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Resumen

Durante las Gltimas décadas la medicina gendmica
ha llevado al ambito de la consulta médica los conoci-
mientos de la genética molecular. Existe un nimero de
estudios que contribuyen en el diagnéstico, la definicién
de prondésticos y posibilitan un asesoramiento genético
basado en datos cientificos certeros. En algunas enfer-
medades, los avances en la secuenciacién gendémica,
ha promovido la reclasificacién de entidades segiin un
criterio etiolégico, como las encefalopatias epilépticas,
las ataxias, las distonias, entre muchas condiciones
médicas. Su implementacién requiere, por parte de los
médicos, de estrategias tendientes a alcanzar el mejor
rédito diagnoéstico. Es necesario para ello, una mayor
comprensién de las bases moleculares de estas practi-
cas, asi como sus alcances. Permiten reducir los tiempos
hasta la concrecién de un diagnéstico de certeza y la
posibilidad, en algunos casos, de mejorar la calidad de
vida de los afectados con la utilizacién de tratamientos
a la medida.

El objetivo de este articulo fue describir las técnicas
de laboratorio actuales, sus alcances y enfatizar los
algoritmos de estudio de las enfermedades genéticas,
haciendo hincapié en aquellas propias de la neurope-
diatria, a fin de propiciar las buenas practicas, evitando
confusiones, errores, erogaciones innecesarias de dinero
y acortando la llamada “odisea diagnéstica”.

Palabras clave: medicina genémica, cariotipo de alta
resolucién, andlisis cromosémico por matriz, secuencia-

cién de nueva generacién, exoma, genoma
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Abstract

Genetic testing in neurological diseases: practical guide

During the last decades, genomic medicine has made
it possible to bring the knowledge of molecular genetics
to the field of medical consultation. There are several
studies that contribute to the diagnosis, the definition of
prognoses, as well as the possibility of providing genetic
counseling based on accurate scientific data. Advances
in genomic sequencing have promoted the reclassifica-
tion of entities according to an etiological criterion.
Such is the case of epileptic encephalopathies, ataxias,
dystonias, among many other neurological conditions.
Its implementation requires strategies aimed at achiev-
ing the best diagnostic yield. This requires a greater
understanding of the molecular bases of each of these
practices, as well as their scope. They allow reducing the
time until a certain diagnosis is made and the possibility,
in some cases, of improving the quality of life of those
affected with the use of tailored treatments.

The objective of this article was to describe current
laboratory studies, their scope and emphasize the algo-
rithms for the study of genetic diseases in general, fo-
cusing the attention on those specific to neuropediatrics,
in order to promote good practices, avoiding confusion,
errors, and unnecessary expenditures of money and
shortening the so-called “diagnostic odyssey”.

Key words: genomic medicine, high resolution karyo-
type, chromosomal microarray analysis, new generation

sequence, exome, genome
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El estudio de las enfermedades genéticas se
ha visto interpelado en las ultimas décadas por
el crecimiento exponencial del conocimiento
cientifico, asi como en avances tecnoldgicos y
bioinformaticos. Estos progresos modificaron
profundamente la forma en la que hoy recono-
cemos a las enfermedades y sus diagndsticos?.

Actualmente, condiciones como encefalopa-
tias epilépticas, enfermedades musculares, dis-
tonias, cuadros de retraso global del desarrollo
asociados a fenotipos especificos, por citar al-
gunos grupos nosolégicos, se clasifican por etio-
logias provenientes de hallazgos moleculares
de la secuenciacién masiva de genes (NGS) y su
aporte en la interpretacién causal®.

Asi han surgido enfermedades agrupadas en
familias de defectos vinculados con reacciones
quimicas encadenadas, como las rasopatias,
grupo de afecciones causadas por genes vincu-
lados a la via de senalizacién Ras/MAPK2

Otro ejemplo serian las afecciones relacio-
nadas al gen MECP2, o MECP2patias, donde ori-
ginariamente se ubicaba al sindrome de Rett,
cuyo espectro es ahora mucho mas amplio y
complejo®.

También surgieron entidades relacionadas
con estructuras celulares como las cilias, agru-
padas como ciliopatias?, que abarcan afecciones
malformativas primarias en relacién a la sime-
tria corporal, como otras entidades tales como
amaurosis congénita de Leber, distrofia toracica
asfixiante, sindrome de Kartagener, de Alstrom,
de Bardet-Biedl y de Joubert, entre otros.

