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Preambulo

Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia de Medicina y Cirugia de Sevilla
Excmas. e [lmas. Autoridades y Representaciones

Excmos. e [lmos. Sres. Académicos

Sefioras y Senores

Amigos todos

En este acto me presento ante ustedes para dar lectura a mi Discurso de Recepcion
como miembro de nimero de la Real Academia de Medicina y Cirugia de Sevilla, pero
antes de entrar en ¢l quiero expresarles mi mas sincero agradecimiento.

En la vida de una persona hay dias trascendentes, para mi son dos, cuando pierdes
un padre y cuando nace un hijo y la sorpresa de que las dos cosas te llevan a tu infancia
otra vez y que de alguna manera ambas se parecen. Yo quiero enmarcar el dia de
ingreso en esta Real Academia como uno de esos dias de especial relevancia, ya que
llego a ¢l después de un largo recorrido de madurez desde que fui nombrada académica
electa.

En primer lugar mi agradecimiento a todos los miembros de esta corporacion por
haber ampliado el estrado de la Academia con un sillén dedicado a la Genética Médica
y por haberme elegido para ocuparlo. Es razonable que esta especialidad ocupe un sitio
en las Reales Academias de Medicina, ya que aunque es nueva, su importancia en la
medicina actual es enorme. Con ello esta Real Academia hace honor al espiritu de su
creacion en 1693, la cual nace como sociedad de caracter vanguardista. El Dr. Juan
Muifioz y Peralta, renunci6 a su catedra en la Facultad de Medicina de Sevilla
disconforme con los anticuados métodos universitarios. Abriendo nuevos horizontes al
saber, a la investigacion y a los medios diagnésticos y terapetticos novedosos que
ocupaban ya un lugar en el mundo avanzado.

Espero ser digna de esta distincion, trabajando en todo cuanto el Presidente y su
Junta Directiva dictamine, siguiendo siempre los sabios consejos de los Ilustres
académicos, a los que desde aqui pido ayuda para ser digna compaiiera y poder cumplir
fielmente con las tareas que se me encomienden en esta corporacion.

Muy especialmente quiero agradecer al Prof. Hugo Galera Davidson y al Dr. José
Luis Serrera Contreras su confianza y estimulo para que me presentase a la plaza de
académica.

Mi gratitud a los Académicos que me han presentado para formar parte de la
ndémina de numerarios de esta Academia, los doctores José Lopez Barneo, Carlos
Infantes Alcon y José Luis Serrera Contreras.

El Dr. Serrera con el que coincidi en el Hospital Universitario Virgen del Rocio y
desde entonces le tengo un gran respeto, creando un gran departamento de laboratorio,
cuando no existian los avances tecnoldgicos de los que hoy disponemos para ello. El es
un gran amigo y ha sido un apoyo constante durante los Gltimos tiempos y ha tenido el



expreso deseo de realizar por primera vez en sus afios de Académico la contestacion a
un discurso, este que hoy presento.

También mi agradecimiento al Prof. Jesus Castifieiras Fernandez, presidente de la
Real Academia de Medicina y Cirugia de Sevilla, por sus palabras para finalizar el acto.

No voy a hablar de mi predecesor en este sillon de Genética Médica, ya que por
fortuna no ha quedado vacante por el fallecimiento de ningin académico. Esta
circunstancia me permite traer a la consideracion de Ustedes a un académico de esta
casa, nuestro anterior presidente, Prof. Hugo Galera Davidson, mi maestro y mentor en
los primeros afios de mi carrera profesional, que junto con la Dra. Fernandez Novoa, me
introdujeron en el campo de la Genética. Su reconocida valia cientifica y profesional, se
unen a su generosidad conmigo.

El profesor Galera facilito mi estancia en el mejor Departamento de Genética que
en los afios 80 habia en Espaiia, el de la Fundacion Jiménez Diaz, dirigido por el Prof.
Andrés Sanchez Cascos, cardidlogo y genetista, excelente persona y profesional, que
supo ver ya en aquellos afios la importancia de la Genética en la préctica clinica. Mi
agradecimiento a mis maestros entonces, el Dr. Javier Benitez y la Dra. Carmen Ramos.

Al ser una especialidad nueva y de un desarrollo tan rapido durante estos anos de
mi carrera profesional, he aprendido tanto de mis jefes, como de mis compafieros y de
las personas que han trabajado conmigo.

El profesor Guillermo Antifiolo, prestigioso cientifico y profesional de la medicina,
que tanto ha aportado a la Genética y a la Cirugia Fetal en nuestro pais, ha sido un
compafiero que con su estimulo y apoyo, me ha prestado una ayuda inestimable en el
desarrollo de mi carrera profesional.

A lo largo de los afios desde la puesta en marcha de lo que hoy es la Unidad de
Gestion Clinica de Genética, Reproduccion y Medicina fetal, han ido pasando por ella
diferentes profesionales, que han ido dejando su impronta en ella, como el Dr. Javier
Sanchez y la Dra. Irene Marcos, hoy dia estrechos colaboradores, asi como otros
facultativos, técnicos de laboratorio, enfermeras y administrativas con los que he tenido
la suerte de trabajar.

Mis compaiieros genetistas de toda Espafa con los que he trabajado mas
directamente en el desarrollo de la Genética Clinica en nuestro pais, los doctores
Carmen Ayuso, Pia Gallano, Eduardo Tizzano, José Maria Millan, Monserrat Baiget,
Cristina Templado, Feliciano Ramos y tantos otros, que es dificil nombrarlos a todos.

He tenido el privilegio de dirigir un grupo de investigacion compuesto de
excelentes colaboradores, doctorandos e investigadores posdoctorales con quienes estoy
en deuda por su dedicacion al trabajo. Sus contribuciones estan referenciadas a lo largo
de este discurso. Especial mencion a mis colaboradoras mas cercanas, por la ayuda
incondicional que me prestan en las diferentes facetas de mi vida profesional, las
doctoras Macarena Ruiz Ferrer y Raquel Fernandez.

Con todos mis compaifieros tengo una gran deuda y quiero mostrar mi mas sincero
reconocimiento por lo que han contribuido al desarrollo de mi vida cientifica.

Agradezco el apoyo que me han dado a lo largo de toda mi carrera investigadora, al
Instituto de Salud Carlos III, a la Junta de Andalucia y a la Unién Europea.

Mi doble vertiente asistencial e investigadora, me ha llevado a una estrecha
colaboracion por esta ultima faceta con el Instituto de Salud Carlos III, sobre todo desde



que en el ano 2009, el Dr. Joaquin Arenas me llamo6 para presidir el area de Genética y
Modelos de enfermedad. Alli he tenido la oportunidad de trabajar con excelentes
profesionales de la investigacion en nuestro pais, que nos reunimos alli como en un
unico equipo. De ellos mi especial consideracion a los doctores Ignacio Torres Aleman
y Rafael Artuch.

Doy gracias a Dios por la familia que me ha dado, mi padre ya ausente, que tanto
aport6d a mi vida y siempre me acompafia, mi madre, mi primera maestra, por su carifio
y dedicacion, mis hermanos, con los que me siento muy unida y Juan, excelente persona
y mejor hijo, que ha sabido comprender las ausencias de su madre a lo largo de su vida.
Opte por seguir mi pasion, y no por encima de él, sino por €l, para que asi cada noche
pudiera llevarle un pedazo de mundo, un mundo por el que yo me esfuerzo por cambiar
para mejor.

Soy la primera mujer que ingresa en esta Real Academia. Y soy consciente que
romper esa barrera es una gran responsabilidad. Quiero agradecer a todos los miembros
de esta corporacion, que me hayan abierto sus puertas, que es también abrirlas a la
mujer y es un gran reconocimiento a lo que las mujeres han contribuido y contribuyen a
la Medicina y a la Ciencia.



Introduccion

He elegido como discurso de recepcion compartir con ustedes la historia de la
Genética, a través de nuestra principal linea de investigacion. Una historia que ha sido
apasionante y a la vez aleccionadora durante mas de tres décadas, una historia que he
tenido la suerte de ir viviendo intensamente a lo largo de mi carrera profesional hasta
hoy mismo y que cada dia nos va ofreciendo nuevas expectativas para mejorar la
calidad de vida de los pacientes y sus familias, una historia de la que queda mucho por
escribir, en definitiva, una historia que parece interminable.

El reconocimiento de la necesidad de una nueva vision de la investigacion
biomédica ha generado un interés creciente por la organizacion, facilitacion y gestion de
la traslacion de conocimiento. La traslacion de conocimiento ha sido definida por los
Canadian Institutes of Health Research como un proceso dinamico e interactivo que
incluye la sintesis, diseminacion, intercambio y aplicacion ética del conocimiento para
mejorar la salud, proveer servicios y productos de salud mas efectivos, asi como para
reforzar el sistema de salud. Esta definicién ha sido adaptada por otros, incluyendo el
National Center for Dissemination of Disability Research de los EE.UU. y Ila
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El elemento comun entre todos ellos es la
conviccion de la necesidad de pasar de la difusion de conocimiento al uso del
conocimiento. Para ello, son necesarias intervenciones eficaces orientadas a cerrar la
brecha actual en la traslacion del conocimiento a la practica clinica y para ser eficientes,
orientando desde el inicio la creacion del conocimiento en términos de innovacion
clinica.

La investigacion traslacional supone investigacion biomédica junto a capacidad
interactiva, ambas necesarias para transformar un descubrimiento bioldgico en un
medicamento, diagndstico, tecnologia o intervencion que pudiera ser usado en pacientes
para mejorar su atencion y cuidados, lo que bien podria ser la definiciéon de innovacién
clinica.

Los sistemas de salud se enfrentan hoy a retos clave: mejorar la calidad de la
atencion sanitaria y la seguridad de los pacientes, al tiempo que controlar sus costes
para ser sostenibles. Por ello se necesita una vision de la investigacion biomédica
basada en un nuevo modelo de trabajo en equipo, que permita un intercambio continuo
y bidireccional de conocimiento e informacién entre investigadores, clinicos,
universidad e industria, siguiendo un sistema adhocratico y de innovacion abierta. A
medida que la investigacion biomédica se ha vuelto progresivamente mas compleja y
especializada, ha surgido la necesidad de investigadores (biomédicos, clinicos,
ingenieros,...) con diferentes habilidades y experiencia trabajando coordinados por un
objetivo comun: transformar la investigacion biomédica en innovacion clinica.

Aunque desde la investigacion basica pueden surgir de forma ocasional importantes
descubrimientos trasladables a la mejora de los cuidados médicos, ningiin grupo tiene
de forma individual la suficiente amplitud de conocimientos y los medios adecuados
para llevar a cabo investigacion traslacional eficazmente. No se puede esperar que los
especialistas en ciencia y/o tecnologia tengan suficiente experiencia en aplicaciones
clinicas, y a menos que se asocien con aquellos que tienen este conocimiento, la
investigacion traslacional exitosa es poco probable. Debido a las limitaciones
estructurales para desarrollar y financiar investigacion centrada en trasladar un
descubrimiento definido en un producto para su uso en un determinado contexto clinico,

10



muchos resultados de investigacion y contribuciones cientificas relevantes permanecen
en un cierto limbo a no ser que sean de interés para la industria.

Ademas del objetivo general, compartido por todos, clinicos e investigadores
biomédicos, de descubrir nuevos conceptos clinicamente relevantes o de inventar
nuevas tecnologias clinicamente provechosas, la investigacion traslacional en Medicina
se ocupa, dentro de los dominios de la realidad humana, de transferir de forma segura
los nuevos diagndsticos y terapias demostradas en un entorno experimental, y de
comprobar su relevancia para los pacientes. S6lo un espectro Unico, continuo y
bidireccional del conocimiento, puede hacer posible la transformacion real de la
investigacion biomédica en asistencia sanitaria mejor y mas sostenible. Es decir,
transformar la investigacion biomédica en conocimiento y “saber hacer” para generar
innovacion clinica. Con otros valores afiadidos ademas, ya que mientras se llevan a cabo
tareas cientificas y clinicas, se actia como un tutor de apoyo y se promueve la
cooperacion y la asociacién entre las diferentes instituciones, evitando la inversion
ineficiente, proporcionando transparencia y fomentando la educacién sanitaria y la
comprension de sus objetivos.

El potencial de la investigacion traslacional es tan amplio como su objetivo, en
tanto que ayuda a validar la eficacia clinica de nuevos descubrimientos, incrementa la
eficiencia en la cual nuevas estrategias diagnosticas, preventivas y/o terapéuticas
pueden trasladarse de forma segura a sujetos humanos, proporciona retorno de
informacion a los investigadores sobre los efectos de dichas estrategias, y desarrolla
tecnologias para la caracterizacion del proceso de enfermedad. Es obvio que las
instituciones sanitarias constituyen un escenario adecuado para su implementacion, ya
que disponen de una variable independiente critica de la investigacion traslacional: el
paciente, alrededor del cual deberia girar la investigacion biomédica. También es verdad
que para ello, se requiere un diseiio adecuado y no disponible en muchos casos: areas
clinicas junto con areas de investigacion y laboratorio que permitan acometer proyectos
orientados a comprobar hipdtesis o generar conocimiento y aplicaciones derivadas de
una observacion clinica so6lida; un buen equipamiento (infraestructura necesaria para
una alta eficiencia y calidad en el laboratorio y en el trabajo clinico); apoyo para
formacion (soporte financiero suficiente de modo que se obtengan todos los reactivos y
medicamentos necesarios, instalaciones para el mejor cuidado posible a los pacientes,
apoyo en la formacion de los investigadores clinicos, etc.); una buena tutorizacion
(cientificos altamente preparados y consultores clinicos con experiencia combinada en
las arenas cientificas y clinicas), y recursos formativos disponibles (buenas practicas
cientificas y clinicas establecidas para la conduccion de los planes experimentales y su
traslacion a ensayos clinicos); asi como la integracion de estos elementos en la gestion
clinica. Estos son los componentes criticos necesarios que determinaran el éxito.

Para alcanzarlo es necesario fomentar una colaboracién estrecha y tender puentes
que conecten los espacios de trabajo e intelectuales clinicos y de investigacion, y
convencer a los servicios sanitarios, gestores de la investigacion biomédica y a los
inversores, de la necesidad de generar oportunidades y dar apoyo a estas iniciativas.
También la Academia: a medida que en ciencia emergen nuevas fronteras, se necesita
de un curriculum cientifico unificado, orientado a unir los huecos entre la investigacion
biomédica y los cuidados de salud. Por lo tanto, es vital educar a una nueva generacion
de cientificos clinicos que adquiriran el conocimiento y competencias para tratar la
investigacion traslacional desde ambas orillas: la clinica y la experimental.
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Genética Clinica y Medicina GenOmica

En 1953 el fisico britanico Francis Crick anunci6 “Hemos encontrado el secreto de
la vida”, cuando, junto con el bidlogo estadounidense James Watson, propuso la
estructura de doble hélice del ADN, hito cientifico que supuso un antes y un después en
el avance de la ciencia que se ocupa de los mecanismos responsables del flujo de
informacion en los seres vivos: la Genética (Watson y Crick, 1953).

Desde entonces, los importantes avances conceptuales y metodolégicos que se han
venido produciendo en esta area, culminados con la secuenciacion completa del genoma
humano, estan haciendo de la Genética la piedra angular de la biomedicina.

De hecho, la presentacion, en junio del afo 2000, del primer borrador de la
secuencia completa del genoma humano, se considera uno de los mayores hitos
cientificos en la historia de la humanidad (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001; Venter y cols., 2001). Este avance cientifico sefiala el inicio de un
proceso de cambio sobre la forma actual de entender la medicina, que introduce nuevos
paradigmas y genera grandes expectativas. En comparacion con otros enfoques para el
estudio de las enfermedades, la ventaja clave de la genética es que es uno de los pocos
enfoques en biologia que permiten discernir de forma fiable entre causa y efecto.

En el inicio del siglo XXI, el avance en el conocimiento sobre genética humana ha
supuesto un cambio drastico en nuestra comprension del desarrollo humano y de la
causa de muchas enfermedades. El desarrollo de las tecnologias de analisis del ADN y
de la citogenética molecular, junto al conocimiento derivado de la obtencion y
desarrollo de mapas genéticos y la identificacion de nuevos genes y mecanismos
moleculares, asi como el uso cada vez mas extendido de las metodologias de alto
rendimiento, especialmente la secuenciacién masiva, estan abriendo nuevas vias para la
planificacion, disefio e implementacion de estrategias diagndsticas, preventivas y
terapéuticas mas eficientes y efectivas en las enfermedades de base genética y en
enfermedades complejas, dando origen a los nuevos conceptos de Medicina Genomica y
Medicina Personalizada. La diversidad de fenotipos ligados a los cambios de un unico
gen en un gran numero de trastornos genéticos, ha hecho del manejo correcto de la
variabilidad clinica y la heterogeneidad genética elementos claves en el consejo
genético, la referencia correcta para analisis genéticos, la toma de decisiones clinicas y
la formacion de cohortes homogéneas para ensayos terapéuticos. Asi, la evolucion del
conocimiento ha conducido en la ultima década a un considerable desarrollo de las
posibilidades de diagnoéstico y prevencion de los trastornos genéticos, y a una mayor
esperanza y calidad de vida de muchos pacientes.

En la actualidad, la traslacion de ese conocimiento a la practica clinica estd
permitiendo notables avances en el conocimiento y manejo clinico de las denominadas
enfermedades raras, consiguiendo, de este modo, una mayor esperanza y calidad de vida
en las personas afectadas. Las enfermedades raras son aquellas patologias que afectan a
menos de 5 individuos de cada 10.000. El 80 % de las enfermedades raras son
enfermedades de base genética. Las enfermedades de base genética tienen, por tanto,
una importante relevancia en términos de salud publica, a nivel asistencial y en cuanto a
su repercusion en la calidad de vida de las personas que las padecen. Ademas, los
pacientes, las familias y el sistema soportan grandes cargas sociales, lo que aumenta la
ya de por si elevada carga de enfermedad.

Pero la investigacion en Genética Clinica y Medicina Gendmica no sélo se ocupa
de la investigacion en enfermedades raras, sino que estd permitiendo una mejor
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comprension de la etiopatogenia de enfermedades comunes como la diabetes o el
cancer, en las que junto a factores hereditarios se requiere la presencia de otros para que
la predisposicion genética se convierta en enfermedad. S6lo durante los Gltimos cinco
anos, mas de 2000 nuevos loci han sido asociados a enfermedades comunes. Es decir,
los avances de la investigacion en estas areas no sélo han supuesto un cambio drastico
en nuestra comprension del desarrollo humano y de la causa de muchas enfermedades
de base genética. La traslacion de los resultados de la investigacion biomédica a la
practica clinica impulsan nuevos conceptos en medicina. Un nuevo escenario que se
traduce en un mayor conocimiento sobre las causas de las enfermedades complejas, que
nos acerca a un nuevo paradigma: la Medicina Personalizada.

La aplicacion clinica de dicho conocimiento debe analizarse desde la perspectiva
de la salud publica, por su potencial para preservar la salud y la vida de muchas
personas. Por esa razon, es imprescindible que su desarrollo sea ordenado, racional y
sostenible, integrando la investigacion, los desarrollos tecnologicos y la asistencia a la
poblacion. Ademas, se debe garantizar la proteccion de los derechos individuales de la
ciudadania.

Hoy, después de la caracterizacion del genoma humano, es razonable esperar que a
medida que progrese nuestro conocimiento sobre el genoma humano y su relacion con
la salud, susceptibilidad a la enfermedad y respuesta al tratamiento, tengamos una
comprension mas completa de los mecanismos basicos de la vida, que nos acerque a los
nuevos paradigmas de la Medicina del siglo XXI. Sin embargo, queda un largo camino
por recorrer: encontrar la funcioén de estos genes, descifrar cual es su asociacion con las
enfermedades y averiguar como se puede utilizar este conocimiento para desarrollar
nuevas estrategias de diagnostico, prevencion y tratamiento.

No obstante, podemos predecir que, con toda probabilidad, el avance en la
investigacion biomédica, el desarrollo de la farmacogenética y la farmacogendmica, con
su capacidad potencial para proporcionar terapias individualizadas, asi como la
disponibilidad de la informaciéon que nos permita anticipar el riesgo de desarrollar
ciertas enfermedades y determinar las medidas preventivas mas efectivas, cambiara la
medicina, y probablemente también nuestras vidas.

En este escenario, el avance de la investigacion biomédica y el desarrollo
tecnologico no es, ni debe ser, el Unico objetivo. Debe ir paralelo al desarrollo de
aquellos aspectos éticos, legales, sociales y de género que aseguren la accesibilidad y
equidad de los cuidados médicos, e impulsen un uso no discriminatorio de la
informacion genética.

