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Abstract 
	
Rett syndrome is a genetically based neurodevelopmental disorder that is included in the 

rare disease group due to its low incidence in the population. However, this disease is the 

second cause of severe intellectual disability in women after Down syndrome. This disorder 

was first described in 1966 by Dr. Andreas Rett, although it was not until 1963 that the Swedish 

pediatrician Hagberg defined it as Rett syndrome. Nevertheless, it was not until 20 years after 

the genetic cause behind the syndrome, the MECP2 gene malfunction, was clarified. This 

finding allowed the genetic diagnosis in a large part of patients with a clinical diagnosis of RTT. 

However, approximately 5% of patients with classic RTT and more than 25% of patients with 

atypical forms present negative results for mutations in the MEPC2 gene. This led to the search 

for other possible genes involved in RTT, especially in the case of atypical forms. Subsequent 

studies in search of a genetic cause for those patients without diagnosis made it possible to 

link the CDKL5 and FOXG1 genes to this pathology in 2004 and 2008, respectively. Even so, 

there is a percentage of patients with the Rett phenotype or similar that their ethology still 

remains unknown. Recently, next generation sequencing has promoted genetic diagnoses 

because of the quickness and afford ability of the method. Thus, the introduction of these new 

technologies allowed us to study a larger number of genes associated with RTT or similar 

phenotypes simultaneously, providing a genetic diagnosis for a wider group of patients. These 

new findings allow us to provide the clinician with more information and clues that could help 

in the prevention of future symptoms or in pharmacologic therapy. Likewise, these results 

have allowed us to understand the complexity of the disorder a little better.  
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Síndrome de Rett 

El síndrome de Rett (RTT; OMIM#312750) es un trastorno del neurodesarrollo de inicio 

precoz que afecta principalmente a niñas, con una incidencia de 1:10.000 niñas nacidas y la 

segunda causa de discapacidad intelectual en mujeres después del síndrome de Down. El 

RTT es una enfermedad de base genética, y hasta el momento, una gran cantidad de 

evidencias respaldan que variantes patogénicas en el gen Methil CpG binding protein 2 (MECP2; 

OMIM*300005) son la causa principal que conducen al desarrollo de esta enfermedad. Este 

gen se encuentra localizado en el cromosoma X, presentando un patrón de herencia 

dominante ligado al X, por lo que hace que este síndrome afecte casi en su totalidad a niñas 

ya que los niños que presentan una variante patogénica en este gen fallecen antes de su 

nacimiento o de manera muy precoz. 

Este síndrome fue descrito inicialmente por el pediatra Andreas Rett en el 1966 al 

observar a dos pacientes que presentaban el mismo fenotipo: microcefalia adquirida con 

atrofia cerebral, estereotipias de “lavado de manos” y pérdida de habilidades adquiridas 

después de un período de normalidad inicial (Rett, 1966). Sin embargo, no fue hasta el 1983 

cuando el doctor Bengt Hagberg presentó a la comunidad médica una descripción clínica 

concisa de 35 pacientes acuñando el término de “Síndrome de Rett” para la enfermedad. Todas 

ellas, provenientes de tres países diferentes (Francia, Portugal y Suecia), presentaban una 

encefalopatía progresiva uniforme. Después de un desarrollo aparentemente normal durante 

los primeros 6-18 meses de vida, se producía un estancamiento seguido de una regresión de 

las funciones motoras y psíquicas adquiridas hasta el momento. En el transcurso de los meses 

el deterioro progresa a demencia severa, una pérdida de interés por el entorno, epilepsia, 

ataxia, microcefalia adquirida y pérdida del uso propositivo de las manos. Con el paso del 

tiempo, aparece un retraso en el crecimiento, a menudo acompañado con problemas de 

malnutrición y disfunciones respiratorias como apneas e hiperventilación. Finalmente, las 

pacientes llegan a un estado de aparente estabilidad de sus síntomas que puede llegar a durar 

décadas (Hagberg et al., 1983). 

La esperanza de vida en las pacientes con RTT depende de la gravedad de las 

manifestaciones clínicas: presencia de epilepsia, infecciones recurrentes, la no deambulación 

autónoma, escoliosis y/o hiperlaxitud troncoencefálica. A pesar de esta larga lista de 

complicaciones tan prematuras, se estima que el 60% de las pacientes con RTT llegan a los 
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37 años de edad (Anderson et al., 2014), e incluso algunas pueden llegar a vivir hasta los 70 

años (Hagberg et al., 2002). 

1. Aspectos clínicos 

RTT se encuentra dividido en dos categorías, la forma clásica y las formas atípicas. El 

criterio diagnóstico para el RTT es puramente clínico, no existe ningún biomarcador hasta la 

fecha que se identifique con el trastorno. Su diagnóstico se realiza en base a una serie de 

criterios clínicos definidos en la Tabla 1. Estos criterios fueron redactados por Hagberg y un 

grupo internacional de investigadores en 1988, que periódicamente son revisados y 

actualizados por neuropediatras expertos (2002 y 2010) (Hagberg et al., 2002, Neul et al., 

2010). 

Tabla 1. Criterios diagnósticos del RTT. Modificado de Neul et al. 2010 

Criterios principales 

 Pérdida parcial o total de las habilidades manuales. 

 Pérdida parcial o total del lenguaje verbal. 

 Incapacidad para la marcha o marcha apráxica. 

 
Estereotipias manuales (aleteo, lavado, palmas, retorcer manos, etc…). 
 

Criterios de apoyo para la forma atípica 

 Alteraciones de la respiración en vigilia. 

 Bruxismo en vigilia. 

 Alteración del patrón de sueño. 

 Tono muscular anómalo. 

 Alteraciones de la vascularización periférica: manos y pies pequeños y fríos. 

 Escoliosis/cifosis. 

 Retraso de crecimiento. 

 Microcefalia adquirida. 

 Ataques de risa o gritos fuera de contexto. 

 Disminución de la respuesta al dolor. 

 
Comunicación ocular intensa, o mejoría del contacto visual durante la evolución. 

 

Criterios de exclusión 

 
Daño cerebral secundario a trauma (peri o postnatal), enfermedad neurometabólica o 
infección grave que cause problemas neurológicos. 

 Desarrollo psicomotor claramente anómalo en los primeros 6 meses de vida. 
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Actualmente, estos criterios nos permiten definir a las pacientes RTT en dos formas 

diferenciadas: la forma típica o clásica y las formas atípicas o variantes del RTT (Tabla 2). La 

forma clásica es la expresión fenotípica más frecuente, descrita inicialmente por Rett y 

Hagberg, y definida mediante los cuatro criterios principales. Estos rasgos principales se 

desarrollan durante los primeros años de vida y permiten su diagnóstico entre los dos y cinco 

años de vida. Además, algunas características fenotípicas definidas como criterios de soporte 

pueden aparecer durante el transcurso de la enfermedad. Por otro lado, los pacientes 

diagnosticados con RTT atípico han de cumplir dos o más criterios principales más cinco o 

más criterios de apoyo para poder ser definidos como tal. Asimismo, han sido establecidos 

criterios que excluyen el diagnóstico de RTT: una lesión cerebral, una enfermedad 

neurometabólica, infección neurológica o un desarrollo psicomotor claramente anómalo con 

un inicio antes de los seis meses.  

Tabla 2. Criterios para la distinción de las distintas formas del RTT. Modificado 

de Neul et al. 2010. 

Requerimientos para la forma clásica 

 Un período de regresión seguido de una mejora o estabilización. 

 Cumplir todos los criterios principales y ninguno de exclusión. 

 
Los criterios de soporto no son estrictamente necesarios que se cumplan. 

 

Requerimientos para las formas atípicas 

 Al menos 2 de los 4 criterios principales. 

 5 de los criterios de soporte. 

 

1.1 La forma clásica 

Las pacientes diagnosticadas con la forma clásica del RTT presentan una disminución de 

la actividad voluntaria de las manos entre los 6 meses y los dos años de vida, pierden el 

lenguaje expresivo adquirido y el lenguaje receptivo se deteriora, con una gran afectación en 

el desarrollo psicomotor. Además, se asocia temporalmente una disfunción temporal de la 

comunicación y de socialización, incluyéndolas dentro de los trastornos del espectro autista. 

Una de las características más destacadas de este síndrome es la presencia de estereotipias 

manuales, en forma de “lavado de manos”, retorciéndolas, ensalivándoselas, dando golpes y 



INTRODUCCIÓN 

24 

 

automatismos de fricción. Durante el desarrollo motor, entre el primer y cuarto año de vida, 

empiezan a manifestarse anomalías en la deambulación, como la marcha apráxica, aunque 

hay pacientes que nunca llegan a adquirirla. El perímetro craneal es normal al nacer, pero 

entre los primeros cinco meses y los cuatro años de vida se observa una desaceleración del 

crecimiento cefálico, que en la mayoría de las pacientes evoluciona a una microcefalia 

adquirida. 

