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1. Estudios de diagnostico

A pesar de que el diagnostico de la esclerosis lateral amiotrofica (ELA) sigue siendo
eminentemente clinico y que no existe ninguna prueba de laboratorio que mejore
en precision ni rapidez este diagnostico, si que es muy Util realizar algunas pruebas
tanto para un posible diagnostico diferencial en la evolucion del paciente como
para realizar un consejo genético familiar adecuado.

1.1. Genética

El panorama genético en la enfermedad de la ELA se ha ido ampliando a medida
gue se han mejorado las técnicas de secuenciacion y, a su vez, se ha ligado a otras
enfermedades neurodegenerativas como la demencia frontotemporal (DFT).

Aunqgue la identificacion de SODT7 como primer gen ligado inicialmente a la ELA
familiar fue en 1991 @, el descubrimiento de nuevos genes asociados ha sido
paulatino hasta la actualidad.

Los genes mas relevantes en la ELA por niumero de casos implicados son C9orf/2,
SODI, TARDBP y FUS. La suma de estos 4 genes representa aproximadamente el
60% de las ELA familiares (ELAf) y el 15% de los casos de ELA esporadica (ELAe),
mientras que las mutaciones en otros genes se encuentran en menos o igual al 1%
de los pacientes @ ® (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de contribucién de los genes principales en los casos de esclerosis lateral
amiotrofica familiar (ELAT) y ELA esporadica (ELAe), asi como el porcentaje de casos sin causa
genética conocida.

Es importante indicar que solamente entre el 5y el 10% de los casos de ELA tienen un
componente hereditario (ELAS), mientras que el resto se consideran casos de ELAe.

e SODI1. Como se ha comentado anteriormente, el primer gen identificado en
esta patologia fue SODJ, describiéndose 11 mutaciones en 1993 El gen SOD]
codifica por la superdxido dismutasa de Cu/Zn, una enzima citoplasmatica
cuya funcion es la transformacion de los radicales superoxido.

En la actualidad se han descrito mas de 180 mutaciones en este gen. La
mayoria de los cambios afectan a residuos de SODJ que estan altamente
conservados filogenéticamente ©®, lo que sugiere gue esos sitios son
importantes para la funcion de SODJ.

La mayoria de las mutaciones muestran un patron de herencia autosémica
dominante con alta penetrancia. Una excepcion notable es la que representa
la variante p.D90A (p.DI1A en el actual sistema de numeracion), la cual
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presenta herencia recesiva en la poblacion escandinava pero dominante en
el resto del mundo ®. También se han descrito variantes, como la p.G16S, con
asociacion a formas juveniles ’. La razdon de por qué una mutacion en SOD]
puede ser selectivamente dafiina en neuronas motoras es aun desconocida,
dado que este gen estd ampliamente expresado y conservado ®.

TARDBP. En 2006, se identifico la proteina TAR de union a ADN de 43 kDa
(TDP-43) como el componente principal en las inclusiones citoplasmaticas
ubiquitinadas en la ELA y como la caracteristica neuropatoldgica mas
importante de la enfermedad . Tras este descubrimiento, las mutaciones
en el gen TARDBP (que codifica para TDP-43) se relacionaron con casos de
ELAfy ELAe (O 0D,

Se han descrito mas de 50 mutaciones diferentes, casi todas las variantes
son de cambio de aminoacido (missense), mostrando un patron de herencia
autosdmico dominante.

FUS. Las mutaciones en FUS se identificaron tras un estudio de ligamiento
que indico la region gendmica 16g11.2. Posteriormente, gracias al hallazgo
de TARDBP como causa genética de la enfermedad, se estudid FUS por
las similitudes estructurales de las proteinas por las que codifican estos
genes, describiéndose 14 mutaciones en 17 familias de origen britanico y
americano (09,

La gran mayoria de las mutaciones son sustituciones de aminoacidos,
autosdmicas dominantes y se encuentran en el exdn 15, que codifica el
extremo C-terminal de la proteina, y el resto son mutaciones gque cambian
el marco de lectura (frameshift) o de terminacion temprana de la traduccion
(nonsense).