Por otra parte, la necesidad de comprender la enorme cantidad de datos generados
por el Proyecto Genoma Humano y los proyectos generados por el mismo, ha marcado
los nuevos ambitos de desarrollo en la investigacion biomédica, asi como el perfil de los
nuevos profesionales de la investigacion en Genética Clinica y Medicina Gendmica
orientada a la salud.

En definitiva, la investigacion biomédica en estas areas se abre a la innovacion
clinica mediante la busqueda de nuevas posibilidades para llevar a cabo un diagnostico
mas preciso, incluso presintomatico, desarrollar terapias mas seguras y eficientes
adaptadas a grupos de poblacion con caracteristicas genéticas diferenciadas, reclasificar
algunas enfermedades atendiendo a sus causas moleculares y posibilitar nuevos
enfoques para la epidemiologia y la salud publica.
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Aproximacion Genomica al Diagnostico Genético y Medicina
personalizada

Como se viene mencionando, la necesidad de implementar la aplicacion de la
genética en medicina supone un desafio para los sistemas de salud, pero es también una
oportunidad para la integracion racional y sostenible de la investigacion, el desarrollo
tecnologico, y los cuidados médicos en las enfermedades raras de base genética, asi
como para anticipar las futuras necesidades de la Medicina Gendmica y la Medicina
Personalizada.

La popularizacion de metodologias de alto rendimiento (microarrays, genotipado a
gran escala, etc.) y en especial la aparicion de nuevas metodologias atin mas potentes,
como la secuenciacion de nueva generacion (NGS de sus siglas inglesas Next
Generation Sequencing), ha cambiado completamente el escenario en el que se va a
desarrollar la biomedicina en las proximas décadas. Durante los ultimos 30 afios, el
método de Sanger ha constituido la herramienta clasica en la secuenciaciéon del ADN
(Sanger y cols., 1977). El lanzamiento comercial en 2005 de la primera plataforma de
pirosecuenciacion masiva en paralelo marco el comienzo de una nueva era de andlisis
genomico de alto rendimiento conocido ahora como NGS (Metzker, 2010). En el corto
periodo de tiempo trascurrido desde 2005, la NGS ha modificado la investigacion
gendémica y ha permitido a los investigadores llevar a cabo experimentos que
anteriormente no eran viables o asequibles. Las tecnologias que constituyen este nuevo
paradigma continllan evolucionando, y las mejoras previsibles en la robustez
tecnoldgica y aumento de la eficiencia de los procesos estdn allanando el camino de su
desarrollo clinico. Es facil anticipar que la NGS va a convertirse en una practica
rutinaria en clinica en un plazo de pocos afios. En ese contexto, la enorme cantidad de
datos producidos en este sistema supondrd un enorme desafio bioinforméatico para su
aplicacion.

Los nuevos “omas” y el desarrollo de nuevas tecnologias de andlisis gendémico,
como la NGS, han abierto grandes expectativas para la identificacién de terapias mas
eficaces adaptadas a los pacientes: el nuevo paradigma de la medicina personalizada.
Las tecnologias de alto rendimiento permiten a los investigadores estudiar las
enfermedades humanas, contabilizando la variabilidad genética de pacientes
individuales y la heterogeneidad de sus enfermedades. De otra parte, el analisis
extensivo de “omas” individuales contribuiria a complementar la informacion
relacionada al proceso de enfermedad en los niveles genético, funcional y post-
traslacional.

Areas como el diagnostico y el pronostico de enfermedades, la personalizacion de
tratamientos tendran que gestionar un cambio muy importante respecto a la obtencion y
manejo de datos. La capacidad de obtener, procesar y convertir en informacién util el
gran volumen de datos producido por estas tecnologias va a marcar la diferencia entre la
investigacion e innovacion de calidad y la obsolescencia. Esta diferencia va a ser clave
en la implementacion de nuevos métodos de diagnostico y protocolos terapéuticos, asi
como en desarrollo de tratamientos personalizados.

Es absolutamente predecible que, en los proximos afnos, la NGS realizard la
transicion al uso clinico. Elementos esenciales para hacer esta transicion exitosa seran la
necesidad de la mejora en la eficiencia de los procesos, especialmente en la preparacion
de las muestras, junto con el aumento de la robustez tecnoldgica y la caracterizacion de
la precision a través de estudios de validacion, asi como la introduccion de la
bioinformatica en el area clinica.
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Mientras nos movemos hacia ese escenario es factible proponer aplicaciones reales
de la NGS que a dia de hoy resulten tecnologica y econdémicamente viables, que tengan
un uso directo en clinica y, lo que es mas importante, que nos ayuden a preparar la
futura introduccion de la medicina personalizda. Los sistemas de captura usados para
secuenciar el exoma pueden usarse de forma mas dirigida y eficiente para capturar solo
un nimero de genes representativo de una enfermedad. Un disefio inteligente del
sistema de captura orientado a enfermedades especificas abarata considerablemente el
proceso de secuenciacidon sin renunciar a sus ventajas, permite observar todas las
mutaciones de caracter diagnostico, mas otras mutaciones interesantes que pueden ser
nuevas o tener un efecto modificador (con caracter diagnodstico o prondstico aun no
conocido). Finalmente, en el diseno se pueden incluir genes funcionalmente
relacionados con los genes de enfermedad, lo que ampliaria el espectro de
descubrimiento paralelo a la utilidad diagndstica de estos disefios.

Hasta hace poco tiempo, la identificacion de genes causantes de enfermedades se
basaba en el mapeo genético de un fenotipo de enfermedad mediante marcadores
genéticos altamente polimorficos (SNPs o marcadores microsatélites) que se han
desarrollado de forma paralela al Human Genome Project (HGP). En general, se trata de
un proceso extremadamente arduo que incluye la definicion del fenotipo clinico de
forma precisa, la recogida de un numero suficiente de pacientes y familias, el mapeo
cromosdmico del locus, y, finalmente, la clonacion del gen y la deteccién de mutaciones
mediante secuenciacion Sanger convencional. En la mayoria de los casos, este proceso
implica afos de trabajo y no siempre acaba en éxito, especialmente en casos de
enfermedades raras donde el nimero de muestras disponibles para el analisis es siempre
relativamente pequefio.

La disponibilidad de las nuevas plataformas de megasecuenciacion hacen de la
secuenciacion de las regiones codificantes del genoma (exoma) o genomas completos
en un periodo de tiempo razonablemente corto una perspectiva razonable. Esta
aproximacion constituye un cambio de paradigma en la forma en la que se ha enfocado
tradicionalmente el estudio de las enfermedades genéticas.

Mediante el conocimiento y tecnologia que se esta generando estd siendo posible
detectar un numero considerable de nuevos genes relacionados con enfermedades
hereditarias, revolucionando por completo los paradigmas actualmente vigentes en el
campo de la Genética Molecular Humana, la Genética Clinica y la Medicina Gen6mica.

Actualmente existe ya un catdlogo de mutaciones y variaciones génicas que se ha
demostrado que son causantes de un buen nimero de enfermedades y que, por lo tanto,
pueden usarse como diagnostico de estas. En algunas patologias, el nimero de genes y
mutaciones implicadas es muy elevado, el diagnostico genético usando secuenciacion
Sanger tradicional es altamente laborioso y requiere una gran inversion de tiempo y
recursos. Contrariamente a los sistemas tradicionales basados en chips, en los que se
analizan solo las posiciones del genoma correspondientes a las mutaciones conocidas, la
secuenciacion proporciona informacion sobre todas las posiciones de los genes
relacionados con la enfermedad. De esta manera, otras mutaciones aun no descritas de
estos genes, que pudieran ser causantes de la enfermedad, se podrian inferir
directamente del mismo sistema de diagndstico. Ademas se pueden afiadir genes
funcionalmente relacionados con los genes de enfermedad para aumentar el espectro de
deteccion de nuevas mutaciones (Mardis, 2008). Un buen disefio de captura de genes
junto con un eficiente sistema bioinformatico de procesamiento de resultados de la
secuenciacion ofrecerd para cada enfermedad:

15



l1.la posibilidad de diagnosticar directamente si el paciente tiene una mutacion
conocida en alguno de los genes descritos como asociados a la enfermedad,

2.cuando el paciente no presente ninguna mutacion conocida, la posibilidad de
detectar nuevas mutaciones en los genes asociados a la enfermedad que puedan ser
validadas y usadas en el futuro como nuevas mutaciones diagndsticas

3.cuando el paciente no presente ninguna mutacion en ningin gen conocido
asociado a la enfermedad, la posibilidad de detectar mutaciones potencialmente
causantes de la misma en otros genes funcionalmente relacionados.

Cuando no se pueda detectar la causa genética de la enfermedad, habra que recurrir
a la secuenciacion de exoma completo con el objetivo de caracterizar el gen causante.

El andlisis de los datos que se generen por NGS de zonas exdnicas y regiones
adyacentes, permitird establecer aquellos loci relacionados con las patologias
estudiadas y establecer modelos de susceptibilidad génica.

La NGS se ha empezado a aplicar con un gran éxito en el descubrimiento de genes
de enfermedades mendelianas y en céancer, y es la herramienta ideal para hacer realidad
las promesas de la medicina personalizada. Ademds del procesamiento de datos, la
interpretacion de los resultados de secuenciacion requerird una nueva caracterizacion de
la variacion gendmica presente en las regiones analizadas. Otras cuestiones clave que
necesitaran ser respondidas en esta transicion incluirdn la complejidad de los procesos
técnicos, la robustez, la precision y el coste.

Medicina Computacional y Bioinformatica Clinica

Desde el punto de vista bioinformatico, el volumen de datos generado por este tipo
de aproximacion gendémica es de una magnitud incomparable a cualquier proyecto de
secuenciacion convencional, incluido el Proyecto Genoma Humano. Una idea del
volumen de datos que se produce lo da el hecho de que 10 secuenciadores a pleno
rendimiento secuenciarian en una sola semana tantos nucleotidos como habia
almacenados en las bases de datos EMBL o Genbank hasta 2006. En otras palabras, sdlo
una semana de trabajo de este numero de equipos equivalen al esfuerzo combinado de
toda la secuenciacion convencional hasta el afio 2006.

Obviamente el manejo de este volumen de datos presenta nuevos retos desde el
punto de vista de su procesamiento y almacenamiento. El andlisis primario de los datos
necesita de herramientas bioinformaticas que puedan procesar este gran volumen de
datos en una escala de tiempo razonable. Igualmente el almacenamiento y manejo de
ficheros de gran tamaiio (cientos de GB) supone un desafio, necesitandose para ello
software especifico asi como hardware “ad-hoc”.

Un desafio aun mayor lo constituye el analisis secundario de los datos generados en
este tipo de trabajo, mediante el cual se pretende detectar de forma comparativa aquellos
cambios de secuencia nucleotidica responsables de wun determinado cuadro
clinico/fenotipo, es decir detectar de forma especifica el gen y la mutacion causal de
una determinada patologia de base genética para la que no se conozca su causa.

Por otra parte, es bien sabido que los genes no actlian aislados, sino que lo hacen de
una manera conjunta mediante la formacién de complejos moleculares o bien participan
en una misma ruta de sefalizacion celular o ciclo metabdlico. La identificacion y
comparacion de estas “redes” de genes son las que van a permitir descubrir el proceso o
la funcidn responsable del fenotipo donde habré varios genes diferentes implicados. La
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modelizacion matematica y bioinformatica de estas redes de interaccion permite
entender las bases de la funcion celular y, consecuentemente, de los fallos en esta, que
generaran la condicion de enfermedad. Esta modelizacion permite comprender las bases
de los mecanismos de enfermedad y es fundamental para el disefio de los sistemas de
captura avanzados.

En muchas patologias que presentan fenotipos o cuadros clinicos similares, los
genes responsables de las mismas pueden ser diferentes. Si se lleva a cabo un estudio de
varios individuos con una de estas patologias, la simple comparacion de las variaciones
génicas para buscar mutaciones coincidentes en un mismo gen no es productiva, puesto
que son varios genes los responsables del fenotipo. Es necesario ir mas alla de la
busqueda de un simple gen. Para la implementacion de una metodologia que permita el
analisis conjunto de redes de genes, se pueden utilizar una serie de herramientas
bioinformaticas ttiles, como son los algoritmos de Pathway-Based Analysis (PBA)y de
Network Analysis (Wang y cols., 2007). En los algoritmos de PBA se usa como
informacion de partida las definiciones de clases funcionales de Gene Ontology (GO),
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGQG) y Biocarta, y para los network
analyses se parte de informacion sobre el interactoma y sobre la red regulatoria. Se usa
también la informacion sobre genes de la enfermedad conocidos para relacionar a los
candidatos con ellos. Esta tarea requiere no s6lo de potencia de calculo para los tests,
sino también de almacenamiento, para las bases de datos de conocimiento y mucha
programacion de interfaz grafico para facilitar la interpretacion de los resultados.

Situacion de la Investigacion en Genética Clinica y Medicina
Genomica en Espaiia

En Abril de 2002 se publico la primera convocatoria de ayudas para el desarrollo
de Redes Tematicas de Investigacion Cooperativa en Salud (RETICS), que dio lugar a
proyectos de cooperacion en el ambito de la genética clinica y las enfermedades raras.
La convocatoria de creacion de Redes Tematicas de Investigacion Cooperativa a través
del Instituto de Salud Carlos III, permitid la creacion de dos Redes de Centros en el area
tematica de Genética: RECGEN e INERGEN. Ambas Redes fueron desarrollando sus
objetivos y planes estratégicos, encaminados a mejorar la eficacia del diagnostico y
tratamiento de las enfermedades genéticas, coordinar y validar el diagnodstico de
laboratorio, potenciar la investigacién integrada y traslacional, establecer la
epidemiologia de las enfermedades poco frecuentes y establecer programas formativos.

En noviembre de 2006, se constituyd en Espafia el Centro de Investigacion
Biomédica en Red de Enfermedades Raras (CIBERER), uno de los nueve consorcios
establecidos por iniciativa del Instituto de Salud Carlos III con el fin de coordinar y
potenciar la investigacion sobre las enfermedades raras en Espana y del cual formamos
parte. Sus origenes se encuentran en las Redes de Investigacion de centros y grupos del
ISCIII cuya tematica se relacionaba con enfermedades raras. El CIBERER es un centro
orientado al desarrollo y la aplicacion de la investigacion cooperativa, la realizacion de
investigacion basica, clinica y traslacional en el campo de la biomedicina, con especial
énfasis en la transferencia de la investigacion desde el laboratorio a la cabecera del
paciente. Esta red actia como un consorcio publico de 29 instituciones, contando con
mas de 700 profesionales que integran 60 grupos de investigacion, estando financiada
principalmente por el Instituto de Salud Carlos III.
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Los objetivos del CIBERER son:

1) mejorar los recursos disponibles para la investigacion de enfermedades raras y
medicamentos huérfanos;

2) promover la integracion entre grupos de investigacion biomédica basica y
clinica;

3) desarrollar proyectos de cooperacion en investigacion que permitan la
exploracion de nuevas hipotesis cientificas y desarrollos tecnoldgicos;

4) demostrar el valor de la investigacion en enfermedades raras, y

5) establecer iniciativas de colaboraciéon con la industria farmacéutica y
biotecnologica.

El 1 de febrero de 2013 se aprobo por el Consejo de Ministros el Plan Estatal de
Investigacion Cientifica, Técnica y de Innovaciéon 2013-2016, que representa el
instrumento destinado a desarrollar y financiar las actuaciones de la Administracion
General del Estado en materia de [+D+i, para permitir la consecucion de los objetivos y
prioridades incluidos en la Estrategia Espafiola de Ciencia, Tecnologia e Innovacion
2013-2020.

El Plan Estatal determina como una de sus actuaciones programaticas la Accion
Estratégica en Salud 2013-2016 (AES) que tiene como principio fomentar la salud y el
bienestar de los ciudadanos, y se estructura como un espacio de interaccion, en el que se
vertebran un conjunto de actuaciones instrumentales sinérgicas y complementarias,
cuyos resultados han de contribuir a que el SNS se consolide como un referente mundial
en cuanto a sus capacidades cientificas, tecnologicas y de innovacion. Contribuye, de
esta manera a adaptarse a Europa, preparandose para el que seria el 8° Programa Marco,
que en esta ocasion ha pasado a denominarse Horizonte 2020.

En las convocatorias correspondientes de concesion de ayudas de la AES, en el
marco del Plan Nacional de I+D-+1 2008-2011, asi como en el marco del Plan Estatal de
Investigacion Cientifica, Técnica y de Innovacion 2013-2016, las enfermedades raras se
han contemplado de una manera explicita como una de las lineas prioritarias.

Situacion Internacional de la Investigacion en Genética Clinica y
Medicina Genomica

Cuando el consorcio publico internacional y el proyecto privado, liderado por la
empresa estadounidense PE Celera Genomics, anunciaron conjuntamente en el afio
2000 el primer borrador de la secuencia completa del genoma humano, se culminaba el
Proyecto Genoma Humano, la gran apuesta de los EE.UU (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001; Venter y cols., 2001). Patrocinado e impulsado
inicialmente por el Departamento de Energia a finales de los 80 y dotado con 3.000
millones de dolares. La contribucion internacional y el avance del conocimiento en
Genética Humana fueron clave, ya que impulsaron el desarrollo de las tecnologias de
andlisis gendmico y citogenética molecular, la bioinformatica y el acceso a la
informacion “on line”, junto al avance del conocimiento derivado de la obtencion y
desarrollo de los mapas genéticos y la identificacion de nuevos genes. Investigacion,
desarrollo e innovacion sin los que no hubiera sido posible completar el Proyecto
Genoma Humano en 2000.
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Desde entonces, EE.UU. sigue destinando gran parte de los fondos publicos a la
financiacion de proyectos de investigacion en el campo de la genética y la gendmica; de
hecho, los NIH de EE.UU., siguen englobando a la gendémica como una de las areas
clave entre sus prioridades de inversion.

Conscientes de la repercusion de estas iniciativas, Europa apostd por la
investigacion en este campo en el VI Programa Marco (2002-2006), estableciendo un
programa especifico de Ciencias biologicas, genomica y biotecnologia aplicadas a la
salud. El presupuesto destinado a este programa fue de 2.255 millones de euros

De esta forma, el VI Programa Marco pretendia integrar la investigacion gendmica
y postgenomica dentro de los enfoques biomédicos y biotecnoldgicos para el
diagnostico y tratamiento de las enfermedades raras, incluyendo los aspectos de
“Gendmica avanzada y su aplicacion en el area de la Salud”.

En particular “Aplicacion del conocimiento y de las tecnologias al campo de la
gendmica y la biotecnologia para la salud”, dado que la investigacion y el desarrollo de
nuevas herramientas diagndsticas y terapéuticas son algunos de sus posibles resultados.
En particular bajo el epigrafe “Combatiendo las principales enfermedades”, “Abordaje
gendémico del conocimiento médico y de la tecnologia orientados a la aplicacion”,
seccion “combatiendo enfermedades raras”.

El proyecto ERA-Net (European Research Action Networks), dedicado a
enfermedades raras y financiado por la Comision Europea dentro del 6PM, fomento las
actividades conjuntas y transnacionales. Dentro del mismo, E-Rare (European Research
Programmes on Rare Diseases) es una Red constituida por nueve Estados Miembros
incluyendo instituciones publicas, Ministerios y organizaciones gestoras de
investigacion, responsables del desarrollo y gestion de programas de investigacion
nacionales o regionales en enfermedades raras. Su objetivo es sentar las bases para la
cooperacion continua y duradera entre socios de los Estados Miembros de forma que se
logre superar la fragmentacion de la investigacion sobre enfermedades raras y se
potencie el caracter multidisciplinar de la misma.

En el VII Programa Marco (7PM, 2007-2013) Europa volvidé a apostar por las
investigaciones en materia de salud, haciendo hincapié en la investigacion traslacional,
la elaboracion y validacion de nuevas terapias, la comunicacion de los resultados de las
investigaciones, y el establecimiento de métodos de promocion de la salud y de
prevencion y de lucha contra la propagacion de enfermedades, asi como de instrumentos
y tecnologias de diagndstico y de sistemas de asistencia sanitaria sostenibles y eficaces
(salud infantil y envejecimiento demografico). En este caso, el presupuesto asignado a
este ambito tematico se elevd a 6.100 millones de euros.

En el 7PM, Mediante la continuidad del E-Rare-1 con el ERare-2, se ha promovido
asi la cooperacion transnacional. En concreto, la investigacion se centra en la evolucion
natural y fisiopatologia de las enfermedades y en el desarrollo de estrategias de
prevencion, medios diagndsticos y terapéuticos.

