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RESUMEN

Los pacientes con enfermedades raras pueden llegar a tener un retraso en el
diagnoéstico de hasta mas de 10 afios mediante métodos convencionales, durante los
cuales, debido a la falta de este, no se le han administrado los tratamientos y cuidados
correspondientes a su patologia. Un diagndstico basado en las nuevas técnicas de
secuenciacion podria reducir este tiempo de manera considerable, ademas de facilitar
la identificacion y el estudio de los posibles genes que se encuentren vinculados a las
enfermedades, adicionalmente supondria una reduccidon significativa en el coste
global del diagnostico. En este trabajo se estudia el impacto de las nuevas técnicas
de secuenciacion como método de diagndstico y sus implicaciones a nivel costo-
beneficio y, concretamente, sitla las polineuropatias hereditarias de Charcot-Marie-

Tooth como ejemplo de este estudio en la presente revision.

ABSTRACT

Patients with rare diseases can have a delay of over 10 years in their diagnosis
if done by conventional methods — years in which, due to its absence, they haven’t
been administered the right treatment and care that corresponds to their pathology. A
diagnosis based on next-generation sequencing may reduce this delay significantly,
aside from facilitating and identification and study of the possible genes that might be
linked to related diseases. On this paper, the impact of next-generation sequencing is
studied as a method for diagnosis and its implications on a cost-benefit level and,
specifically, Charcot-Marie-Tooth’s inherited poly-neuro-pathologies as an example of

this study on the present review.
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1. INTRODUCCION

Los seres humanos poseemos un genoma diploide compuesto por 23 pares de
cromosomas, formados estos por, aproximadamente, 30 mil millones de pares de
bases. El genoma cuenta con cerca de 23.500 genes codificantes para proteinas, y
con alrededor de 180.000 exones, que son las secciones codificantes de los genes
que llegaran a formar parte de una proteina o un ARN funcional. Al conjunto de exones
de un organismo se le denomina su exoma. Ademas de los exones, los genes estan
compuestos por secciones que no codifican para una funcidn biolégica y que
flanquean a los exones, denominadas intrones. Existen, ademas, unas regiones

reguladoras de expresion en los extremos de cada gen (Marian, 2014).

Para conocer la secuencia del genoma, es decir, para conocer el orden de las
bases en el cédigo genético, se realiza una secuenciacién. Conocer la secuencia del
ADN resulta de gran utilidad a la hora de estudiar los distintos genes, exones,
regulaciones de expresion genética, para identificar posibles mutaciones de cambios
de bases, SNPs (polimorfismos de un Unico nucledétido, siglas en inglés), deleciones,
repeticiones, o traslocaciones, e incluso mutaciones cromosémicas que causan la
variabilidad en el genoma y que dependiendo de dénde ocurran, pueden llegar a
desencadenar distintas enfermedades (Robert & Pelletier, 2018) (Lodish et al., 2000).

Hay diferentes métodos mediante los cuales se pueden realizar la
secuenciacion. Los primeros inicios de la secuenciacién como técnica y método se
produjeron con la técnica de Sanger, desarrollada en 1977, y con el método Maxam-
Gilbert, en 1980. La secuenciacibn Maxam y Gilbert, también llamada Chemical
Cleavage Method en inglés, se basa en la modificacién quimica del ADN, rompiendo
el esqueleto de este mismo en zonas adyacentes a los nucleétidos modificados. Con
el avance de las técnicas y métodos cientificos, el método Maxam-Gilbert ha sido
modificado y en la actualidad se utiliza para eliminar posibles reactivos toxicos que
puedan dafar la estructura del ADN (Slatko, Gardner, & Ausubel, 2018)

En primer lugar, Sanger y Coulson crearon el denominado sistema Plus and
minus en 1975. No obstante, el método que realmente desencadend un avance
tithnico en el mundo de la secuenciacion fue el método Sanger de 1977, de

«terminacion de cadena»: consiste en la adicion de didesoxinucledtidos (ddNTPs)



terminales marcados radioactivamente, los cuales carecen del grupo 3’-OH,
impidiendo de esta manera la elongacion de la cadena de ADN. Sin embargo, uno de
los grandes problemas de la secuenciacion Sanger es que tiene una capacidad de
lectura de alrededor de 150 pares de bases solamente, por lo que se utilizaba para
conocer la secuencia de un solo gen, o para genomas de pequefio tamafo, de cerca

de 5000 pares de bases como maximo (McCombie, McPherson, & Mardis, 2019).

La secuenciacion Sanger se cre0 y utilizé para realizar la secuenciacion del
primer genoma completo de un organismo, el bacteriofago ®X174, con
aproximadamente 5000 nucleétidos distribuidos en 11 genes. Tras conseguir
secuenciar el genoma de un organismo al completo, empezaron proyectos e
investigaciones para estudiar el genoma de otros organismos, como Drosophila
melanogaster (Adams et al., 2000), llegando a plantear los comienzos del proyecto
genoma humano (Garrido-Cardenas, Garcia-Maroto, Alvarez-Bermejo, & Manzano-
Agugliaro, 2017).

Tras muchos avances y modificaciones de las técnicas de secuenciacioén, como
el desarrollo de los secuenciadores automaticos basados en el uso de ddNTPs
fluorescentes, hemos llegado hoy en dia a lo que llamamos las técnicas denominadas
nuevas técnicas de secuenciacion Next generation sequencing (NGS por sus siglas
en inglés), gracias a las cuales se ha ampliado de forma notable el mundo de la
secuenciacion de exomas. Previamente al desarrollo de estas herramientas se
utilizaban técnicas mejoradas basadas en la secuenciacién Sanger, la cual era
efectiva, pero contaba con la reducida capacidad de lectura de menos de mil
nucleodtidos y requeria de demasiadas horas para la poca carga de lectura que se le
podia aportar (Heather & Chain, 2016).

Sin embargo, con las NGS se puede secuenciar cientos, miles de genes, o
incluso un genoma completo en periodos de tiempo relativamente cortos (Qin, 2019).
Esto significa que se pueden estudiar los genes, elementos genéticos y mutaciones
causantes de enfermedades de una manera hasta ahora inaccesible, permitiendo
avances titanicos tanto en genética como en otros ambitos tales como clinica,

microbiologia, biologia del desarrollo, bioguimica, etc.



1.1. Antecedentes
1.1.1. Evolucion de los métodos de secuenciacion
Uno de los grandes eventos que cambiaron para siempre el panorama cientifico
en, principalmente, los &mbitos clinicos y genéticos, pero de todas las disciplinas en

general, fue el desarrollo y publicacion del proyecto genoma humano.

El proyecto genoma humano fue un evento de gran magnitud en el ambito
cientifico, que afectd de manera significativa a la vision de la secuenciacion de exomas
como meétodo, y donde se desarrollaron nuevas técnicas de secuenciacion. Este
proyecto consistia en conocer la secuencia del genoma humano en su totalidad, ya
que al obtener el genoma completo se podria acelerar aquellas investigaciones
relacionadas con practicamente todos los &mbitos cientificos en los que figurasen los
humanos como estudio, y en la biomedicina especialmente. Para realizar este
proyecto de tan grandes dimensiones era imperativa la colaboracion de laboratorios e
instituciones cientificas de todas partes del mundo, que trabajaron durante mas de 10
afos en estudios y experimentos mediante la realizacién de mapas genéticos. Se llegd
a conseguir la obtencion de méas del 96 % de las regiones de eucromatina del genoma
humano. Tras el proyecto genoma humano, se situaron como foco de estudio
completar las regiones restantes (4 %) y la identificacion de los exones y genes
presentes en el genoma, y se abrié un gran campo de posibilidades respecto a la

gendmica, clinica, bioquimica, y muchos mas (Lander et al., 2001).

Durante el proyecto genoma humano se tomaron dos vias para obtener la
secuencia del genoma. Para empezar, el camino que siguieron desde el consorcio
publico consistio en la elaboracion de mapas genéticos fisicos para identificar la
situacion en el genoma de la libreria de clones empleados (BAC, en el caso del
proyecto genoma humano). Para los ultimos afios del proyecto genoma humano se
unié una empresa privada denominada Celera Genomics, dirigida por el prestigioso
cientifico Craig Venter, que optd por un nuevo método de secuenciacion denominado

método de secuenciacion jerarquica shotgun, o shotgun de genoma completo.