Las mutaciones de novo de FUS, como es el caso de la p.P525L, también son
responsables de una parte de los casos esporadicos y juveniles de ELA 9,

C90RF72. En 2011, la realizacion de un GWAS (genome-wide association
studies) de pacientes fineses con ELA identificd un locus en el cromosoma
9p21, que estaba presente en mas del 40% de los casos de ELAf y en
aproximadamente el 25% de todos los casos de ELA @ (® Estudios
posteriores identificaron el haplotipo finés en otras poblaciones europeas
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an a8 v determinaron que surgid de una sola mutaciéon fundadora ®. La
causa del resultado del GWAS fue identificada como una expansion de una
repeticion (ER) de hexanucledtidos localizada entre los primeros exones no
codificantes (denominados la y 1b) (9 GO,

En estudios posteriores, la frecuencia de la expansion fue evaluada en 17
regiones alrededor del mundo, incluyendo paises europeos, diferentes
poblaciones étnicas en Estados Unidos, en paises asiaticos, Australia, en
el Medio Oriente y en las islas del Pacifico @, Ademas, todos los pacientes
con la expansion también tenian el haplotipo fundador finés rs3849942
@2 |a frecuencia mas alta de la mutacion es en Finlandia (21%) y sigue un
gradiente de norte a sur (Tablas 1y 2). Se estimd gue la mutacion ocurrio
aproximadamente hace 1.500 afos, unas 100 generaciones en Finlandia, 80
en Alemania y 60 en ltalia @,

Pais | Finlandia | Reino Unido | Irlanda | Holanda | Alemania | Francia | Italia | Espaia | Grecia
ELAf 46 46 41 47 22 46 38 27 50

ELAe 21 7 5 5 5 8 4 3 8
Datos extraidos de Majounie et al., 2012 [21]

Tabla 1. Gradiente norte-sur de C9orf72 en esclerosis lateral amiotréfica (ELA). Porcentaje de
casos causados por la expansion de C9orf72 en ELA familiar (ELAf) y ELA esporadica (ELAe) en
distintos paises de Europa.

Pais | Finlandia | Reino Unido | Irlanda | Holanda | Alemania | Francia | Italia | Espaia | Grecia
DFTf 48 57 17 26 17 10 44 6 30

| DFTe 19 12 6 2 4 4 10 6 3
Datos extraidos de Van der Zee et al., 2012 [21]

Tabla 2. Gradiente norte-sur de C9orf72 en demencia frontotemporal (DFT). Porcentaje de
casos causados por la expansion de C9orf72 en DFT familiar (DFTf) y DFT esporadica (DFTe) en
distintos paises de Europa.
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El numero de repeticiones en los individuos sanos suele ser de 2 a 10,
habiéndose descrito expansiones de hasta 23 repeticiones en controles
sanos, mientras que los pacientes con ELA o DFT asociados a esta variante
tienen entre 30 vy varios cientos de repeticiones /@9 Sin embargo, se ha
identificado un numero de repeticiones intermedias, de 20 a 30, tanto en
pacientes como en controles @ @ de dificil caracterizacion sobre todo de
cara al consejo genético.

Otros analisis realizados en pacientes de ELA vy de DFT (esporadicos vy
familiares) utilizando la técnica de la triple PCR demostraron que esta ER
de hexanucleodtidos es la causa mas frecuente de ELA y DFT @ @&,

El fenotipo clinico asociado con estas expansiones se caracteriza
principalmente por sintomas de DFT y signos de enfermedad de las
neuronas motoras. La presentacion clinica también se extiende a casos con
rasgos de ELA, cuerpos de Lewy diagnosticados inicialmente como ELA o
demencia con cuerpos de Lewy, e incluso se ha descrito en una fenocopia
de la enfermedad de Huntington @7 @®,

