable analysis of genome-wide research data»”°

2014, JNNP «Application of whole exome sequencing in undiagnosed Neuropatia
inherited polyneuropathies»'’

2015, Annals of Neurology «Increased yield of exome sequencing by off-target mitochondrial Mitocondrial
DNA analysis»*’

2014, JAMA «Use of whole-exome sequencing to determine the genetic basis of Mitocondrial
multiple mitochondrial respiratory chain complex deficiencies»?

2013, Nature «De novo mutations in epileptic encephalopathies»** Epilepsia

2015, Epilepsia «Diagnostic yield of genetic testing in epileptic encephalopathy in Epilepsia

childhood»*
«Targeted next generation sequencing in SPAST-negative
hereditary spastic paraplegia»??

2014, Journal of Neurology Paraparesia espdstica

2014, Science

«Exome sequencing links corticospinal motor neuron disease to

Paraparesia espdstica

common neurodegenerative disorders»?*

Dichos resultados coinciden con los reportados por Chae,
donde se obtuvo un 48,8% de eficacia diagnéstica en el estudio
de pacientes con enfermedad neuromuscular de instalacién
temprana mediante el uso de un panel que analizaba 579
genes conocidos como causantes de miopatias'®.

Ambos trabajos concluyeron que el uso diagnéstico de
paneles de genes debe ser considerado de primera linea en
este grupo de patologias.

Neuropatias

Las neuropatias hereditarias (IPN) representan un grupo de
enfermedades relacionadas, incluyen las neuropatias sensi-
tivas hereditarias, neuropatias motoras hereditarias, y las
neuropatias sensitiva-motoras agrupadas en las distintas
entidades que son denominadas como diferentes subtipos
de Charcot-Marie-Tooth (CMT). En consecuencia, es amplia
la heterogeneidad genética y clinica en las IPN. Hasta la
fecha, se han descrito mutaciones en mas de 80 genes
que causan CMT vy trastornos relacionados’ La heteroge-
neidad clinica incluye tanto la variacién fenotipica entre las
diferentes familias con mutaciones en el mismo gen (interfa-
miliar) como la variacién dentro de las familias individuales,
donde todas las personas llevan la misma mutacién del
gen (intrafamiliar). Las mutaciones en diferentes genes tam-
bién pueden causar fenotipos similares (heterogeneidad loci).
Dicha heterogeneidad torna dificultosa la aproximacién diag-
nostica molecular de este grupo de trastornos, merced a los
tiempos y costos que tradicionalmente ha requerido. Recien-
temente, Rudnik-Schoneborn et al., en un estudio de 1.330
pacientes afectados por CMT, obtuvieron un rédito diagnéstico
mediante secuenciacién exémica de un 56% en el grupo de

neuropatia desmielinizante (CMT1/CMTX) y de un 24% para
axonal (CMT2/CMTX)'. En otro trabajo publicado por Klein
et al. sobre un grupo heterogéneo de 24 pacientes con neuro-
patia hereditaria, pertenecientes a 15 familias, se pudo arribar
a un diagnoéstico etiolégico en 5 familias, amplidndose ade-
maés el fenotipo conocido sobre un mismo gen en algunos
casos”.

Trastornos del espectro autista

Este grupo de trastornos comprende un conjunto de enti-
dades donde la presentacién clinica es sumamente variada,
donde ademads de los trastornos conductuales y de la comuni-
caciéon que los caracterizan pueden coexistir diferentes grados
de retraso mental, epilepsia y déficit neuroldgicos focales en
menor proporcién’®. Dos publicaciones recientes revelaron la
importancia de la etiologia genética en este tipo de trastornos.
En una de ellas, publicada por Gilissen et al.'?, se estudiaron
50 trios (paciente afectado, padres sanos) mediante secuencia-
cién del genoma completo. Luego del anélisis se pudo arribar
al diagnéstico etiolégico molecular en 20 pacientes, alcanzan-
dose en consecuencia una tasa diagnéstica de un 42%.