Este método consiste en que partiendo de las librerias de clones de las cuales
sabemos la secuencia de los extremos, dado que conocemos parcialmente las
secuencias de los clones, podemos conseguir mediante programas informaticos una

secuencia consenso derivada del solapamiento de aquellas regiones que compartan



el mismo cddigo genético. Si existe algun hueco (también llamado gap, el término en
inglés) entre las secuencias consenso, se puede secuenciar mas individualmente para

poder cerrarlos posteriormente mediante otros métodos (Clark & Pazdernik, 2013).

Las técnicas de secuenciacion se han ido perfeccionando y actualizando. Una
de las técnicas actuales de secuenciacion masiva que se utiliza actualmente es la
tecnologia Illlumina, desarrollada por Solexa and Lynx Theurapetics (Slatko et al.,
2018), que posteriormente se unié a la empresa lllumina, Inc. (Ambardar, Gupta,
Trakroo, Lal, & Vakhlu, 2016). Esta técnica, también llamada amplificacion por puentes
(bridge amplification) consiste en que mediante una libreria de ADN con adaptadores
en sus extremos, estos se utilizan como sustratos cuando se unen a unos
oligonucledtidos de un soporte fisico con secuencias complementarias a los
adaptadores (Slatko et al., 2018). Cuando comienzan las amplificaciones por PCR en
los puentes formados, un terminador reversible RT (reverse terminator) emite una
fluorescencia diferente para cada base introducida en la cadena que esta siendo
sintetizada (Ambardar et al., 2016). La técnica NextSeq, una de las diferentes técnicas
de Illlumina basadas en este método, ofrece 120 Gb de informacién, con 400 millones
de lecturas donde cada una tiene una capacidad de lectura de 2 x 150 pares de bases
(Slatko et al., 2018). Estas técnicas ademas de ser muy efectivas y proporcionar una
gran cantidad de informacion en un periodo corto de tiempo, tiene la ventaja de que
por apenas 600 euros se puede obtener el genoma de un individuo. Para poner los

datos en perspectiva, el primer genoma humano costd 4 mil millones de ddlares.

Estos métodos mas actuales, como las NGS, nos permiten apreciar una mayor
efectividad en estos métodos para identificar las causas de determinadas
enfermedades monogénicas y sus posibles fenotipos, y una efectividad intermedia
para enfermedades con patrones y cuadros clinicos complejos como pueden ser
sintomas tempranos de Alzheimer, o predecir los posibles mecanismos biolégicos de
algunos de los fenotipos asociados a estas enfermedades mas impredecibles
(Koboldt, Steinberg, Larson, Wilson, & Mardis, 2013).

La efectividad para el estudio de enfermedades complejas ha demostrado no
ser tan practica como para los casos mencionados anteriormente. La causa se
atribuye a la gran dificultad que supone predecir predisposiciones genéticas de

caracter complejo, ya que son necesarias mas muestras para discernir relaciones que



se pueden haber establecido del propio ruido de las muestras de una correlacion real.
(Koboldt et al., 2013).

2.1.1. Enfermedades raras: situacion actual

Las enfermedades raras se definen como aquellas patologias que afectan a un
namero limitado de la poblacioén, siendo en la Unidén Europea el equivalente a menos
de 5 afectados respecto a 10 000 individuos, o lo que es lo mismo, menos de 1
afectado por cada 2 000 personas. Actualmente, el nUmero de enfermedades raras
conocidas supera los 7 000, y de estas enfermedades un gran nimero esta asociado
a causas genéticas, siendo las congénitas una parte considerable de estas
enfermedades (Federacion espafola de enfermedades raras (FEDER); Centro de
Referencia Estatal de Enfermedades Raras (CREER), 2018).

Para estudiar el impacto real que tienen las enfermedades raras en la poblacion
se toman dos enfoques. Mediante la prevalencia, que corresponde al nimero de casos
diagnosticados de una enfermedad rara en un momento concreto; y la incidencia, que
corresponde con el nimero de casos nuevos detectados de la condicion que se esta
estudiando respecto a un grupo poblacional concreto, y en un periodo de tiempo
previamente establecido. La prevalencia, en este caso, corresponde con los datos
anteriormente mencionados que hacen referencia a que las enfermedades raras
afectan a 5 de cada 10 000 personas (segun los criterios seguidos en la Union
Europea y, por tanto, en Espafia). EI seguimiento de la incidencia se obtiene
realizando una sintesis de datos aportados por el sistema de salud, como centros de
salud u hospitales, registro de mortalidad, y otros. Dado que en Espafa las
competencias correspondientes de Sanidad dependen de las Comunidades
Auténomas y cada una cuenta con una capacidad de recursos y criterios distinta segun
lo que cada comunidad considera adecuado, no existe un acuerdo generalizado sobre
el registro de enfermedades raras. Debido a esta situacion, entre otras razones, se
cred junto un Registro Estatal de Enfermedades Raras dependiente del Ministerio de
Sanidad, que tiene como objetivo evaluar y contrastar los datos recibidos de las
comunidades. De hecho, el propio estudio ENSERIio (Estudio sobre la Situacion de
Necesidades Sociosanitarias de las Personas con Enfermedades Raras) del que
proceden estos datos se realiz6 gracias a la Federacion Espafiola de Enfermedades

Raras (FEDER) para conocer la situacion y las necesidades reales de las personas



con enfermedades raras en Espafia (Federacion espafiola de enfermedades raras
(FEDER); Centro de Referencia Estatal de Enfermedades Raras (CREER), 2018)

En el estudio ENSERIo se pone de manifiesto que la atencién sociosanitaria
recibida por parte de los pacientes con enfermedades raras tiene mucho margen para
mejorar. Un 40,2 % de la poblacién muestral que se evalué se mostré insatisfecha con
la atenciodn sanitaria recibida, y en cuanto a la opinion de los encuestados sobre como
se abordan multidisciplinarmente las enfermedades raras, un 50,14 % del total revel6
que es de forma muy mala (25,14 %) o bastante mala (25 %). Ademas, los
encuestados revelaron que la intercomunicacién y coordinacion entre servicios como
atencién primaria, atencion especializada, etc. es bastante mala (33,02 %) o muy mala
(26,12 %), lo que constituye un 59,14 % de encuestados del total (Federacion
espafiola de enfermedades raras (FEDER); Centro de Referencia Estatal de
Enfermedades Raras (CREER), 2018).

Ademas de los problemas mencionados con anterioridad, uno de los obstaculos
mas significativos para el registro correcto de los pacientes con enfermedades raras
es el retraso del diagnostico, conocido también como el problema de la odisea
diagndstica. El diagnostico suele ser mas complicado por el simple hecho de tener
menos prevalencia/incidencia y no conocerse al detalle por los diferentes médicos
especialistas, por lo que hay situaciones en las que pueden pasar muchos afios sin
recibirse un diagndstico y, en consecuencia, un tratamiento adecuado. Esto provoca
que los pacientes permanezcan durante afios sin el tratamiento oportuno que habria
podido mejorar distintos sintomas que, normalmente, se agravan con el tiempo.
Ademas de otros factores importantes que generan inquietud en las familias afectadas
como es la probabilidad de tener otros hijos afectados o de transmitir la enfermedad a
las siguientes generaciones. Este proceso se conoce como odisea diagnostica y es
uno de los principales problemas relacionados con las enfermedades raras. Reducir
en el mayor tiempo posible el retraso del diagndstico es tremendamente necesario, ya
gue un diagndstico temprano puede abrir las puertas a un tratamiento adecuado,
impidiendo asi algunas consecuencias del avance de la enfermedad, la aplicacion de
posibles tratamientos que no eran convenientes para la patologia concreta o incluso
cirugias que no tenian por qué ser necesarias. Para poder identificar cuanto antes la
gran variedad de posibilidades a la que se pueden enfrentar los pacientes y las familias

de estos, se debe consultar, en primer lugar, consejo genético, un proceso mediante
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el cual se intenta identificar como se ha transmitido esa patologia, como ha contribuido
la genética familiar, u otros aspectos como las variantes médicas o psicolégicas
(Sawyer et al., 2016).