 

La forma clásica tiene una progresión clínica típica, definida por 4 etapas:  

- Fase de normalidad: donde se produce un desarrollo prenatal y perinatal aparentemente 

normal, aunque en el transcurso de las últimas décadas se ha descrito que durante 

este período se pueden apreciar ciertas anomalías difícilmente detectables. (Ver 

apartado 1.4 Diagnóstico anterior a la fase de regresión). 

 

- Fase de regresión: fase de duración variable entre las pacientes donde se detiene el 

desarrollo psicomotor que conduce a una pérdida profunda de habilidades adquiridas 

en las áreas de la comunicación, el uso de manos y la deambulación. Asimismo, en 

muchos casos también se enlentece el crecimiento cefálico desarrollando una 

microcefalia adquirida.  

 

- Fase de estabilización: etapa pseudoestacionaria que transcurre durante los años 

preescolares y escolares en la que las pacientes muestran una amplia variedad de 

síntomas específicos de RTT.  

 

- Fase de declive: en la última etapa de su vida, las pacientes experimentan un 

empeoramiento del rendimiento motor y disfunciones autónomas que se prolongan 

hasta el fallecimiento, lo que ocurre a edades extremadamente variables. Sin embargo, 

en aproximadamente una cuarta parte de los casos, las pacientes tienen una muerte 

súbita inesperada causada por inestabilidad cardíaca, crisis respiratoria o convulsiones 

no controladas (Chahrour and Zoghbi, 2007, Kyle et al., 2018).  
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1.2 Las formas atípicas 

Existe una cohorte de pacientes que no cumplen con todos los criterios principales, pero 

comparten muchos rasgos fenotípicos con la forma clásica (aproximadamente el 20% de los 

casos). Estas pacientes con las variantes o formas atípicas pueden presentar un fenotipo tanto 

más grave, en el caso de las formas de epilepsia precoz y congénita, como mucho más leve, 

en el caso de la forma con lenguaje conservado y de regresión tardía: 

- Forma congénita o de inicio precoz: es la forma más grave de RTT atípico y está 

caracterizada por un retraso global en el desarrollo psicomotor desde el nacimiento 

sin un periodo de aparente normalidad y sin fase de regresión. En estado más 

avanzado acaban apareciendo las estereotipias manuales y en la mayoría de los casos 

nunca se adquiere la deambulación (Rolando, 1985). 

 

- Epilepsia precoz: presenta una evolución severa, el debut epiléptico ocurre entre las 6-

10 semanas de vida con epilepsia parcial o generalizada resistente al tratamiento. El 

estancamiento del neurodesarrollo y las estereotipias se manifiestan posteriormente 

al inicio de las convulsiones (Hanefeld, 1985).  

 

- Forma con lenguaje conservado: corresponde a pacientes que llegan a utilizar algunas 

palabras o frases cortas de forma propositiva. No llegan nunca a desarrollar un 

lenguaje oral normal, pero pueden llegar a mantener el lenguaje adquirido, o bien 

recuperarlo progresivamente durante la pubertad. En esta variante son poco 

frecuentes las crisis epilépticas y pueden no llegar a desarrollar microcefalia adquirida 

(Zappella, 1992). 

 

- Forma frustre o de regresión tardía, en esta variante el periodo de regresión se produce 

entre el primer y tercer año de vida. Conservan parcialmente el uso de las manos y 

las estereotipias no son habituales, algunas veces sin detención del crecimiento 

cefálico. Las pacientes con regresión tardía mantienen más habilidades previamente 

adquiridas que las pacientes con la forma clásica y presentan un mejor pronóstico 

funcional (Hagberg and Skjeldal, 1994). 
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1.3 RTT en varones 

Originalmente, la ausencia casi completa de varones con RTT clásico postulaba un efecto 

letal de las mutaciones en MECP2 en ellos (Leonard et al., 2001, Tate et al., 1996). Por lo 

contrario, han sido reportadas e informadas mutaciones en MECP2 en pacientes masculinos 

con una amplia variedad de presentaciones clínicas, incluidas discapacidades graves del 

desarrollo neurológico, encefalopatías congénitas y RTT clásico (Chahrour and Zoghbi, 

2007). Los pacientes varones con sospecha de RTT o que presenten variantes patogénicas 

en el gen MECP2 pueden clasificarse en varios grupos (Zeev et al., 2002):  

- Varones con síndrome de Klinefelter: varones con dos copias del cromosoma X y una copia 

del cromosoma Y; por lo tanto, tienen un cromosoma adicional que les da una 

designación cromosómica de 47, XXY. Debido a que estos varones tienen dos copias 

del cromosoma X, se someten al mismo proceso de inactivación del X que se observa 

en las mujeres. Estos varones presentan una clínica muy consistente con la forma 

clásica. Además, presentan características del síndrome de Klinefelter, como el 

subdesarrollo de los genitales y la baja producción de hormonas sexuales. 

 

- Varones portadores de variantes patogénicas en mosaico en MECP2: Dependiendo del 

porcentaje de mosaicismo celular, estos varones tendrán características clínicas 

similares a las mujeres con RTT clásico. Ha sido descrito que el 69% de los pacientes 

reportados con mosaicismo son varones (Zhang et al., 2019). De modo que el 

mosaicismo en MECP2 debe tenerse en cuenta al diagnosticar clínicamente a niños 

con RTT. 

 

- Varones con encefalopatía neonatal severa asociada a MECP2: Generalmente presentan un 

inicio más temprano y síntomas más graves que las mujeres. La mayoría de estos 

varones presentan problemas respiratorios, de alimentación y convulsiones de inicio 

temprano, pudiendo sobrevivir hasta la infancia tardía. Con frecuencia requieren un 

apoyo médico significativo, que incluye apoyo nutricional y respiratorio. 

 

- Casos esporádicos de varones que cumplen los criterios de inclusión para el RTT: Varones con 

variantes patogéncias en MECP2 fuera de las regiones del gen que generalmente se 

asocian con el RTT clásico en las mujeres y presentaciones más leves. Algunas de 

estas variantes, cuando se observan en mujeres, pueden presentarse asintomáticas o 
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con clínica muy leve. Se cree que estas mutaciones en ciertas regiones del gen MECP2 

no causan una alteración anómala significativa de la función de la proteína y, por lo 

tanto, producen síntomas más leves en mujeres y graves en varones (Chahrour and 

Zoghbi, 2007, Orrico et al., 2000). 

 

1.4 Diagnóstico anterior a la fase de regresión 

Debido al inicio fenotípico tardío de la enfermedad y la consecuente naturaleza centrada 

en la regresión de los criterios diagnósticos (Hagberg et al., 2002, Neul et al., 2010), la edad 

media de diagnóstico se encuentra alrededor de los 2 años para la forma clásica y un poco 

más de un año después para las formas atípicas, dificultando cualquier tipo de intervención 

temprana (Marschik et al., 2018, Tarquinio et al., 2015). 

Aunque un desarrollo psicomotor aparentemente normal durante los primeros meses de 

vida se considera comúnmente una característica esencial y distintiva del RTT (Hagberg et 

al., 2002, Ricceri et al., 2008), las evidencias acumuladas durante las últimas décadas ponen 

en duda la ausencia de anomalías tempranas, por lo que se está cuestionando el concepto de 

regresión. En estudios retrospectivos se ha revelado que el 50% de los padres de las pacientes 

afectas pensaban que el desarrollo temprano de su hija había sido inusual. De forma 

recurrente los padres informaban que su bebé tenía la mirada “vacía”, particularmente 

plácida, y dormía tan profundamente que tenían que despertarla la gran mayoría de veces 

para su alimentación (Witt-Engerstrom and Gillberg, 1987, Kerr et al., 1997, Naidu, 1997, 

Leonard and Bower, 1998). Dichos informes, aunque posiblemente sesgados por el recuerdo, 

proporcionaron la primera sugerencia de que el desarrollo temprano de las funciones 

psicomotoras, a pesar de parecer aparentemente normales, ya se muestra algunas pequeñas 

alteraciones. Las evaluaciones objetivas posteriores llevadas a cabo en las últimas dos o tres 

décadas por investigadores y médicos respaldan tales evidencias, desafiando así el paradigma 

del desarrollo temprano normal (Figura 1) (Kerr, 1995, Pokorny et al., 2018). 
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Figura 1. Alteraciones tempranas del comportamiento en pacientes con RTT. Visión general de las 

anomalías del comportamiento identificadas hasta ahora en los recién nacidos con RTT durante la 

fase de normalidad. La edad de diagnóstico más para RTT es de aproximadamente a los 2 años. Imagen 

modificada de Cosentino et al. 2019. 