La otra publicacién, de Wright et al., corresponde a un
estudio multicéntrico llevado a cabo en el Reino Unido. En
el denominado Deciphering Developmental Disorders Study?° se
analiz6 la informacién genética de 1.133 trios mediante el uso
de estudios genémicos (aCGH, exomas y genomas completos),
reportandose un rendimiento diagnéstico de un 27%.

Ambos estudios superan la eficacia diagndstica reportada
en trabajos publicados afios atrds y brindan evidencia para
apoyar un uso extendido de técnicas de diagnéstico genémico
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en la asistencia de los pacientes afectados por este heterogé-
neo grupo de trastornos.

Paraparesias espadsticas

Las paraparesias espasticas hereditarias (HSP) son un grupo
de enfermedades genéticas en las que la pardlisis espastica
de miembros inferiores es la principal caracteristica clinica.
Esto es causado por una degeneracién axonal distal relati-
vamente selectiva que implica a los axones mads largos de
los tractos corticoespinales. Aunque las mutaciones en el gen
SPAST (SPG4) explican aproximadamente el 40% de las for-
mas autosémico dominantes puras, el diagnéstico molecular
puede ser un reto para las formas recesivas y esporadicas,
que a menudo son complicadas y clinicamente se superponen
con un amplio numero de trastornos del movimiento®!. Por
ejemplo, SPG11 puede acompanarse de retraso mental, par-
kinsonismo, ataxia, adelgazamiento de cuerpo calloso entre
otros signos y sintomas. Dichos hallazgos pueden estar pre-
sentes en otros 9 tipos de paraparesias, como SPG7, SPG18 y
SPG21. En este contexto de superposicién clinica y genética
la secuenciacién gendémica aparece como una herramienta
util, tal como lo presentado recientemente por nosotros’. En
otro estudio realizado por Kumar et al. luego de separar a
una poblacién de 27 pacientes SPAST negativos, se realiza
secuenciacion de paneles de genes seglin modelo de heren-
cia, arribdndose a un diagnéstico en un 25,9% de los casos??.
En un trabajo posterior de Novarino et al. sobre 55 familias
afectadas, mediante el uso de secuenciacién exémica combi-
nado con anilisis de redes moleculares, se obtuvo un rédito
diagnéstico de un 75% incluyendo genes conocidos y genes
validados funcionalmente en modelos experimentales. Este
tipo de andlisis permitié ademas establecer vias moleculares
en comun con otras enfermedades neurodegenerativas y la
comprensiéon de mecanismos fisiopatolégicos que son criticos
para la salud axonal?®.

Enfermedades mitocondriales

Las enfermedades mitocondriales pueden estar causadas
por alteraciones en genes nucleares que regulan la funcién
mitocondrial y por mutaciones en el genoma mitocondrial
propiamente dicho. Las mutaciones del ADN mitocondrial
incluyen mutaciones puntuales, ya sea homo o heteroplasmi-
cas, y reordenamientos a gran escala. Diferentes mutaciones
puntuales heteroplasmicas pueden dar lugar a diferentes
fenotipos clinicos, incluyendo algunos sindromes candnicos
como MELAS, MERRF, NARP y el sindrome de Leigh. La princi-
pal enfermedad asociada a mutaciones homoplasmicas es la
neuropatia 6ptica hereditaria de Leber. Por otra parte, reor-
denamientos (deleciones individuales o duplicaciones) son
responsables de oftalmoplejia externa progresiva esporadica,
sindrome de Kearns-Sayre y el sindrome de Pearson?*.
Respecto a los trastornos causados por mutaciones en
genes nucleares, un estudio de Taylor et al. sobre 53 pacien-
tes con evidencia de deficiencias en la cadena respiratoria
sin mutaciones primarias en el ADN mitocondrial, mostré
un rédito diagndéstico de un 60% mediante secuenciacién
exémica?. Otro trabajo de Wortmann et al, en un grupo
heterogéneo de 109 pacientes con sospecha de enfermedad

mitocondrial, arrib6 a un diagnéstico en el 39% de los casos,
a través del andlisis de un panel amplio de genes candidatos
como primer paso y exoma completo como segundo paso?°.