Por lo general, la demora del diagndstico esta relacionada con la edad de los
pacientes de manera que cuanto menor es la edad, mas rapido es el diagnéstico y
apenas hay demora en este. Del total encuestado, un 18,91 % tuvo un retraso de entre
1y 3 afios en su diagndstico, un 18,08 % entre 4 y 9 afos de retraso, y un 18,65 %
tuvo un retraso de diagnostico de 10 afios o mas. Esto hace que un 55,64 % del total
haya sufrido al menos 1 afio de retraso en su diagnostico. La principal causa de estos
retrasos se debe a la falta de conocimientos de la enfermedad (72,8 % del total), y la
repercusion e impacto del retraso del diagnéstico pueden ser fatales para los
pacientes, de manera que durante este tiempo un 29,37 % indicé que no se le habia
proporcionado ningun tratamiento ni apoyo, y el 31,26 % de los pacientes reveld que,
durante ese tiempo, los sintomas de su enfermedad o la propia enfermedad sufrieron
un agravamiento (Federacion espafiola de enfermedades raras (FEDER); Centro de
Referencia Estatal de Enfermedades Raras (CREER), 2018).

Por todo esto, es de imperiosa necesidad facilitar el diagndstico de
enfermedades raras (ER) e invertir recursos en instalaciones, infraestructuras y
personal que permita no solo un correcto y rapido diagnostico de ER, sino también de
otras patologias, mediante herramientas y métodos como realizar una secuenciacion
del exoma completo. La secuenciacion del exoma completo ademéas de ser una
alternativa mucho menos invasiva que otras pruebas (como biopsias), podria evitar el
uso de material y aparatos (como por ejemplo escaneres TAC) como método de
diagnéstico (tras el al diagnéstico, estos aparatos y materiales se suelen utilizar para
analizar la evolucion de los pacientes), asi como especialistas e instalaciones durante
el periodo diagndstico al que nos enfrentariamos durante todo el proceso que conlleva

la odisea diagnostica (Sawyer et al., 2016).

3.1.1. Sistema Nervioso Periférico y Charcot-Marie-Tooth
En el organismo, el sistema nervioso esta compuesto por el sistema nervioso
central (SNC) y el sistema nervioso periférico (SNP), ambos constituidos por
agrupaciones de neuronas (la unidad funcional del sistema nervioso) llamadas

nervios. Las neuronas son células sensibles a la excitaciéon que transmiten el impulso
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nervioso mediante componentes electroquimicos. Normalmente, una neurona suele
estar compuesta por un cuerpo celular, un axén desde donde se transmite el impulso
nervioso, y dendritas que reciben dicho impulso nervioso (Ludwig & Varacallo, 2019).
Las neuronas se pueden clasificar en distintos tipos, atendiendo a donde se
encuentren o a la funcion que realizan. En la variedad existente en cuanto a las
neuronas, podemos ver que la gran mayoria de los axones pueden estar recubiertos
de una capa mielinizante, que
contribuye de manera positiva

Axon Terminals

en la velocidad del impulso

B R Node of Ranvier
nervioso. Esta capa de mielina ,
Schwann’s Cells

no es continua a lo largo de

=
= "

todo el axén, sino que se A
o ) Myelin Sheath \
distribuye en varios segmentos Cell Body

separados unos de otros y es
producida gracias a los
oligodendrocitos en el SNC, y Myelin!

layers

Axon

por las células de Schwann en

el SNP. Las secciones que Figura 1: Estructura basica de una neurona
_ periférica. Extraido de Fallon M, Tadi P. Histology,
quedan al descubierto entre Schwann Cells. [Updated 2020 May 23]

los segmentos mielinizados
se denominan noédulos de
Ranvier (Raine, 1999).

El sistema nervioso central se encarga de funciones como la memoria, la
inteligencia, la comunicacién y otras muchas funciones, pero su principal labor es la
de generar respuestas acordes a los estimulos recibidos desde el sistema nervioso
periférico y enviar dicha respuesta a los nervios periféricos para que se ejecute la
respuesta. Esta compuesto del cortex cerebral, ganglios basales, tAlamo, hipotalamo,
puente tronco encefalico, bulbo raquideo, cerebelo, sistema limbico, formacién

reticular y la médula espinal (Thau, Reddy, & Singh, 1943).

El sistema nervioso periférico esta compuesto por los nervios periféricos y
organos y receptores especializados. Los nervios periféricos son los conectores de
estos receptores con el sistema nervioso central. Dependiendo de la informacién que

lleven estos nervios, se denominan nervios sensitivos o nervios motores. Los
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sensitivos se encargan de recibir informacién de los diferentes estimulos de los
organos sensoriales (tanto externos como internos) y trasladar dicha informacion
hasta el sistema nervioso central con el fin de elaborar una respuesta acorde al
estimulo transmitido. Los nervios motores se encargan de ejecutar la respuesta
producida por el sistema nervioso central, ya sea llevando la informacién hacia un
musculo esquelético (sistema nervioso somatico) o bien a muasculo liso, musculo
cardiaco o a una glandula (sistema nervioso autonomo). Dentro del sistema nervioso
autdbnomo podemos diferenciar el sistema simpético y el sistema parasimpatico, los
cuales se diferencian en que los ganglios (acumulaciones localizadas de células
nerviosas y acompafantes) en el simpatico se distribuyen alrededor de la columna
vertebral, y en el parasimpatico los ganglios se distribuyen en el interior de los érganos
internos que inervan. Ademas, existe un sistema nervioso entérico compuesto por
pequefios ganglios localizados por las paredes de los érganos viscerales (Purves
et al., 2001).

En las patologias relacionadas con la enfermedad Charcot-Marie-Tooth (CMT,
también conocida como neuropatia hereditaria motora y sensorial HMSN, siglas en
inglés) existen una serie de polineuropatias del SN Periférico donde generalmente,
las personas afectadas por este sindrome presentan neuropatias motoras y
sensoriales cronicas en brazos y piernas de forma simétrica y con progresion lenta, lo
gue puede desembocar en debilidad y, finalmente, atrofia de manos y pies (Bird,
1993). Se han registrado distintos tipos de CMT, y su clasificacion y caracteristicas se

describirdn mas adelante en este trabajo.

2. OBJETIVOS
Realizar una revision sobre el impacto de las nuevas técnicas de secuenciacion
de exomas como diagnostico de enfermedades raras, estudiando concretamente el

sindrome Charcot-Marie-Tooth.

3. NGS COMO METODO DE DIAGNOSTICO

El gran avance que se ha conseguido al desarrollar las nuevas técnicas de
secuenciacion de exomas es que apenas se necesita un dia para secuenciar un
genoma entero y, sicomparamos este tiempo con los 10 afios que se necesitaron para
poder secuenciar el genoma humano, se pone claramente de manifiesto que estas

técnicas son el futuro no sélo para la secuenciacion de nuevos organismos, Sino para

13



Normal

las pruebas clinicas y genéticas. Generalmente, aunque hay varias plataformas con

distintos mecanismos de secuenciacion, todas las NGS siguen el procedimiento de

secuenciar millones de fragmentos de ADN a la vez, y mediante programas

informaticos se mapean cada secuenciacion individual frente a un mapa gendémico

humano de referencia (Behjati & Tarpey, 2013).
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in that particular position is found in the human reference
genome, Red indicates deviation from the reference genome
which can either be due to a mutation or due to a sequencing
artefact. Here, amongst tumour reads at base 140,453,136 on
chromosome 7, the thymine of the human referene genome

has been substituted with an adenine, The coden that the

base belongs to normally encodes the 600th amino acids of
BRAF, a valine {V). The mutation changes this to glutamic acid (E).
The resulting BRAF V600E mutation is one of the first somatic
mutations discovered in human cancer for which a clinically
effective specific drug was developed. Note that the mutation is
present in roughly half of the reads of the tumour, indicating that
it affects one allele, Le. that it is heterozygous.

Note absence of mutation in normal tissue from the same
individual, demonstrating that the mutation is somatic, The
one mutant base {circle) seen amongst reads of normal tissue
represents a sequencing artefact (a thymine to guanine change,
in this case).

Sanger sequencing trace of the tumour showing the mutation
(green peak = adenine) on top of the normal base (red peak =
thymine)

In normal tissue only the normal base, thymine, is seen,

Figura 2: Ejemplo de NGS para datos en bruto para la mutacion BRAF V600E
en melanoma.