 

La revisión exhaustiva de Einspieler y Marschik (2019) resume estas características 

previas a la regresión. La mayor parte de este trabajo se ha basado en la adquisición de videos 

familiares durante el período de pre-regresión de pacientes diagnosticadas en última instancia 

con RTT. Aunque esta metodología tiene limitaciones, la naturaleza esporádica de la 

enfermedad requiere este enfoque. Las características previas a la regresión incluyen una 

desviación en la progresión de los "movimientos generales" y retrasos en el desarrollo a la 

presencia de características anómalas tales como estereotipias intermitentes de las manos o 

vocalizaciones cualitativamente anómalas. Aunque estas características de la vida temprana 

son interesantes para la creación de un algoritmo para identificar a los infantes afectados 

antes de la regresión, aún existen limitaciones. Primero, ninguna de estas características se 

encuentra de manera uniforme en todas las pacientes que terminan desarrollando RTT. Por 

ejemplo, solo el 34% presentaba estereotipias manuales tempranas. En segundo lugar, 

muchas de estas características requieren la determinación de expertos para reconocer estas 
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anomalías. Muchas no serían recogidas en evaluaciones clínicas de rutina o reconocidas por 

los padres, especialmente dada su naturaleza intermitente.  

 

1.5 Heterogeneidad fenotípica del RTT 

Dado el amplio rango de fenotipos y mutaciones que existen asociadas al RTT, surge la 

pregunta de qué tan bien se correlaciona el genotipo con el desarrollo fenotípico. Esta 

pregunta debe considerarse en dos niveles: 

1. Dentro de las limitaciones de un diagnóstico clínico de RTT clásico o atípico, 

¿ciertas mutaciones tienen más probabilidades de conducir a un cuadro clínico 

específico o una presentación general más grave? 

 

2. En la amplia gama de fenotipos relacionados con el gen MECP2, ¿ciertas 

mutaciones son más propensas a conducir al RTT frente a otro trastorno ya 

descrito?  
 

Se han realizado numerosos estudios de correlación genotipo-fenotipo para determinar 

cómo correlacionan grupos de mutaciones con la gravedad general del fenotipo de las 

pacientes, generalmente examinando pacientes con un diagnóstico de RTT clásico o atípico. 

Sin embargo, muchos de estos estudios no han podido establecer una correlación 

significativa entre la cohorte de pacientes estudiadas (Ham et al., 2005, Guerrini and Parrini, 

2012). No obstante, algunos estudios han podido demostrar ciertas evidencias de correlación, 

centrándose en el efecto de las mutaciones y en la gravedad general de la presentación clínica 

en las pacientes con RTT (Cuddapah et al., 2014, Neul et al., 2008). Ha sido descrito que las 

mutaciones que truncan la proteína de forma prematura como p.R168*, p.R255* y p.R270* 

y las grandes inserciones y deleciones que crean un efecto deletéreo en la función de la 

proteína, causan un fenotipo más grave. Por otro lado, las mutaciones missense como p.R133C 

y p.R306C, las mutaciones que truncan la proteína más cerca de la región C-terminal, como 

las de p.R294* y otras en el extremo 3’, están asociadas con fenotipos más leves. A pesar de 

esto, las variaciones de fenotipo ocurren comúnmente entre pacientes con la misma 

mutación. Se han propuesto algunas posibles explicaciones, como las diferencias en la 

inactivación del cromosoma X (Knudsen et al., 2006, Ehrhart et al., 2018) y la presencia de 
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una segunda mutación genética, que pueda actuar como modificador, empeorando o 

mejorando el cuadro clínico que acaban desarrollando las pacientes (Zeev et al., 2002).  

Sin embargo, las comparaciones entre estudios son complicadas por una serie de factores, 

como la variabilidad en las herramientas de evaluación utilizadas para determinar la gravedad 

del fenotipo. Combinado con el hecho de que tanto en el RTT clásico como en el atípico, la 

edad de los sujetos juega un papel importante en la presentación de los síntomas, como la 

escoliosis es más frecuente en pacientes de edad avanzada, y que existe una interrelación 

entre varios componentes del fenotipo, como las pacientes sin deambulación tienen más 

probabilidades de tener escoliosis. Determinar con claridad las correlaciones específicas de 

genotipo-fenotipo no es una tarea trivial. De este modo, la existencia de casos con la misma 

mutación descrita, pero con diferencias en la gravedad clínica enfatiza la necesidad de 

proceder con precaución a la hora de predecir la posible progresión futura de las 

manifestaciones clínicas que pueda desarrolla una paciente en concreto. 

Actualmente, en RTT, como en otras enfermedades, el término "like" se emplea en 

pacientes que no cumplen los criterios clínicos establecidos, pero presentan un fenotipo que 

concuerda con la enfermedad en mucho de los aspectos, como el retraso en el desarrollo 

psicomotor (con o sin regresión), movimientos estereotipados, pérdida del uso de las manos 

y del lenguaje. Hasta el momento, no se ha establecido y publicado un consenso de criterios 

formales para el diagnóstico de estos pacientes que presentan el síndrome de Rett-like (RTT-

like) (Schonewolf-Greulich et al., 2019). 
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2. Aspectos genéticos 

Las bases genéticas y el tipo de herencia del RTT fueron desconocidos durante décadas, 

desde que el doctor A. Rett (1966) y B. Hagberg (1983) la describieron. No fue hasta el año 

1999, cuando se identificaron en pacientes afectas variantes patogénicas de novo en el gen 

MECP2 (Amir et al., 1999), por lo que se verificó la hipótesis de que el RTT es una 

enfermedad ligada al cromosoma X dominante. 

 
2.1 El gen MECP2 

El gen MECP2 se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma X (Xq28) 

flanqueado por los genes RCP e IRAK1 y está formado por cuatro exones (Figura 2A y 2B). 

Este gen codifica para una proteína de unión al ADN metilado y actúa como factor regulador 

de la transcripción (MeCP2) que tanto puede inhibir como activar la transcripción de otros 

genes. Esta proteína es esencial para la maduración neuronal y el correcto funcionamiento 

de las células del sistema nervioso central (SNC) (Yasui et al., 2014).  

MeCP2 tiene dos isoformas descritas (MeCP2-e1 y MeCP2-e2) con un splicing diferencial 

en los exones 1 y 2 que contribuyen a las diversas funciones de la proteína. MeCP2-e1 

contiene los exones 1, 3 y 4, y el codón de inicio se encuentra en el exón 1, mientras que 

MeCP2-e2 contiene los exones 2, 3 y 4 y el codón de inicio se encuentra en el exón 2 (Figura 

2C) (Ariani et al., 2008). Ambas isoformas contienen todos los dominios funcionales de la 

proteína. Sin embargo, MeCP2-e1 se expresa principalmente en el SNC (Kalscheuer et al., 

2003), lo que sugiere que es la isoforma predominante en el cerebro, mientras que la isoforma 

MeCP2-e2 tiene niveles de expresión más elevados en el músculo esquelético, placenta, 

hígado y glándula prostática (Liyanage and Rastegar, 2014).  

Actualmente, en la base de datos de la NCBI Reference Sequence, donde se proporcionan 

secuencias de referencia afianzadas para la anotación genómica, la identificación y 

caracterización de genes, han sido anotadas otras posibles candidatas a isoformas de MeCP2 

con splicing alternativo y otros posibles exones, que a día de hoy no sabemos si pueden 

presentar variantes patogénicas que puedan estar implicadas en el desarrollo del RTT 

(https://wwwncbi.nlm.nih.gov/gene/4204). 
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Figura 2. Estructura del gen MECP2 y la proteína MeCP2. (a) El gen MECP2 está ubicado en el 

cromosoma X (Xq28), flanqueado por los genes RCP e IRAK. (b) Esquematización del gen MECP2, 

compuesto por cuatro exones y tres intrones. El gen tiene tres sitios de poliadenilación en la región 

3'UTR. Se indican los tamaños de cada región exónica e intrónica. (c) La generación de dos isoformas 

MeCP2: MeCP2E1 y MeCP2E2. El sitio de inicio de traducción (ATG) para cada isoforma se indica 

mediante flechas. Regiones codificantes marcada en rojo. Regiones no codificantes marcadas en 

verde. (d) Estructura proteica de MeCP2E1 (498 aminoácidos) y MeCP2E2 (486 aminoácidos). NTD, 

dominio N-terminal; MBD, dominio de unión a islas CpG metiladas; ID, región entre dominios; 

TRD, dominio de represión transcripcional; CTD, dominio C-terminal; AT-hook dominio localizado 

dentro del dominio TRD que permite la unión a regiones ricas en adenina-timina (AT). Imagen 

modificada de Liyanage and Rastegar, 2014. 

 

MeCP2 presenta 2 dominios funcionales relevantes: el dominio MBD (Methyl-CpG 

Binding Domain) situado en la región N-Terminal y el dominio TRD (Transcriptional Repressor 

Domain) en la región central de la proteína. A parte, también presenta un dominio de unión 

con motivos WW localizados en la región C-terminal involucrado en la interacción proteína-

proteína y dos señales de localización nuclear o NLS (Nuclear Localization Signal) (Figura 2D). 