Los grupos de investigacion espafioles participan en proyectos financiados por el
7PM, desde la DG RESEARCH (Directorate General for Research and Innovation,
mediante los programas COOPERATION, CAPACITIES vy las acciones COST, entre
las que destaca la convocatoria ya mencionada; Era-NET (E-Rare-1 y ERare-2). Asi
como en proyectos financiados desde la DG SANCO (Directorate- General for Health
and Consumers); EUCERD Joint Action, E-IMD, EPIRARE, EURO-WABB,
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ORPHANET Joint Action, EUROCAT, BURQOL-RD, RDPortal2, ENERCA 3,
CARE-NMD o E-HOD, entre otros.

Asimismo, es necesario destacar la puesta en marcha del “International Rare
Diseases Research Consortium” (IRDiRC), iniciativa promovida por el Consejo de
Europa y por Estados Unidos para conseguir de aqui a 2020, 200 nuevas estrategias
terapéuticas, innovaciones diagndsticas y una base de datos global en base a los
registros estatales. El Instituto de Salud Carlos III es miembro fundador del Consorcio.
El IRDiRC insta a los miembros fundadores, a través de sus agencias de financiacion a
constituir una cartera de proyectos alineados con sus metas estratégicas.
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Enfermedades Raras

Segun la definicion de la Union Europea, las enfermedades raras, minoritarias,
huérfanas o enfermedades poco frecuentes son aquellas enfermedades con riesgo de
muerte o de invalidez cronica que tienen una prevalencia igual o menor de 5 casos por
cada 10.000 habitantes. Esta definicion fue la adoptada por el ‘Programa de Accion
Comunitaria sobre Enfermedades Raras 1999-2003 y es utilizada también por la
European Medicines Agency (EMEA) para la declaracion de medicamentos huérfanos,
asi como por varios estados miembros (Alemania, Francia, Italia, Paises Bajos y
Espafia).

En los paises de nuestro entorno las enfermedades raras de base genética tienen un
gran impacto sobre la seguridad reproductiva, constituyen un importante componente de
la morbimortalidad perinatal e infantil y de la morbimortalidad en la edad adulta,
contribuyen de manera muy importante a la incidencia y prevalencia de anomalias
congénitas, significan mas del 5% de la carga de enfermedad, afectan al 2% de los
recién nacidos vivos y representan entre el 30% y el 50% de los ingresos pediatricos.

Las enfermedades raras son cronicas y con frecuencia progresivas y degenerativas.
Entre el 50% y el 75% de ellas afectan a la infancia y un 30% de los pacientes mueren
antes de los 5 afios. Las enfermedades raras tienen una causa genética en mas del 80%
de los casos, afectan a la seguridad reproductiva, son en general discapacitantes,
comprometiendo la calidad de vida de las personas que las sufren, y sélo el 5% tienen
actualmente algun tratamiento efectivo. Por dichas razones provocan un gran impacto
negativo en los pacientes y en las familias que las sufren.

Aunque es dificil precisar el nimero de enfermedades raras (ER), se estima que
podria oscilar entre 6.000 y 8.000, aunque tan solo unas 100 se acercan a las cifras de
prevalencia que se establecen como limite para considerar una enfermedad como rara
(Orphanet). Aunque se trata de enfermedades poco frecuentes de forma aislada, en su
conjunto son importantes ya que afectan a un 6-8% de la poblacion de paises
desarrollados, y en conjunto afectan a alrededor de 25 millones de individuos en los
Estados Unidos, unos 30 millones en la Uniéon Europea y a mas de 300 millones de
personas en todo el mundo. En nuestro pais, una enfermedad para ser considerada como
rara no debe afectar a mas de 24.000 personas, aunque en su conjunto unos 3 millones
de ciudadanos espafioles se ven afectados por alguna de ellas.

A pesar de constituir un grupo muy heterogéneo de entidades clinicas, las
enfermedades raras comparten algunas caracteristicas:

- En general, son enfermedades de base genética, que habitualmente se inician en
la edad pediétrica.

- Tienen carécter cronico, en muchas ocasiones progresivo, contando con una
elevada morbi-mortalidad y alto grado de discapacidad.

- Son de gran complejidad etiologica, diagndstica y prondstica.

- Requieren un manejo y seguimiento multidisciplinar.

De sus caracteristicas se derivan los principales problemas a los que se enfrentan:
el desconocimiento y la desinformacion de los profesionales, la ausencia de terapias y la
escasa disponibilidad de medicamentos, ya que suponen un elevado coste social y una
escasa rentabilidad teodrica para los sistemas sanitarios. Respecto al tltimo punto, los
datos nos dicen otra cosa. En el Reino Unido, el tratamiento y la atencion sanitaria de
los pacientes que padecen estos trastornos suponen un gasto para los servicios sanitarios
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y sociales de mas de 2 billones de libras anuales. En Andalucia, la informacién
disponible sobre morbilidad obtenida a partir de la explotacion de los datos del
Conjunto Minimo Bésico de Datos al Alta Hospitalaria de Andalucia (CMBDA) puede
ayudarnos a realizar una aproximacion a la situacién de las enfermedades raras. En el
periodo 1999-2004 se han ingresado en los hospitales publicos de la comunidad una
media anual de 23.495 casos, lo que se corresponderia con una tasa media interanual de
31,73 casos por 10.000 habitantes. Debe destacarse especialmente que el nimero de
casos atendidos crece anualmente, pasando de 21.451 en 1999 a 26.257 en 2004. En el
periodo estudiado se han producido 65.304 altas por enfermedades raras con un total de
656.654 dias de hospitalizacidon por estas causas, si consideramos solo el diagnostico
principal. Estas altas y estancias por enfermedades raras representan el 1,92% y el
2,49% respectivamente del total de altas y estancias recogidas en el CMBDA. Si
consideramos las enfermedades raras en cualquier posicion diagnostica son 178.740
altas (el 5,27% de las altas del CMBDA) y 2.069.824 dias de estancia (el 7,85% de las
estancias del CMBDA).

Las enfermedades raras de base genética constituyen un conjunto de patologias
muy diversas. La complejidad, heterogeneidad clinica y genética hace dificil clasificar
de forma estricta estas enfermedades, aunque los principales grupos incluirian:

- Anomalias cromosdmicas que ocasionan anomalias congénitas y/o retraso
mental.

- Trastornos monogénicos, que siguen una herencia mendeliana, como la fibrosis
quistica, atrofia muscular espinal, enfermedad de Huntington, enfermedades
metabolicas hereditarias, trastornos neurosensoriales como hipoacusias y
distrofias de retina, entre otros.

- Canceres hereditarios y sindromes que predisponen al desarrollo de
determinados tipos de cancer hereditario, como el cancer medular de tiroides,
colorrectal o de mama.

- Anomalias congénitas y del desarrollo como la enfermedad de Hirschsprung.

- Problemas de aprendizaje y trastornos de atencion e hiperactividad.

- Patologia mitocondrial.

Para abordar el problema de las enfermedades raras es preciso un planteamiento
global con el objetivo de prevenir la morbilidad significativa y evitar la mortalidad
prematura, asi como mejorar la calidad de vida o el potencial socioeconémico de las
personas.

No en vano, en las conclusiones de la Comunicacion de 11 de noviembre de 2008
se impulsa un planteamiento estratégico europeo sobre las enfermedades raras. En esta
perspectiva, el Consejo insta a los Estados miembros a:

- Elaborar estrategias y planes de accién nacionales con el fin de garantizar el
acceso universal y la calidad de la asistencia sanitaria.

- Adoptar una definicion europea de enfermedades raras para facilitar sus
referencias y codificacion en los sistemas de asistencia médica y de reembolso.

- Identificar las prioridades de investigacion y los proyectos en curso,
especialmente en relacidon con la investigacion basica, clinica y traslacional, y
permitir que los pacientes se beneficien de los nuevos avances terapéuticos.

- Promover el desarrollo de centros especializados nacionales y regionales, de
asistencia transfronteriza y de redes de expertos.

- Adoptar métodos comunes en materia de cribado, tratamiento y seguimiento de
las técnicas terapéuticas.
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- Apoyar la actividad de las asociaciones de padres.
- Garantizar la viabilidad de las infraestructuras de investigacion a escala nacional
y europea.

En Espafia este planteamiento se desarrolla mediante la Estrategia en Enfermedades
Raras del Sistema Nacional de Salud (Ministerio de Sanidad y Politica Social, 2014)
que presenta 7 grandes lineas estratégicas de actuacion :

1. Informacion sobre las enfermedades raras
2. Prevencion y deteccion precoz

3. Atencion sanitaria

4. Terapias

5. Atencion sociosanitaria

6. Investigacion

7. Formacion

Las lineas estratégicas se despliegan en objetivos generales que a continuacion se
detallan:

1.Habilitar la informacion sobre los recursos disponibles para la atencion a las
personas con enfermedades raras y sus familias.

2.0btener la informacion epidemioldgica necesaria que permita el desarrollo de
politicas sociales, sanitarias y de investigacion.

3.Reducir la incidencia de aquellas enfermedades raras susceptibles de beneficiarse
de programas de prevencion primaria.

4.Mejorar el diagnostico prenatal de las enfermedades raras.

5.Mejorar los programas de cribado neonatal de enfermedades raras en el SNS.

6.Mejorar el acceso a pruebas diagndsticas y al consejo genético.

7.Agilizar el diagnostico de sospecha de enfermedad rara en el ambito de la
Atencion Primaria.

8.Mejorar la atencidn sanitaria que reciben los pacientes con una enfermedad rara,
con el objetivo de que sea integral, continuada y coordinada entre los niveles
asistenciales.

9.Potenciar la rehabilitacion integral para las personas afectadas por una
enfermedad rara, con el fin de optimizar, conservar y/o asegurar sus capacidades
residuales.

10.Garantizar la atencidon psicoldgica a las personas afectadas de enfermedades
raras y sus familiares.

11.Garantizar la accesibilidad en tiempo y forma de los medicamentos huérfanos
necesarios para el tratamiento de las enfermedades raras en todo el territorio nacional.

12.Potenciar la investigacion y el desarrollo de medicamentos huérfanos y
tratamientos de alta complejidad.

13.Fomentar el acceso seguro de las personas afectadas por enfermedades raras a
terapias avanzadas.

14.Coordinar los distintos organismos e instituciones involucradas en la atencion
de las enfermedades raras.

15.Potenciar la integracion social, para mejorar la calidad de vida de las personas
afectadas por una enfermedad rara y sus familiares.

23



16.Fomentar las campafias de sensibilizacion hacia las enfermedades raras.

17.Potenciar el apoyo al asociacionismo y voluntariado.

18.Garantizar la atencion integral a menores de tres afios con una enfermedad rara
en situacion de dependencia o en riesgo de padecerla.

19.Apoyar las iniciativas en la investigacion epidemioldgica, clinica, basica y
traslacional sobre enfermedades raras.

20.Mantener y mejorar las estructuras y los instrumentos necesarios para el
desarrollo de la investigacion en enfermedades raras.

21.Aumentar el conocimiento sobre las enfermedades raras en la formacion de
grado de las carreras de ciencias de la salud y ciencias sociales.

22 Profundizar en la nocién y manejo de las enfermedades raras en la formacion de
posgrado.

23.Fomentar la formacion continuada relacionada con las enfermedades raras en la
Atencion Primaria y Atencion Hospitalaria.

24 Realizar programas de formacion dirigidos a asociaciones, a los familiares y a
las personas afectadas en materia de cuidados y autocuidados, asi como en prevencion
de las situaciones de dependencia.

Los grandes avances que han tenido lugar en los ultimos afios en el campo de la
investigacion gendmica permiten que enmarquemos hoy la investigacion y la practica
clinica relativa a Enfermedades Raras en el ambito de la Medicina Personalizada. Tanto
las Enfermedades Raras como el nuevo paradigma de Medicina Personalizada estdn
entre los objetivos estratégicos de los planes de Investigacion, Desarrollo e Innovacion a
nivel autonémico, nacional, europeo e internacional.

Asi, la aproximacion genodmica, la investigacion biomédica, la gestion del
conocimiento y la innovacion clinica han confluido en la genética clinica y en la
medicina gendmica. Ambas fundamento en la aproximacion a las enfermedades raras y
la medicina personalizada. Y a su vez, objetivos estratégicos importantes de los
diferentes sistemas publicos de salud de la Union Europea y una de las prioridades de la
Comision Europea y el Consejo de Europa.
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Enfermedad de Hirschsprung

Uno de los principales retos en el campo de la investigacion en Genética Clinica y
Medicina Genomica es el llegar a diseccionar completamente las bases moleculares de
enfermedades genéticas complejas, ya que tendria un gran impacto en el tratamiento,
seguimiento y prondstico de los pacientes. Sin embargo, la identificacion del conjunto
de los mecanismos moleculares que dan lugar a una enfermedad de estas caracteristicas
es extraordinariamente complicada. Histoéricamente, se han ido llevando a cabo distintos
abordajes para la identificacion de genes implicados en este tipo de patologias no
monogénicas. Esa actividad es la que ha centrado nuestro trabajo en la linea de
investigacion de nuestro grupo sobre la enfermedad de Hirschsprung.

La enfermedad de Hirschsprung (HSCR, OMIM: 142623), o megacolon
aganglionico, es una patologia congénita que se caracteriza por la ausencia de células
ganglionares en los plexos submucoso y mientérico (plexos de Meissner y Auerbach,
respectivamente) en una porcion variable del intestino grueso, constituyendo la forma
mas comun de obstruccion intestinal funcional en recién nacidos y nifios. En 1888, el
pediatra danés Harald Hirschsprung describidé por primera vez este trastorno en dos
nifios varones no emparentados, que fueron tratados hasta los 7 y 11 meses por
estrefiimiento severo y distension abdominal, dando lugar a megacolon congénito. Sin
embargo, no fue hasta los anos 40 cuando los estudios histologicos revelaron la ausencia
de células ganglionares en la parte dilatada del colon descendente. HSCR se considera
un fallo en la migracion, proliferacion, diferenciacion y/o supervivencia de las células
de la cresta neural que tiene lugar entre la quinta y la duodécima semana de gestacion
durante el desarrollo del sistema nervioso entérico (SNE) (Hirschsprung, 1888;
Chakravarti y Lyonnet, 2001).

La clasificacion de HSCR se realiza en funcién de la longitud del segmento
aganglionico (Figura 1). El limite inferior constante es el esfinter anal interno, y los
pacientes se pueden clasificar como HSCR de segmento corto (S-HSCR: 80% de los
casos) cuando el segmento aganglionico no se prolonga mas alld del sigmoides superior,
y HSCR de segmento largo (L-HSCR: 20% de los casos) cuando la aganglionosis se
extiende por encima del plexo esplénico. Una variedad menos comin de HSCR es la
aganglionosis total del colon (TCA, entre el 3% y el 8% de los casos), en la que la
totalidad del colon y la porcion terminal del ileon se ven afectada. Asimismo, existen
otras tres variantes poco comunes de HSCR: (1) aganglionosis total del intestino,
cuando la aganglionosis se extiende a lo largo de todo el intestino; (2) variedad de
segmento ultracorto, en la que la porcion aganglionica ocupa el recto distal, por debajo
del suelo pélvico y el ano, de manera proxima a la zona agangliénica normal; (3)
aganglionosis de segmentos salteados, un trastorno controvertido en el que aparecen
partes ganglionicas entre zonas aganglionicas.

Se estima que la incidencia de HSCR es de 1 por cada 5000 nacidos vivos. No
obstante, la incidencia varia de forma considerable dependiendo de la poblacion
analizada (1,0; 1,5; 2,1; y 2,8 por cada 10 000 nacidos vivos de origen hispano,
caucasico-americano, afroamericano y asiatico, respectivamente). La aparicién de S-
HSCR es mucho més frecuente que la de L-HSCR (80% y 20%, respectivamente).
Existe un sesgo de sexo con un claro predominio de varones afectos y una tasa de
hombres y mujeres de 4/1. Curiosamente, la proporcion hombre-mujer resulta
significativamente mayor en la variedad S-HSCR (4,2 — 4,4) que en la L-HSCR (1,2 —
1,9) (Passarge, 1967; Badner y cols, 1990).
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Figura 1. Esquema del intestino grueso con las distintas regiones anatémicas indicadas,
mostrandose las diferencias entre intestino normal e intestino de un paciente HSCR.

Normalmente, HSCR aparece de forma esporddica, aunque también pueden
encontrarse casos familiares en los que se observan patrones de herencia autosémicos
dominantes y recesivos, con penetrancia y expresion variables. En el 70% de los casos
HSCR tiene lugar como un rasgo aislado sin otras manifestaciones clinicas adicionales,
mientras que en el 30% restante, se asocia con otros sindromes malformativos
congénitos (Amiel y cols., 2008).

Genética molecular de HSCR

HSCR tiene una etiologia genética compleja con varios genes asociados a formas
aisladas o sindromicas. Estos genes codifican para receptores, ligandos (en especial, los
que participan en las vias de transduccion de sefiales de RET y EDNRB), factores de
transcripcion u otros elementos de la célula involucrados normalmente en el desarrollo y
la migracion de las células de la cresta neural que dan origen al SNE (Figura 2,
Tabla 1). No obstante, el protooncogén RET es el principal gen de susceptibilidad para
HSCR (Borrego y cols, 2013a; Borrego y cols, 2013b; Alves y cols., 2013).
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Figura 2. Principales rutas de sefializacion clave en el desarrollo del SNE.
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Tabla 1. Genes asociados a la aparicion del fenotipo HSCR.

Gen ;‘;::::::z;i?cl; Fenotipo Herencia Modelo Murino
HSCR/ Dominante,
RET 10ql11.2 penetrancia incompleta ATI, agenesia renal
HSCR-MEN2/FMTC Dominante
GDNF 5pl13.2 HSCR Dominante, baja ATI, agenesia renal
penetrancia
NRTN 19013 3 HSCR Dominante, baja Déficit moderado de
P2 penetrancia neuronas entéricas
PSPN 19p13.3 HSCR Dominante, baja i
penetrancia
GFRAI 10q25.3 HSCR Dominante, baja ATI, agenesia renal
penetrancia
EDNRB 13q22.3 SW4/HSCR Recesivo/ Dominante | *8208lionosis, piel con
manchas
EDN3 20q13.32 SW4/HSCR Recesivo/ Dominante | gnglionosis, piel con
manchas
HSCR con defectos cardiacos, Acanelionosis. miel con
anomalias craneofaciales y . £anglionosis, pict co
ECEI 1p36.12 . - . : Dominante manchas, defectos
disfuncion del sistema nervioso .
Autonomo craneofaciales
SOX10 22q13.1 SW4/HSCR Dominante Aganglionosis, coat
spotting
ATI, carencia de sistema
PHOX2B 4p12 CCHS/Neuroblastoma+HSCR Dominante nervioso autonomo,
anomalias respiratorias
NTF3 1201331 HSCR Dominante, baja Reducido numero de
Pl penetrancia neuronas entéricas
NTRK3 150253 HSCR Dominante, baja Reducido nimero de
4= penetrancia neuronas entéricas
PROKRI |  2pl4-pl33 HSCR Dominante, baja .
penetrancia
Dominante. baia Hipoplasia del bulbo
PROKR?2 20p12.3 HSCR - 24 olfatorio y sistema
penetrancia .
reproductivo
PROKI 1p13.3 HSCR Dominante, baja i
penetrancia
Déficit de la inervacion
Dominante, baja cardidca simpatica y
SEMA3A Tpl21 HSCR penetrancia malformacion de los
ganglios estrellados
NRG1 8p12 HSCR Dominante, baja Defecto cardidco letal
penetrancia
ZFHXIB 2q22.3 SMW Dominante Letal durante la
gastrulacion
KIAA1279 10g22.1 SGS Recesivo -
LICAM Xq28 ESpeCtrigssés/ MASA Ligado al X Hidrocefalia
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Ruta de seiializacion de RET

El protooncogén RET (REarranged during Transfection, OMIM +164761),
localizado en la region cromosodmica 10q11.2, codifica para un receptor transmembrana
con un dominio extracelular tipo cadherina, una region rica en cisteina y un dominio
intracelular tirosin-kinasa. Existen tres isoformas proteicas de RET generadas por
maduracion alternativa del extremo carboxi-terminal, y que difieren en el nimero de
aminoacidos de su secuencia: RET 9 (1072aa), RET 43 (1106aa) y RET51 (1114aa)..
Entre las dos isoformas mayoritarias (RET9 y RET51), RET9 resulta fundamental para
el desarrollo del SNE y del sistema excretor. RET es activado por ligandos de la familia
de factores neurotréficos derivados de la glia (ligandos de la familia de GDNF, o
GFLs), una familia de factores neurotréficos que comprende cuatro miembros con
aproximadamente un 40% de homologia entre ellos: GDNF, neurturina (NRTN),
artemina (ARTN), y persefina (PSPN) (Takahashi, 2001; Airaksinen y Saarma, 2002).
Los GFLs actian como homodimeros y activan RET a través de cuatro co-receptores
anclados a la membrana celular a través de un enlace glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) de
la familia de receptores o de GDNF (GFRa1-4) (Figura 3). Exhaustivos estudios in vitro
e in vivo sostienen que cada ligando tiene preferencia por un co-receptor GFRa
concreto, al cual se une con una mayor afinidad, y activa RET de la forma méas potente.
A pesar de que GFRo4 se haya considerado el Gnico co-receptor funcional de PSPN,
estudios recientes han demostrado la capacidad de este ligando para interactuar también
con GFRal. Segun esto, existe una clara interaccion entre los diferentes pares de
ligandos y co-receptores. La formacion de este complejo multimérico induce la
dimerizacion transitoria de RET, teniendo como resultado la autofosforilacion de
residuos tirosinicos especificos y desencadenando la activacion de un amplio espectro
de vias de senalizacion (Figura4). La activacion de RET resulta crucial para el
desarrollo del SNE, y se ha demostrado que tanto GDNF como NRTN favorecen la
supervivencia, proliferacion y diferenciacion de las neuronas entéricas (Taraviras y
cols., 1999). Los ratones que carecen de Ret, Gdnf o Gfral muestran un fenotipo
similar, presentando aganglionosis intestinal total debido probablemente a fallos en la
proliferacion, migracion y diferenciacion de los precursores entéricos de la cresta
neural, mientras que los ratones Nrtn-/- o Gfro2-/- muestran un fenotipo menos severo
con déficit moderado de neuronas entéricas (Schuchardt y cols., 1994; Moore y cols.,
1996; Heuckeroth y cols., 1999). Ademads, estudios recientes sugieren que la muerte
celular y no una migraciéon andémala de las células de la cresta neural es la causa
principal de la aganglionosis intestinal en ratones hipomorficos para Ret, reproduciendo
las caracteristicas fenotipicas de HSCR esporadico en humanos (Uesaka y Enomoto,
2010).
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Figura 3. Formacion del complejo multimérico de activacion de RET. Interacciones
entre los distintos ligandos, co-receptores GFRa y RET.