Extraido de Behjati S, Tarpey PS. What is next generation sequencing? Arch
Dis Child Educ Pract Ed. 2013 Dec;98(6):236-8. doi: 10.1136/archdischild-2013-
304340. Epub 2013 Aug 28.
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Cuando comparamos el genoma del individuo al que se le ha secuenciado con
el mapa de referencia, podriamos observar claramente una por una aquellas bases
concretas o segmentos del ADN que o bien no coinciden, o la presencia de
repeticiones o deleciones. Para aquellos casos en los que haya diferencias entre el
genoma secuenciado y el genoma de referencia, se comprueba si los nucleotidos o
segmentos no coincidentes son polimorfismos conocidos, como pueden ser los SNP
o los distintos alelos registrados para esa zona cromosomica determinada. También
se evallua si existe interrelacion entre las diferencias observadas y fenotipos

patogénicos (Dewey, Pan, Wheeler, Quake, & Ashley, 2012).

La parte informatica de las NGS es un proceso consistente de tres pasos,
donde en cada uno se realiza un analisis diferente de los datos. En el primer analisis
se procesan los datos en bruto obtenidos de las lecturas de los aparatos de NGS. A
continuacion, se realiza un segundo analisis donde se alinean las secuencias de la
muestra con una secuencia de referencia y se ponen de manifiesto las diferencias
entre las secuencias. El Ultimo analisis consiste en evaluar y discernir si las diferencias
encontradas son correctas o se deben a errores y otras causas (Di Resta, Galbiati,
Carrera, & Ferrari, 2018)

En un principio, evaluando grupos grandes de casos y Sus respectivos
controles para estudiar la frecuencia alélica en el genoma se podria ver correlaciones
entre los alelos frecuentes que causaban enfermedades. Sin embargo, como hemos
mencionado anteriormente, en enfermedades complejas no siempre se pueden
observar correlaciones claras entre estos. Generalmente debido a que una
enfermedad compleja puede estar constituida por varias enfermedades a priori
indistinguibles, con diferentes bases moleculares o fisiopatoldgicas, o bien porque
estas enfermedades pueden surgir como resultado de la mutacién de varios genes
simultaneamente. En ocasiones se han descrito enfermedades diferentes en funcion
de la region génica mutada, como ocurre en la esclerosis lateral amiotrofica y el
Charcot-Marie-Tooth de tipo axonal donde ademas se solapan cuadros clinicos y
similitud en cuanto al dafio provocado por las patologias (Gentile et al., 2019). Esto
planteé un nuevo enfoque, que consistia realizar estudios de asociacion del genoma
completo (GWAS, Siglas en inglés), que reveldé la importancia del estudio de
polimorfismos de un Unico nucleétido (SNP, siglas en inglés). Los GWAS ha impulsado

las lineas de investigacion relacionadas con la estructura poblacional, con el estudio
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de las enfermedades complejas y en el estudio de los rasgos antropomorficos. Sin
embargo, donde han tenido mas impacto ha sido en la farmacogenética, que permite
conocer a priori la dosis aproximada de tratamiento que se le tiene que administrar a
los pacientes segun su particular estructura genética, lo cual se traduce en unos
resultados muy positivos. (Koboldt et al., 2013). Para poder realizar este tipo de
estudios es necesario elaborar una base de datos de gran tamafo sobre genes y la
implicacion clinica que tienen, para poder evitar problemas relacionados con el
tamafo de la muestra y evitar el ruido que esta misma puede provocar (Khromykh &
Solomon, 2015).

En este trabajo nos vamos a centrar concretamente en las aplicaciones de las
NGS para el diagnoéstico de enfermedades raras y particularmente para las
polineuropatias hereditarias Charcot-Marie-Tooth, pero considero necesario poner de
manifiesto que la mayoria de las patologias se verian muy beneficiadas de una
inversion en equipo y especialistas para facilitar el diagndstico mediante las NGS
como, por ejemplo, las relacionadas con los genes que pueden desarrollar un cancer.
(Behjati & Tarpey, 2013). De hecho, en oncologia ya se utilizan las NGS para

determinar la malignidad de algunos genes concretos (Di Resta & Ferrari, 2018)

A pesar de que los propios aparatos, instalaciones y especialistas necesarios
para realizar las secuenciaciones de genoma completo (GWS, siglas en inglés de
genome-wide sequencing) son relativamente caros, se pueden subcontratar la GWS
a laboratorios que ya poseen los equipamientos y experiencia necesarios. Un estudio
realizado en Columbia Britanica (Canada) revel6 que el coste de la GWS en los
primeros afios de diagndstico en nifilos con una posible enfermedad genética se
situaba alrededor de 2200 C$ (ddlares canadienses) por paciente, y que durante el
progreso del diagndstico a lo largo de los afos se redujo el coste hasta cerca de 500
C$ por paciente. (Dragojlovic et al., 2020). Otro estudio puso de manifiesto que, como
norma general, los padres y familiares de nifios con enfermedades raras preferian
pagar secuenciaciones de exomas de alrededor de 5000 $ (estadounidenses) frente
a esperar cerca de 5 afios de media para obtener un diagndstico por otros
procedimientos que, a la larga, podrian suponer mas tiempo o mas dinero (Marshall
et al., 2019).
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Se ha observado que realizar los diagndsticos mediante WGS resulta

especialmente efectivo si se realiza en bebés y nifios, ya que permiten un mejor

estudio de la etiologia molecular durante los primeros afios del desarrollo y esta puede

reflejarse en una mayor posibilidad de obtener resultados positivos. Ademas, puede

permitir realizar algunas intervenciones determinadas que contribuyan a mejorar el

seguimiento clinico y asi como acciones como la seleccidn genética preimplantacional

0 un consejo genético en otros miembros de la familia afectada (Smith et al., 2019).

4. CHARCOT-MARIE-TOOTH

4.1.Historia y caracteristicas

ACQUIRED DEMYELINATING DISEASE

Guillain-Barre
syndrome

Chronic inflammatory
demyelinating
polyradiculoneuropathy

Anti-Myelin Associated
Glycoprotein (MAG)
neuropathy

POEMS syndrome

INHERITED DEMYELINATING DISEASE

Charcot Marie Tooth
disease

Etiology

Unknown

Unknown

MAG IgM

monoclonal
gammopathy

Unknown

(paraneoplastic
syndrome)

Mutations of

genes

(PMP22, PO,
connexin 32,
mitofusin-2,

etc.)

Risk factors

Antecedent infections:

C. jejuni, M. pneumoniae,
cytomegalovirus,
Epstein-Barr virus, varicella
zoster virus

Trauma

Surgery

Vaccination

Autoimmunity

Plasma cell neoplasm

Pathology

Segmental demyelination
Inflammatory (macrophage,
lymphocyte) infiltrates

Segmental demyelination
Thin myelin sheath

Onion bulb (short
internodes) formation
Perivascular inflammatory
infiltrates

Segmental demyelination,
Immunoglobulin deposits

Endothelial cell hypertrophy
with disrupted tight junction
No inflammatory infiltrates
No immunoglobulin
deposition

Segmental demyelination
Onion bulb formation

Clinical features

Acute ascending symmetric
paralysis, paresthesia,
choking, difficulty in
breathing, autonomic
dysfunctions (hours to
several days)

Slow, progressive
neurological deficits such as
tingling, numbness,
symmetrical weakness of
limbs, paresthesia of limbs,
loss of reflex, ataxia, limb
incoordination. (slow,
progressive)

Benign, minimal distal
muscle weakness,
progressive sensory ataxia,
tremors. (several years)

Polyneuropathy
(paresthesia, motor
weakness, sensory
disturbance), organomegaly
(hepatomegaly,
lymphadenopathy),
endocrinopathy (testicular
atrophy, gynecomastia),
paraproteinemia (M-protein),
skin changes
(hyperpigmentation,
hypertrchosis), peripheral
edema

Distal muscle weakness,
foot drop, scoliosis, hammer
toes, neuropathic pain,
fatigue, sensory disturbance
(slow, not progressive)

Management

Supportive therapy
Plasma exchange
VIG

Glucocorticoids
Plasmapheresis
VIG

Supportive therapy
(exercise, balance training)
Corticosteroids, IVIG,
Plasmapheresis (rarely
effective)

High dose chemotherapy
Stem cell transplant
Corticosteroids

Alkylator therapy
Radiation therapy
Supportive therapy

Supportive therapy
(exercise, muscle training,
balancing)

Figura 3: Peripheral Demyelinating Diseases: From Biology to Translational Medicine.
Kamil, K., Yazid, M. D., Idrus, R. B. H., Das, S., & Kumar, J. (2019). Peripheral Demyelinating
Diseases: From Biology to Translational Medicine. Frontiers in Neurology, 10, 87.