1.1.1. Triple PCR

En el caso del estudio de la presencia de la ER del hexanucledtido GGGGCC en el
intron 1 del gen C9orf/2, se lleva a cabo una triple PCR o repeat-primed PCR. El
metodo de la triple PCR es un sistema rapido y preciso de separar las muestras
gue portan la expansion patogénica de la repeticion (= 30 repeticiones) de los que
portan el alelo de referencia (= 20 repeticiones). Este ensayo de PCR utiliza un
cebador flanqueante especifico marcado con fluorescencia (P1) junto con un par
de cebadores (P2, P3), gue comparten una secuencia 5 comun (cola). Los criterios
de seleccion para la secuencia del cebador de anclaje (P2) son que debe contener
poca o0 ninguna complementariedad consigo mismo, no tener complementariedad
(GCA)S’, (TGOS 0 (GGGGCO)5’, vy no tener homologia con secuencias humanas
conocidas. El cebador reverso (P3) tiene la secuencia (GGGGCC)5" en su extremo
3’ en funcion de la hebra de la repeticion a amplificar (Tabla 3).
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Nombre del cebador Secuencia del cebador

Cebador con fluorescencia (P1) 6FAM-TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGGAGGGAAACAACCGCAGCC

Cebador de anclaje (P2) CAGGAAACAGCTATGACCGGGCCCGCCCGACCACGCCCCGGLeeeaaeeceaa
Cebador reverso (P3) CAGGAAACAGCTATGACC

DeJesus-Hernadndez et al., 2011 [20]

Tabla 3. Secuencia de los cebadores empleados en la triple PCR.

1.1.2. Secuenciacion Sanger

La metodologia realizada para la secuenciacion Sanger ©? consta de 7 etapas
diferenciadas: a) realizacion de la PCR del fragmento deseado; b) electroforesis
en gel de agarosa para comprobar si la PCR ha sido efectiva especificamente en
nuestro fragmento deseado; ¢) purificacion y cuantificacion del producto de PCR;
d) realizacion de la reaccion de secuenciacion; e) precipitacion del producto de la
reacciondesecuenciacion;f)electroforesis capilar;y g) analisis del electroferograma.

Los resultados de las secuencias obtenidas de los pacientes se comparan con las
secuencias de referencia proporcionadas por las bases de datos internacionales
como Ensembl Genome Browser o el Gen-Bank del National Center for
Biotechnology Information (NCBI).

Este protocolo de secuenciacion Sanger se aplica para el analisis de los genes
tradicionalmente ligados a la ELA y la DFT, como son SODI, TARDBP, FUS, MAPT,
GRN, VCP y SETX. También se utiliza para confirmar las variantes potencialmente
patogénicas encontradas por secuenciacion masiva (next generation sequencing
-NGS-) en los pacientes, asi como para comprobar la posible cosegregacion de
la variante en los casos de los que se disponga de ADN procedente de otros
miembros de la familia. Por ultimo, en caso de obtener una baja cobertura para
algun exon mediante alguna de las técnicas de secuenciacion masiva aplicadas
para cualquiera de los pacientes, también se procede de igual manera.
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1.1.3. NGS

Hasta hace unos anos, la primera aproximacion de NGS utilizada era la secuenciacion
masivadirigidaatravés deldisefioy la puestaapuntodeun panelgénico que permite
una secuenciacion costo-efectiva de una bateria amplia de genes relacionados con
la ELA yla DFT (un ejemplo de los genes elegidos hace unos aflos se puede ver en

la Tabla 4).
ALS2 ANG ANXAIT AR ATRN ATXNZ2 C9orf72
CCNF CHCHDIO | CHGB CHMP2B DAO DCTNIT EPB4ILT
EPHA4 EWSRI FIG4 FLNC FUS GRN HNRNPAT
HNRNPAZBI1  KIF5A MAPT MATR3 NEFH NEKT OPTN
PFNT PRPH PSENIT SETX SIGMARI  SODI SPAST
SPGIIT SPG7 SQSTM] STXI2 TAF15 TARDBP | TBKI1
TUBA4A UBQLNZ2 UNCI3A | VAPB VCP VEGFA

Tabla 4. Genes seleccionados para el disefio del panel génico personalizado.

Las dos tecnologias mas utilizadas en panel génico han sido la tecnologia basada
en amplicones llamada TruSeg Custom Amplicon® (TSCA, lllumina) y la considerada
como gold standard SureSelect® (Agilent). La cobertura media debe ser de 300 X
para asegurarnos una cobertura minima media de 100 X y que tenga una fiabilidad
clinica aceptable. Cuando se disefia un panel génico es importante asegurarse de
cubrir todas las regiones codificantes de los exones, las regiones UTR (5 y 3) vy
ademas incluir sitios de flangueamiento intronico de 25 pb con el fin de cubrir
zonas de corte y empalme del ARN (splicing) adyacentes. Ademas, también es
importante evitar polimorfismos en el disefio de los cebadores.