RET y HSCR

El papel de RET en enfermedades humanas fue descrito por primera vez al detectar
un reordenamiento de este gen a nivel somatico en los carcinomas papilares de tiroides
(PTC) (Grieco y cols., 1990). Todas las proteinas codificadas por los oncogenes
RET/PTC son proteinas quiméricas que se componen de la region terminal NH2 de
diferentes proteinas unidas al dominio catalitico de RET y poseen actividad constitutiva
tirosin-kinasa. La relevancia clinica de RET se acentué cuando se descubrid que
mutaciones de RET en linea germinal eran la causa del sindrome de neoplasia endocrina
multiple tipo 2 (MEN2) (Mulligan y cols., 1993). La coincidencia de MEN2A y HSCR
en algunas familias y el hallazgo de deleciones en 10ql1 en pacientes HSCR motivé la
busqueda del gen responsable de HSCR en esa region. Los andlisisis de ligamiento
utilizando marcadores del cromosoma 10 en familias multigeneracionales que
segregaban con la enfermedad con una herencia autosémica dominante y penetrancia
incompleta, revel6 la presencia de un locus de susceptibilidad para HSCR en la region
pericentromérica del cromosoma 10 (Martucciello y cols., 1992; Angrist y cols., 1993;
Lyonnet y cols., 1993). Ademads, la ausencia total de ganglios a lo largo del tracto
intestinal observada en ratones Ret-/- y la expresion de este gen en las células derivadas
de la cresta neural llevo a la identificacion definitiva de RET como el principal gen
implicado en la aparicion de HSCR.

29



Y/687 Q e > oarieE Motilidad e
O - A interacciones
Y752 STA =~ ' celulares
\‘ \\
v \
Y806 8 . .
Y809 JAK-STAT Fen¢>|tjp9 s NFkB
neoplasic
vaze O A ‘\‘ A
vees O : VT
r
1
Y900 ;! _.---% PI3K
Y905 GR - 2
7 /T~ ‘
W ~~ ’
Y928 STA ,,' R Proliferacion,
Y952 7 K b 2O diferenciacion
Y981 cSer  ___-- - PK i < _Y supervivencia
- » ’ e \\ Celular
vio15Q | PLC- s 2 v
Y1029 O SHC /I RAS/ERK1/2
FRS2. :\\\* »  sos ¥
Y1062 () —» ENIG NN e v
Diferenciacion 0 IRS12  --------< I » JNK
Estructura del an e mplmm =m0
citoesqueleto Egﬁ ———— -'\\— . e
-7
Yidsa GRB2 -
s T > Degradacion

Figura 4. Dominio tirosin-kinasa de RET: tirosinas susceptibles de fosforilacion,
union de moléculas adaptadoras y rutas de sefializacion celular.

El rastreo molecular de RET en distintas series de pacientes HSCR ha permitido
identificar mas de 100 mutaciones asociadas a este fenotipo. Estas mutaciones estan
distribuidas por todo el gen e incluyen grandes deleciones, microdeleciones, inserciones
y mutaciones puntuales con cambio de sentido, sin sentido o que afectan al proceso de
maduracion de ARN mensajero (ARNm). (Edery y cols., 1994; Romeo y cols., 1994;
Ruiz-Ferrer y cols., 2006; Nufiez-Torres y cols., 2011; The Human Gene Mutation
Database: http://www.hgmd.org/). No obstante, la variacion en el nimero de copias
(CNVs) de RET no es una causa molecular frecuente de la enfermedad de Hirschsprung
(Nunez-Torres y cols., 2009). A diferencia de MEN2, donde las mutaciones se
concentran preferentemente en una region, las mutaciones en RET identificadas en
HSCR se localizan a lo largo de todo el gen. Estudios bioquimicos han demostrado
distintas consecuencias funcionales: las mutaciones que afectan a la secuencia
codificante del dominio extracelular de RET, tienen como resultado un fallo en el
plegamiento y transporte de la proteina hasta la membrana plasmatica; las mutaciones
que afectan al dominio rico en cisteina de RET tienen como resultado la dimerizacion
covalente de la proteina y una reduccion de la localizacion de RET en la membrana
plasmatica; las mutaciones que afectan al dominio tirosin- kinasa de RET provocan la
pérdida o la alteracion de la actividad catalitica del receptor y las mutaciones que se
encuentran en el extremo C-terminal alteran sitios de unidon de proteinas adaptadoras vy,
por tanto, afectan a la sefializacion mediada por RET (Kashuk y cols., 2005). Mientras
que las mutaciones identificadas en MEN2 han demostrado tratarse de mutaciones
activadoras que provocan la dimerizacion constitutiva del receptor y su transformacion,
la haploinsuficiencia es el mecanismo mas probable para las mutaciones descritas en
HSCR (Santoro y cols., 1995; Pasini y cols., 1995).
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A pesar de los exhaustivos andlisis, las mutaciones en la secuencia codificante de
RET representan unicamente hasta el 50% de los casos familiares y entre el 7 y el 20%
de los casos esporadicos (Amiel y cols., 2008). No obstante, la implicacion de RET en la
etiopatogenia de HSCR ha estado respaldada principalmente por la existencia de un
haplotipo especifico, constituido por variantes comunes de RET, el cual parece
desempeifiar un papel fundamental en la mayoria de las formas esporadicas. El punto de
partida para la identificacion de este haplotipo fue el hallazgo por parte de nuestro grupo
de una familia en la que segregaban tanto HSCR como MEN2 y que portaba la
mutacion germinal C620S de RET. En esta familia, la expresion del fenotipo HSCR
parecia producirse Unicamente en presencia de la mutacion C620S junto con el
polimorfismo A45A (c.135G>A, rs1800858, exon 2) en homocigosis (Borrego y cols.,
1998; Fernandez y cols., 2003), lo cual llevé a analizar en mayor profundidad esta
variante comun, junto con otros 6 polimorfismos, en una serie de pacientes HSCR
esporadicos y en un grupo de controles sanos (Borrego y cols., 1999). Como resultado,
se detectd una sobrerrepresentacion de los polimorfismos de RET A45A y L769L
(c.2307T>G, rs1800861, exdn 13) en pacientes HSCR en comparacion con individuos
control. Estos hallazgos fueron confirmados de manera independiente en otras series de
pacientes HSCR de diferentes origenes geograficos. Se sugiri6 la posibilidad de que los
polimorfismos A45A y L769L pudieran actuar como alelos de baja penetrancia y/o
factores modificadores de la expresion del fenotipo, o incluso de que se encontrasen en
desequilibrio de ligamiento (LD) con una variante funcional desconocida (Borrego y
cols., 1999). Ademas, el analisis de los haplotipos formados por la combinacion de
7 SNPs en la secuencia codificante de RET corroboraron los resultados que obtuvimos
previamente (Borrego y cols., 2000). Dado que ningun ensayo funcional confirmo la
hipotesis de un efecto directo de A45A/L769L en la etiopatogenia de HSCR, la
existencia de un locus funcional en desequilibrio de ligamiento (LD) con ambas
variantes adquiri6 relevancia. De este modo, identificamos 3 nuevos SNPs en el
extremo 3’ del intron 1 de RET, asociados de manera significativa a HSCR y en
desequilibrio de ligamiento con A45A/L769L (Borrego y cols., 2003a). Estos resultados
sugerian la existencia de un locus fundador de baja penetrancia que proporcionaba
susceptibilidad a HSCR, ubicado en direccién 5” de estos marcadores y a una distancia
alrededor de las 20-30 kb del polimorfismo A45A. Por ello se continuo con el rastreo
mutacional sistematico a lo largo del intrén 1, exéon 1 y el promotor de RET,
revelandose un haplotipo especifico, asociado de forma clara al fenotipo HSCR
(Fernandez y cols., 2005; Garcia-Barcel6 y cols., 2005). El desequilibrio de ligamiento
de las variantes analizadas se mantuvo a lo largo de toda la region examinada hasta la
posicion -1249. El haplotipo ancestral asociado con HSCR se caracterizaba por la
presencia de dos SNPs especificos ubicados en las posiciones -5 y -1 desde el punto de
inicio de la transcripcion (-5 A>G, rs10900296 y —1 C>A, rs10900297). Mediante
ensayos con luciferasa se demostr6 que el haplotipo asociado a HSCR (AC) disminuye
la actividad del promotor de RET (Fernandez y cols., 2005). Analisis funcionales
posteriores demostraron que estos dos SNPs del promotor de RET asociados con HSCR
estaban localizados en el sitio de union para el factor de transcripcion NKX2.1
(anteriormente, TTF-1) (Garcia-Barceld y cols., 2005). El haplotipo AC reduce la
afinidad de union de TTF-1, y esto se traduce en una disminucién de la actividad del
promotor de RET. No obstante, se demostré que este efecto dependia de la linea celular
utilizada para el estudio y, por lo tanto, resulta dificil concluir si ambas variantes son
realmente las causantes. Otro aspecto que dificulta la interpretacion es el hecho de que
estas dos variantes se encuentren en una regiéon con un fuerte desequilibrio de
ligamiento, que podria ocultar las variantes funcionales reales.
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En base a estos hallazgos, se realiz6 un estudio para refinar la region de RET en
asociacion con la enfermedad, integrando los resultados con un andlisis gendmico
funcional comparativo para identificar los elementos conservados y funcionales. Se
logré identificar un dominio conservado con potencial funcién reguladora de la
transcripcion (“enhancer-like”) situado entre las kilobases 9 y 10 del intrén 1. Dentro de
este dominio, uno de los SNPs de RET asociado a HSCR (c.73+9277C>T, rs2435357)
ha mostrado ser un factor de susceptibilidad genético con una contribuciéon a la
aparicion de HSCR 20 veces mayor que las mutaciones codificantes de RE7. Nuevos
estudios apoyaron esta idea con ensayos de luciferasa y demostramos que la
region MCS+9.7, que contiene la variante asociada con la enfermedad (alelo T), redujo
la actividad del promotor al compararla con la secuencia silvestre (alelo C). Otros
estudios funcionales posteriores demostraron que la variante T interrumpe el punto de
union de SOX10 dentro de MCS+9.7, comprometiendo la transactivacion de RET
(Emison y cols., 2005; 2010). Curiosamente, la frecuencia del alelo T asociado a
enfermedad varia en funcion de la prevalencia de HSCR en varios grupos étnicos. El
alelo T tiene una frecuencia en controles entre el 20% y el 30% y una frecuencia en
afectos entre el 54% y el 62% en poblacion europea y una frecuencia en controles del
47% y una frecuencia en afectos del 88% en la poblacion china. La alta frecuencia del
alelo T en la poblacion control resalta, segiin se especula en el modelo oligogénico, el
papel clave de RET en la susceptibilidad a HSCR a pesar de su baja penetrancia. La
penetrancia del alelo T en HSCR depende de la dosis, mayor en hombres que en
mujeres y también mayor en pacientes con mutaciones codificantes en RET poco
frecuentes ( Emison y cols., 2010; Nufez-Torres y cols., 2011). Recientemente, un SNP
situado cerca del rs2435357 y en completo desequilibrio de ligamiento con ¢l
(c.73+9494A>C, 1s2506004) ha sido identificado como punto de union para
NXF/ARNT2 y SIM2-ARNT2 y modifica la expresion de RET, demostrando que puede
existir mas de un evento de este tipo que esté influyendo en la expresion de genes y en
ultima instancia en la aparicion del fenotipo HSCR (Sribudiani y cols., 2011). En
resumen, la combinacion de variantes comunes, como las localizadas en los dominios
“enhance-like”, y variantes poco frecuentes, como las mutaciones en secuencia
codificante de RET, contribuyen al riesgo de aparicion de HSCR y parece explicar
parcialmente la complejidad de la enfermedad. Ademas, hay un efecto de sexo que
afecta tanto a la transmisién como a la distribucion de mutaciones causantes de HSCR,
tanto comunes como codificantes raras. De este modo, observamos un origen parental
asimétrico para las mutaciones en las secuencias codificantes de RET con una mayor
herencia materna debido a una tasa reproductiva diferencial entre portadores masculinos
y femeninos (Jannot y cols., 2012). Por otro lado, también cabe destacar que los dos
SNPs G691S (c.2071G>A, 151799939, exon 11) y S904S (c.2712C>G, rs1800863,
exon 15), los cuales no estdn vinculados al mencionado «haplotipo de riesgo», se
encuentran sub-representados en los pacientes HSCR vs controles (Borrego y cols.,
1999). Finalmente, se ha observado una sub-representacion de la variante S836S
(c.2439 C>T, rs1800862, exon 14) en una serie de familias italianas con HSCR, lo cual
sugiere un efecto protector de esta variante ante la enfermedad. Se consiguieron
evidencias genéticas sobre el papel protector en la patogénesis de HSCR que desempena
el haplotipo de RET que contiene esta variante. Sin embargo, con posterioridad se
demostr6 que el efecto protector de este haplotipo provenia de una variante localizada
en laregion 3’ de RET (c*587T>C, rs3026785), la cual ralentiza el deterioro fisiologico
del ARNm de los transcriptos del gen (Griseri y cols., 2002; 2007). No obstante, este
fendémeno parece estar limitado a la poblacidn italiana, ya que no se encontré ninguna
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distribucion diferente de estas variantes que resultase significativa en otras series de
pacientes (Borrego y cols., 1999; 2000; 2003a; Fernandez y cols., 2009a).

Ligandos de la familia GDNF y sus co-receptores

La importancia de la ruta de sefializacion del RET durante el desarrollo del SNE y
el papel fundamental que desempefia este receptor en la patogenesis de HSCR sugieren
que los genes que codifican para sus ligandos y co-receptores podrian ser excelentes
candidatos como genes implicados en la aparicion de la enfermedad. Con respecto a los
genes que codifican para los co-receptores (GFRAI-4), no se han identificado
mutaciones en pacientes con HSCR, excepto en una familia en la que nuestro grupo
identificod una gran delecion en GFRAI (OMIM *601496) (Borrego y cols., 2003b;
Sanchez-Mejias y cols., 2010a). Sin embargo, con respecto a los genes que codifican
para los ligandos, mediante diferentes rastreos mutaciones realizados en pacientes
HSCR se han identificado varias mutaciones germinales en heterocigosis dentro de la
secuencia de GDNF (OMIM *600837) aunque, a menudo, en combinacion con
mutaciones en RET u otras alteraciones genéticas (Ruiz-Ferrer y cols., 2011a), lo cual
indica que tales mutaciones podrian no ser necesarias o suficientes para originar el
fenotipo. Analisis posteriores sobre la funcién de las mutaciones localizadas en GDNF
demostraron que no se producia ningtn efecto en la fosforilacion de RET, incluso en los
casos en los que se observé una reduccion en la afinidad de union a GFRal. Teniendo
en cuenta estos hallazgos, estas mutaciones podrian considerarse cambios genéticos con
un efecto modulador que podrian contribuir al desarrollo de la enfermedad a través de la
interaccion con otros locus de susceptibilidad.

Por otra parte, han sido descritas por nuestro grupo tres mutaciones en NRTN
(OMIM *602018), una en ARTN (OMIM *603886) y otra en PSPN (OMIM *602921)
(Ruiz-Ferrer y cols., 2011a). Realizamos estudios funcionales in vitro de estas
mutaciones que revelaron una disminucion del nivel de secrecidon del péptido procesado
correctamente para la variante R91C en PSPN y una menor activacion de RET por una
reduccion significativa de la autofosforilacion también para esta variante y la variante
F127L en NRTN, poniendo de manifiesto la implicacion de ambos genes en la aparicion
del fenotipo HSCR. Sin embargo, las variantes encontradas en los genes de los ligandos
de RET se comportan normalmente con penetrancia incompleta, dado que también las
portan miembros sanos de las familias. Esto encajaria completamente con el modelo
aditivo de herencia propuesto para HSCR, en el cual la expresion de la enfermedad
parece depender de la contribucion de diferentes combinaciones de genes actuando de
un modo aditivo o multiplicativo. Segin este modelo, estas variantes genéticas podrian
modular la penetrancia de las mutaciones localizadas en otros genes, o bien modificar la
expresion de la enfermedad en los individuos afectos. Estas variantes pueden contribuir
al fenotipo final actuando en combinaciéon con eventos mutacionales adicionales en
otros genes, como la variante del dominio “enhancer-like” del intrén 1 de RET, ya que
la mayoria de los pacientes han heredado estas variantes de diferentes progenitores.
Probablemente ninguna de estas mutaciones provoque la aparicion de HSCR de forma
independiente, pero la coincidencia de ambos episodios mutacionales en el mismo
paciente podria contribuir a la aparicion del fenotipo.
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Ruta de seiializacion de las Endotelinas

Una segunda ruta de sefializacion involucrada en HSCR es la del receptor de la
endotelina tipo B (EDNRB). EDNRB y EDNRA son receptores de membrana unidos a
proteina G que se encargan de la transduccion de sefales a través de las endotelinas
(EDNI, 2, 3). Las endotelinas se sintetizan como proteinas de mayor tamafio, y son
fragmentadas por dos metaloproteasas ligadas a membrana, las enzimas convertidoras
de endotelina (ECE1, 2), para producir un péptido activo. En intestinos de embriones de
raton Ednrb se expresa en las células migratorias derivadas de la cresta neural, mientras
que Edn3 se expresa principalmente en el intestino medio y en el tejido mesenquimal
del intestino posterior durante las primeras fases de migracion de las células entéricas
derivadas de la cresta neural, asi como a altos niveles en el ciego y el colon proximal
cuando las células entéricas derivadas de la cresta neural colonizan la region terminal de
los intestinos (Barlow y cols., 2003). Este patron de expresion sugiere que, con respecto
a la senalizacion de GDNF-RET, la sefializacion de EDN3-EDNRB juega un papel
importante en la migracion de las células entéricas derivadas de la cresta neural.
También se sugiere que EDN3-EDNRB intervienen en la proliferacion de las células, ya
que ratones con mutaciones en Edn3 cuentan con menor niumero de células progenitoras
en la cresta neural que el raton wt. Ademas, la diferenciacion celular es inhibida por la
sefializacion de EDN3-EDNRB. De forma conjunta, estos estudios han demostrado que
la senalizacion de EDN3-EDNRB resulta importante para la migracion y proliferacion
de las células entéricas derivadas de la cresta neural, asi como para manterlas en el
mismo estado de diferenciacion durante el desarrollo del SNE. Ademas, ratones End3-/-
, EdnrB-/- y Ecel-/- presentaban aganglionosis y alteraciones de pigmentacion (Hosoda
y cols., 1994; Baynash y cols., 1994; Yanagisawa y cols., 1998), similares a las
alteraciones fenotipicas detectadas en pacientes con el sindrome de Waardenburg-Shah
(SW4), un trastorno congénito que se caracteriza por pérdida auditiva y alteraciones de
pigmentacién debido a la proliferacion, supervivencia, migracion o diferenciacion
anomalas de los melanocitos de la cresta neural en combinacion con HSCR.