Los primeros que incluyeron la descripcion de estas neuropatias en el campo
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meédico fueron Friedreich y Eichhorst por separado en 1873. Sin embargo, los
neurélogos Charcot, Marie y Tooth describieron el factor hereditario y familiar del que
dependian estas neuropatias periféricas en el afio 1886. No fue hasta mas adelante
en 1968 cuando los cientificos Dyck y Lambert publicaron la primera clasificacién de
los diferentes tipos de CMT acorde a las particularidades de velocidad de transmision
y conduccién del impulso nervioso, es decir, a las cualidades electro-fisicas.
Registraron dos tipos, el CMT1 que correspondia al de menor conductividad nerviosa,
y el CMT2 donde la conductividad apenas se habia visto afectada (Jani-Acsadi,
Ounpuu, Pierz, & Acsadi, 2015)

Las neuropatias relacionadas con el sindrome Charcot-Marie-Tooth son el
grupo mas extenso de patologias de caracter hereditario de enfermedades
neuromusculares (Martyn & Hughes, 1997) con mas de 80 genes relacionados con
este grupo de poli neuropatologias, y la mayoria de los cuales se ha descubierto en

estos ultimos afos gracias a NGS (Pareyson, Saveri, & Pisciotta, 2017)

Sin embargo, no se ha publicado un gran nimero de estudios sobre estas
patologias dentro del campo de la literatura cientifica, por lo que el conocimiento de la
base molecular de la enfermedad CMT no sido muy abundante hasta hace
relativamente poco. Esto se atribuye a la falta de investigaciones y estudios sobre la
progresion de la enfermedad en el transcurso del tiempo, junto a la escasez de casos
recopilados a nivel nacional e internacional y la falta de pruebas analiticas
estandarizadas. Todo esto desemboca en un retraso de diagndéstico que sufren gran
parte de los pacientes con CMT, siendo este retraso generalizado de 10 afios

aproximadamente (Jani-Acsadi et al., 2015).

Dentro de las patologias del CMT podemos observar distintos patrones
hereditarios que pueden ser bien autosomicos dominantes, autosémicos recesivos, 0
ligados al cromosoma X. Ademas de estos patrones, podemos establecer una division
de los tipos de CMT segun sus comportamientos y caracteristicas eléctricas y
fisiologicas, separando en esta clasificacion los tipos axonal desmielinizante e
intermedio. Estos dos factores reflejan la gran heterogeneidad genética presente en
el CMT (Morena, Gupta, & Hoyle, 2019).

A nivel molecular, este grupo de enfermedades se traduce en patogenias

relacionadas con la sintesis proteica o su modificacion postraduccional, con el
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transporte celular a través del citoesqueleto del axén, con un mal funcionamiento de

las mitocondrias, o de los canales i6nicos (Morena et al., 2019).
En el aspecto clinico se han observado 3 cuadros clinicos diferentes:

e El| predominante consiste en un correcto desarrollo psicomotriz en la
infancia con un incremento paulatino de debilidad y pérdida sensitiva en las
piernas, durante la primera y tercera década del desarrollo, con la futura
aparicion del denominado pie cavo y manifestandose debilidad también en
las manos. Durante las revisiones y examinaciones médicas se evallan los
reflejos, que generalmente o no se dan o se dan de manera muy leve.

e Elsegundo cuadro clinico esta caracterizado por aparecer durante el primer
afo de vida, y cuyos sintomas consisten en un retraso al andar, torpeza en
movimientos o andar de puntillas. Las pautas que se suelen seguir consisten
en el uso de andadores y aparatos ortopédicos en las piernas.

e Eltercero se da, de modo general, en pacientes de mediana edad (40 afios)
con sintomas similares al primer grupo, y donde la evolucion depende de

cada caso.

Generalmente uno de los primeros sintomas por los que se suele sospechar de
un caso CMT es por una aparicién de deformacion de pies, como puede ser el pie
cavo o los dedos martillo, aunque estas deformaciones pueden deberse a otras
enfermedades neuroldgicas o enfermedades en el desarrollo, e incluso pueden darse
sin estar asociada a ninguna otra patologia. También se han descrito otros sintomas
gue pueden estar relacionados con el CMT como pérdida auditiva o displasia de

cadera, aunque no son tan comunes (Ramchandren, 2017).

Una evaluacion muy importante es la capacidad electro-fisica de la
conductividad nerviosa de los pacientes para poder determinar el grado de dafio
nervioso, la presencia de otras posibles neuropatias, y si hos encontramos ante el
comportamiento del tipo axonal o desmielinizante del CMT que estamos evaluando.
Sabemos que es desmielinizante cuando la velocidad conductora del impulso nervioso
(NCV, siglas en inglés) es inferior a 38 metros/segundo (también se han descrito otros
valores de referencia de 35 m/s, pero generalmente se utilizan los 38 m/s)
(Ramchandren, 2017).

Otra cuestion casi imperativa es contar con un arbol genealdgico familiar a ser
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posible de tres generaciones o0 mas, donde se obtenga informacion sobre si algun
familiar muri6 a corta edad, si existe consanguinidad o si han existido algunos
individuos con problemas de movilidad al andar o los sintomas anteriormente
mencionados. Sin embargo, hay casos en los que no se pueden diagnosticar de
manera tan sencilla, como por ejemplo en aquellos arboles genealdgicos en los que
se desconoce la informacion familiar, o en los casos en los que las mutaciones surgen
de Novo (Ramchandren, 2017). Gracias al arbol genealdgico se puede obtener,
ademas, si la herencia de la patologia es autosémica dominante, recesiva, o ligada al
cromosoma X, permitiendo mediante este medio hacerse una idea sobre la variante a
la que nos enfrentamos en cada caso concreto, y poder evaluar el riesgo de otros

familiares a desarrollar la enfermedad (Bird, 1993).

4.2.Clasificacién y Genética

Tipos Fenotipo NCV % casos Herencia G_enes
(m/s) de CMT relacionados
CMT1 desmielinizante <38 50-80 Dominante PMP22, MPZ
CMT?2 Axonal >38 10-15 Dominante MFN2, MPZ,
GDAP1
Forma Desmielinizante >25 Menos del Dominante MPZ
Intermedia <38 4
CMT4 Desmielinizante Baja NCV ~ Muy raro Recesivo GDAP1
0 axonal (diferentes
fenotipos)
CMTX Desmielinizante 30-40 10- 15 Ligado al GBJ1
cromosoma
X

Figura 4: Caracteristicas de los principales tipos de CMT. Modificado de: Jani-Acsadi,
A., Ounpuu, S., Pierz, K., & Acsadi, G. (2015, junio 1). Pediatric Charcot-Marie-Tooth
Disease. Pediatric Clinics of North America, Vol. 62, pp. 767-786. Ramchandren, S. (2017,
octubre 1). Charcot-Marie-Tooth Disease and Other Genetic Polyneuropathies.
CONTINUUM Lifelong Learning in Neurology, Vol. 23, pp. 1360-1377.

Como se ha descrito anteriormente, la primera clasificacién separ6 este conjunto de
patologias en dos variantes diferentes de CMT segun las caracteristicas electro-fisicas
del impulso nervioso: la variante CMT1, donde el impulso nervioso se veia ralentizado
por su caracter desmielinizante; y la variante CMT2, la cual no experimentaba una
disminucioén en la velocidad del impulso nervioso (Bird, 1993). Mas adelante, se definiod

una variante que se describié como un tipo intermedio entre el CMT1 y el CMT2, ya
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que no llegaba a cumplir los requisitos de conductividad nerviosa descritos para
ninguno de los dos tipos (entre 30-40 m/s). Otras caracteristicas que apoyaron el
hecho de que se habia descubierto una variante distinta a las descritas con
anterioridad de CMT fueron los resultados de biopsias nerviosas realizadas a los
pacientes de este tipo concreto, donde se ponia de manifiesto que a pesar de
presentar desmielinizacion en las fibras nerviosas (CMT1) también se observaban
mecanismos de reparacion y regeneracion del tejido nervioso (CTM2) (Berciano et al.,
2017).