El dominio MBD se une exclusivamente a islas CpG metiladas simétricamente (Nan and 

Bird, 2001), aunque con menor preferencia también puede unirse al ADN no metilado 

(Meehan et al., 1992, Ballestar et al., 2000). El tipo de metilación a la que se une también es 

importante, se ha demostrado que MeCP2 es la principal proteína de unión a la 5-
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hidroximetilcitosina en el cerebro, una marca epigenética enriquecida en genes neuronales 

activos (Mellen et al., 2012). La unión que ofrece el dominio MBD es importante para las 

funciones de MeCP2 (Lewis et al., 1992, Zhao et al., 2015). Esta unión puede activar o 

reprimir la transcripción de genes, dependiendo de los cofactores reclutados (Lewis et al., 

1992, Chahrour et al., 2008, Yasui et al., 2007). 

A diferencia del dominio MBD, el TRD no está todavía bien determinado, con estudios 

contradictorios relacionados con su supuesta función (Zlatanova, 2005). Principalmente, se 

cree que el dominio TRD es necesario para el papel silenciador transcripcional de la proteína, 

al unirse a proteínas co-represoras como mSin3A, lo que afecta el reclutamiento de histona 

desacetilasas y produce cambios en la arquitectura de la cromatina (Jones et al., 1998). Sin 

embargo, esta interacción es de baja frecuencia e inestable en estudios realizados in vivo (Klose 

and Bird, 2004). 

 

2.1.1 Variantes patogénicas 

La mayoría de las variantes patogénicas asociadas al RTT ocurren en los exones 3 y 4 del 

gen. Y, aunque también han sido detectadas en el exón 1, hasta el momento no se han 

identificado variantes patogénicas en el exón 2 en pacientes con RTT (Kalscheuer et al., 

2003). Aunque existen ciertas regiones del gen descritas como puntos calientes para la 

aparición de mutaciones en el gen (hotspots), hasta el momento, más de 800 variantes 

patogénicas han sido identificadas en el 95% de pacientes con RTT clásico y en el 75% de 

las pacientes con RTT atípico (Christodoulou et al., 2003, Neul et al., 2008). La mayoría de 

las variantes patogénicas se encuentran dentro del dominio TRD (34%) y el dominio MBD 

(25%). Ocho mutaciones principales representan aproximadamente el 47% de todas las 

mutaciones en MECP2. Estas mutaciones son p.R106T, p.R133C, p.T158M, p.R168*, 

p.R255*, p.R270*, p.R294* y p.R306C, que se distribuyen entre el dominio MBD y TRD 

(Figura 3). Además, el 98% de las mutaciones que se localizan en el dominio de la señal de 

localización nuclear (NLS) se consideran patogénicas. Del mismo modo, en una alta 

proporción de variantes observadas en la TRD (88%) y MBD (84%) se les ha asignado un 

estado patogénico, mientras que solo las variaciones en la región C-terminal (52%) se notan 

como patogénicas (Krishnaraj et al., 2017). 
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Figura 3. Distribución de variantes patogénicas conocidas en MeCP2 y las interacciones/funciones 

abolidas debido a ellas. Se ilustran las mutaciones bien conocidas que se encuentran en pacientes con 

síndrome de Rett y la pérdida de interacciones y funciones de MeCP2 debido a estas mutaciones. 

NTD, dominio N-terminal; MBD, dominio de unión a islas CpG metiladas; ID, región entre 

dominios; TRD, dominio de represión transcripcional; CTD, dominio C-terminal; AT, dominio AT; 

5mC, 5-metilcitosina; 5hmC, 5-hidroximetilcitosina. Los números de aminoácidos están de acuerdo 

con la ubicación en la isoforma MeCP2E2. Imagen obtenida de Liyanage and Rastegar, 2014. 

 

Aunque las mutaciones MECP2 se consideran la causa más frecuente asociada al RTT y 

existe una fuerte correlación entre las mutaciones en el gen y los fenotipos RTT, se 

encuentran varios casos de pacientes RTT sin mutaciones MECP2 (Hoffbuhr et al., 2001, 

Huppke and Gartner, 2005, Temudo et al., 2011). Asimismo, se han descrito pacientes que 

no muestran ninguno de los fenotipos RTT con mutaciones conocidas en MECP2 ya 

claramente descritas como causantes de RTT (Suter et al., 2014). Además de RTT, se han 

encontrado mutaciones en MECP2 asociadas con trastornos neurológicos y 

neuropsiquiátricos tales como esquizofrenia (Cohen et al., 2002), trastornos del espectro 

alcohólico fetal (Zoll et al., 2004), síndrome de psicosis, signos piramidales y macroorquidia 

(Klauck et al., 2002), trastorno del espectro autista (Beyer et al., 2002), síndrome de Prader-

Willi (Tejada et al., 2006) y síndrome de Angelman (Watson et al., 2001). Estos estudios 

enfatizan que el diagnóstico de RTT, así como otros trastornos neurológicos relacionados 

con MeCP2, no deben limitarse a la detección de mutaciones en el gen MECP2, sino que 

debe llevarse a cabo junto con un exhaustivo reconocimiento clínico. También destacan la 

importancia de comprender la función de las mutaciones así como en otros trastornos 

asociados a MeCP2 (Liyanage and Rastegar, 2014). 

 



INTRODUCCIÓN 

35 

 

2.1.2 Expresión de MeCP2 

Más de dos décadas de investigación básica ha generado grandes avances en la 

comprensión de las funciones de MeCP2, así como de la fisiopatología del RTT. Elucidar las 

funciones de un gen en particular es primordial para comprender cómo su disfunción 

contribuye a la enfermedad. La patogenicidad molecular de las mutaciones en MECP2 es 

compleja ya que están involucrados múltiples tejidos y funciones, y, en su mal 

funcionamiento, una gran cantidad de genes exhiben una expresión anómala con 

implicaciones en el equilibrio entre la excitación y la inhibición sináptica (Kron et al., 2012). 

Además de las mutaciones de pérdida de función, las duplicaciones en el gen también 

deterioran el SNC y conducen al desarrollo del síndrome de duplicación de MECP2, 

trastorno neurológico grave caracterizado por discapacidad intelectual y motora graves 

(Lombardi et al., 2015). De este modo, las drásticas consecuencias neurológicas tanto de la 

ganancia como la pérdida de función de MECP2 remarcan la necesidad de comprender los 

roles de MeCP2 en el SNC. 

La proteína MeCP2 tiene una expresión ubicua. Si bien sus funciones periféricas han sido 

descritas recientemente en la fatiga del ejercicio y las propiedades óseas (Ross et al., 2016), 

su acción principal y donde las concentraciones de la proteína son más elevadas es en el 

cerebro, lo que explica que la afectación principal en las pacientes es el en SNC. Además, los 

niveles de MeCP2 fluctúan durante el desarrollo del sistema nervioso donde son más 

elevados durante la etapa embrionaria, disminuyen al nacimiento y posteriormente alcanza 

su punto máximo durante el desarrollo sináptico y de la plasticidad (Figura 4) (Gos, 2013, 

Olson et al., 2014). Específicamente, los niveles de MeCP2 en las neuronas y los astrocitos 

aumentan durante el desarrollo postnatal: determinan la maduración, el tamaño neuronal y 

la ramificación dendrítica, hechos que se relacionan con la microcefalia adquirida y el 

comportamiento específico de los pacientes con RTT (Zoghbi, 2005, Chapleau et al., 2009, 

Mellios et al., 2018). Estos estudios sugirieron un papel primordial de MeCP2 en las últimas 

etapas del desarrollo neurológico y una función en las neuronas maduras y, además de una 

función prescindible de MeCP2 durante las primeras etapas embrionarias. De ahí que, se cree 

que este patrón de expresión tardía de MeCP2 es el que produce el desarrollo temprano 

aparentemente normal de las pacientes RTT. No obstante, un estudio más reciente 

demuestra que la expresión de MeCP2 se puede detectar en neuronas inmaduras de la corteza 

prenatal en ratones (Bedogni et al., 2016) y en células neuronales inducidas de células madre 

pluripotentes (iPSC) de humanos (Kim et al., 2011).  
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Asimismo, estudios clínicos han revelado alteraciones neurológicas en pacientes con 

RTT en los primeros meses de vida (Einspieler et al., 2005, Marschik et al., 2018). Por lo 

tanto, la expresión de MeCP2 desde las primeras etapas de desarrollo hasta la edad adulta 

tanto en ratones como en humanos y la presencia de déficits neurológicos en pacientes con 

RTT desde los primeros años de vida sugieren que MeCP2 regula todas las etapas del 

desarrollo neurológico y la función cerebral adulta (Gulmez Karaca et al., 2019). Sin embargo, 

los síntomas no neuronales asociados al RTT como las anomalías respiratorias, los problemas 

cardíacos, la escoliosis y los movimientos de las extremidades indican la importancia de la 

proteína fuera del SNC (Nomura and Segawa, 1992, Guideri and Acampa, 2005, Ogier and 

Katz, 2008) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. MeCP2 regula el desarrollo del cerebro y mantiene la función de las neuronas maduras 

durante la edad adulta. MeCP2 regula la diferenciación neuronal en el desarrollo embrionario 

temprano, la maduración neuronal y la formación de circuitos. MeCP2 promueve la agrupación de 

cromocentros durante la diferenciación y la maduración, y por lo tanto participa en el establecimiento 

de la estructura de cromatina típica de las neuronas maduras (las neuronas maduras presentan menos 

y más densos cromocentros, representados en la Figura como puntos negros en el núcleo). En la 

edad adulta, MeCP2 es un factor crítico en el mantenimiento de la función neuronal. Mantiene la 

estructura de la cromatina y regula el perfil transcriptómico neuronal. Además, parece mantener un 

estado permisivo para la transcripción del gen dependiente del estímulo y regular la función cognitiva. 