El papel critico que desempefia la ruta de sefializacion de la endotelina en HSCR se
demostrd a partir de estudios de asociacion realizados en una comunidad Menonita. La
existencia de multiples casos de HSCR aislados y SW4 en la comunidad facilito el
mapeo del segundo gen principal de susceptibilidad para HSCR en la region
cromosdmica 13q22, y se identific6 una mutacion en EDNRB (OMIM *131244)
(W276C, ¢.828G>T) (Puffenberger y cols., 1994a). No obstante, esta mutaciéon no
resultd6 ser ni completamente dominante ni completamente recesiva. La
mutacion W276C en homocigosis (CC) presentaba mayor penetrancia que en
heterocigosis (WC), y esta penetrancia era sexo dependiente. Los individuos
homocigotos (CC) mostraban caracteristicas de SW4, mientras que los heterocigotos
(WC) mostraban caracteristicas de HSCR aislado. Ademas, algunos miembros de la
familia sin mutaciones W279C eran afectos, lo cual implica la presencia de otros genes
de predisposicion en este grupo estrechamente relacionado. Posteriormente, el rastreo de
mutaciones en EDNRB realizado en pacientes con HSCR aislado y WS4 revelaron que
las mutaciones de EDNRB en homocigosis estaban asociadas con WS4 (Attie y cols.,
1995; Hofstra y cols., 1996), mientras que las mutaciones en heterocigosis se asociaban
con HSCR aislado (Sanchez-Mejias y cols., 2010b). Analisis funcionales de las
mutaciones de EDNRB mostraron una incorrecta activacion de la senalizacion
intracelular [118, 123, 124]. En conjunto, las mutaciones identificadas en EDNRB
representan solo el 5% del fenotipo HSCR aislado
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Los pacientes HSCR también fueron analizados para la deteccion de mutaciones en
EDN3 (OMIM *131242) y ECE-1 (OMIM *600423). Unicamente se identificé una
mutacion en heterozigosis en ECE-I en un paciente que presentaba HSCR en
combinacion con anomalias craneofaciales y cardiacas (R742C, ¢.2224C>T) (Hofstra
y cols., 1999). Se han descrito pocas mutaciones en EDN3 y, de manera excepcional, se
ha observado un comportamiento genético similar a las mutaciones de EDNRB. A este
respecto, la asociaciéon de mutaciones en homocigosis con SW4 y en heterocigosis con
HSCR aislado puede indicar que los melanocitos y los ganglios entéricos difieren en la
susceptibilidad a diferentes niveles de sefalizacion de EDNRB (McCallion y
Chakravarti, 2001). EDN3 se considera un raro gen asociado a susceptibilidad a HSCR,
ya que existe un numero limitado de pacientes con mutaciones puntuales en este gen, en
especial en las formas aisladas. Por otra parte, la evaluacion de EDN3 como gen
asociado a susceptibilidad a HSCR empleando polimorfismos nos reveld la asociacion
de un SNP (rs6064764) con la enfermedad. Los resultados obtenidos nos han sugerido
que este gen puede considerarse mas un gen de susceptibilidad a HSCR esporadico con
una baja penetrancia,, que un gen poco relevante para la enfermedad, tal y como se le
habia considerado hasta ahora (Sdnchez-Mejias y cols., 2010b).

Ruta de seiializacion de NTF-3/TRKC

El gen Neurotrofina 3 (NTF-3, OMIM *162660) codifica para una proteina de
257 amino4cidos miembro de wuna familia altamente conservada de factores
neurotroficos que son sintetizados como precursores y mediante digestion enzimatica se
convierten en las proteinas maduras homodiméricas que comparten al menos un 50% de
identidad de secuencia. La via de transduccion de senales de las neurotrofinas se inicia
con la unién al dominio extracelular del receptor tirosin- kinasa TRK. La union de las
neurotrofinas lleva a la activacion de los receptores TRK mediante dimerizacion, dando
como resultado la autofosforilacion de los residuos de tirosina intracelulares. Esto
desencadena los pasos posteriores de la cascada de transduccion de senales que
participan en la supervivencia o diferenciacion celular, entre otras funciones neuronales
(Arevalo y Wu, 2006). Cada receptor TRK tiene preferencia por una neurotrofina,
aunque a veces puede producirse reactividad cruzada. A este respecto, se ha demostrado
que las concentraciones fisiologicas de NTF-3 no activan la TRKA ni TRKB cuando
estos receptores son coexpresados en las células derivadas de la cresta neural. Por
consiguiente, parece que las sefiales mediadas por NTF-3 en las neuronas se transmiten
especificamente por la TRKC.

Varios estudios realizados en ratones han demostrado que NTF-3 es secretado por
células mesenquimales no derivadas de la cresta, favoreciendo el desarrollo y/o
supervivencia de las neuronas y glia de las células entéricas derivadas de la cresta neural
que expresan el receptor TrkC (Chalazonitis y cols., 1994; Chalazonitis, 2004). Ademas,
se ha demostrado que hay una pérdida neuronal en los plexos mientérico y submucoso
en aquellos ratones que carecian de NTF-3 o de su receptor TrkC y una hiperplasia
selectiva en el plexo mientérico en ratones que sobre-expresaban NTF-3. Por otra parte,
el analisis de la localizacion de las neurotrofinas y sus receptores en intestino humano
postnatal, tanto de individuos sanos como de pacientes HSCR, revel6 la ausencia de
NTF-3 en el colon agangliénico y una presencia reducida en el segmento transitorio
(Hoehner y cols., 1996). Por todo ello, la necesidad de la via de sefializacion NTF-
3/TrkC para el correcto desarrollo del SNE junto con las pruebas presentadas en los
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modelos murinos, nos llevaron al estudio de la posible implicacion de NTF-3 y
TRKC en la enfermedad de Hirschsprung.

Asi, nuestro grupo ha realizado el rastreo mutacional de los genes NTF-3 y NTRK3
(también conocido como TRKC, OMIM *191316) (Ruiz-Ferrer y cols., 2008; Fernandez
y cols., 2009b). Los hallazgos mas relevantes fueron la identificacion de una nueva
variante en la secuencia de NTF-3, G76R (c.226G>A), presente en 2 pacientes no
relacionados entre si y una variante nueva dentro del dominio tirosin-kinasa de NTRK3,
R645C (¢.1933 C>T), en una familia con dos hermanos afectos portadores también de
una mutacion en RET. En este sentido, parece que las mutaciones de RET y de NTRK3
actian juntas, resultando necesarias y suficientes para la aparicion de la enfermedad.
Curiosamente, la deteccion de una nueva mutacion de EDN3 en el paciente con
aganglionosis que se extiende al ileo, y no en su hermano afecto con fenotipo menos
severo, sugiere que el gen EDN3 actlia como factor modificador del fenotipo en esta
familia en particular, y que la acumulacion de variantes de los genes con predisposicion
a HSCR tiene un mayor impacto en la expresion de la enfermedad (Sanchez-Mejias y
cols., 2009). Por lo tanto, estos resultados determinan la importancia de la via de
senalizacion de NTF-3/NTRK3 en los trastornos del SNE y respalda el modelo aditivo
de herencia compleja propuesto previamente para la enfermedad de HSCR.

Ruta de seiializacion de las Prokineticinas

Las prokineticinas (PROK1 y PROK?2) pertenecen a la recientemente identificada
familia proteica AVIT, una familia de proteinas secretadas ricas en cisteina, que
comparten una secuencia amino terminal idéntica, crucial para el desempeiio de sus
funciones bioldgicas. Estas proteinas se unen y activan dos receptores de membrana
unidos a proteinas G estrechamente relacionados, PROKR1 y PROKR2, dando lugar a
la movilizacion intracelular de calcio, la estimulacion del recambio de fosfoinositol 3-
kinasa y la activacion de la via de sefializacion de la protein kinasa MAPK p44/p42. Las
prokineticinas fueron identificadas por primera vez en el tracto gastrointestinal como
potentes agentes que actuaban como mediadores de las contracciones de los musculos
lisos. No obstante, estas también actian como factores de supervivencia en células
endoteliales, neuronas, linfocitos y células madre hematopoyéticas. La expresion de
PROKRI se habia demostrado previamente en las células entéricas derivadas de la
cresta neural en ratones, mientras que se vi6 que Prok-1 trabajaba de forma coordinada
con GDNF en el desarrollo del SNE (Ngan y cols., 2007). En primer lugar, GDNF y
Prok-1 comparten elementos comunes, principalmente las vias de sefalizacion MAPK y
Akt, las cuales proporcionan multiples puntos de insercion entre estos dos factores y los
hacen manifestar funciones biologicas similares. Ademas, GDNF potencia los efectos
de proliferacion y diferenciacion de Prok-1 mediante el aumento de la expresion de
PROKRI en las células entéricas derivadas de la cresta neural (Ngan y cols., 2008).
Esta redundancia funcional de la sefalizacion de PROKRI/Prok-1 vy
RET/GFRal/GDNF respalda la idea de que Prok-1/PROKRI1 proporcionan una via
compensatoria para garantizar el desarrollo adecuado del SNE.

Recientemente, nuestro grupo empleando cultivos de neuroesferas obtenidos a
partir de células humanas derivadas del SNE, ha demostrado que no solo PROKRI se
encontraba presente en precursores neurales y neuronales, sino también el receptor
PROKR2 (Ruiz-Ferrer y cols., 20011b). Los resultados obtenidos sugieren que
PROKR?2 desempefiaria un papel importante mediante la inhibicion de la apoptosis en
los precursores neurales entéricos, tal y como habia sido descrito previamente en las
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células de neuroblastoma derivadas de la cresta neural. Por lo tanto, PROKR2 podria
mediar en la proteccion neuronal o en la supervivencia, no solo en el sistema nervioso
central, sino también durante el desarrollo del SNE. Segun esto, y basandonos en la
etiopatogenia de la enfermedad, PROKRI (OMIM *607122), PROKI (OMIM
*606233), PROKR2 (OMIM *607123) y PROK2 (OMIM *607002) fueron evaluados
como genes de susceptibilidad para HSCR (Ruiz-Ferrer y cols., 20011b). Detectamos
diversas variantes en los genes PROKRI, PROKI y PROKR?2, la mayoria de las cuales
afectaban a residuos aminoacidicos altamente conservados y localizados en dominios
funcionales de ambos receptores, lo cual sugiere un posible efecto deletéreo en su
funcion biologica. Curiosamente, se ha observado que la presencia de variantes en la
secuencia de estos genes en pacientes HSCR se asocia frecuentemente a mutaciones en
RET o GDNF, lo cual contribuye a la manifestacion de los fenotipos mas severos. En
resumen, estos resultados aportan las primeras pruebas para que se les considere genes
de susceptibilidad para HSCR.

Ruta de sefializacion de las Neurregulinas

NRGI (OMIM *142445) fue identificado como un nuevo gen candidato para
HSCR mediante estudios de GWAS (Garcia-Barcelo y cols., 2009). NRGI es un factor
trofico que contiene un dominio similar al del factor de crecimiento epidérmico (EGF)
que actiia mediante la estimulacion del receptor tirosin-kinasa ErbB. La mayoria de la
isoformas de NRG1 son sintetizadas como precursores anclados a membrana plasmatica
denominados pro-NRGls, que posteriormente tras rotura enzimatica se liberan al medio
extracelular, en el cual pueden actuar activando las vias mediadas por ErbB. La sefal
que desencadena la unidon de las proteinas NRG con sus receptores ErbB afecta a
algunos procesos celulares como la proliferacion, la diferenciacion, la migracion, la
apoptosis y la supervivencia celular. Se ha descrito que los receptores de NRGI,
ErbB2/ErbB3, se expresan tanto en las células vagales de la cresta neural que invaden el
intestino en desarrollo en embriones de raton, como en el epitelio intestinal adulto de
humanos y ratones (Britsch, 2007). Ademas, NRG1 también se expresa en la mucosa
intestinal y en los ganglios entéricos de humanos y ratones. Para definir con mayor
precision el locus ligado a la enfermedad en 8pl2, se llevo a cabo tanto en pacientes
HSCR como en controles un extenso genotipado de SNPs (Tang y cols., 2011). El
posterior analisis restringid la region asociada a HSCR a seis SNPs que mapeaban en el
promotor de NRGI. Ademas, se detectaron diferencias significativas en los niveles de
expresion de NRG1 entre pacientes e individuos control portadores del mismo genotipo
de riesgo rs10088313, lo cual parece indicar que resulta probable que los efectos de las
variantes comunes de NRGI dependan de otros alelos o factores epigenéticos presentes
en pacientes y darian lugar, entre otros factores, a la variabilidad en la predisposicion
genética a HSCR. Finalmente, la implicacion de NRGI! en HSCR también ha sido
demostrada a través de la identificacion de mutaciones codificantes cuyo papel
patogénico fue demostrado mediante diversos enfoques funcionales realizados por
nuestro grupo entre otros (Tang y cols., 2012a; Luzén-Toro y cols., 2012).

Por otro lado, con la informacién obtenida mediante GWAS, también se evalu6 la
contribucion de las variaciones en el nimero de copias (CNV) en HSCR, permitiendo la
identificacion de un gran numero de variaciones génicas poco habituales exclusivas de
los pacientes. Cabe destacar la deteccion de una delecion que afecta al gen NRG3
(OMIM *605533), pardlogo de NRGI. Este hecho dio lugar a un seguimiento posterior
de NRG3, lo cual revel6 la existencia tanto de deleciones como de duplicaciones dentro
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del gen asociadas a HSCR. La clasificacion de los pacientes segun presencia/ausencia
de sindromes asociados a HSCR demostré que, mientras que los pacientes con HSCR
sindrémico presentaban CNVs significativamente mayores que los pacientes con HSCR
aislado o los individuos control, el nimero de CNVs en los pacientes no sindrémicos
era mayor en comparacion con los controles o los pacientes sindromicos. Estos
resultados sugieren un papel para NRG3 en la etiologia de HSCR y proporciona datos de
la contribucidn relativa de las variantes estructurales tanto en HSCR sindromico como
no sindromico (Tang y cols., 2012b).

Ruta de seiializacion de las Semaforinas

Mediante otro estudio de GWAS, se identificaron un grupo importante de SNPs en
una region del cromosoma 7 significativamente asociados a HSCR con un efecto alélico
independiente de RET, localizados entre las proteinas SEMA3D (7q21.11; OMIM
609907) y SEMA3A (7pl12.1; OMIM 603961), SEMA3E (7q21.11; OMIM 608166) y
SEMA3C (7q21-q31; OMIM 602645). En este estudio se analiz6 el significado de los
SNPs de SEMA en trios S-HSCR (padre, madre, hijo), y se definié con mayor precision
su localizacion. Los cuatro miembros de la familia SEMA presentaban patrones de
expresion espacio-temporal muy similares a lo largo del intestino y co-expresaban con
RET, respaldando la posibilidad de que uno o todos pudieran modificar la funciéon de
RET en el desarrollo del SNE. Recientemente, la tecnologia NGS ha permitido la
deteccion de diversas mutaciones en los genes de SEMA, involucrados posiblemente en
HSCR (Jiang y cols., 2012).

Diversos estudios han sugerido la implicacion de los miembros de la familia
SEMA en defectos del desarrollo de las células entéricas derivadas de la cresta neural
como la proliferacion, la migracion y/o la diferenciacion, siendo posible causante de la
aparicion de HSCR (Anderson y cols., 2007). A pesar de que los precursores del SNE
derivados de las células de la cresta neural expresen al receptor neuropilinal (NP1), atin
resulta necesario comprobar si SEMA3A actiia en la migracion: tanto por efecto directo
de los precursores del SNE, o bien por accion indirecta sobre los axones extrinsecos que
acompafian a las células durante la colonizacién del intestino y que son repelidos en
caso de presencia de SEMA3A en los segmentos exteriores del tejido mesenquimal
intestinal. Recientemente, se ha propuesto que un aumento de la expresion de SEMA3A
puede ser un factor de riesgo para HSCR en un subconjunto de pacientes con la
enfermedad, debido a una sobre-regulacion de la capa aganglionica del musculo liso del
colon (Wang y cols., 2011). Ademads, en un trabajo realizado dentro del Consorcio
Internacional de HSCR (ICHSCR) ha sido validada la asociacion entre dos
polimorfismos de SEMA3A (rs7804122 y rs797821) y el riesgo a la aparicion de HSCR
en una poblacion del noroeste de China, previamente demostrada en la poblacion
caucasica. Posteriormente, nuestro grupo realizoé una evaluacion exhaustiva de los genes
SEMA3A y SEMA3B en el contexto de la enfermedad. Como resultado se identificaron
una serie de nuevas variantes para las que se demostré funcionalmente su efecto
patogénico, confirmando por consiguiente la asociacion de estos genes con HSCR.. Es
mas, en un alto numero de casos, las mutaciones de estos genes aparecian en pacientes
que también portaban mutaciones en RET, apoyando una vez mas el modelo aditivo
propuesto para HSCR (Luzoén-Toro y cols., 2013).

Por ultimo, también el seno del ICHSCR se han analizado ratones wt para Ret y
ratones Ret-/- y se demostrd la expresion especifica de Sema 3a, 3¢ y 3d en SNE.
También se observd que 7 receptores candidatos de las proteinas Sema3 se expresaban
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en SNE de ratén, perdiéndose la expresion de estos en los embriones que no expresan
Ret. Por otra parte, embriones de pez cebra que no expresaban Sema3 mostraron
reducciéon de precursores migratorios del SNE. Dado que con estos ensayos se
demostraba la implicacion de las semaforinas de clase 3 en el desarrollo del SNE, se
realiz6 la secuenciacion de SEMA3A, SEMA3C y SEMA3D en 254 pacientes HSCR
con el fin de encontrar variantes en estos genes que pudiesen explicar la aparicion del
fenotipo. Posteriormente se realiz6 el andlisis in silico de modelacion de estructura de la
proteina y el analisis funcional, en el que se identificaron 5 alelos asociados a la
enfermedad cuya pérdida de funcion afectaba en la dimerizacion de semaforina y a la
union a sus receptores neuropilina y plexina. Por lo tanto, la via de senalizacion de
semaforina 3C/3D es un regulador evolutivamente conservado del desarrollo del SNE,
cuya desregulacion parece ser una de las causas de la aganglionosis entérica (Jiang y
cols., 2015).

Otros genes asociados a HSCR

SOX10

SOX10 (OMIM *602229) es un gen que codifica para una proteina perteneciente a
la familia de factores de transcripcion SOX, caracterizada por la presencia de un
dominio central HMG (Hight mobility group) de unién al ADN y un dominio C-
terminal de transactivacion. De forma similar a todos los miembros de esta familia,
SOX10 ejerce su funcion mediante la union a los promotores o activadores de sus genes
diana, tanto solos como junto con otros factores de transcripcion. SOX10 es un factor de
transcripcion clave durante los procesos de migracion y diferenciacion de las células de
la cresta neural, y se conoce que los genes MITF, TYR, TRP2, MPZ, GJBI, RET y
EDNRB son genes diana para la regulacion de SOX10 (Bondurand y cols., 2000; Lang y
Epstein, 2003; Ludwig y cols., 2004; Zhu y cols., 2004). SOX10 se expresa tanto en las
células de la cresta neural en migraciéon, como en ganglios craneales y espinales. Su
expresion esta relacionada con el mantenimiento de la pluripotencialidad de las células
de la cresta neural a bajas concentraciones, y con la inhibicién de la diferenciacion
neuronal a dosis elevadas, favoreciendo la generacion de la glia periférica y de los
melanoblastos.

La importancia de SOX10 en HSCR fue descubierta mediante el analisis de un
modelo de ratén para sindrome de Waardenburg tipo 4 (SW4) en humanos (megacolon
dominante, Dom) (Lane y Liu, 1984). El defecto molecular de los ratones Dom era una
mutacién del gen SOXI10 (Pingault y cols., 1997; Southard-Smith y cols., 1999).
Ratones Dom heterocigotos presentan aganglionosis del colon distal e hipomelanosis
cutdnea y capilar localizada (caracteristicas similares a las del SW), lo cual indica que
los melanocitos derivados de la cresta neural y las neuronas entéricas se veian afectadas
por las mutaciones de SOXI0. Sin embargo, los embriones de ratones Dom
homocigotos eran letales.