CUADRO CLiNICO:
TIPO ADULTO

CUADRO CLINICO:

TIPO CLASICO

£ Existe transmision entre

padre-hijo?
Analizar anomalias
en MPZ CMT1B
si
Megativo
Analizar anomalias l
en GI51 CMT1X
¢ Existe transmision entre
padre-hijo?
Negativo 5

Analizar anomalias
en MPZ CMT1B
Analizar anomalias
en G/ CMT1X

Negativo Negativo

h A

i Esta afectado el progenitor o el
descendiente?

Seguirimnvestigandoyrealizando
Negativo pruebasqueincluyan CMT tipo
dominante/intermediario

Analizaranomalias
de tipo recesivo

Figura 5: Algoritmo para diagnosticar genéticamente pacientes de CMT con
NCV normales y pérdida axonal. En cursiva los genes, en negrita el subtipo de CMT.
Modificado de Ramchandren, S. (2017, octubre 1). Charcot-Marie-Tooth Disease and
Other Genetic Polyneuropathies. CONTINUUM Lifelong Learning in Neurology, Vol.
23, pp. 1360-1377.
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Se han llegado a describir dos tipos mas de CMT, ademas de los mencionados
anteriormente. atendiendo en su descripcion al patron de herencia que presentan, a
los que se ha denominado CMT4 y CMTX. Los tipos CMT1, CMT2 e intermedio tiene
un patrén hereditario de tipo autosomico dominante. Sin embargo, el CMT4 tiene una
herencia de tipo autosdmica recesiva, y en el CMTX la herencia esta ligada al
cromosoma X. La variante CMT4 esta caracterizada por ser desmielinizante, pero con
un rango variable de posibles fenotipos. La variante CMTX tiene caracteristicas
axonales, aunque con tendencia a la degeneracion y la presencia de anomalias en la
mielina. Mencionar también que aunque estos sean los 5 tipos principales de CMT,
para cada uno de estos existe una gran cantidad de subtipos, siendo el conjunto de

casi 50 subtipos distintos de las variantes de CMT (Ramchandren, 2017).

Debido a la gran amplitud de sintomas comunes para varios tipos y subtipos,
para identificar el gen o los genes causantes de la patologia y asi realizar un
diagnostico adecuado para el caso al que nos enfrentamos, se pueden realizar
algoritmos de diagndstico como se puede ver en la Figura 5. Consiste en un diagrama
mediante el cual, al realizar pruebas genéticas determinadas y mediante preguntas
sobre la historia familiar, se puede llegar facilmente al tipo y subtipo concreto de CMT

que estamos intentando diagnosticar (Ramchandren, 2017).

Evidentemente estos algoritmos de diagndstico no son infalibles, y gracias al
consejo genético se pueden barajar las distintas pruebas diagnosticas y las
posibilidades al alcance de la familia y del individuo, proporcionando el método
diagndstico con mejor costo-beneficio para los pacientes. De esta manera, al igual que
se valora este tipo de diagnoéstico mediante algoritmos, también se valora la
posibilidad de utilizar las NGS. El diagnoéstico mediante las NGS permite rastrear
paneles de genes candidatos en busca de posibles mutaciones, como pueden ser
mutaciones en los principales genes que causan la mayoria de los fenotipos (casi el
90 %) entre los que se encuentran los genes PMP22, MFN2, MPZ y GJB1
(Ramchandren, 2017).

Sin embargo, aunque gracias a la investigacion y a los estudios realizados se
han podido describir la gran cantidad de subtipos de CMT, ademas de identificar un
namero considerable de los genes que estan relacionados con estos subtipos de CMT

y su herencia, la forma de clasificacion de los distintos tipos y subtipos de CMT es, en
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Gltima instancia, muy enrevesada, por lo que se ha propuesto una nueva clasificacion
basada en los genes implicados, no solo en las polineuropatias referidas al CMT, sino
a todas las neuropatias hereditarias. Sin embargo, se puede utilizar la clasificacion
previa para el CMT como hemos mencionado con anterioridad (Magy et al., 2018).

En este trabajo vamos a hablar principalmente sobre 4 de los genes

involucrados con mas frecuencia en el CMT.

Un gran porcentaje del nUmero de casos de CMT esta relacionados con el gen
PMP22. La proteina para la que codifica este gen, la proteina de mielina periférica 22
(PMP22), se expresa principalmente en las células de Schwann (Figura 1), en la zona
compacta de la cubierta de mielina. Esta proteina corresponde a aproximadamente
un 5 % de la mielina presente en el sistema nervioso periférico (Snipes, Suter,
Welcher, & Shooter, 1992). Las mutaciones patogénicas en este gen suelen ser o bien
por variacion en el numero de copias del gen en el cromosoma 17p12 (dando lugar al
subtipo CMT1A) (Valentijn et al., 1992), o por transversién de guanina a citosina en el
tercer exdn, en el nucledtido 248 (subtipo CMT1E, en el cual el paciente sufre ademas
sordera) (Joo, Ki, Joo, Huh, & Kim, 2004). Existen mas mutaciones en este gen que
dan lugar al CMT, pero hemos mencionado las més destacadas. El modo de herencia
para estas mutaciones es autosomico dominante, y da lugar a una neuropatia de tipo
desmielinizante (Bird, 1993).

El gen MPZ, que codifica para la proteina-cero de mielina (MPZ), se encuentra
en la region cromosémica comprendida entre 1g21-g23 (Pham-dinh et al., 1993), es
exclusiva del SNP, sélo se expresa en las células de Schwann, y es la proteina mas
importante de la mielina periférica (Lemke & Axel, 1985). Consta de 6 exones, y las
mutaciones responsables de la patogenicidad se suelen encontrar en el tercer exon,
donde se han descrito dos sustituciones en las que la isoleucina en la posicion 135
pasa a treonina, o la glicina en la posicion 137 pasa a serina (subtipo CMT1B)
(Hayasaka etal.,, 1993). Otra de las mutaciones que puede tener lugar es la
transversion de una guanina a timina en el segundo exon, lo que da lugar a que el
aspartato en la posicion 6 se convierta en tirosina (subtipo CMTID, de tipo intermedio)
(Mastaglia et al., 1999). Mencionar por ultimo para este gen un cambio en el exén 3
de treonina en la posicidon 124 a metionina (subtipo CMT2J) (Senderek et al., 2000).

Para estas mutaciones, su herencia es de tipo autosomica dominante, y sus
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caracteristicas neurologicas pueden ser desmielinizante (CMT1B), intermedio
(CMTID), o axonal (CMT2J) (Bird, 1993).

A continuacion, tenemos gen MFN2, que codifica para la mitofusina 2 (MFN2).
Las mitofusinas 2 se encargan de las fusiones y separaciones que confieren a las
mitocondrias su distribucion interna y morfologia dependiendo del tipo celular, del
estado fisioldgico, etc. (Santel & Fuller, 2001). El gen se encuentra en el cromosoma
1p36.22, y posee 19 exones (Casasnovas Pons et al., 2010). Se han descrito varias
mutaciones diferentes, lo que ha resultado en un grupo heterogéneo de pacientes con
patologias similares pero en las que variaban de manera leve los cuadros clinicos, y
curiosamente su modo de herencia, siendo en algunos casos autosémico dominante
(subtipo CMT2A2A) y en otros autosomico recesivo (CMT2A2B) (Calvo et al., 2009).
Todas las mutaciones en este gen desembocan en neuropatias de tipo axonal (Bird,
1993).

Por dltimo, GJB1 codifica para las proteinas que forman parte de las uniones
gap, las conexinas. Las uniones gap permiten intercambiar y transferir moléculas de
pequefio tamafio e iones entre distintas células que se encuentren adyacentes. En
este caso, el gen que en concreto sufre la mutacion y da lugar al CMT (subtipo
CMT1X) se encuentra en uno de los cromosomas sexuales, en Xql3.1.
Concretamente, se ha visto que este gen se expresa en los nervios periféricos
mielinizados, y por tanto su mutacion afecta de forma directa a la mielinizaciéon
periférica (Bergoffen et al., 1993). Las neuropatias resultantes de mutaciones en este
gen son de tipo axonal, desmielinizante y de tipo intermedio, y su herencia esté ligada

al cromosoma x (Bird, 1993).