Imagen obtenida de Gulmez Karaca et al., 2019. 
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2.1.2 Funciones de MeCP2 

MeCP2 es una proteína multifuncional que participa en la regulación transcripcional, así 

como en la modulación de la estructura de la cromatina. Los diferentes dominios de MeCP2 

se han asignado para facilitar múltiples funciones a través de la unión directa del ADN, la 

interacción con otras proteínas o mediante el reclutamiento de otros factores (Guy et al., 

2011). 

El papel de MeCP2 en la regulación transcripcional se ha descrito en varios aspectos de 

la regulación génica, tanto en la represión como la activación transcripcional. Por ejemplo, la 

asociación de MeCP2 con complejos represores que contienen SIN3a e histona desacetilasas 

(HDAC) conduce a la represión transcripcional. Por otro lado, la activación transcripcional 

de genes mediada por MeCP2 ocurre en asociación con los complejos activadores que 

contienen la proteína de unión al elemento de respuesta a AMPc (CREB) (Chahrour et al., 

2008). El reclutamiento de MeCP2 a los loci genómicos activos enriquecidos con 5 hmC 

(Mellen et al., 2012) y su asociación con la proteína TET1 (Cartron et al., 2013) respaldan 

aún más el papel de MeCP2 en la activación génica. Aunque se han reportado numerosos 

genes diana para MeCP2 en múltiples sistemas celulares (Zachariah and Rastegar, 2012), la 

naturaleza diversa de los genes diana de MeCP2 y los efectos opuestos en los genes 

estudiados plantean preguntas sobre la función exacta de MeCP2 como un regulador 

transcripcional.  

Hay estudios que definen a MeCP2 como un modulador epigenético de todo el genoma 

en lugar de un regulador transcripcional (Della Ragione et al. 2012). Sin embargo, hasta la 

fecha, sigue siendo difícil saber cómo una sola proteína puede modular una gran variedad de 

funciones opuestas. Como proteína importante de unión al ADN, también se ha descrito 

que MeCP2 participa en el control de la estructura de la cromatina (Liyanage et al. 2012; 

Zlatanova 2005; Chadwick y Wade 2007). MeCP2 puede modular la arquitectura de la 

cromatina al condensar el ADN mediante la regulación de las interacciones de largo alcance 

(Horike et al. 2005), la formación de estructuras de cromatina de orden superior (Georgel et 

al. 2003; Agarwal et al. 2011) y la formación de bucles de cromatina y Puentes de ADN 

(Georgel et al. 2003; Nikitina et al. 2007b; Yasui et al. 2007). Además, hay estudios de 

localización de MeCP2 en regiones de heterocromatina teñidas con DAPI (Zachariah et al. 

2012; Craig et al. 2003) y la agrupación de cromocentros durante la sobreexpresión de 

MeCP2 (Brero et al. 2005) han generado más evidencias adicionales sobre el papel de MeCP2 
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como una proteína arquitectónica de cromatina. Además, se han observado diferencias 

significativas en los tamaños y números de cromocentros en las neuronas Mecp2knockout y 

Mecp2wildtype, lo que respalda aún más el papel de MeCP2 en la organización de la cromatina 

(Singleton et al. 2011). Más importante aún, se ha demostrado que las mutaciones 

patogénicas en MECP2 que causan RTT interrumpen la formación de estructuras de 

cromatina de orden superior (Nikitina et al. 2007a; Agarwal et al. 2011; Kumar et al. 2008). 

 
2.2 Otros genes asociados al RTT: CDKL5 y FOXG1 

La identificación del gen MECP2 y la mayor precisión de las técnicas diagnósticas han 

permitido llegar a un diagnóstico genético en gran parte de las pacientes con diagnóstico 

clínico de RTT. Sin embargo, aproximadamente el 5% de las pacientes con RTT clásico y 

más del 25% de las pacientes con formas atípicas tienen un estudio negativo para mutaciones 

en el gen MEPC2. Lo que llevó a la búsqueda de otros posibles genes implicados en el RTT, 

especialmente en el caso de las formas atípicas (Weaving et al., 2005). 

 

2.2.1 Gen CDKL5 

En el 2004 se describió el gen Cyclin-dependent-kinase-like 5 (CDKL5; OMIM*300203) 

asociado con la forma atípica de epilepsia precoz (Tao et al., 2004). En los primeros estudios 

se proporcionó diagnóstico genético a un 3% de las pacientes sin diagnóstico molecular 

previo (Weaving et al., 2004). Este gen sigue un patrón de herencia ligada al X dominante ya 

que las mutaciones patogénicas descritas en las pacientes eran de novo, igual que en MECP2. 

Variantes patogénicas en este gen se han descrito también en niños con encefalopatía 

epiléptica resistente a fármacos (Mirzaa et al., 2013) o con autismo sin epilepsia, pero 

especialmente en la variante atípica de RTT con epilepsia precoz (Russo et al., 2009). 

El gen CDKL5 se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma X (Xp22), está 

formado por 21 exones y codifica para una proteína quinasa que participa en la migración y 

maduración neuronal (Figura 5A). Estudios experimentales sugieren que este gen es capaz 

de modular la expresión de la proteína MeCP2 y participar en vías comunes en ambos genes 

(Mari et al., 2005). En vista de la posibilidad de que CDKL5 esté modulando la expresión de 

MECP2 y del espectro fenotípico compartido que presentan las pacientes con variantes 

patogénicas en estos dos genes, se ha sugerido que ambos genes pueden desempeñar un 

papel común en un proceso de patogenicidad (Tao et al., 2004). 
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Figura 5. Estructura y distribución de mutaciones missense en el gen CDKL5. (A) Estructura del gen 

con la isoforma dominante en el cerebro, hCDKL5_1. De color azul-verde (regiones codificantes) y 

negro (UTR). Los intrones no están a escala. (B) Variantes missense patogénicas en CDKL5. Los 

dominios funcionales en la proteína CDKL5 están codificados por colores. Los números se refieren 

a las posiciones de los aminoácidos. Las variantes en rojo (superior) son patógenas o probablemente 

patógenas. Las variantes en negro (inferior) son benignas o probablemente benignas. a = variante 

con posible alteración en el splicing. b = variante de significado clínico incierto. NES = señal de 

exportación nuclear; NLS = señal de localización nuclear; ST = sitio activo de serina-treonina 

quinasa; TEY = motivo Thr-Glu-Tyr conservado. Imagen obtenida de Hector et al., 2017. 