La plataforma de secuenciacion mas comun para un panel génico es MiSeqg®
(Illumina), gue dispone del software MiSeq Reporter® (lllumina) gque puede hacer
un primer analisis de los datos crudos de secuenciacion.

Actualmente, la aproximacion de NGS mas utilizada y considerada mas costo-
efectiva es la secuenciacion del exoma, también conocida por sus siglas en inglés
WES (whole exome sequencing). En este caso, se trata de la secuenciacion de
todas las secuencias codificantes del genoma, asi como las regiones UTR (5" v
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3) vy regiones de flanqgueamiento para asegurar la inclusion de posibles zonas
gendmicas que contengan sitios de splicing.

Los archivos brutos de secuenciacion (FASTQ y BAM) se alinean contra el genoma
de referencia humana GRCh38/Hgl18 (anteriormente GRCh37/Hgl19). Por ultimo, los
archivos VCF, que poseen la informacion de todas las bases que no son iguales a las
del genoma de referencia, se anotan mediante distintos softwares como ANNOVAR GO,

Como datos de calidad de |la secuenciacion realizada por este método, es necesario
comprobar que la calidad de lectura Q30 sea superior a 90 de media, asi como
comprobar que la cobertura minima y media cumplen con los criterios de disefo.
Pueden existir regiones mas propensas a tener una cobertura inferior a la adecuada
por la existencia de secuencias muy repetitivas o de secuencias con poliG, C, T o A.

Por ultimo, es muy importante la forma de analizar el archivo que contiene todas
las variantes y la informacion que se puede emplear para seleccionar la existencia
de variantes de interés. Se dispone de multitud de herramientas como son los
predictores de patogenicidad /in silico, los datos de conservacion en la escala
filogenética de cada residuo, los predictores de variacion en la estructura terciaria
o cuaternaria de la proteina, la frecuencia poblacional genética y alélica en distintas
subpoblaciones mundiales en distintas bases de datos poblacionales, etc.

La definicion de todas las caracteristicas necesarias para gue una variante sea
realmente interesante debe ser decidida por una persona con criterio y experiencia
en el campo, y al conjunto de esta estrategia es a lo que se denomina pipeline.

Un ejemplo de pipeline real:

e FEliminar variantes con MAF < 0,01 en las bases de datos GnomAD,
1000Genomes y EXAC.

e Priorizar variantes en las regiones codificantes y de corte y empalme.
e Eliminar variantes sindnimas que no afectan al corte y empalme.
e Prediccion in silico (PolyPhen2, SIFT, MutationTaster, M-CAP, CADD).

e Evaluar el fenotipo y el modo de herencia en los casos familiares.
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En los casos en los que se encuentran variantes consideradas patogénicas o
probablemente patogénicas, se procede a su validacion mediante secuenciacion
Sanger y, ademas, en los casos en los que es posible disponer de muestras de otros
miemlbros de la familia, se realiza un analisis de cosegregacion.

La ventaja que ofrece la WES sobre el panel génico personalizado es que la cantidad
de genes analizados es muy superior, ademas de la capacidad de reanalisis futuro
ante un nuevo descubrimiento genético en la patologia. A su vez, es importante
indicar que una vez que se ha realizado la secuenciacion del exoma completo se
puede realizar una “panelizacion” de este para no incluir hallazgos de variantes
accidentales que se salgan de la patologia de estudio. Es decir, podemos analizar
solamente los genes de interés real, asi como genes de enfermedades miméticas o
relacionadas. En el caso de un estudio de exoma completo de un paciente con ELA,
lo mas comun es incluir una busqueda de variantes en todos los genes que también
puedan estar presentes en otras demencias, en la enfermedad de Alzheimer, en la
enfermedad de Parkinson, en distintos tipos de paraparesias, Charcot-Marie-Tooth
y atrofia muscular espinal.

Para que se pueda visualizar de manera mas clara la diferencia en el niumero de
genes empleados, se sehalan en azul en la Tabla 5 los genes que estaban incluidos
en el panel génico.