En ocasiones vemos pacientes con afecciones
genéticas, estudiados mediante pruebas sofisti-
cadas y de alto coste, en busca de un diagnéstico,
auin antes de contar con una correcta aprecia-
cién médica global, un diagnéstico presuntivo,
o incluso sin haber agotado los métodos tradi-
cionales de estudio que ofrece la clinica médica.
Esto genera situaciones “inesperadas”, ya que
no siempre los resultados son extrapolables a
los hallazgos clinicos y se generan confusiones
“evitables”. Justamente ante la falta de manejo
de protocolos racionales que concluyan con un
diagnéstico y con la devolucién al paciente y/o
su familia de resultados confiables, contemplan-
do aspectos vinculados con abordajes terapéu-
ticos, pronodsticos posibles y asesoramiento ge-
nético integral, es necesario disefiar protocolos
que eviten estas situaciones.
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El objetivo de este articulo fue describir los es-
tudios de laboratorio en uso en la actualidad, sus
alcances y enfatizar los algoritmos de estudio de
las enfermedades genéticas en general, haciendo
especial hincapié en aquellas propias de la neuro-
pediatria, que deben utilizarse a fin de propiciar
las buenas practicas, evitando confusiones y sobre
todo errores, erogaciones innecesarias de dinero y
acortando la llamada “odisea diagnoéstica”.

Desde la perspectiva de la genética, la mayo-
ria de las enfermedades que poseen componen-
tes genéticos pueden dividirse en tres grupos:

1. Anomalias cromosdmicas, en autosomas o
cromosomas sexuales, por delecién o duplicaciéon
de regiones, como los sindromes de Williams, velo-
cardio-facial, cri du chat (S5p-), Wolf-Hirshhorn (4p-
); por adicién de cromosomas enteros trisomia
21 (sindrome de Down), trisomia 13 (sindrome de
Patau), trisomia 18 (sindrome de Edwards), 47,XXY
(sindrome de Klinefelter) o 47,XYY, o por la falta de
cromosomas sexuales como en la monosomia del
X (sindrome de Turner)®.

2. Enfermedades monogénicas (mendelianas),
con cambios en la secuencia de genes ubicados en
autosomas o en el cromosoma X (mucopolisaca-
ridosis, atrofia muscular espinal, Duchenne, etc.).
Estas pueden ser debidas a modificaciones en la
secuencia del ADN, por deleciones o inserciones
de nucleétidos, por variantes debido a cambio de
sentido (missense), corrimiento del marco de lec-
tura, o por variantes sin sentido (non-sense).

3.Enfermedades complejas o multifactoriales,
resultan de interacciones entre rasgos genéticos
de predisposicién con factores ambientales®.

Los avances en estudios moleculares abrieron
nuevos horizontes, tanto en la neurologia como
en muchas especialidades meédicas, promo-
viendo en algunas enfermedades tratamientos
customizados, solo posibles mediante el cono-
cimiento surgido de estudios de secuenciacién
gendémica de Gltima generacién, llevando la bio-
logia molecular al consultorio, lo que hoy llama-
mos medicina traslacional o genémica’.

Estudio de las alteraciones cromosémicas
Estas alteraciones son muchas veces “presu-
midas” mediante la adecuada evaluacién clini-
ca. Por lo tanto, orientaremos el estudio a reali-
zar conforme este diagndstico®.
El estudio més comun y utilizado es el cario-
tipo, que estudia células en el periodo de me-
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tafase, donde hallaremos los cromosomas con-
densados y duplicados. Usualmente se usan
linfocitos de sangre periférica, aunque es posi-
ble realizar cultivos de médula ésea, fibroblas-
tos, amniocitos, corion vellosos, etc. Mediante
este estudio se reconocen los cromosomas y su
patrén de bandas permitiendo determinar su
ndmero y tamano®.

A las técnicas de bandeo mas usadas como
G, R, C, NOR, que facilitan el reconocimiento de
partes especificas de cada cromosoma, podemos
incorporar otras técnicas como la: hibridacién in
situ fluorescente (FISH), que pone en evidencia
regiones cromosémicas mediante el uso de son-
das fluorescentes que reconocen regiones espe-
cificas del genoma, y otras pruebas con sonda
dependiente de ligadura multiple MLPA y MLPA
sensible a la metilacién MS-MLPA®.

Asi podremos reconocer sindromes como
velo-cardio-facial, Williams, Prader-Willi /Angel-
man, Smith-Magenis, Miller-Dieker, entre otros.

Mientras el estudio cromosémico de alta re-
solucién (AR) (+de 500 bandas), posee un nivel
de reconocimiento superior a 4-5 MB, la técnica
de FISH puede distinguir deleciones o duplica-
ciones de 40-250 kb.

Hace una década contamos con el cariotipo
molecular, o hibridacién gendémica comparati-
va por matriz (CGHArray), que detecta cambios
en el nimero de copias (CNV) de segmentos de
ADN en el genoma completo del individuo®.