 

La patogenicidad de las variantes descritas en CDKL5 debe ser probada en modelos 

animales o en líneas celulares humanas diseñadas (Wang et al., 2012). Sin embargo, el estudio 

realizado por Hector et al. 2017 proporciona evidencias acerca de la clasificación de variantes 

específicas en el gen e información para el diagnóstico genético (Hector et al., 2017). Aunque 

las variantes patogénicas de CDKL5 se encuentran en la mayoría de las regiones codificantes 

del gen, las variantes missense claramente se agrupan en el dominio catalítico N-terminal. Es 

probable que las variantes missense fuera de este dominio y todas las variantes en los exones 

20, 21 y 22 sean benignas (Figura 5B). En comparación con los síndromes de duplicación 

bien descritos que involucran genes estrechamente relacionados, MECP2 y FOXG1 (Van 

Esch et al., 2005, Brunetti-Pierri et al., 2011), se requieren más evidencias para concluir que 

existe un síndrome de duplicación de CDKL5 bien definido. 
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2.2.2 Gen FOXG1 

Cuatro años más tarde, en 2008, el gen Forkhead box G1 (FOXG1; OMIM*164874), fue 

asociado a la forma congénita del RTT (Ariani et al., 2008). Ariani et al. 2008 identificaron 

dos variantes que truncaban la proteína en el gen, en dos pacientes con microcefalia, 

discapacidad intelectual y movimientos estereotipados similares a los que se observan en 

pacientes con RTT clásico. Siguiendo un patrón de herencia autosómica dominante, por lo 

que es común encontrar varones afectos que presentan la variante congénita del RTT atípico 

(Van der Aa et al., 2011). Los signos específicos de esta variante incluyen la presencia de un 

trastorno del movimiento discinético-hipercinético, la falta de regresión o arritmia 

respiratoria, y la aparición de malformaciones cerebrales en pacientes con una variante 

(Kortum et al., 2011). Las principales características clínicas observadas en asociación con 

variantes en FOXG1 incluyen el deterioro del crecimiento postnatal, microcefalia congénita 

o postnatal, discapacidad intelectual grave con ausencia de desarrollo del habla, epilepsia, 

estereotipias y discinesia, patrones anormales de sueño, episodios inexplicables de llanto, 

reflujo gastroesofágico y aspiración recurrente (Kortum et al., 2011). Este fenotipo clínico 

definido también es denominado síndrome de FOXG1 como equivalente a la designación 

original de variante congénita RTT. Sin embargo, el espectro fenotípico es complejo y 

todavía se está expandiendo (Vegas et al., 2018, Mitter et al., 2018). 

El gen FOXG1 se encuentra localizado en el cromosoma 14 (14q12) y está formado por 

un solo exón (Figura 6). Este gen codifica para una proteína que actúa como factor represor 

de la transcripción molecular con expresión restringida al tejido testicular y al cerebro fetal y 

del adulto (Ariani et al., 2008). En el período fetal, actúa sobre el neuroepitelio teleencefálico, 

el área nasal de la retina y el nervio óptico. Además, es fundamental para el desarrollo cerebral 

ya que en las regiones frontales favorece la proliferación de ciertos precursores neuronales e 

inhibe la neurogénesis prematura (Bahi-Buisson et al., 2010). 
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Figura 6. Estructura y distribución de las mutaciones en el gen FOXG1. (A) Representación 

esquemática del gen FOXG1 y (B) estructura del dominio de la proteína FOXG1 y posiciones de las 

variaciones identificadas: N.term; dominio N-terminal; FBD, dominio de unión al ADN forkhead, 

181–275aa; GBD, dominio de unión a Groucho, 307–317aa; JBD, dominio de unión a JARID1B, 

383–406aa; C-Term, dominio C-terminal. Imagen obtenida de Vegas et al., 2018. 

 

FOXG1 codifica para un factor de transcripción que contiene un dominio altamente 

conservado que abarca desde el dominio de unión forkhead (FBD) hasta el terminal C y una 

región N-terminal no conservada. Las mutaciones FOXG1 incluyen variantes frameshift, 

deleciones y mutaciones puntuales (Vegas et al., 2018). Un estudio reciente sugiere que los 

fenotipos más severos se asocian con variantes que truncan la proteína en el extremo N-

terminal y el FBD, y fenotipos más leves con variantes missense en el FBD. Las diferencias 

más significativas se relacionaron con el desarrollo motor y del habla, mientras que solo se 

encontraron diferencias límite con respecto a las anomalías del cuerpo calloso, la 

mielinización tardía y la microcefalia (Mitter et al., 2018).  

 

2.3 Pacientes sin diagnóstico genético 

En la actualidad hay más de 800 mutaciones diferentes descritas en el gen MECP2 

en más del 95% de los pacientes con RTT clásica y el 75% de los pacientes con RTT atípica 

(RettBASE: MECP2 Variation Database: http://mecp2.chw.edu.au/). También las variantes 

atípicas del RTT como la variante congénita y la de epilepsia de inicio precoz se les han 
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asociado mutaciones en el gen FOXG1 y CDKL5, respectivamente (Kalscheuer et al., 2003, 

Ariani et al., 2008). Sin embargo, la etiología de un subconjunto de pacientes con diagnóstico 

clínico de RTT aún se desconoce. 

Con el nacimiento de la secuenciación masiva (NGS; next generation sequencing), la 

etiología de estas pacientes y de muchos otros afectos con discapacidad intelectual (DI) 

severa ha podido ser resuelta. En estudios iniciales usando esta estrategia con grandes 

cohortes bien estudiadas de individuos afectos con discapacidad intelectual severa sin un 

diagnóstico previo positivo ya se podía apreciar un gran rendimiento diagnóstico del método. 

Además, esos resultados sugirieron que las SNV y CNV de novo que afectan a la región de 

codificación son una causa importante de DI severa (Gilissen et al., 2014). Centrándonos en 

la etiología de las pacientes RTT, diferentes grupos empezaron a realizar estudios de NGS 

de los casos negativos para el estudio de los genes que por el momento habían sido asociados 

al RTT (MECP2, CDKL5 y FOXG1). El rendimiento diagnóstico de la técnica se encuentra 

entre el 50 y el 68% de positivos, donde una gran variedad de genes han sido asociados al 

RTT (Olson et al., 2015, Lopes et al., 2016, Srivastava et al., 2018, Iwama et al., 2019). Estos 

estudios han permitido mejorar la comprensión de las vías afectadas en los pacientes con 

RTT, y que en la gran mayoría de los genes alterados en estos pacientes se encuentran 

involucrados en las rutas de modulación de la cromatina, como las enzimas de modulación 

de la cromatina o en la función sináptica, necesaria para las sinapsis GABAérgica, 

glutamatérgica y dopaminérgica, el tráfico de vesículas sinápticas, la homeostasis iónica en 

las neuronas y el arrastre circadiano.  

El vínculo de todos estos genes con las mismas vías podría explicar por qué los 

fenotipos de estos pacientes se superponen, causando una función sináptica deteriorada, 

trastornos del sueño y una desregulación importante de la expresión génica. Aún así queda 

mucho trabajo por hacer, ya que sigue habiendo pacientes si un claro diagnóstico genético 

que pueda ayudar a comprender mejor el desarrollo clínico que presentan y poder abordarlo 

con los tratamientos y terapias más adecuadas para su condición. 
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3. Evolución del diagnóstico genético 

Debido a los rápidos avances en las tecnologías genómicas, los análisis genéticos se han 

vuelto esenciales en la práctica clínica y la investigación. Además, los métodos para el 

diagnóstico genético se han vuelto ampliamente accesibles y posibles de realizar incluso para 

laboratorios de menor tamaño y presupuesto. Durante estos años, el Instituto Nacional de 

Investigación del Genoma Humano (National Human Genome Research Institute; NHGRI) ha 

seguido y contabilizado los costes asociados a la secuenciación del ADN realizados en los 

centros de secuenciación financiados por el Instituto. Esta información ha servido como un 

punto de referencia importante para evaluar las mejoras en las tecnologías de secuenciación 

masiva del ADN (Figura 7). Hoy en día, con el uso cada vez más extendido de las técnicas 

de NGS, la mejora año a año de dicha tecnología y de las herramientas de análisis 

bioinformático, más pacientes pueden obtener un diagnóstico genético. Factor importante 

para un asesoramiento genético adecuado, la perspectiva futura del paciente y las posibles 

opciones de tratamiento que se les pueda aplicar. 

 

Figura 7. Datos de contabilidad de costos presentados por el NHGRI. Coste por megabase (Mb; un 

millón de bases) de secuenciación de ADN desde el año 2001 hasta la actualidad (Datos obtenidos 

de http://www.genome.gov/sequencingcosts). 

 

El concepto NGS sirve para englobar todas aquellas tecnologías destinadas a llevar a 

cabo la secuenciación a gran escala de cualquier ácido nucleico (ARN y ADN), y consiste en 

secuenciar en paralelo y de forma simultánea millones de fragmentos de ADN, por lo que 

estos métodos de secuenciación también reciben el nombre de High-throughput DNA 

sequencing. 
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3.1 Fundamentos químicos de la NGS 

El concepto básico detrás de la NGS es similar a la secuenciación Sanger. La ADN 

polimerasa cataliza la incorporación de desoxirribonucleótidos trifosfatos (dNTP) marcados 

con fluorescencia en una cadena molde de ADN durante ciclos secuenciales de síntesis de 

ADN. La diferencia crítica es que, en lugar de secuenciar un solo fragmento de ADN, este 

método extiende este proceso a través de millones de fragmentos en paralelo. Sin embargo, 

la preparación de muestras para su secuenciación por NGS no es tan sencilla como para la 

secuenciación por el método de Sanger.  