Durante el proceso de obtencion de diagnostico, o tras la obtencion de este, se
suele recurrir a consejo genético. En el caso del CMT, el consejo genético se centra
en el tipo de herencia ante la que nos encontramos para poder evaluar posibles
riesgos de que los familiares puedan desarrollar la patologia. Si nos encontramos
frente al caso de herencia tipo autosomica dominante, normalmente uno de sus
padres estaba afectado de CMT salvo en los pocos casos en los que se haya dado de
Novo, en cuyo caso se recomienda realizar pruebas genéticas a los padres.
Generalmente los hijos del primer paciente diagnosticado tendran un 50 % de
posibilidades de desarrollar CMT (Bird, 1993).
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En aquellos casos en los que nos encontremos frente a un caso autosémico
recesivo, uno de los progenitores del paciente debe ser portador de la enfermedad de
forma heterocigotica, y por tanto no desarrolla la enfermedad. Si el paciente tiene hijos,
siempre que no sea con otro individuo que tenga CMT, sus hijos seran heterocigotos
portadores obligados. Para evaluar si un miembro de la familia es portador, primero

se debe conocer el tipo (y subtipo) concreto presente en la familia (Bird, 1993).

El dltimo tipo de herencia que falta por mencionar es la ligada al cromosoma X.
En este caso, tenemos que separar el riesgo de los hombres del riesgo de las mujeres
en la familia. En cuanto a los padres de un paciente hombre, el padre nunca sera
portador para CMT (ya que, si lo fuese, lo hubiese desarrollado). Los hijos que tenga,
siempre que sean hombres, no seran ni portadores ni desarrollaran la enfermedad,
mientras que las hijas seran portadoras obligadas. En el caso de la madre, sin
embargo, puede ser o bien portadora, o presentar mosaicismo de forma que no todos
sus Ovulos portarian la enfermedad. Para el caso de una paciente mujer, uno de sus
padres debe de haberle trasmitido la variante patogénica. Si este no es el caso, ha
habido una variante de Novo, para lo cual siempre es recomendable realizar pruebas
genéticas a los padres. Las posibles hijas que tenga la mujer paciente seran
portadoras heterocigotas, y las que sean portadoras tendran un 50 % de posibilidades
de transmitirle la variante patogénica a su descendencia. Los hijos que hereden la

variante patogénica desarrollaran la enfermedad (Bird, 1993).

Como he mencionado antes, estas patologias no son causadas Unicamente por
estos genes, sino que hay una gran lista de genes implicados que se incluye a

continuacion donde se recogen 74 de los genes conocidos causantes de CMT.

Fenotipo/Tipo
: de neuropatia - : Otros
Gen Herencia GeneReview / OMIM / Referencia nombres
Genes mas comunes
AR Axonal CMT2K
GDAP1 GDAP1-Related Hereditary Motor
Axonal/ and Sensory Neuropathy
o CMT4A
AR desmielinizante
X . CMT2H
/intermedio
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/cmt-4a/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/cmt-4a/

Fenotipo/Tipo
de neuropatia

Otros

Gen Herencia GeneReview / OMIM / Referencia TS
CMT2K
CMTRIA
AD, AR Axonal OMIM 607831
Axonaly Charcot-Marie-Tooth Neuropathy X
GJB1 XL desmielinizante v PEW A cMT1X
/intermedio YPE -
HINT1 AR Axonal OMIM 601314
MEN2 AD, AR Axonal Charcot-Marie-Tooth Neuropathy CMT2A2A
Type 2A /B
Axonal/ CMT1B
MPZ AD desmielinizante OMIM 118200 CMT21/J
/intermedio DI-CMTD
Desmielinizante CMT1A
PMP22 AD OMIM 601097 CMTLE
SH3TC?2 AR Axonal Charcot-Marie-Tooth Neuropathy CMTAC
Type 4C
SORD AR . Axonal_ Cortese et al [2020]
/intermedio
Otros genes
AARS1 AD Axonal OMIM 601065 CMT2N
ABHD12 AR Desmielinizante OMIM 613599 PHARC
AIFM1 XL Axonal OMIM 300169 CMTX4
ARHGEF10 AD Desmielinizante OMIM 608136
ATP1Al AD Axonal Lassuthova et al [2018]
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https://omim.org/entry/607831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/cmtx/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/cmtx/
https://omim.org/entry/601314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/cmt2a/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/cmt2a/
https://omim.org/entry/118200
https://omim.org/entry/601097
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/cmt4c/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/cmt4c/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1358/
https://omim.org/entry/601065
https://omim.org/entry/613599
https://omim.org/entry/300169
https://omim.org/entry/608136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1358/

Fenotipo/Tipo
de neuropatia

Otros

Gen Herencia GeneReview / OMIM / Referencia nombres
ATP7A XL Axonal ATP;ﬁ&iE::,dochﬁlﬁwpon
BAG3 AD Axonal OMIM 603883
S S
CNTNAPL AR Axonal/ OMIM 602346
desmielinizante E—
COA7 AR Axonal Higuchi et al [2018]
DCTN1 AD - OMIM 601143 dHMN7B
DCTN2 AD Axonal OMIM 607376
DGAT2 AD Axonal OMIM 606983
DHTKD1 AD Axonal OMIM 614984 CMT2Q
DNAJB2 AR Axonal Frasquet et a[lz[g_f6116], Lupo et al DSMAS5
owr o AW oTLEdaedomenia oy
DNM2 AD Intermedio OMIM 606482 [gi'\g/zl"lle
DRP2 XL Intermedio OMIM 300052
DYNC1H1 AD Axonal OMIM 600112 CMT20
AD Desmielinizante CMT1D
EGR2 OMIM 129010
AR Desmielinizante CMT4E
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/menkes/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/menkes/
https://omim.org/entry/300011
https://omim.org/entry/603883
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/spg17/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/spg17/
https://omim.org/entry/602346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1358/
https://omim.org/entry/601143
https://omim.org/entry/607376
https://omim.org/entry/606983
https://omim.org/entry/614984
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1358/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1358/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1358/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/dnmt1-ddsn/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/dnmt1-ddsn/
https://omim.org/entry/606482
https://omim.org/entry/300052
https://omim.org/entry/600112
https://omim.org/entry/129010

Fenotipo/Tipo
: de neuropatia : : Otros
Gen Herencia GeneReview / OMIM / Referencia TS
FGD4 AR Desmielinizante OMIM 609311 CMT4H
FIG4 AR Desmielinizante OMIM 611228 CMT4J
Axonal GARS1-Associated Axonal CMT2D
GARS1 AD Neuropathy dHMN5A
GNB4 AD Intermedio OMIM 610863 DI-CMTF
HARS1 AD Axonal/ OMIM 142810 CMT2W
desmielinizante —_—
Axonal CMT2F
HSPB1 AD OMIM 602195 dHMN2B
HSPB3 AD - OMIM 604624 dHMN2C
Axonal CMT2L
HSPBS AD OMIM 608014 dHMN2A
Axonal CMT2S
IGHMBP2 AR OMIM 600502 DSMA1
INF2 AD Intermedio OMIM 610982
KIF1B AD Axonal OMIM 605995 CMT2A1
KIF5A AD Axonal OMIM 602821
LITAF AD Desmielinizante OMIM 603795 CMT1C
LMNA AR Axonal OMIM 150330 CMT2B1
AD
CMT2G
LRSAM1 Axonal OMIM 610933 CMT2P
AR
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https://omim.org/entry/609311
https://omim.org/entry/611228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/cmt2d/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/cmt2d/
https://omim.org/entry/610863
https://omim.org/entry/142810
https://omim.org/entry/602195
https://omim.org/entry/604624
https://omim.org/entry/608014
https://omim.org/entry/600502
https://omim.org/entry/610982
https://omim.org/entry/605995
https://omim.org/entry/602821
https://omim.org/entry/603795
https://omim.org/entry/150330
https://omim.org/entry/610933