Reconoce sindromes de microdelecién o du-
plicacién, habiendo incrementado el namero de
entidades reconocibles de causa cromosdmica,
que se presentan con retraso global de desarro-
llo (RGD), discapacidad intelectual (DI), dismor-
fias y diferente tipo de malformaciones mayo-
res®s,

El nivel de resolucién es variable, en general
reconoce defectos de 30-40 Kb, superando unas
1000 veces la resolucién del cariotipo.

No resulta idéneo para el estudio de mosai-
cismo cromosémicos de bajo porcentaje o para
translocaciones equilibradas que deben estu-
diarse con cariotipo de AR°.

Estudio de las alteraciones génicas

El progreso del desarrollo de las técnicas de
secuenciaciéon de nueva generacién (NGS) ha
hecho posible reconocer informacién precisa,
transformando la investigacién biomédica y cli-
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nica, promoviendo la toma de decisiones diag-
nésticas y terapéuticas®.

Desde el primer borrador del genoma hu-
mano en 2005, surgieron nuevos procedimien-
tos que fueron reduciendo costos y tiempos de
procesamiento. En paralelo, existen plataformas
informaticas de consulta que ofrecen un patrén
comparativo para interpretar los hallazgos, que
se encuentran en permanente expansion. En el
area médica contamos desde hace varios afos
con estos estudios de secuenciacién: secuencia-
cién exémica (WES) y secuenciacién exdmica
clinica (CES). Se incluyen en las denominadas
NGS, que permiten reconocer variantes patogé-
nicas en todas las regiones exénicas del ADN,
que constituye el 2% del material genético. Estas
cubren gran parte del ADN responsable de afec-
ciones mendelianas y se asigna un nimero de
ingreso en el OMIM (CES), o alin mas abarcativas
como el WES®.

Siguiendo las consignas internacionales de
buenas practicas, es necesario el estudio del
propédsito y ambos padres (trio), a fin de poder
categorizar los hallazgos de un modo correcto.
Siempre los resultados del paciente se certifican
mediante el método Sanger, siendo un método
de eleccién certero y de muy bajo costo.

Esta técnica se usa en los estudios de segrega-
cién, a fin de proveer el asesoramiento genético
familiar pertinente.

En algunas ocasiones frente a un paciente con
orientacién diagnoéstica precisa podria realizar-
se Unicamente Sanger en entidades causadas
por cambios en un Unico gen, ahorrando costos
y tiempo; de alli la importancia de la orientacién
clinica.

Basado en el estudio de exomas, podremos
utilizar también una seleccién de genes, con-
formando paneles, que engloban todos aquellos
genes reconocidos en la actualidad, potencial-
mente responsables de un cuadro clinico especi-
fico (Ej.: epilepsias, discapacidad intelectual (DI),
autismo, genodermatosis, rasopatias, errores
congénitos del metabolismo, etc.).

Estos no permiten descartar variantes en re-
giones con baja cobertura o presentes en otros
genes (potencialmente asociados a la enferme-
dad), si no fueron incluidos en el panel elegido.
Tampoco descarta la presencia de grandes dele-
ciones o duplicaciones, o variantes en regiones
promotoras o intrénicas alejadas de los exones.
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Por ultimo, contamos con la secuenciacién del
genoma completo (WGS), que cubre la totalidad
del material genético, en regiones exénicas y no
exbnicas, cuyo procesamiento permite recono-
cer genes nuevos y variantes en promotores y
regiones regulatorias e intrénicas, entre otras.

Los estudios basados en técnicas molecula-
res arrojan resultados variables, conforme a las
enfermedades estudiadas. Mientras ciertas afec-
ciones suelen tener un rédito diagnéstico muy
alto, como las displasias esqueléticas o las de la
retina, otras no poseen igual suerte. El analisis
de los resultados y su interpretacién requiere de
profesionales altamente calificados®.

En la confecciéon de los informes se deben
respetar las normas internacionales en vigen-
cia, debiendo consignarse sobre el genoma de
referencia sobre el cual se establece esta clasifi-
cacién y en concordancia a los resultados arroja-
dos en las bases de datos ya enunciadas®.

Los resultados se encuadran bajo estas cate-
gorias: 1. Patogénica, 2. Probablemente patogé-
nica, 3. Benigna, 4. Probablemente benigna y 5.
Variantes de significado incierto (VUS). Cada una
de las variantes benignas y patogénicas presen-
tan diversas subclasificaciones conforme a las
caracteristicas de las variables.

Protocolo de estudio de las
enfermedades monogénicas

Permiten ordenar los pasos a seguir con una
loégica basada en principios cientificos y practi-
cos.