Se ha descrito que en el 45-55% de los pacientes SW4 el fenotipo es debido a
mutaciones puntuales de SOX/0, asi como a deleciones de gran tamafio (Pingault y
cols., 1998; Touraine y cols., 2000). Seglin esto, en un principio no se sospechaba que
HSCR no sindrémico estuviera asociado a mutaciones en este locus en particular. No
obstante, en el intestino aganglionico de los pacientes con HSCR aislado se podia
observar la expresion andmala de SOXI/0 (Chan y cols., 2003), lo que sugeria su
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implicacion en HSCR. Recientemente, hemos llevado a cabo un estudio en una serie de
196 pacientes con HSCR, la cual constituye la mayor serie de pacientes evaluados hasta
la fecha (Sanchez-Mejias y cols., 2010c). Detectamos una mutacion truncante de
SOX10 en un paciente con HSCR aislado sin ningiin sindrome adicional. Esta es la
primera vez que se describe una mutacion de SOX10 en un paciente con HSCR aislado,
poniendo de manifiesto la asociacion de este gen con la patogenesis de HSCR per se, y
no Unicamente como parte de un rasgo sindrémico.

En un estudio posterior presentamos dos pacientes con SW4 con mutaciones en
SOX10. Una de las familias SW4 porta una insercién de 19 nucleotidos en el exén 5,
que se traduce en fenotipos distintos a lo largo de tres generaciones diferentes:
hipopigmentacion en la abuela materna, pérdida de audicion en la madre, y SW4 en el
hijo. El mosaicismo no seria la explicacion para distintas caracteristicas dentro del
fenotipo SW observadas en esta familia, por ello proponemos la existencia de
acontecimientos moleculares adicionales que actuarian de manera aditiva o
multiplicativa en genes o regiones reguladoras no identificadas hasta el momento. En el
otro paciente SW4 se identificé una delecion de novo en el exén 5 del gen. Nuestros
resultados evidencian la necesidad de aunar esfuerzos para desentrafiar los mecanismos
subyacentes implicados en la variabilidad fenotipica intrafamiliar observada en las
familias afectadas, con el objetivo de identificar nuevos genes responsables de los casos
aun no resueltos de SW4 (Ferndndez y cols., 2014).

Por ultimo, los patrones de expresion de algunos enhancers conocidos de SOX10 en
modelos animales nos permitieron especular que algunos endofenotipos de WS4
podrian estar ligados a mutaciones en estas secuencias. Nuestro estudio investigd las
delecciones y mutaciones puntuales en cuatro enhancers de SOX/0 en pacientes con
HSCR esporadico sin causa genética descrita. Se identificaron una delecion y dos
mutaciones puntuales que afectaban a lugares de unidén de factores de transcripcion
relacionados con la cresta neural. Los andlisis funcionales in vitro revelaron que la
primera mutacion altera la autorregulacion por SOX10 mientras que la segunda afecta a
la actividad sinergistica de 4P2a y SOX10. Los presentes descubrimientos sugieren que
las mutaciones en los enhancers de SOXI(0 contribuyen al desarrollo de HSCR
esporadico (Lecerfy cols., 2014).

PHOX2B

PHOX2B (OMIM *603851) codifica un factor de transcripcidon que se expresa en
SNC y SNP durante el desarrollo embrionario y en los ganglios entéricos en fase adulta.
En el modelo murino, la expresion de Phox2bh comienza tan pronto como los
enteroblastos invaden el tejido mesenquimal del intestino proximal y se mantiene
durante su desarrollo hasta formar las neuronas entéricas, de modo que alteraciones en
homocigosis de Phox2b en ratones lleva a la ausencia de ganglios entéricos (Pattyn y
cols., 1999). Ademas, no existe expresion de Ret en los embriones mutantes de Phox2b,
indicando que la regulacion de Ret mediante Phox2b podria ser el motivo por el cual no
se produce el desarrollo del SNE. La homologia de PHOX2B que se observa en
humanos y ratones, asi como las pruebas convincentes sobre su funcion, clave en el
desarrollo de las células derivadas de la cresta neural, lo han convertido en un objetivo
atractivo para el estudio como un gen potencialmente involucrado en las
neurocristopatias humanas. En este sentido, se conoce bien el importante papel que
desempefia el gen en la patogenesis del sindrome de hipoventilacion central congénita
(CCHS, sindrome de Ondine), un trastorno poco habitual que se asocia normalmente
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con varias neurocristopatias como los neuroblastomas, los ganglioneuromas y, sobre
todo, con la enfermedad de Hirschsprung (20% de los casos, sindrome de Haddad). Esto
sugiere que la haploinsuficiencia de PHOX2B puede predisponer a la aparicion del
fenotipo HSCR. Se ha visto que el polimorfismo ¢.429+100A>G esta asociado a HSCR
y que la interaccioén entre PHOX2B y los SNPs de RET asociados a HSCR aumenta la
susceptibilidad a la aparicion de la enfermedad (Garcia-Barcel6 y cols., 2003; Miao y
cols., 2007). El analisis de PHOX2B por parte de nuestro grupo permitié identificar
mutaciones en este gen en pacientes HSCR sin CCHS o neuroblastoma, lo que ofrece
una nueva perspectiva de la implicacion de este gen en la etiopatogenia de la
enfermedad. (Fernandez y cols., 2013a)

DNMT3B

DNMT3B (OMIM *602900) codifica para la de novo metiltransferasa 3B, una
proteina con un dominio N-terminal que posee la actividad reguladora y de unién al
ADN, asi como un dominio rico en cisteina, y un dominio C-terminal catalitico
conservado a lo largo de los miembros de la familia. DNMT3B junto con DNMT3A son
las encargadas de establecer los patrones de metilacion de novo del ADN durante el
desarrollo embrionario (Cheng y Blumenthal, 2008). Aunque DNMT3A y DNMT3B
presentan funciones comunes, sus patrones de expresion y las dianas sobre las que
actian son diferentes durante el desarrollo. Dnmt3a se expresa ampliamente en
diferentes tejidos y se mantiene en los ultimos estadios embrionarios e incluso en
ratones adultos, mientras que Dnmt3b se expresa a niveles muy bajos en la mayoria de
los tejidos, exceptuando algunos tipos celulares especificos, siendo su expresion mas
temprana durante el desarrollo (Okano et al., 1999). La inactivacién conjunta de
Dnmt3a y Dnmt3b es letal en ratoén, dando lugar a la muerte del embrién en los estadios
iniciales, lo que pone de manifiesto la importancia que tiene la metilacién de novo en el
desarrollo de los mamiferos. Sin embargo, la inactivacion de estos genes por separado,
tiene efectos diferentes. El ratdbn Dnmt3a-/- muere varias semanas tras su nacimiento, y
los ratones Dnmt3b-/- presentan defectos a nivel del tubo neural y deterioro en el
crecimiento, lo que sugiere que dichas proteinas son esenciales durante el desarrollo.
Por tanto, DNMT3B juega un papel importante en la diferenciacion de células
progenitoras durante estadios embrionarios, y DNMT3A es esencial para los procesos
de maduracion. En humanos, mutaciones en DNMT3B son responsables del Sindrome
de inmunodeficiencia, inestabilidad de la region centromérica y anomalias faciales (ICF,
OMIM 242860).

Nuestro grupo ha realizado recientemente un analisis global del perfil de expresion
de genes de pluripotencia, observandose una disminucién de los niveles de expresion de
DNMT3B en los precursores entéricos aislados de intestino de pacientes HSCR
comparado con los casos control (Torroglosa y cols., 2014). La bajada de expresion de
DNMT3B observada se tradujo a una hipometilacion del DNA extraido de dichos
precursores de pacientes HSCR. Por otra parte, el rastreo mutacional del gen DNMT3B
en nuestra cohorte de pacientes HSCR revelo la presencia de mutaciones
potencialmente patogénicas en dicho gen (p.Gly25Arg, p.Argl90Cys y p.Gly198Trp) y
un efecto sinérgico junto con mutaciones en otros genes anteriormente implicados en
dicha patologia, contribuyendo a la aparicién del fenotipo més severo de HSCR. En
resumen, podemos concluir que DNMT3B parece estar regulando el desarrollo del
sistema nervioso entérico (SNE) a través de la metilacion de novo del DNA de las

41



células de la cresta neural, y por tanto patrones de metilacion aberrantes causarian la
aparicion de dicha patologia.

PAX6

PAX6 (OMIM *607108) codifica para un factor de transcripcion altamente
conservado que pertenece a la familia de los “paired-box”, con un papel importante en
el desarrollo del ojo, sistema nervioso central (SNC) y pancreas. En concreto, se ha
visto que PAX6 es un regulador de la proliferacion y diferenciacion de los precursores
neurales durante los estadios iniciales del desarrollo del SNC (Jang y Goldman, 2011).

En nuestro grupo se ha llevado a cabo un estudio de expresion diferencial de una
serie de factores de transcripcion que potencialmente podrian participar en la regulacion
de los procesos celulares de los precursores entéricos, en el contexto del desarrollo del
SNE y de la enfermedad de HSCR. En dicho estudio se ha identificado una bajada de la
expresion de PAX6 en los precursores entéricos procedentes de intestino de pacientes
HSCR frente a controles. Profundizando en el estudio de los mecanismos por los que la
expresion de dicho gen estd disminuida en HSCR, por una parte se ha identificado una
region altamente repetitiva en el promotor de PAX6 que muestra una evidente
representacion de un numero mayor de repeticiones en los pacientes HSCR lo que se
tradujo a una pérdida de sefial para la transcripcion mediada por EP300. Por otro lado,
se ha demostrado que PAX6 es un gen diana de DNMT3B, por lo que su expresion
estaria regulada por su estado de metilacion. Teniendo en cuenta todos estos hallazgos
podemos decir que la bajada de expresion de PAX6 podria influir en la correcta puesta
en marcha de las vias de sefalizacion requeridas para el correcto desarrollo del SNE y
por tanto en la aparicioén de la enfermedad de HSCR (Enguix-Riego y cols., enviado a
publicar)

Otros loci de susceptibilidad para HSCR

Se han llevado a cabo diversos estudios de ligamiento gendémico en familias HSCR
con el objetivo de identificar otros loci de susceptibilidad para HSCR. En primer lugar,
se realizd un analisis de ligamiento de 12 familias con tres o mas individuos afectos en
dos o mas generaciones, en las cuales predominase la variedad L-HSCR. De este modo,
se identificéd un nuevo locus de susceptibilidad en la region cromosémica 9q31 que, en
conjuncioén con RET, podria actuar como locus modificador para el desarrollo de HSCR.
Recientemente, el mapeo detallado de este locus reveld una asociaciéon con el gen
SVEPI. Sin embargo, este resultado no se pudo confirmar en 107 pacientes
independientes procedentes de los Paises Bajos. No obstante, en una cohorte de
pacientes HSCR de poblacion china se detectdé una asociacion con el gen IKBKAP,
confirmada en otra poblacion diferente y sugiriendo que la asociaciéon con el
cromosoma 9 era especifica de cada poblacion (Bolk y cols., 2000; Tang y cols., 2010).
En otro estudio, Gabriel y cols. realizaron un andlisis de asociacion gendémica en
49 familias con S-HSCR, demostrando la existencia de tres loci de susceptibilidad
localizados en 10q11, donde se localiza RET, 19q12 y 3p21 (Gabriel y cols., 2002). Para
validar estos datos, se realizO un rastreo mutacional de RET en estas familias.
Sorprendentemente, s6lo se identificaron mutaciones en la secuencia codificante de RET
en el 40% de las familias, lo que sugiere la importancia de las variantes en secuencia no
codificante. Por lo tanto, los tres loci resultaban necesarios y posiblemente suficientes
para el desarrollo de S-HSCR. Por tanto, el mejor modelo genético que se propuso fue
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el de un efecto multiplicativo con la mayoria de los individuos afectos heterocigotos
para los tres loci.

Se identificéd un cuarto locus tras realizar otro estudio similar de gendémica en 43
trios de grandes familias Menonitas (Carrasquillo y cols., 2002). Resultaron asociados a
HSCR tres loci, dos de los cuales eran ya conocidos: 10q11.21, donde se localiza el gen
RET y 13q22.3-q31.1, que contiene el gen EDNRB, previamente descrito como factor
de susceptibilidad de la enfermedad en estas familias (Puffenberger y cols., 1994b). El
nuevo locus identificado fue localizado en 16q23.3 y los autores sugirieron la existencia
en esta region de dos genes candidatos a estar involucrados en el desarrollo del SNE
(CDH13 y PLCG?2). No obstante, hasta la fecha no se ha publicado ningun estudio de
asociacion entre estos genes y HSCR. Posteriormente, se realizd un andlisis de
ligamiento mediante genotipado de 4244 SNPs en 35 familias Menonitas con HSCR (
Lin y cols., 2004). Los loci 10ql1 y 13g22 aparecieron de nuevo asociados con la
enfermedad, pero se identificd por primera vez el locus 21g21, donde se localiza el gen
NCAM?2 (“neural cell adhesion molecules 2”), considerandose una regidon interesante
dada la asociacion entre HSCR y el sindrome de Down. Finalmente, durante el estudio
de una larga familia multigeneracional holandesa con fenotipo HSCR aislado, se
identificé un nuevo locus de susceptibilidad en 4q31-32 (Brooks y cols., 2006). La baja
penetrancia del locus en la familia sugiere que la mutacion resulta necesaria, pero no
suficiente para el desarrollo de la enfermedad.

Por otra parte, también se realizd un estudio piloto utilizando un array CGH
disefiado para detectar CNVs en 18 pacientes HSCR. Empleando criterios estrictos, fue
posible identificar CNVs en tres nuevos loci (MAPKI10, ZFHXIB, SOX2), los cuales
contienen secuencias regulatorias y codificantes de genes de desarrollo neuronal y
muestran una asociacion con HSCR en combinacién con otras anomalias congénitas.
Este tipo de estudios vuelve a sugerir el papel de los CNVs en HSCR y hace hincapié en
el papel que desempefian las variaciones en las secuencias reguladoras. No obstante,
resulta necesario realizar estudios mas amplios tanto para replicar estos resultados como
para identificar del espectro completo de los efectos de los pequefios CNVs (Jiang y
cols., 2011).

Actualmente, la identificacion de nuevos genes de susceptibilidad para HSCR se
realiza segun diversos enfoques como el estudio de asociaciéon de genoma completo
(GWAS), el estudio de expresion de genoma completo (GWES) y sobre todo la
secuenciacion de nueva generacion (NGS).

Asociacion de genoma completo (GWAS)

Nuestro grupo llevé a cabo un andlisis de pathways (Pathway-Based analysis,
PBA) sobre los resultados de un GWAS realizado en el contexto de una serie espafiola
de 53 trios HSCR. Este analisis reveld una fuerte asociacion a HSCR de 11 modulos
Gene Ontology (GO), relacionados fundamentalmente con la transduccion de sefales y
su regulacion y la formacion del sistema nervioso entérico. Entre los genes
preselecionados siguiendo esta estrategia, se consigui6 validar la asociacion de cuatro
de ellos a la enfermedad, relacionados todos con procesos de migracion y transduccion
de sefiales: RASGEF1A4, IQGAP2, DLCI1 y CHRNA7. Mediante network analysis (NA)
se observd que estos cuatro genes estan relacionados de forma directa o indirecta con
genes descritos previamente como asociados a HSCR, y mediante estudios
inmunohistoquimicos demostramos que todos ellos se expresan en SNE, por lo que son
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excelentes genes candidatos para ser estudiados en profundidad en el contexto de
HSCR. (Fernandez y cols, 2012a)

Basandonos en el trabajo anterior, realizamos una extension del analisis de GOs
aplicado a una cohorte internacional de trios HSCR aportados por el ICHSCR, con el fin
de validar la base funcional de los mecanismos previamente descritos para la
enfermedad. Procedimos a comparar los perfiles funcionales de asociacion en los grupos
de pacientes de diferentes paises. Observamos que mientras que las asociaciones
génicas diferian en cada serie, las principales asociaciones funcionales eran idénticas en
las cuatro poblaciones (Espafia, Italia, Francia y Holanda). Estos hallazgos podrian
explicar la baja reproductibilidad de las asociaciones de genes con la enfermedad que se
han observado en los estudios de diferentes poblaciones. (Ferndndez y cols., 2013b).

Secuenciacion de nueva generacion (NGS)

Los ultimos estudios realizados para la busqueda de nuevos genes asociados a
HSCR han sido realizados por nuestro grupo y se basan en la aplicacion de esta
técnologia (Luzén-Toro, en prensa a). Se ha secuenciado el exoma completo en 8
familias con 16 pacientes HSCR (2 pacientes cada una de ellas) y 32 familiares sanos.
En primer lugar analizamos la co-segregacion de variantes con el fenotipo segiin cada
arbol familiar y se observo segregacion completa de distintas variantes en 3 de estas
familias. De todas estas variantes, priorizamos las que aparecian en heterociogosis
compuesta para el gen AHNAK, asi como las que se ajustaban a un modelo de herencia
dominante en los genes DYPD y CNTNS5, debido a su papel en neurodesarrollo. A
continuacion analizamos si habia algiin gen que contribuyese a la aparicion de la
enfermedad, comun en todas estas familias mediante analisis de asociacion de variantes
raras en genes que estuviesen mutados en al menos dos familias. F473 fue el tnico gen
que mostrd una asociacion significativa con el fenotipo HSCR, encontrandose en 5
familias 6 variantes diferentes. Estas variantes no las compartian necesariamente los
individuos afectos de una misma familia por lo que mediante andlisis de interaccion
proteina-proteina y rutas bioldgicas se examind la existencia de variantes en otros genes
que pudiesen explicar la segregacion incompleta de FAT3. Esta aproximacion nos llevo
a detectar variantes de forma conjunta en los genes PLAU y FBNI; CREBBP y TSC2;
NTF3, IRAK3 y KDR; GFRAI, ZHX2 y TPCNI, respectivamente, que siguiendo un
modo de herencia poligénico podrian contribuir a la aparicion del fenotipo en estas 5
familias.

Estos resultados proporcionados por nuestro estudio muestran un notable grado de
heterogeneidad génica tanto inter- como intrafamiliar. Uno de los criterios necesarios
para la priorizaron de genes fue la aparicion de variantes compartidas por los individuos
afectos de una misma familia y, sin embargo, esto no siempre fue posible debido a la
heterogeneidad encontrada dentro de cada familia. Por tanto, ha sido necesario
encontrar variantes en genes diferentes para poder explicar las diferencias entre
pacientes de una misma familia. Ademas, nuestros hallazgos de nuevo muestran que los
genes asociados a HSCR suelen presentar mutaciones con penetrancia incompleta y
variaciones interfamiliares. En conclusion, nuestros resultados han llevado a la
identificacion de varios genes nuevos que podrian jugar un papel en la aparicion de
HSCR o el desarrollo del sistema nervioso entérico, aunque la complejidad de los casos
familiares de HSCR revelada por este estudio resalta las dificultades actuales para el
consejo genético en esta enfermedad.
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Por otra parte, la aplicacion de NGS dirigida a regiones gendémicas de interés en el
contexto de HSCR (como son los genes ya descritos como asociados a la enfermedad)
permite acelerar el laborioso proceso de busqueda de mutaciones responsables de la
aparicion del fenotipo en cada paciente (Luzon-Toro, en premsa b). Al ser posible
analizar la secuencia de varios genes en un paciente al mismo tiempo, se reducen
notablemente los costes y el tiempo de obtencion de resultados. En este sentido, nuestro
grupo ha disefiado y validado un panel de genes asociados a HSCR, como una rapida y
eficiente herramienta para realizar un cribado genético preliminar en pacientes. Para
ello, se realizé el disefio de sondas para captura selectiva basado en la informacion
gendmica de los exones y regiones intronicas de interés para 26 genes conocidos como
asociados a HSCR, o candidatos por funcion. En el estudio de validacion del panel se
incluy6 un grupo de 11 pacientes HSCR seleccionados del total de nuestra cohorte por
presentar variantes en distintos genes asociados a la enfermedad, identificadas
previamente mediante secuenciacion Sanger. Ademas de las variantes previamente
identificadas en estos pacientes se han encontrado un total de 3 nuevas variantes
codificantes, lo que demuestra el potencial del panel. Como conclusion, nuestro panel
validado para NGS constituye un método Optimo para la identificacion de nuevas
variantes de genes seleccionados, pudiendo ser usado para un rapido, fiable y mas
profundo cribado genético en futuros pacientes, y pudiendo ser actualizado con la
incorporacion de los nuevos genes que se vayan describiendo para la enfermedad.