Por el contrario, el mayor inconveniente de la utilizacion sistematica de la
secuenciacion exomica es la aparicion de un numero muy grande de variantes de
significado incierto (variant of uncertain significance -VUS-).
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AAAS AARS ABCDI1 ADAR ADCY5 AHNAK2 | ALDHI8SAT | ALS2 AMPD2 | ANG
ANO3 ANXAITT | AP4BI1 AP4ET AP4MI AP4ST AP5Z1 APOE APP AR
ARLG6IP] | ARRP2] | ARSA ARSI ATL1 ATM ATPISA2 | ATPIAT ATPIA3 | ATP7B
ATRN ATSV ATXN2 B4GALNTI | BAG3 BCAP3T BICD2 BSCL2 Cl2orf65 | C19orf12
C2Iorf2 C9orf72 | CACNAIB | CAPRINT CCNF CCT5 CHCHDIO | CHCHDZ2 CHGB CHMP2B
cizi COL6A3 | CPTIC Cyp2U1 CYP7BI1 DAO DCAF17 DCAFS8 DCTNIT DDC
DDHDI1 DDHD2 | DGAT2 DHTKDI1 DNAJB2 DNAJC6 | DNM2 DNMTI1 DYNCIH1 | EGR2
ELP3 ENTPDT | EPB4ILT | EPHA4 ERBB4 ERLINT ERLINZ2 EWSRI EXOSC3 | FA2H
FBXO38 |FBXO7 |FIG4 FLNC FTL FUS GAN GARS GBA2 GCDH
GCH1 GDAPIT GGNBP2 | GJAT GJB3 GNAL GPX3 GRN GSN HARS
HEXA HINTI HMSNS5 HNRNPAT | HNRNPAZ2BT | HPCA HSPBI HSPB3 HSPB8 | HSDI1
HTRAZ2 HTT IBA57 IFRDT IGHMBP2 KCC3 KCNMAT | KCTD17 KDM5C | KIFIA
KIF1B KIFIC KIF5A LICAM LMNA LRRK2 LRSAMI MAG MAPT MARS
MATR3 MCM3AP | MED25 MFN2 MME MOBP MORC2 MPV17 NAGLU | NEFH
NEFL NEKT NIPAT NT5C2 OPTN PANK2 PARKIO PARKTI PARKI2 | PARK2
PARK7 PFN1 PGAPI PINKI PLA2G6 PLPI PNKD PNKP PNPLA6 | POLG
PRKN PRKRA | PRPN PRPH PRRT2 PSENT PSENZ2 RAB3GAP2 | RAB7A | RAB8A
REEPT REEP2 RELN RTNZ2 SACS SARMI SCFDI1 SCO2 SCYLIT SETX
SGCE SGPLIT SIGMARIT | SLCI6A2 | SLCI9A3 SLC25A46 | SLC2A1 SLC33A1 SLC5A7 | SCLG6AZ
SCLO9A8 | SMN1 SMN2 SNCA SOD17 SORTI SPART SPAST SPGTI1 SPG21
SPG7 SPR SPTLCT SPTLC2 SPTLC3 SQSTM1 STX12 TAFI1 TAFI5 TARDBP
TBCK TBKT TECP2 TFG TH THAPIT TIMMSA TMEMI06B | TNIP1 TORIA
TREMZ2 TRIM2 TRPVA4 TUBA4A TUBB3 TUBB4A UBQLNZ2 | UNCI3A USsPs8s VAMPI
VAPB VCP VEGFA VPSI3A VPS35 VPS37A WARS WASHCS5 ZFR ZFYVE26
ZFYVE27

Tabla 5. Genes seleccionados para el

secuenciacion exdmica.

estudio de los pacientes a los que se les realiza
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2. Estudios de investigacion

Como ya se ha visto en el punto anterior, hoy por hoy el diagndstico empleado es
Unicamente clinico, lo que suele implicar un retraso diagnostico en Espafia de unos
12-14 meses de media desde el inicio de los sintomas del paciente.