NGS es util ademds para secuenciar el genoma mitocon-
drial y en una misma prueba cuantificar heteroplasmia. Dicha
informacién se puede obtener mediante el uso pirosecuen-
ciacién (454)? o la plataforma Illumina?®. Clasicamente, por
Sanger, es necesario realizar un procedimiento extra para
cuantificar heteroplasmia.

En el dltimo ano ha cobrado importancia creciente el estu-
dio de secuenciacién exémica con «andlisis del ADN mitocondrial
por fuera del objetivo»?°. Mediante el uso de herramientas
bioinformaticas, es posible analizar la informacién nuclear y
mitocondrial simultdneamente. Esto condujo a la aplicacién
cada vez mas frecuente de esta tecnologia en el caso de pacien-
tes con sospecha de este grupo de enfermedades™.

Epilepsia

Las encefalopatias epilépticas infantiles, como el sindrome de
Dravet, el sindrome Ohtahara, el sindrome de West, el sin-
drome de Lennox-Gastaut, la epilepsia mioclénica astatica y el
sindrome de Landau-Kleffner, representan causas devastado-
ras de epilepsia. Aunque desde hace tiempo se sospecha una
herencia compleja en epilepsia, los datos recientes indican
que muchos trastornos epilépticos raros se deben a una muta-
cién en un gen Unico. Enla mayoria de los casos las mutaciones
causales son dominantes de novo>'. Por ejemplo, el sindrome
de Dravet se debe principalmente a mutaciones de novo en
SCN1A. Para el grupo heterogéneo y de dificil caracterizacién
fenotipica de las encefalopatias de inicio temprano, se realizé
una nueva clasificacién en 5 tipos diferentes segtin la etiologia
genética: EIEE1 por el gen ARX, EIEE2 por CDKL5/STK9, EIEE3
por CG1/SLC25A22, EIEE4 por STXBP1 y EIEE5 por SPTAN1%?,

Pocas areas han sufrido el impacto de la secuenciacién
gendémica masiva como las encefalopatias epilépticas. En un
trabajo reciente de Mercimek-Mahmutoglu et al. sobre 110
pacientes con epilepsia intratable, retraso madurativo global y
deficiencias cognitivas, previamente estudiados, sumando el
uso de paneles de genes conocidos por NGS, se aclar6 la etio-
logia en el 28% de los casos, aumentandose la tasa diagnéstica
de menos de un 10% a més de un 25%>3.

Con el advenimiento de NGS, en los ultimos 5afios se han
descubierto las etiologias moleculares de numerosos sindro-
mes y gracias a esto se han abierto las puertas a posibles
aplicaciones terapéuticas como pocas veces ocurre>*.

Conclusiones

El diagnéstico gendémico en el campo de las enfermeda-
des neurolégicas es una realidad asible localmente y en el
mundo®. La utilidad diagnédstica de las pruebas de secuen-
ciacién varia entre los diferentes grupos, encontrandose en
alrededor del 30%-40%. Estas cifras no resultan despreciables,
teniendo en cuenta que a través de una sola prueba se puede
dilucidar la etiologia molecular de enfermedades de dificil
diagnéstico, que no en pocas ocasiones requieren numMerosos
estudios y llevan largo tiempo sin resolverse.
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Probablemente, con el paso del tiempo, la utilidad diag-
nostica de la secuenciacién gendémica masiva aumente aun
mas debido a avances en la tecnologia, al descubrimiento de
nuevos genes, a la mayor comprensién de mecanismos de
variabilidad genética, a la mejora en la disponibilidad y el
acceso a bases de datos y al disefio de herramientas bioin-
forméaticas mas eficaces para el andlisis de la informacién.
Estamos situados en un presente donde conocer la causa es el
objetivo principal. Esto pone fin a la incertidumbre diagndstica
de afios que atraviesan nuestros pacientes y sus familias®®.
Nos prepara también para un futuro desafiante en el que cono-
cer la causa es el primer paso para posibles tratamientos.
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