HSCR sindromico

Aproximadamente el 30% de los casos HSCR se presenta de forma sindrémica,
incluyendo los casos con alguna anomalia cromosomica (12%) y los asociados a
anomalias congénitas (18%) como malformaciones gastrointestinales, paladar hendido,
polidactilia, defectos del septo cardiaco o anomalias craneofaciales entre otras (Spouge
y Baird, 1985). El hecho de que se haya detectado un mayor niimero de anomalias
asociadas en los casos familiares que en los aislados (39% frente a 21%) respalda la
herencia mendeliana para los casos sindromicos (Amiel y cols., 2008).

Anomalias cromosomicas

En los pacientes con HSCR se han detectado un gran nimero de anomalias
cromosdmicas diferentes. Varios de estos reordenamientos cromosomicos hallados
permitieron identificar algunos de los genes de predisposicion a HSCR descritos hasta
la fecha. Tal es el caso de la delecion intersticial 10q11.2 observada en varios pacientes
con L-HSCR o TCA, cuyo hallazgo condujo al mapeo e identificacion del proto-
oncogén RET como el gen mas importante relacionado con HSCR (Martucciello y
cols., 1992; Fewtrell y cols., 1994). La identificacion de la delecion intersticial 13q22.1-
32.1 en pacientes con S-HSCR dio lugar al mapeo del segundo gen relacionado con
HSCR (EDNRB) (Lamont y cols.,, 1989). El sindrome de microdelecion
intersticial 2q22-23 en pacientes con sindrome de anomalias congénitas multiples y
retraso mental (MCA-MR) junto con HSCR o estrefiimiento cronico agudo,
denominado posteriormente sindrome de Mowat-Wilson (Mowat y cols., 1998), hizo
posible la identificacion de los genes ZFHXIB y SIP1 (Wakamatsu y cols., 2001).

En al menos una ocasion se han observado las siguientes anomalias cromosomicas
junto a HSCR: sindrome de DiGeorge, trisomia 8 en mosaico, trisomia 2 en mosaico,
dotacion cromosomica XXY, duplicacion parcial del cromosoma 2q, tetrasomia 9p,
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delecion 20p, triplicacion de 4q32.1-q32.2 o translocacion equilibrada t(3;17)(p12;q11)
(Amiel y cols., 2008; Borrego y cols., 2013a). Se ha descrito un paciente que presentaba
S-HSCR, trastorno del crecimiento postnatal, retraso de desarrollo leve, dismorfia facial
y delecion 4pl2 que incluye el gen PHOX2B (Benailly y cols., 2003). Ademas,
recientemente hemos descrito el caso de un paciente con encefalopatia neonatal severa y
HSCR que presentaba una duplicacion Xq28 incluyendo al gen LICAM,
presumiblemente responsable del fenotipo entérico (Fernandez y cols., 2010).

No obstante, dentro del grupo de pacientes con HSCR sindréomico, el sindrome de
Down (SD) debido a la presencia de una copia extra del cromosoma 21 (trisomia 21)
resulta con gran diferencia la asociaciéon mas frecuente (90%), y afecta a entre el 2% y
el 10% de los casos confirmados de HSCR (Amiel y cols., 2008; Borrego y cols.,
2013a). En estos casos, tanto el desequilibrio entre la tasa de hombres y mujeres (5,5—
10,5:1 hombres:mujeres) como el predominio de las formas de segmento corto resultan
incluso mayores que en los casos HSCR aislados. Por otra parte, se conoce que la tasa
de riesgo de HSCR en pacientes con SD es mayor que el riesgo que confiere cualquier
otra mutaciéon genética asociada a la enfermedad (Gabriel y cols., 2002). Se ha
hipotetizado que esto podria deberse a la existencia de genes ubicados en el cromosoma
21 cuya sobreexpresion por efecto de la dosis extra de la tercera copia podria conferir
predisposicion a HSCR. Esta hipotesis fue apoyada por la identificacion de un gen de
susceptibilidad para la enfermedad en la region 21q22 en una familia Menonita
(Puffenberger y cols., 1994b), aunque posteriormente no se pudo validar la asociacion
de este gen a la enfermedad (Carrasquillo y cols., 2002). Siguiendo la misma linea, un
analisis de alta resolucion reveld una region critica <13 Mb que podria estar
involucrada en HSCR como una caracteristica particular de esta presentacion
sindromica (Korbel y cols., 2009). Esta region contiene un gen candidato, DSCAM, que
ya habia sido propuesto anteriormente como candidato a HSCR por su expresion
predominante en el desarrollo de la cresta neural intestinal, aunque ain se necesitan
andlisis que lo confirmen (Yamakawa y cols., 1998). Por otro lado, mientras que las
mutaciones codificantes en RET se han detectado rara vez en pacientes con SD+HSCR,
la variante comin de RET que proporciona susceptibilidad a HSCR (RET7+9.7T) se
encuentra sobrerrepresentada en pacientes con SD+HSCR en comparacion con
pacientes con SD sin HSCR (de Pontual y cols., 2007). Propusimos la asociacion e
interaccion entre RET y la dosis genética del cromosoma 21 debido a que la frecuencia
del alelo RET+9.7T resulta significativamente diferente entre individuos que padecen
unicamente SD, tinicamente HSCR, o bien pacientes con ambas patologias SD+HSCR
(Arnold y cols., 2009). Finalmente, aunque documentamos la presencia predominante
de algunas variantes de EDNRB en pacientes con SD+HSCR frente a los que padecen
unicamente HSCR, estos resultados no se han podido confirmar hasta ahora en otras
poblaciones (Sanchez-Mejias y cols., 2010b).

Nuestro grupo en colaboracion con el ICHSCR realizé un estudio de asociacion
dosis-dependiente en pacientes con SD+HSCR. Para ello llevamos a cabo un GWAS en
el contexto de estos pacientes y sus padres, centrandonos en el analisis de 10.895 SNPs
del cromosoma 21 por TDT (Transmission Disequilibrium Test), que nos permitio la
identificacion de dos SNPs claramente asociados a este fenotipo, ubicados en el gen
DSCAM. El estudio fue replicado con posterioridad en una cohorte de pacientes con
HSCR no sindromico obteniendose la misma asociacion. Ademdas mediante network
analysis proporcionamos evidencias del papel de DSCAM en la patogénesis de la
enfermedad. Nuestros resultados por tanto revelan la implicacion del gen DSCAM, tanto
en SD+HSCR como en HSCR aislado (Jannot y cols., 2013).
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Sindromes y anomalias asociadas

Hasta la fecha, se han registrado una amplia variedad de sindromes asociados con
HSCR. Algunas de estas asociaciones se encuentran bien caracterizadas, con una
penetrancia de HSCR que oscila entre el 5% y mas del 80% (Tabla2). En otras
ocasiones, en relacion con los trastornos poco habituales, no se puede distinguir con
claridad si HSCR esta vinculado realmente con la existencia de la enfermedad o si, por
el contrario, se ha desarrollado por casualidad.

Tabla 2: Sindromes asociados con HSCR

Sindromes MIM | Rasgos clinicos
SW4 (Shah-Waardenburg) 277580 | Anomalias pigmentarias (mechon blanco, hipoplasia de iris,
Sindromes hipopigmentacion de piel)
. Hipopigmentacion, sordera- 601706 | Pérdida de audicion, anomalias en ojo (microcornea, coloboma,
relacionados
ceguera yemenita nistagmo), anomalias pigmentarias
con
BADS 227010 | Pérdida de audicion, hipopigmentacion de piel y retina
alteraciones - - —— - -
Piebaldismo 172800 | Hipopigmentacion de la piel en parches
dela cresta Haddad 209880 | Hipoventilacion central congénita
neural MEN2 171400 | Cancer medular de tiroides, feocromocitoma, hiperparatiroidismo
Riley-Day 223900 | Anomalias del sistema nervioso autonomo
Goldberg-Shprintzen 235730 | Retraso mental, polimicrogiria, microcefalia, coloboma, rasgos faciales
dismorficos
235740 | Polidactilia, agenesia renal unilateral, hipertelorismo, sordera
Sindromes 235750 | Polidactilia postaxial, defecto del septo ventricular
. Hirschsprung con anomalias de . _ ; .
asociados 235760 | Hipoplasia de las falanges distales y ufias, rasgos dismorficos
las extemidades
siempre a 604211 Polidactilia preaxial, defectos cardiacos, anomalias de la laringe
HSCR 306980 | Braquidactilia tipo D
BRESHEK - Anomalias cerebrales, Retraso, displasia ectodérmica, malformaciones
esqueléticas, Hirschsprung, anomalias de oido y ojo, displasia renal
Mowat-Wilson 235730 | Retraso mental, microcefalia, epilepsia, hipospadias, anomalias renales...
Bardet-Biedl syndrome 209900 | Retinopatia pigmentaria, obesidad, hopogenitalismo, retraso mental leve,
polidactilia postaxial
Sindromes | Kauffman-McKusick 236700 | Hidrometrocolpos, polidactilia postaxial, defectos cardiacos congénitos
asociados a Smith-Lemli-Opitz 270400 | Retraso del crecimineto, microcefalia, retraso mental, hipospadias,
HSCR sindactilia de 2-3 dedos de los pies
eventualmente | Hipoplasia de cartilago y cabello | 250250 | Enanismo con acortamiento de extremidades, inmunodeficiencia
displasica
HSAS/MASA 307000 | Hidrocéfalo, estenosis acueductal, pulgares aductos, retraso mental
Distrofia muscular congénita de 253800 | Distrofia muscular, polimicrogiria, hidrocéfalo, retraso mental,
Fukuyama convulsiones
Clayton-Smith 258840 | Rasgos dismorficos, dedos de los pies y ufias hipoplasicas, ictiosis
Sindromes Kaplan 304100 | Agenesia de cuerpo calloso, pulgares aductos, ptosis, debilidad muscular
. Okamoto 308840 | Hidrocéfalo, paladar hendido, agenesia de cuerpo calloso
asociados a
Displasia mesomélica de Werner | 188770 | Hipoplasia de la tibia con polidactilia
HSCR rara i i — i i —
Pitt-Hopkins 610954 | Encefalopatia epiléptica, rasgos faciales dismorficos, episodios de
vez . S ,
hiperventilacion, disautonomia
Jeune 208500 | Constriccion severa de la caja toracica, estatura corta, acortamiento de
extremidades y polidactilia
Pierre Robin 261800 | Glosoptosis, micrognatia y paladar hendido
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Pallister-Hall (CAVE) 146510 | Hamartoma hipotalamico, disfuncion pituitaria, polidactilia central y
malformaciones viscerales
Fryns 229850 | Hernia diafragmatica, cara anormal y anomalias de las extremidades
distales
Aarskog 100050 | Estatura baja, hipertelorismo, y escroto en chal
Displasia frontonasal 136760 | Hipertelorismo ocular verdadero, ensanchamiento de la raiz nasal, paladar
hendido
Osteopetrosis Various | Macrocefalia, sordera y ceguera progresivas, hepatoesplenomegalia, y
L. anemia severa
Asociaciones
Goldenhar 164210 | Anomalias craneofaciales, y eventualmente defectos cardiacos,
misceldneas

vertebrales, y del sistema nervioso central

Lesch-Nyhan 300322 | Retraso mental, paralisis cerebral espastica, coreoatetosis, calculos de
acido urico

Rubinstein-Taybi 180849 | Pulgares anchos y dedos de los pies grandes, facies caracteristica y retraso
mental

Toriello-Carey 217980 | Agenesia del cuerpo calloso con anomalias faciales y secuencia robin

SEMDIJL 271640 | Anomalias vertebrales y laxitud de ligamentos resultando en muerte
temprana
OSCS 300373 | Osteopatia estriada con esclerosis craneal

Adaptado de Scriver CM et al. The metabolic and molecular bases of inherited diseases. 8th ed. McGraw-
Hill, pp 6231-55. Updated from Amiel et al., 2008

Neurocristopatias

El término neurocristopatia fue acufiado por Bolande en 1974 y se utiliza para
describir una serie de patologias que derivan de un defecto en los procesos de
proliferacion, diferenciacion y/o migracion de la células de la cresta neural durante la
embriogénesis (Bolande, 1974). Las células de la cresta neural dan lugar a multiples
lineas celulares, entre ellas los melanocitos, el cartilago y hueso craneofacial, el
musculo liso, el sistema nervioso entérico y periférico y la glia. A continuacion se
describen algunas neurocristopatias importantes asociadas a HSCR.

Sindrome de Neoplasia Endocrina Multiple tipo 2

El sindrome de neoplasia endocrina multiple tipo 2 (Multiple Endocrine Neoplasia
type 2, MEN2) es un sindrome canceroso con modo de herencia autosémica dominante
que se caracteriza por una penetrancia extremadamente alta y por manifestaciones
clinicas variables. Dicho sindrome se puede dividir en tres subtipos clinicos en funcion
de los organos afectados: MEN 2A (MIM 171400), MEN 2B (MIM 162300) y cancer
medular de tiroides familiar (Familial Medullary Thyroid Cancer, FMTC; MIM
155240). MEN 2A se caracteriza por la triada clasica de MTC, feocromocitoma en
aproximadamente el 50% de los casos e hiperparatiroidismo (HPT) en el 15 al 30% de
los casos (Eng, 1999). Las caracteristicas de MEN 2B son similares a las de MEN 2A
con las diferencias de que la edad media en la que se manifiestan los tumores es mas
temparana (alrededor de 10 afios antes), no hay afectacion de las glandulas paratiroides
y va acompafiado de anomalias del desarrollo, como la ganglioneuromatosis y el habito
marfanoide. Por ultimo, el subtipo FMTC se caracteriza por cancer medular de tiroides
como Unico fenotipo de la enfermedad. Los tres subtipos de MEN 2 se producen debido
a mutaciones activadoras en linea germinal del protooncogén RET, que codifica para el
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receptor de membrana tirosin-kinasa RET. Esas mutaciones conducen a una ganancia de
funcion del receptor, y por tanto a una mayor activacion de las rutas metabodlicas
dependientes del mismo (Sanchez y cols., 1998; Sanchez y cols., 1999).

En ocasiones se ha descrito la co-segregacion de MEN 2 con la enfermedad de
Hirschsprung. Hasta la fecha se han identificado alrededor de 20 familias afectadas por
MEN 2 y HSCR (Ito y cols., 1997; Borrego y cols., 1998; Fernandez y cols., 2003) y en
la mayoria de los casos ambos fenotipos se han asociado a mutaciones en los
codones 609, 618 y 620 del gen RET. La coexistencia de los dos fenotipos causados por
la misma mutacion se podria explicar por medio de un mecanismo patogénico doble. En
este sentido, los resultados de los estudios funcionales sugieren que las mutaciones en
los codones 609, 618 y 620 aumentan la actividad transformadora de RET, aunque de
igual forma interfieren en el transporte del receptor hacia la membrana plasmatica. De
este modo, la mayor activacion de las rutas metabdlicas dependientes de RET
conduciria a la aparicion de MEN 2, mientras que la expresion disminuida del receptor
de membrana en la superficie celular daria lugar a la haploinsuficiencia y a HSCR.
Aungque la posible explicacion del doble efecto de estas mutaciones de RET era bastante
satisfactoria, nuestro grupo puso en tela de juicio esta hipdtesis cuando observamos que
la mutacion de RET p.Cys620Ser (C620S) era la desencadenante de MEN 2, pero no la
responsable de HSCR, en una familia en la que cosegregaban ambos fenotipos
(Fernandez y cols., 2003). No obstante, a raiz de esto surgid la cuestion de si todos los
individuos con HSCR, independientemente de si tienen antecedentes familiares o no,
deben realizarse un analisis para detectar las mutaciones en el gen RET, especialmente
en los exones 10 y 11, para poder descartar una predisposicion a MEN 2.

Neuroblastoma

El neuroblastoma (NB, MIM 256700), un tumor embrionario derivado de las
células de la cresta neural, es considerado uno de los tumores so6lidos mas comunes en
nifios, con una incidencia de 1/10 000. Existen varias evidencias que sostienen la
implicacion de factores genéticos en el neuroblastoma, como son la existencia de casos
familiares raros, y la asociacion del NB a otras malformaciones congénitas de base
genética como HSCR y/o el Sindrome de Hipoventilacion Central Congénita (CCHS).
Curiosamente, en estos casos especificos de NB familiar y NB sindrémico se han
identificado mutaciones en heterocigosis del gen PHOX2B, mientras que estas siguen
siendo infrecuentes en el NB aislado y esporadico (Trochet y cols., 2004).

Sindrome de Hipoventilacion Central Congénita

El Sindrome de Hipoventilacion Central Congénita (Congenital Central
Hypoventilation Syndrome, CCHS; MIM 209880) o enfermedad de Ondine es una
enfermedad rara y potencialmente mortal que se manifiesta en recién nacidos en forma
de (1) clara hipoventilacién con respiracion poco profunda y frecuencia respiratoria
monoétona, ya sea Unicamente durante el suefio o también en vigilia; (2) disfuncién del
sistema nervioso autonomo (DSNA); y (3), en algunos individuos, neurocristopatias
como HSCR y/o tumores derivados de la cresta neural, como neuroblastoma,
ganglioneuroma o ganglioneuroblastoma. La asociacion entre HSCR y CCHS ,
conocida también como sindrome de Haddad (MIM 209880), aparece en torno al 20%
de los pacientes con CCHS (Haddad y cols., 1978; Verloes y cols., 1993). A diferencia
de lo que ocurre en HSCR aislado, en la mayoria de los casos con sindrome de Haddad,
la aganglionosis del colon es de segmento largo o incluso total, y la proporcion de
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varones y mujeres es aproximadamente de 1:1. PHOX2B es el tnico gen identificado
hasta la fecha del que se sabe con total seguridad que sus mutaciones producen CCHS.
Los dos tipos de mutaciones de PHOX2B observadas en CCHS son: (1) expansiones
de polialaninas ubicadas en el tercer exén codificante del gen (PolyAlanine Repeat
expansion Mutations, PARMs), entre 24 y 33 repeticiones (Weese-Mayer y cols., 2003);
y (2) mutaciones puntuales y mutaciones que generan alteracion de la pauta de lectura,
que suelen ser pequefias deleciones o duplicaciones de aproximadamente entre 1 y 38
nucleotidos (Non PolyAlanine Repeat expansion Mutations, NPARMs) (Berry-Kravis y
cols., 2006). Un dato a destacar es que los estudios genotipo-fenotipo han demostrado
que las personas con PARMS >27 tienen un riesgo mdas elevado de padecer HSCR
asociado a su cuadro de CCHS, y que la mayoria de personas con NPARMs padecen
dicha enfermedad (Trochet y cols., 2005).

En la mayor parte de pacientes con CCHS, las mutaciones de PHOX2B
responsables de su cuadro aparecen como eventos de novo. Sin embargo, los padres de
los pacientes con CCHS demostrado a nivel molecular deben estudiarse y recibir
asesoramiento genético, ya que aproximadamente el 10% de ellos presenta un
mosaicismo a nivel germinal o somadtico, e incluso es posible que algunos de ellos
puedan presentar CCHS de aparicion tardia (Weese-Mayer y cols., 2003; Trochet y
cols., 2005; Berry-Kravis y cols., 2006). Por tltimo, se han reportado mutaciones en
pacientes con CCHS ubicadas en genes distintos a PHOX2B como RET, GDNF ,
EDN3, BDNF, HASHI, PHOX2A, GFRal, BMP2 o ECEI; sin embargo, su importancia
y su implicacién real en la enfermedad se desconoce. No obstante, si que se ha
comprobado que la variante enhancer del gen RET (RET+9.7T) puede considerarse un
factor de riesgo para la aparicion del fenotipo HSCR asociado a CCHS (de Pontual y
cols., 2007).