Fenotipo/Tipo
de neuropatia

Otros

Gen Herencia GeneReview / OMIM / Referencia TS
MARS1 AD Axonal OMIM 156560 CMT2U
MCM3AP AR Axonal/ OMIM 603294
desmielinizante ——
AR
MME Axonal OMIM 120520 CMT2T
AD
MORC?2 AD Axonal OMIM 616661 CMT2Z
MPV17 AR Axonal OMIM 137960
Axonal/ CMT1B
MPZ AD desmielinizante OMIM 118200 CMT21/J
/intermedio DI-CMTD
MTMR2 AR Desmielinizante OMIM 603557 CMT4B1
NAGLU AD Axonal OMIM 609701 CMT2V
NDRG1 AR Desmielinizante OMIM 605262 CMT4D
NEFH AD Axonal OMIM 162230
NEFL AD. AR Axonal/ OMIM 162280 Sl =2
desmielinizante E— E
PDK3 XL Axonal OMIM 300906 CMTX6
PLEKHG5 AR Intermedio OMIM 611101 DSMA4
PMP2 AD Desmielinizante OMIM 618279 CMT1G
PNKP AR Axonal OMIM 605610 CMT2B2
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https://omim.org/entry/156560
https://omim.org/entry/603294
https://omim.org/entry/120520
https://omim.org/entry/616661
https://omim.org/entry/137960
https://omim.org/entry/118200
https://omim.org/entry/603557
https://omim.org/entry/609701
https://omim.org/entry/605262
https://omim.org/entry/162230
https://omim.org/entry/162280
https://omim.org/entry/300906
https://omim.org/entry/611101
http://omim.org/entry/618279
https://omim.org/entry/605610

Fenotipo/Tipo
de neuropatia

Otros

Gen Herencia GeneReview / OMIM / Referencia nombres
PRPS1 XL - Charcot—Marie&& Neuropathy X CMTX5
PRX AR Axonal OMIM 605725 CMT4F
PTRH2 AR - OMIM 608625
RAB7A AD Axonal OMIM 602298 CMT2B
SBF1 AR Axonal OMIM 603560 CMT4B3
SBF2 AR Desmielinizante OMIM 607697 CMT4B2
SCO2 AR Axonal Rebelo et al [2018]
SETX AD Axonal OMIM 608465 FALS
SIGMAR1 AR Axonal OMIM 601978
SGPL1 AR Axonal OMIM 603729
SPG11 AR Axonal OMIM 610844 CA'\f_TS%X
SPTLC1 AD Axonal OMIM 605712 HSAN1A
TRIM2 AR Axonal OMIM 614141 CMT2R
TRPV4 AD Axonal TRPV4-Associated Disorders CMT2C
Axonal Inclusion Body Myopathy with Paget
VCP AD Disease of Bone and/or CMT2Y
Frontotemporal Dementia
WARS AD Axonal OMIM 191050 dHMN9
YARS1 AD Intermedio OMIM 603623 DI-CMTC
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/cmtx5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/cmtx5/
https://omim.org/entry/605725
https://omim.org/entry/608625
https://omim.org/entry/602298
https://omim.org/entry/603560
https://omim.org/entry/607697
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1358/
https://omim.org/entry/608465
https://omim.org/entry/601978
https://omim.org/entry/603729
https://omim.org/entry/610844
https://omim.org/entry/605712
https://omim.org/entry/614141
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/cmt2c/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/ibmpfd/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/ibmpfd/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/ibmpfd/
https://omim.org/entry/191050
https://omim.org/entry/603623

Fenotipo/Tipo

de neuropatia Otros

Gen Herencia GeneReview / OMIM / Referencia I BES

Unknown XL Desmielinizante OMIM 302802 CMTX3

Tabla 1: Genes relacionados con las neuropatias CMT. Modificado de Bird TD.
Charcot-Marie-Tooth (CMT) Hereditary Neuropathy Overview. 1998 Sep 28 [Updated
2020 May 14]

5. CONCLUSIONES Y VISION DE FUTURO

A lo largo de este trabajo se ha puesto de manifiesto el impacto que la
aplicacidon de nuevas técnicas y métodos en investigacion han contribuido a grandes
avances, redefiniendo en algunos casos el panorama cientifico y las implicaciones que
esto conlleva. Decir simplemente que es recomendable invertir en las nuevas
herramientas existentes de analisis gendémico como son las NGS, GWAS y demas es
guedarse corto. Debe ser imperativo para la comunidad cientifica y los sistemas de
salud invertir los recursos necesarios en infraestructuras, especialistas y aparatos
para que se pueda masificar la utilizacién de NGS. Esto podria traducirse en un gran
impulso a las investigaciones sobre el comportamiento genético, su expresion e
interrelacion a escala funcional con el resto del organismo, y otros aspectos menos
centrados en el &mbito genético y mas con el origen de determinadas patologias como
se ha descrito en este trabajo.

El uso de NGS como método diagndstico es claramente ventajoso. Ademas de
identificar con relativa facilidad la causa que produce la patologia, es un método para
el que los pacientes y familias estan dispuestos a pagar. Entender como una patologia
afecta a todos los niveles y el impacto que tiene en el organismo es el primer paso
para estudiar posibles tratamientos o cuidados que funcionan mejor para los
pacientes. En las enfermedades raras este hecho toma mucha mas importancia, y
unido a la mejora de diagndstico que las propias NGS manifiestan se podria mejorar
tithnicamente la calidad de vida de los pacientes con enfermedades raras: podrian

obtener un diagnostico adecuado en relativamente poco tiempo, y gracias al
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https://omim.org/entry/302802

conocimiento de la patologia, previamente estudiada mediante NGS, se le podria

administrar el tratamiento 6ptimo.

Actualmente el principal cuello de botella del analisis genético de enfermedades
raras mediante analisis de exomas o genomas no esta en el precio o procesamiento
de muestras, sino en el analisis bioinformatico de la informacion. La toma de muestras
esta estandarizada mediante el uso de kits de extraccion de ADN de saliva, que
permite al médico e incluso el propio paciente o los padres de nifios afectados tomar
las muestras necesarias, que son facilmente procesables hasta la purificacion del ADN
en protocolos de apenas 15 minutos. Posteriormente se puede subcontratar la
secuenciacion con alguna de las empresas especializadas nacionales o
internacionales (como las empresas Novogene u Otogenetics) las cuales realizan por
un precio muy bajo la secuenciacion de nivel “clinico” con una profundidad de lectura
en torno al 100-200X. Posteriormente una vez recibida la informacion tras
aproximadamente 25 dias, comienza la parte realmente importante y significativa para
el diagndstico; discernir entre el gran nimero de variantes polimorficas con respecto
al genoma de referencia. Se realiza un filtrado de dichas variantes utilizando criterios
como la frecuencia de las variantes en la poblacién de referencia, eliminacion de
variantes sindnimas, y de aquellas para las cuales los algoritmos de prediccion de
alteraciones estructurales proteicas sean bajas. Esto da lugar a una lista “filtrada” que
contiene una media de varios cientos de mutaciones potencialmente causales. Estas
han de ser posteriormente clasificadas en funcion del nivel de conocimiento que se
tiene de ellas en la literatura cientifica (variantes de significacion clinica en las bases
de datos del NCBI). O en la gravedad del impacto de la mutacién en la traduccion de
la proteina, especialmente aquellas mutaciones que generan codones de parada
prematuros. Es necesario igualmente la descripcibn de potenciales mutaciones
recesivas combinadas en trans (una en cada cromosoma) que puedan producir un
efecto deletéreo por combinacion, ya que en este caso ambas copias del gen estarian
defectuosas, aunque la mutacion no sea la misma. Todo este proceso se ha visto
afectado positivamente por el desarrollo de aplicaciones via web que permiten el
analisis masivo de estas mutaciones (por ejemplo, SNPNEXUS o MENDELMD). En
general la tasa de éxito en el diagnostico y clasificacion de enfermedades raras supera
otras estrategias mas tradicionales como el andlisis mediante secuenciacién de genes

candidatos
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Tras haber revisado los aspectos generales y las caracteristicas del CMT, se
pone aun mas de manifiesto este claro ejemplo de la utilidad para diagnosticar
patologias o identificar las causas de estas mediante NGS. Gracias a este método, a
lo largo de muchos afios e investigaciones el nimero de genes conocidos que estan
vinculados al CMT asciende 80, y sin las NGS no se podria haber llegado a esta

cantidad.

El diagndstico es necesario para el paciente, pero también es importante para
la familia, especialmente en casos como el del CMT en el que la enfermedad es
hereditaria para poder estudiar las posibilidades de que otros miembros de la familia

desarrollen la enfermedad genética.

En resumen, las nuevas técnicas de secuenciacion estdn moldeando el
panorama cientifico tal y como lo conocemos actualmente. Facilitar el acceso de las
NGS en gendmica y clinica se podria traducir en una mejor calidad de vida de los
pacientes como minimo, y en un impulso exponencial a la investigacion tal y como la

conocemos como maximo.
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