2.1. Diferencia entre biomarcador diagndstico y prondstico

En el caso de la ELA es dificil conseguir un biomarcador diagnéstico que anticipe
gue un paciente va a sufrir esta enfermedad con antelacion al diagndstico clinico
que es realizado por el facultativo. Sin embargo, mas lineas de investigacion van
dirigidas a encontrar biomarcadores prondsticos que permitan anticipar cémo
sera la evolucion de la enfermedad en el paciente. De hecho, dada la variabilidad
en la evolucion del paciente segun la edad de inicio, la forma de inicio de los
sintomas vy si el paciente porta alguna variante genética de interés, seria un paso
mMmuy importante en la vida del paciente ©P.

2.1.1. Neurofilamentos

Los neurofilamentos (Nf) son proteinas estructurales en neuronas y glia que
han sido ampliamente estudiados en diferentes enfermedades neuroldgicas
como biomarcadores prometedores. Los Nf son filamentos intermedios de tipo
IV que componen especificamente el citoesqueleto axonal de las neuronas,
dandoles soporte estructural. Estdan compuestos de heteropolimeros de diferentes
subunidades, la cadena ligera de neurofilamento (NfL), la cadena media (NfM),
la cadena pesada (NfH) vy la a-internexina, que en el sistema nervioso periférico
se reemplaza por la periferina. Los Nf se unen entre si y proporcionan un puente
cruzado con los filamentos de actina y las proteinas de microtubulos. Tienen una
funcion de soporte estructural, manteniendo el calibre neuronal con un didametro
de entre 8 y 12 nm. También son componentes integrales de la sinapsis, importantes
para las transmisiones de las sehales eléctricas neuronales a lo largo de los axones
influyendo en la velocidad de conduccion.



LECCION
Laboratorio

BIOMA DORES
DE LAS ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

El ensamblaje anormal de Nf se puede observar en varias enfermedades
neurodegenerativas incluida la ELA. La importancia de estas moléculas como
biomarcadores radica en que cuando se produce dafo axonico en los trastornos
del sistema nervioso central (SNC), los Nf se liberan al liuido cefalorraguideo
(LCR) vy luego drenan hasta la sangre a través de granulaciones aracnoideas. De
este modo, los niveles de Nf encontrados en estos fluidos reflejan daflo neuronal,
siendo Utiles como biomarcadores de lesion neuronal tanto aguda como cronica.

Durante la uUltima década, multiples estudios han investigado este potencial de
los Nf, tanto en LCR como en sangre. Las subunidades de los neurofilamentos
mas estudiadas son la NfL vy la cadena pesada fosforilada (pNfH) debido a su alta
solubilidad. Ambas se correlacionan con el grado de degeneracion de las neuronas
motoras. Desde el punto de vista genético, se han asociado mutaciones en el
dominio C-terminal del gen codificante de NfH, deleciones o inserciones, con la
ELAe.

Por otro lado, se ha demostrado que los niveles de Nf (NfL y pNfH) en el LCR
estan aumentados en pacientes de ELA aproximadamente 5-10 veces mas que
en controles sanos. También estan aumentados en sangre, pero como los Nf son
producidos por las neuronas, los niveles séricos son 10 veces mas bajos que en el
LCR. Aun asi, se ha visto una buena correlacion entre ambos fluidos, especialmente
para pNfH G2,

También hay evidencias de que los niveles de NfL y pNfH se correlacionan con
parametros de mal prondstico de ELA, como la disminucion de la escala funcional
de la ELA (Functional Rating Score for Amyotrophic Lateral Sclerosis-Revised -
ALSFRS-R-) v la supervivencia®®. Los pacientes de ELA con una rapida progresion
muestran concentraciones mas elevadas en suero y LCR de pNfH. Asimismo, niveles
mas altos de NfL se asocian con una progresion mas rapida de la enfermedad vy
una supervivencia mas corta©®. De igual modo, se ha visto que los niveles de pNfH
y NfL en el LCR son significativamente mas bajos en los pacientes con progresion
lenta de la enfermedad &,

Por lo tanto, la deteccion temprana de Nf en LCR y sangre podria usarse como
biomarcadores pronosticos en la ELA.
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2.1.2. Expresion génica

La expresion génica es el proceso por el cual la informacion codificada por un
gen se usa para producir moléculas de ARN que codifican, posteriormente, para
proteinas. En los estudios de investigacion, este concepto hace referencia al nivel
en el que encontramos a un determinado ARN en suero, plasma, etc. La expresion
elevada o disminuida de un ARN puede indicar una situacion anormal en relacion
con una patologia subyacente.