Sindrome de Waardenburg y anomalias pigmentarias relacionadas

El sindrome de Waardenburg (MIM 193500, MIM 148820, MIM 193510) es una
patologia muy heterogénea tanto clinica como genéticamente, que se presenta con un
patron hereditario autosomico dominante (Waardenburg, 1951). Es con diferencia la
enfermedad mdés frecuente que combina alteraciones pigmentarias con sordera
neurosensorial (1/50 000 recién nacidos vivos y 2-5% del total de personas que padecen
sordera congénita). La combinacion de SW y HSCR conforma el SW tipo 4 (SW4) o
sindrome de Shah-Waardenburg (MIM 277580). En los pacientes con SW4 se han
identificado mutaciones puntuales en los genes EDN3 y EDNRB en homocigosis
(Puffenberger y cols., 1994a; Attie y cols., 1995; Hofstra y cols., 1996), o mutaciones
puntuales del tipo de sustituciones o pequefias delecciones en el gen SOXI0 en
heterocigosis (Pingault y cols., 1998; Sanchez-Mejias y cols., 2010c; Bondurand y cols.,
2007). Ademas, también se han detectado grandes delecciones que abarcan las
secuencias reguladoras de la expresion del gen SOX10 (Bondurand y cols., 2012). No
obstante, para el 15-35% de los casos con SW4 no se ha identificado la causa molecular,
lo que sugiere que podrian estar implicados otros genes atin no identificados, y/o que las
mutaciones en los genes conocidos hayan pasado desapercibidas en screenings
anteriores. Por otro lado, se ha analizado el papel de la variante enhancer de RET
(RET#9.7T) en el contexto de pacientes con SW, y se ha llegado a la conclusion de que
no se considera relevante para la manifestacion del fenotipo HSCR en pacientes con
SW4 (de Pontual y cols., 2007).
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Los pacientes portadores de mutacion patogénica en SOXI(0 pueden también
presentar una variante mas grave del SW4 caracterizada por afectacion del SNC en
forma de convulsiones, ataxia y neuropatias desmielinizantes periféricas y centrales
(Peripheral demyelinating neuropathy, Central dysmyelinating leukodystrophy,
Waardenburg syndrome, and Hirschsprung disease, PCWH, OMIM 609136). Las
mutaciones en SOX/(0 también han sido consideradas como causantes de HSCR de
forma aislada o de SW4 sin HSCR (Sanchez-Mejias y cols., 2010c¢). Por ultimo también
se han identificado mutaciones de SOXI0 en otro tipo de sindromes que asocian
alteraciones pigmentarias y HSCR: (1) el Sindrome de hipopigmentacion, sordera-
ceguera yemenita (MIM 601706); (2) el sindrome BADS (MIM 227010); (3)
megacolon aganglionico asociado a piebaldismo familiar (MIM 172800); (4) HSCR y
sordera congénita profunda, aunque sin otras caracteristicas del SW.

Otras neurocristopatias

Hoy dia no se ha podido determinar alin el impacto real de otras asociaciones de
HSCR con neurocristopatias mas raras que se han reportado eventualmente (Amiel y
cols., 2008; Borrego y cols., 2013a). Este es el caso del sindrome de disautonomia
familiar (Familial Dysautonomia Syndrome, FDS) o sindrome de Riley-Day
(MIM 223900), para el que s6lo se ha reportado una vez su asociacion con HSCR.
Aunque la aparicién de ambos fenotipos en el mismo individuo podria haber surgido
por mera casualidad, resulta interesante destacar que FDS estd ligado al locus 9q31,
donde se ha mapeado un locus de susceptibilidad para HSCR (Bolk y cols., 2000). Otras
asociaciones esporadicas que se han indicado hasta la fecha son el labio leporino con o
sin paladar hendido, defectos del tubo neural como el mielomeningocele y la
neurofibromatosis tipo 1.

Otras enfermedades que presentan HSCR como wun signo
relativamente frecuente

Sindrome de Mowat-Wilson

El sindrome de Mowat-Wilson (SMW, MIM 235730) es una patologia que se
presenta con microcefalia, epilepsia, rasgos faciales distintivos y retraso mental
severo. El espectro de posibles anomalias asociadas es amplio y abarca, en orden de
frecuencia descendiente, hipospadias, anomalias renales, anomalias cardiacas
congénitas, agenesia/hipoplasia del cuerpo calloso y HSCR (Mowat 'y cols., 1998;
Zweier y cols., 2005; de Pontual y cols., 2007). Se han descrito mas de 100 mutaciones
en el gen ZFHXIB en pacientes con clinica de SMW. Dichas mutaciones incluyen
deleciones del gen completo o mutaciones truncantes (tipo nonsense o pequefias
delecciones) que conducen a la aparicion de un coddn de parada prematuro a nivel
cDNA, sugiriendo que la haploinsuficiencia de este gen constituye la base molecular de
MWS. A dia de hoy no se ha encontrado una correlacion clara entre genotipo y
fenotipo, pero si que se han reportado fenotipos atipicos con mutaciones missense o de
splicing en ZFHXI1B (Wakamatsu y cols., 2001; Amiel y cols., 2001; Dastot-Le Moal y
cols., 2007).

El gen ZFHXIB codifica la proteina-1 de interaccion SMAD1 (SMADIP1 o SIP1),
un co-represor transcripcional que participa en la via de sefializacion del TGFf. Se trata
de un gen altamente conservado evolutivamente, con una amplia expresiéon y con
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funciones clave en el desarrollo embrionario temprano, como se ha manifestado en
modelos animales. Por ultimo, el analisis de la distribucion de la mutacion enhancer en
el gen RET (RET+9.7T) en el contexto de pacientes con MWS no reveldé ninguna
asociacion con la manifestacion del fenotipo HSCR en estos pacientes (de Pontual y
cols., 2007).

Sindrome de Goldberg-Shprintzen

El sindrome de Goldberg-Shprintzen (SGS, MIM 609460) se caracteriza por
multiples anomalias congénitas y presenta un modo de herencia autosémico recesivo. Se
manifiesta con la aparicion de HSCR, retraso mental moderado, microcefalia,
polimicrogiria, rasgos dismorficos (hipertelorismo, nariz prominente, sinofridia, cabello
ralo, paladar hendido y coloboma del iris) (Goldberg y Shprintzen, 1981; Brooks y
cols., 1999). KIAA1279 es el tinico gen relacionado con esta enfermedad, el cual
codifica para una proteina (KBP) cuya funcién se desconoce (Brooks y cols., 2005).
Mediante estudios en modelos animales se ha observado que dicha proteina tiene un
caracter regulador que es fundamental durante el desarrollo axonal y que los defectos
del citoesqueleto axonal son la base de los defectos del sistema nervioso en este
sindrome. Otra hip6tesis que se ha propuesto es que la proteina KBP est4d implicada en
el proceso de diferenciacion neuronal y que probablemente los defectos del sistema
nervioso central y entérico presentes en el SGS se produzcan como consecuencia de
defectos relacionados con los microtiibulos.

El SGS se considera una enfermedad rara dentro del grupo de pacientes con retraso
mental y HSCR.

HSCR con malformaciones de las extremidades

Se han descrito algunos sindromes raros en los que HSCR se asocia con
malformaciones de las extremidades distales. Estos son los siguientes: (1) HSCR con
polidactilia, agenesia renal wunilateral, hipertelorismo y sordera congénita
(MIM 235740); (2) HSCR, polidactilia postaxial y defectos del septo ventricular
(MIM 235750); (3) HSCR, hipoplasia de las falanges distales y ufas y rasgos
dismorficos leves (MIM 235760); (4) HSCR con polidactilia preaxial, defecto cardiaco
y anomalias laringeas (MIM 604211); (5) HSCR con braquidactilia tipo D
(MIM 306980); (6) HSCR con braquidactilia, macrocefalia y anomalias vertebrales; (7)
Sindrome de BRESHEK, recientemente descrito asociado a mutaciones en el
gen MBTPS?2; y (8) displasia mesomélica de Werner (Borrego y cols., 2013a).

Sindrome de Bardet-Biedl y sindrome de McKusick-Kauffman

El sindrome de Bardet-Biedl (SBB, MIM 209900) se caracteriza por retinosis
pigmentaria, obesidad, hipogenitalismo, anomalias renales, retraso mental leve y
polidactilia postaxial de manos y pies. Se han descrito al menos 16 loci relacionados
con la enfermedad (BBS! - BBSI16) y se han identificado 14 genes, la mayoria de ellos
implicados en la funcion de cilios (Tobin JL, Beales, 2007). HSCR se ha asociado en
varios casos a SBB. Ademas, se ha visto que la variante enhancer en el gen RET
(RET*9.7T) puede ser considerada un factor de riesgo para la aparicion de HSCR en
SBB (de Pontual y cols., 2007). Asimismo, un estudio realizado a tres familias
diferentes con SBB y HSCR ha indicado que las mutaciones responsables del primero
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pueden potenciar el efecto de los alelos RET que confieren predisposicion a HSCR, pero
que no son suficientes por si mismos para producir la enfermedad. Estos genes
probablemente interactan genéticamente in vivo para modular la inervacion del
intestino mediante vias complementarias, aunque independientes, que convergen en el
mismo proceso bioldgico (de Pontual y cols., 2009).

El sindrome de McKusick-Kauffman (SMKK, MIM 236700) es una enfermedad
rara que se caracteriza por hidrometrocolpos, polidactilia postaxial y defectos cardiacos
congénitos, y HSCR en el 10% de los casos (Davenport y cols., 1989). Mutaciones en el
gen MKKS/BBS6 han sido descritas en algunos pacientes con SBB lo que confirma que
en verdad el SMKK es una variante de SBB.

Por ultimo, en varias ocasiones se ha asociado HSCR con el sindrome de Jeune,
que también es considerada una ciliopatia (Aurora y Wallis, 1999).

Sindrome de Smith-Lemli-Opitz

El Sindrome de Smith-Lemli-Opitz (SLO, MIM 270400) se caracteriza por
trastornos del crecimiento pre- y postnatal, microcefalia, retraso mental severo,
anomalias faciales, hipospadias y sindactilia del 2° y 3¢ dedos de los pies. Este
sindrome es debido a mutaciones en el gen 7-dehidrocolesterol reductasa (7DHCR,
cromosoma 11q12-q13) (Wassif'y cols., 1998). HSCR ha sido detectada en un numero
considerable de pacientes con SLO grave (Patterson y cols., 1983).

Sindrome de hipoplasia de cartilago y pelo

El sindrome de hipoplasia de cartilago y pelo (SHCP, MIM 250250), fue descrito
por primera vez en la comunidad Amish, y en ¢él se asocia la aparicion de displasia
metafisaria con enanismo de las extremidades, cabello fino, escaso y rubio, anemia
macrocitica transitoria e inmunodeficiencia. HSCR se asocia a este sindrome en el 10%
de los casos. El gen RMRP, responsable del mismo, se maped en el cromosoma 9p13
(Sulisalo y cols, 1993). Cabe sefalar que se ha observado la asociacion de HSCR al
sindrome de Holmgren-Connor (MIM 211120), que se puede considerar una variante de
SHCP.

Espectro HSAS/MASA

Entre los sindromes asociados a HSCR existen algunas presentaciones clinicas con
anomalias del sistema nervioso central, incluido el espectro de HSAS (hidrocefalia por
estenosis del acueducto de Silvio, MIM 307000) atribuido a mutaciones en el
gen LICAM (Okamoto y cols., 2004). Dicho gen codifica para una molécula de
adhesion celular neuronal con funciones esenciales en el desarrollo del sistema
nervioso. Hasta la fecha se han detectado mutaciones patogénicas en el gen L/CAM en
al menos 11 pacientes que han manifestado una asociacion de la hidrocefalia ligada al
cromosoma X (X-linked hydrocephalus, XLH) o del sindrome acrosalloso y HSCR,
uno de ellos presentado por nuestro grupo (Fernandez y cols., 2012b). Se hipotetiza que
en aquellos casos en los que XLH se presenta junto con HSCR, el gen RET o cualquier
otro gen relacionado con HSCR contribuiria a la aganglionosis bajo la influencia de un
LI1CAM defectuoso y dicho gen puede actuar como gen modificador para el desarrollo
de HSCR (Parisi y cols., 2002). Estudios en modelos animales han demostrado que el
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Llcam es necesario para la migracion de las células de la cresta neural durante el
desarrollo embrionario, aunque la pérdida por si sola de dicho gen no es suficiente para
producir aganglionosis, lo que sugiere que Llcam actia Unicamente como un gen
modificador. Por otra parte, se ha demostrado que la interaccion entre los genes L/cam
y Sox10 altera de manera considerable la migracion de la cresta neural en el intestino en
desarrollo (Wallace y cols., 2010). Concretamente, parece ser que el gen L/cam actua
como gen modificador de Sox/0, que es uno de los genes asociados a HSCR. Por
ultimo, también se ha demostrado que L/cam actiia como gen modificador de la via de
senalizacion de la ruta de las endotelinas durante el desarrollo del SNE (Wallace y cols.,
2011), lo que constituye otra evidencia del papel de LICAM en HSCR.

Otros sindromes que se han asociado eventualmente a HSCR

Otras asociaciones clinicas con HSCR incluyen sindromes con miopatia y
sindromes con manifestaciones dermatologicas. Asociaciones mas raras incluyen HSCR
con el sindrome de Fryns, el sindrome de Arskog, el sindrome de Jeune o la distrofia
toracica asfixiante, el sindrome de Joubert, la displasia frontonasal, la osteopetrosis, los
sindromes de Goldenhar, de Lesch-Nyhan, de Rubinstein-Taybi, de Toriello-Carey y de
Pallister-Hall, 1la displasia espondiloepifisaria con fragilidad o6sea (DEMFO,
MIM 271640), el sindrome de persistencia del conducto de Miiller, asplenia con
anomalias cardiovasculares y la osteopatia estriada con esclerosis craneal (OEEC)
(Amiel y cols., 2008; Borrego y cols., 2013a).

Anomalias asociadas

Se han descrito junto con HSCR, un amplio espectro de anomalias aisladas
adicionales, con una incidencia que varia del 5 al 30% segun las series (Amiel y cols.,
2008). No se ha observado ningun patréon constante y se incluyen anomalias en
extremidades distales, neurosensoriales, en piel, sistema nervioso central, genitales o
rifidn, y malformaciones cardiacas. Se han detectado defectos cardiacos, principalmente
defectos del septo ventricular y comunicacion interauricular, en el 5% de los casos de
HSCR, una vez excluidos los pacientes con trisomia 21. Asimismo, se han asociado
malformaciones renales graves, como el tumor de Wilms y HSCR (Blatt y Nakayama,
2007). Displasia o agenesia renal han sido reportadas en casos de FMTC (Lore y cols.,
2000), y en un 4,4% en una serie de 160 casos HSCR, aunque es posible que esta
frecuencia esté subestimada. Este aspecto resulta interesante, ya que los ratones
knockout para genes implicados en la via de sefializacion de RET presentan signos de
agenesia o displasia renal ademds de megacolon (Schuchardt y cols., 1994). Por otra
parte, existen indicios de la asociacion entre el sindrome de microdelecién en el
cromosoma 16pl1.2 (Congenital Anomalies of Kidney and Urinary tract, CAKUT
MIM 610805), caracterizado por anomalias congénitas del rifion y tracto urinario, y la
enfermedad de Hirschsprung (Sampson y cols., 2010).

Anomalias genitales, incluyendo las hipospadias, estan presentes hasta en el 2 o
3% de pacientes con HSCR. También se han observado malformaciones
gastrointestinales, como el diverticulo de Meckel, la estenosis pildrica, la arteria
umbilical unica, la hernia inguinal o la atresia del intestino delgado. Por tltimo, también
se han detectado con bastante frecuencia rasgos dismorficos faciales.Todo ello pone de
relieve la importancia de una profunda evaluaciéon clinica por parte de algin médico
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debidamente formado en dismorfologia en recién nacidos diagnosticados de HSCR.
Seria necesario, por tanto, que se sometieran sistematicamente a una radiografia del
esqueleto, a una ecocardiografia y a una ecografia urologica. La deteccion de una
anomalia adicional a HSCR deberia dar lugar a estudios cromosomicos y/o a estudios de
citogenética molecular.

Consejo genético

En HSCR el asesoramiento genético sigue siendo todo un reto debido a la base
genética compleja de la enfermedad en una gran parte de los casos. A fecha de hoy, la
imposibilidad de desentrafiar completamente la intrincada red de eventos genéticos
responsables de la aparicién del fenotipo en la inmensa mayoria de los pacientes
(especialmente aquellos con HSCR aislado, esporadico y de segmento corto), hace que
no se puedan llevar a la practica intervenciones terapéuticas en muchos de los casos.
Bésicamente, en el consejo genético se debe ser capaz de describir al menos los factores
de riesgo hereditarios y adquiridos en las familias afectadas. Asimismo, investigar e
interpretar los antecedentes personales y familiares para evaluar el riesgo de recurrencia
de HSCR, ademds de considerar las posibles ventajas y desventajas de los andlisis
genéticos. De igual forma, se debe ser capaz de ayudar en la evaluacion de los aspectos
psicosociales y de identificar los recursos educativos y de apoyo tanto para pacientes
como para familiares.

Se presupone que HSCR es una enfermedad multifactorial modificada por el sexo,
y que el efecto de los genes desempefia un papel primordial en comparaciéon con los
factores ambientales (riesgo relativo de 200). En este sentido, se ha estimado que el
riesgo global de recurrencia en hermanos de un probandus con HSCR se sitia en torno a
un 4%. En HSCR aislado es necesario proporcionar cifras de riesgo relativas teniendo
en cuenta el sexo y la longitud del segmento aganglionico en el probandus y el sexo del
hermano (2-33%). Por tanto, se puede evaluar un riesgo de recurrencia relativamente
preciso adaptado a cada familia en funcion de las estimaciones proporcionadas por
Badner (Badner y cols., 1990). Segun la paradoja de Carter, el riesgo mas alto de
recurrencia seria para un hermano vardn de un probandus femenino con L-HSCR (Tabla
3). No obstante, actualmente, la baja penetrancia de las mutaciones asociadas a HSCR
dificulta el hecho de predecir y evaluar el riesgo real de la enfermedad para familiares
de los pacientes de forma segura. Es de esperar, no obstante, que este panorama cambie
drésticamente gracias a los enormes avances tecnoldgicos en estudios genéticos de los
ultimos tiempos que permitirdn, no so6lo la identificacion de la red de procesos
biologicos alterados causantes de la enfermedad en cada caso, sino también el impacto
especifico de cada evento molecular en la aparicion del fenotipo, facilitando asi la
estimacion de riesgo de recurrencia para la familia y posibilitando por tanto un consejo
genético y reproductivo apropiados.

Por ultimo, hay que hacer mencion especial de los casos en los que HSCR aparece
asociado a otras anomalias congénitas. En estos casos, el prondstico a largo plazo
depende, en su mayoria, del diagnostico del cuadro clinico y de la gravedad de las
anomalias asociadas. Varios sindromes conocidos asociados a HSCR tienen herencia
puramente mendeliana, con mutaciones de alta penetrancia, por lo que el consejo
genético es mas sencillo y el riesgo de recurrencia para familiares estd perfectamente
establecido.
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Tabla 3: Epidemiologia y riesgo de recurrencia en HSCR (12)

L-HSCR S-HSCR
% probandus 19 81
Proporcion Varones:Hembras 1.75 5.5
Modelo de herencia Dominante Multifactorial or recesiva
Penetrancia (%) 52:40 17:4
(varones:mujeres)
Riesgo de recurrencia para
hermanos* (%)
Probandus varén 17/13 5/1
Probandus hembra 33/9 5/3

Riesgo relativo=200 *se muestra el riesgo relativo para hermanos varones/hembras, respectivamente.
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Epilogo

Hoy no he hablado s6lo por mi. Este no es so6lo un discurso de recepcion. He
querido representar y contar el esfuerzo y la dedicacion de tantas mujeres y hombres,
compafieros. Hombres y mujeres que han dedicado una gran parte de su vida y de su
esfuerzo a mejorar la vida de las personas y del conjunto de la sociedad a través de la
investigacion biomédica y de su traslacion para mejorar la Salud.

Para que el concepto de Medicina Traslacional tenga éxito, es extremadamente
importante crear las condiciones Optimas en las que se pueda desarrollar el trabajo de la
forma mas eficaz. Las oportunidades e importancia de alcanzar el éxito en esta tarea son
lo suficientemente importantes como para que sea obligatorio una re-evaluacion critica
de los obstaculos y las oportunidades de la integracion de la investigacion biomédica y
la innovacion clinica. Cientificos, clinicos, ingenieros, informaticos y, en general, todos
los profesionales involucrados en esta tarea deben aprender a cooperar y a centrarse en
el objetivo final: el diagnostico y el tratamiento de las enfermedades que afectan a
todos: hombres, mujeres y nifos. El progreso probablemente vendra de aquellas
personas y organizaciones con liderazgo, visidbn y recursos para generar Nuevos
modelos de organizacidn y gestion que permitan propiciar equipos interdisciplinarios de
cientificos y clinicos, trabajando en equipo y centrados en el disefio, desarrollo y
traslacion de la investigacion biomédica en productos o innovaciones para aplicaciones
clinicas que impulsen mejores y mas eficientes cuidados de salud y mas riqueza para el
conjunto de la sociedad.

He dicho
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