El primer paso es la confeccién de una his-
toria clinica genética, semejante a la historia
médica tradicional, que cuenta con un interro-
gatorio exhaustivo de antecedentes pre y posna-
tales, edades de los progenitores al nacimiento,
habitos o estilos de vida, estado de salud o en-
fermedad fisica y/o psiquica, logros académicos,
eventual exposicidén a potenciales teratégenos.

Los antecedentes familiares se incluyen en
una genealogia detallada de tres generaciones,
haciendo hincapié en consanguinidad, homoni-
mia, etnia, antecedentes de salud fisica, mental
y performance intelectual de los familiares de ler
y 2° grado, incluyendo desarrollo neuromadu-
rativo, cuadros psiquidtricos, antecedentes de
consumo de sustancias, suicidio, etc.

El examen fisico incluird una descripcién por-
menorizada de reparos anatémicos, que permi-
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ten definir una entidad especifica. En aquellos
parametros antropométricos como talla, peso,
perimetro cefalico, distancia entre ojos, tamano,
forma y ubicacién de los pabellones auriculares,
etc., se realizard una comparacién con los valo-
res de los mismos segin edad y sexo, disponi-
bles en tablas de poblacién general®. Culminada
esta etapa, se establece un diagnéstico presun-
tivo (DP) y diagnosticos diferenciales, que seran
la clave para definir los estudios que deben en-
cararse. En esta etapa se elabora una ficha com-
pleta con toda la informacién médica y estudios
de laboratorio o imdagenes realizados, incluyen-
do los datos aportados por todos aquellos profe-
sionales que intervinieron en la evaluacién. Se
suelen asignar a cada rasgo una denominacién
tabulada numéricamente, denominada onto-
logia del fenotipo humano o su sigla en inglés
HPO (Human Phenotype Ontology), de uso univer-
sal, que favorece a la unificacién de parametros
tanto clinicos, dismorfoldgicos, funcionales, etc.

El HPO provee un vocabulario estandarizado
de posibles anormalidades encontradas en las
enfermedades humanas®.

Respecto a los estudios a efectuar, el ment de
opciones es cada vez mds extenso y los resul-
tados de las pruebas alcanzan mejores niveles
de precisién, conforme avanzamos en el conoci-
miento de las variantes en la poblacién “normal
o tipica” y los datos patogénicos presentes en
bases de datos como OMIM, Orphanet, ClinVar,
ClinGen, UniProt, GhomAD, dbSNP, EXAC, HGMD,
COSMIC, GWAS, DECIPHER, Franklin, 1000 geno-
ma, Project, UK Biobank, entre muchas otras de
libre acceso o por suscripcién®.

Entre los estudios disponibles, ya descritos
ut supra, estan: a) Cariotipo de alta resolucioén,
b) Hibridacién fluorescente in situ (FISH), MLPA
y MS-MLPA, c) Andlisis de microarray cromoso-
mico (CMA/CGHa) que constituye actualmente
el primer estudio de eleccién para el reconoci-
miento de defectos cromosémicos en individuos
con autismo, DI, retraso global del desarrollo
(RGD), con un indice de rédito diagndstico cer-
cano al 20%, pudiendo ser superior en aquellos
pacientes que presentan dismorfias y/o epilep-
sia, d) Estudio molecular para fragilidad del X,
que escapa, al igual que otros sindromes de am-
pliacién progresiva de tripletes, a los estudios
moleculares citados y e) Secuenciacién exémica
(WES)3.
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Por ultimo, debe citarse la WGS, que cubre la
totalidad del material genético, tanto en regio-
nes exénicas como no exonicas, cuyo procesa-
miento permite reconocer genes nuevos y va-
riantes en promotores y regiones regulatorias e
intrénicas, entre otras®.

Aun mediando las mejores condiciones, en un
porcentaje de pacientes queda sin identificarse
su etiologia. Es conveniente que se explicite a los
padres esta perspectiva, con el objeto de evitar
falsas expectativas. En estos casos deberemos
informar al estudio como “no informativo”.

Conclusiones

Establecer el diagnéstico de una enferme-
dad genética ha sido un desafio durante dé-
cadas, el uso de nuevas técnicas como la NGS
ha superado estos obstaculos, ofreciendo ma-
yor sensibilidad y aumentando la probabilidad
de diagnéstico preciso de enfermedades raras,
incluida la deteccién de diferentes variantes
genéticas.

Estos diagnésticos de certeza abren nuevos
caminos en la comprensién de la patogenia de
enfermedades comunes, como aquellas de baja
ocurrencia; ha posibilitado la incorporacién y
conocimiento de nuevas entidades y crea las
bases necesarias para posibles intentos tera-
péuticos, sustentados sobre bases bioldgicas,
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que generan expectativas alentadoras de cara
al futuro®.
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