ARNmM. Se han realizado estudios exhaustivos para detectar ARNM
expresados de forma diferencial en sangre total y células mononucleares
de sangre periférica ©® G2 vy varios estudios sobre algunos ARNM
seleccionados potencialmente implicados en la patologia de la ELA &8 &8,
Sin embargo, todavia no se han identificado biomarcadores candidatos
evidentes. Se ha realizado una busqueda bibliografica sistematica y no
detectaron reproducibilidad entre los diferentes estudios relativos a la
firma transcriptomica de los tejidos de la ELA. Las razones de la falta de
repetibilidad podrian ser diferentes poblaciones de estudio, diferentes tipos
de sujetos de control, diferentes fuentes de muestras, diferentes estadios de
la enfermedad vy el uso de diferentes estrategias metodologicas 2.

También identificaron la expresion diferencial de otros posibles genes
candidatos como la galectina 3 (LGALS3), que esta implicada en la
neuroinflamacion, y la proteina cinasa C delta (PRKCD), que se activa en la
apoptosis inducida por mitocondrias “®. Se necesitan estudios adicionales
para averiguar si alguno de estos u otros ARNmM asociados a la ELA podrian
utilizarse como biomarcadores circulantes de la ELA.

MIARN. Los microARN (miIARN) son ARN no codificantesde17-22 nucledtidos
(nt) de longitud, gue actian como reguladores postranscripcionales de la
expresion génica causando la degradacion de los ARNmM diana o la inhibicion
de su traduccion a través de la union especifica de la secuencia semilla de
6-8 nt de longitud del miARN a la region 3’ no traducida (UTR) del ARNmM
diana “P. Muchos miARN estan evolutivamente conservados vy tienen una
interaccion preferentemente conservada con la mayoria de los ARNmM
humanos, lo gue es indicativo de sus importantes funciones bioldgicas “?.
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Ademas de los ARNmM, los miARN también son potentes reguladores de
otros miIARN y ARN no codificantes, como los INcCARN vy los circARN. Un
solo MIARN puede regular cientos de especies de ARN, lo que convierte
a los miARN en importantes reguladores de la homeostasis celular “®. Los
MIARN estan presentes tanto en entornos intracelulares como extracelulares
y en casi todos los fluidos bioldgicos ¥, Extracelularmente, los miARN
se detectan dentro de vesiculas de membrana vy libremente, formando
complejos con otras macromoléculas. Hasta ahora se han identificado mas
de 2500 miARN en el genoma humano (miRBase, www.mirbase.org) “>
y para cientos de ellos ya se ha descrito su funcion en el desarrollo vy la
patologia cerebral “®),

Los mMIARN tienen muchas caracteristicas para ser biomarcadores
prometedores de enfermedades humanas. En estudios recientes tambien
han indicado que los MIARN pueden detectarse en fluidos bioldgicos donde
conservan el perfilde expresion delas células originales, incluidas las neuronas
y se ha demostrado que tienen una gran especificidad y estabilidad “”.
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Conclusiones

El diagnostico de los pacientes con ELA es totalmente clinico y el diagnostico
genético supone un apoyo, principalmente en casos hereditarios que
necesitan un consejo genético individualizado.

Los 4 genes mas relevantes y con mayor participacion en la patologia son,
por este orden: C9orf72, SODI, TARDBP Y FUS, tanto en los casos esporadicos
como de origen hereditario.

La utilizacion de las nuevas tecnologias de secuenciacion ha mejorado
sustancialmente la costo-efectividad del diagndstico genético en la ELA,
pasando de la clasica secuenciacion Sanger a distintas aplicaciones de
secuenciacion masiva (NGS).

Actualmente, niveles bajos de pNfH y NfL en el LCR parecen estar ligados
a una evolucion mas lenta de la enfermedad, encontrandose en las ultimas
fases de investigacion preclinica como biomarcador prondstico de la ELA.

El futuro de los biomarcadores estd encaminado a un conjunto de moléculas
qgue formen un “panel” que mejore las prestaciones individuales de cada uno
de ellos por separado, proporcionando una alta especificidad y sensibilidad.
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