El método de secuenciación por NGS requiere la preparación previa del ADN o ARN 

que se quiere analizar con la creación de las denominadas “librerías”. Estas librerías consisten 

en fragmentos de ADN uniformes y con una longitud óptima para la plataforma de 

secuenciación que se vaya a utilizar. Para obtenerlas, existe una amplia variedad de protocolos 

de preparación: 

1. Fragmentación: para la obtención los de fragmentos de ADN tanto la fragmentación 

mecánica (cizallamiento) como los métodos enzimáticos son adecuados para la preparación 

de librerías. Los métodos mecánicos permiten el cizallamiento aleatorio para producir una 

variedad de fragmentos superpuestos para cualquier región determinada del genoma, este 

método es ideal para ensamblar genomas sin una secuencia de referencia. Por otro lado, los 

métodos enzimáticos son relativamente rápidos y requieren menos inversión por adelantado, 

pero tienen algo de sesgo, ya que escinden algunas regiones preferentemente. 

2. Ligación de adaptadores: una vez obtenidos los fragmentos, todos los métodos 

tienen en común la ligación de los adaptadores. Estos adaptadores son secuencias muy cortas 

y conocidas que sirven como sitios de unión de oligos universales durante los pasos de 

amplificación y secuenciación. Estos adaptadores, también sirven como “etiquetas” que nos 

permite saber de qué muestra es cada fragmento de ADN secuenciado, de este modo se 

pueden mezclar en un mismo ensayo el genoma de varios individuos para secuenciarlos 

simultáneamente en el secuenciador. 

3. Selección por tamaño: la mayoría de protocolos usan perlas, denominadas beads, de 

inmovilización reversible en fase sólida, que proporcionan un método rápido y eficiente para 

la selección de los fragmentos adecuados. Sin embargo, la extracción de banda en gel todavía 

se usa comúnmente, ya que permite una selección de tamaño más precisa. 
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4. Amplificación: En la secuenciación del genoma completo, todos los fragmentos se 

secuencian, mientras que en la secuenciación del exoma completo o de regiones de interés 

solo se secuencia un subconjunto de todos fragmentos del genoma. En este subconjunto de 

fragmentos se lleva a cabo un enriquecimiento de la muestra, que consiste en amplificar y. 

captura, eliminando el resto de los fragmentos no deseados. Una vez finalizado este punto, 

lo que obtenemos son las llamadas librerías que se cargarán en el secuenciador masivo para 

llevar a cabo la secuenciación. 

Las plataformas NGS varían considerablemente, pero son comunes en todos los ciclos 

de lavado y escaneo múltiples: se agregan nucleótidos, se genera una señal detectable tras la 

incorporación de nucleótidos a una cadena en crecimiento y los nucleótidos no incorporados 

se eliminan. Existen tres plataformas principales: 

1. Roche: 454 Life Sciences Corp desarrolló la primera tecnología NGS y cambió 

fundamentalmente las percepciones de lo que podría lograrse con la secuenciación. Este 

método se basa en la pirosecuenciación, una técnica que se realiza mediante la adición cíclica 

de un nucleótido individual, ATP sulfurilasa y luciferasa. El pirofosfato se convierte en ATP 

mediante la ATP sulfurilasa, que actúa como sustrato para que la luciferasa genere una señal 

luminosa. Esta señal es proporcional al número de moléculas de pirofosfato liberadas y al 

número de nucleótidos incorporados. Cada señal de luz se procesa y se convierte en una 

secuencia de ADN mediante el software del instrumento. 

2. Illumina: La tecnología Illumina fue desarrollada originalmente por la compañía 

Solexa y es una de las más usadas en la actualidad. En la plataforma de Illumina justo antes 

de los ciclos de secuenciación, los fragmentos se separan espacialmente y se unen a una 

superficie de cristal donde ocurre la secuenciación química. En esta superficie se encuentran 

cadenas de oligonucleótidos complementarios a las secuencias de los adaptadores que tienen 

los fragmentos de ADN de las librerías, por lo que se unirán por toda la superficie para su 

secuenciación. Seguidamente, se añaden cuatro nucleótidos marcados con fluorescencia al 

portaobjetos y compiten por incorporarse a las cadenas en crecimiento. En cada ciclo, los 

grupos se excitan con láser y la fluorescencia emitida se registra mediante un dispositivo de 

captura de imágenes. A medida que la posición de cada grupo individual permanece fija, el 

secuenciador crea un lapso de tiempo con las imágenes grabadas de todos los ciclos, y cada 

grupo genera una lectura.  
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3. Life Technologies (Ion Torrent): este método utiliza un enfoque muy similar la 

pirosecuencación 454 original. La secuenciación se realiza en los pocillos de un chip 

semiconductor en el que se pueden cargar perlas de PCR emulsionadas individuales. La 

secuenciación se realiza de la misma manera cíclica pero no hay enzimas adicionales y se 

utilizan nucleótidos naturales, en lugar de modificados con fluorescencia. A medida que se 

incorpora cada nucleótido, se liberan iones de hidrógeno, lo que cambia el pH de la solución 

en el pocillo. El chip detecta el cambio en el pH por un sensor de iones que se localiza en la 

parte inferior de cada pozo que lee los datos en un formato de diagrama de flujo similar al 

"pirograma" de Roche/454. 

 

3.2 Fundamentos bioinformáticos de la NGS 

Una vez finalizada la secuenciación se obtienen varios miles de fragmentos individuales 

sin ninguna información con respecto a la posición original de cada fragmento en el genoma, 

que se denominan los datos crudos, datos sin procesar que están almacenados en grandes 

archivos de texto. Estos archivos pueden pesar de decenas a cientos de gigabytes, 

conteniendo varios millones de secuencias de nucleótidos cortas denominadas lecturas que 

tienen una longitud de entre 35 a 400pb aproximadamente. Estos archivos crípticos deben 

someterse a un procesamiento computacional complejo para poder obtener datos 

significativos para el análisis, ya que el manejo manual de estos datos es bastante difícil.  

El papel de la bioinformática es cada vez mayor en el manejo y análisis de esta enorme 

cantidad de datos biológicos que generamos a través de la investigación médica, 

biotecnológica y clínica a nivel mundial. Por lo que su implementación y mejora es muy 

importante para poder analizar la gran cantidad de datos obtenidos de manera eficiente y 

rápida para reducir costes y, sobretodo, tiempo de procesamiento. 

 

3.2.1 Procesamiento de los datos crudos del secuenciador 

Para determinar la posición de las lecturas en el genoma, deben alinearse (mapearse) a su 

ubicación más probable en el genoma humano de referencia y deben tenerse en cuenta las 

posibles discrepancias o lagunas. La alineación se basa únicamente en su secuencia, una tarea 

compleja cuando se trata de lecturas cortas de un genoma gigantesco. Idealmente, las lecturas 

deberían superponerse para cubrir cada base varias veces. Después de la etapa de alineación, 
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cada nucleótido se compara con su contraparte en el genoma de referencia y se registra, en 

un proceso conocido como llamada de variantes. Las diferencias con la referencia (desajustes, 

inserciones o huecos) se consideran mutaciones. En cualquier posición específica, se 

esperaría que un cambio homocigoto difiera del genoma de referencia en casi su totalidad de 

las lecturas, mientras que un cambio en heterocigosis estaría presente en el ±50% de las 

lecturas. La secuenciación y el mapeo no son procesos libres de errores, distinguir las 

variantes reales del ruido de fondo puede ser un desafío, por lo tanto, una gran profundidad 

de lectura que se denomina cobertura (número de lecturas diferentes que cubren una base 

específica en el genoma) es esencial para una llamada de variantes precisa y real. 

 

3.2.2 Interpretación de los resultados obtenidos 

El mayor desafío al que se enfrentan los genetistas al aplicar la NGS en el diagnóstico de 

enfermedades raras es determinar qué variantes raras, de las docenas o cientos detectadas, 

están potencialmente implicadas en el fenotipo del paciente. Por lo tanto, la priorización de 

variantes es un paso esencial, en el que se ha de ir con cautela en el proceso de diagnóstico 

genético de enfermedades raras.  

Además de realizar el análisis in silico para predecir la patogenicidad de la variante, basados 

en la conservación de los nucleótidos/aminoácidos a lo largo de la cadena evolutiva y las 

diferencias entre las características fisicoquímicas del cambio de aminoácido como su 

polaridad y su carga, deben tenerse en cuenta tres conceptos esenciales para determinar la 

posible patogenicidad de un cambio (Roca et al., 2018).  

1. La tolerancia a la mutación de los genes en los que se encuentran las variantes. Ciertos 

genes son mucho más tolerantes al fenómeno de la mutación que otros, en el 

desarrollo del proyecto de los 1000 Genomas se desveló que el grado de conservación 

varía entre genes (Genomes Project et al., 2012). Asimismo, varios estudios sobre la 

variación de la tasa de sustitución han demostrado que la tasa de mutación local varía 

según el genoma de los mamíferos. La tasa de sustitución se ve afectada por la 

proporción de GC (dado que la composición base no está equilibrada), el sitio en sí 

(CpG o no CpG) y el tipo de mutación (p. Ej., Transición, transversión, variantes de 

longitud) (Nachman and Crowell, 2000, Smith et al., 2002). Como se mencionó 

anteriormente, se han desarrollado muchas herramientas para tratar de priorizar 

variantes en términos de medidas de conservación a nivel filogenético o en función 
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de las características de los aminoácidos. Sin embargo, se han desarrollado pocos 

enfoques análogos para priorizar los genes en los que se detectan las variantes (Feng, 

2017, Kennedy et al., 2014). Petrovski et al. (2013) demostraron que los genes 

responsables de las enfermedades mendelianas son significativamente menos 

tolerantes a la variación genética funcional que los genes que no causan ninguna 

enfermedad conocida, y observaron una sorprendente variación en la intolerancia 

entre los genes que causan diferentes clases de enfermedades genéticas (Petrovski et 

al., 2013). Por lo tanto, una puntuación a nivel de gen podría combinarse con las 

puntuaciones a nivel de variante bien establecidas para resaltar mutaciones causales 

candidatas. 

 

2. La arquitectura mutacional de cada gen. Consiste en evaluar, para una puntuación de 

tolerancia dado, los tipos de mutaciones y su posición dentro del gen, y la asociación 

entre estas variantes y diferentes fenotipos. Ha sido descrito con fiabilidad que la 

perturbación de diferentes regiones funcionales de un gen puede afectar a diferentes 

funciones y/o procesos, dando lugar a fenotipos diversos (Gussow et al., 2016). 

Además, los diferentes tipos de mutación (las que truncan la proteína frente a las 

missense o las de ganancia de función frente a las de pérdida) pueden dar lugar a 

fenotipos distintos. El conocimiento de la arquitectura mutacional específica de cada 

gen nos permite priorizar las variantes detectadas por el análisis NGS. La evaluación 

de la posible participación de una variante en un fenotipo dado debe considerar la 

arquitectura mutacional específica del gen en el que se encuentra la mutación. La 

misma variante (tipo y ubicación) podría tener efectos muy perjudiciales en un gen, 

pero no en otro. Ciertos genes son susceptibles solo a variantes que truncan la 

proteína, pero toleran variantes missense (por ejemplo, TTN y SYNE1). De manera 

similar, algunos genes como KCNQ2 solo son susceptibles a mutaciones missense que 

crean una ganancia de función en la proteína, mientras que las mutaciones que 

truncan la proteína dando una pérdida de función dan lugar a fenotipos mucho más 

leves (Kato et al., 2013, Weckhuysen et al., 2013). Asimismo, en el caso de CDKL5, 

como se ha mencionado anteriormente, presenta ciertos exones específicos del gen 

sensibles a mutaciones. Tener información actualizada sobre la arquitectura 

mutacional específica de cada gen permite priorizar correctamente las variantes 

detectadas por el análisis NGS. 
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3. El modelo de herencia de las variantes detectadas. El conocimiento del modo de herencia 

de las variantes es importante al evaluar su participación en el fenotipo clínico de un 

paciente. En casos de enfermedades graves dominantes, es esencial determinar si la 

variante detectada es una mutación heredada o de novo. Del mismo modo, es esencial 

determinar si las variantes detectadas en un gen recesivo se encuentran en alelos 

opuestos antes de asociarlos con la enfermedad. Los estudios de WGS basados en 

familia han demostrado que, en promedio, 74 SNV de línea germinal ocurren de novo 

en el genoma de un individuo y una mutación de novo por exoma (Conrad et al., 2011). 

La combinación de WES con un diseño trío paciente-progenitores permite la 

detección de un promedio de 1.68 mutaciones de novo por paciente, lo que a menudo 

permite una identificación rápida del gen subyacente a la condición del paciente 

(Rauch et al., 2012). Las mutaciones de novo son la forma más extrema de variación 

genética rara. En general, son más perjudiciales que las variaciones heredadas ya que 

han sido sometidos a una selección evolutiva menos estricta (Eyre-Walker and 

Keightley, 2007). Los genes dominantes intolerantes son aquellos que tienen más 

probabilidades de verse afectados por mutaciones de novo. Cualquier alteración en un 

gen intolerante a la mutación resulta en un daño tal que no puede perpetuarse a nivel 

de la población, el individuo no puede transmitirlo a su descendencia porque sus 

efectos les impiden reproducirse. Por lo tanto, en los genes dominantes más 

conservados, solo las mutaciones de novo están asociadas con patologías. De hecho, 

en los casos más extremos, solo se permiten mutaciones de mosaico de novo. El papel 

destacado de las mutaciones de novo en enfermedades raras se ha revelado en los 

últimos años gracias al uso de WES en tríos (Veltman and Brunner, 2012). 

Por todo ello, un grupo de trabajo compuesto por representantes del Colegio Americano 

de Genética Médica (ACMG), la Asociación de Patología Molecular (AMP) y el Colegio de 

Patólogos Americanos, ha desarrollado unos estándares y guías para una correcta 

priorización y clasificación de variantes detectadas en el genoma. Estos estándares y pautas 

de la ACMG se desarrollaron principalmente como un recurso educativo para los genetistas 

de laboratorio clínico para ayudar a proporcionar servicios de laboratorio clínico de calidad 

(Richards et al., 2015). Estas recomendaciones se aplican principalmente a la variedad de 

pruebas genéticas utilizadas en laboratorios clínicos, incluidos genotipados, genes 

individuales, paneles, exomas y genomas. Este informe recomienda el uso de terminología 

estándar específica: “patogénica”, “probablemente patogénica”, “significado incierto”, 
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“probablemente benigna” y “benigna”, para describir las variantes identificadas en los genes 

que causan trastornos mendelianos. Además, estas recomendaciones describen un proceso 

para clasificar variantes en estas cinco categorías en función de los criterios y de evidencias 

que presentan las variantes detectadas (p Ej., datos de frecuencias poblacionales, 

computacionales, funcionales, de segregación) (Figura 8). 

Figura 8. Marco de evidencias. Este cuadro organiza cada uno de los criterios según el tipo de 

evidencia, así como la fuerza de los criterios para una afirmación benigna (lado izquierdo) o 

patogénica (lado derecho). MAF: Minor allel frequency, cis: 2 cambios sobre el mismo alelo del gen; trans: 

dos cambios sobre alelos distintos del gen. Figura modificada de Richards et al., 2015.  
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3.3 Aproximación de la metodología NGS al diagnóstico del RTT 

Con la posibilidad de multiplexar genes y pacientes, y secuenciarlos al mismo tiempo, la 

rentabilidad de la técnica es comparable al análisis de secuenciación de Sanger de un único 

gen (Koboldt et al., 2013). Sin embargo, aún no se ha establecido una estrategia de 

implementación óptima para los laboratorios de diagnóstico asistencial (Di Resta et al., 2018). 

Básicamente, existen cuatro enfoques en la NGS para la secuenciación del ADN para mejorar 

el rendimiento diagnóstico en grupos de enfermedades enormemente heterogéneos:  

- Enriquecimiento dirigido a uno o muy pocos genes. Con la secuenciación masiva 

de un subconjunto de fragmentos muy limitado del genoma, llegamos a conseguir 

coberturas del 100% de estos genes con profundidades de lectura de miles, 

pudiendo detectar de este modo mosaicismos. Esta aproximación se utiliza 

cuando las características clínicas y otros resultados de pruebas del paciente son 

consistentes para un trastorno particular en el que se puede establecer una 

asociación clara con un gen específico. También hay una clara ventaja 

interpretativa en el enfoque de un solo gen porque la probabilidad de descubrir 

múltiples variantes de significado clínico incierto (VUS) es mínima. Por ejemplo, 

el gen FGFR3 es el único que se conoce que está asociado con la acondroplasia. 

La prueba de un solo gen de FGFR3 detecta mutaciones en el 99% de los 

pacientes con acondroplasia y, por lo tanto, es el enfoque más eficiente en 

términos de coste-tiempo (Richard M Pauli, and Janet M Legare. Achondroplasia 

GeneReviews. [On line]). Sin embargo, el médico debe tener conocimiento de los 

hallazgos diagnósticos clínicos y radiográficos de la acondroplasia para 

seleccionar la prueba genética correcta. 

 

- Enriquecimiento dirigido de un subconjunto de genes (paneles dirigidos). Se 

centran en la secuenciación de regiones específicas de interés o un subconjunto 

de genes con asociaciones conocidas o sospechas con la enfermedad o fenotipo 

de estudio. Este enfoque suele ser la primera línea de pruebas, para el RTT tanto 

clásico como atípico. Además, los paneles se pueden personalizar y optimizar 

para diferentes regiones y tipos de muestra, lo que permite la determinación de 

variantes de nucleótidos individuales (SNV) a partir de NGS de una manera más 

rentable. Los paneles específicos están mejorando constantemente porque con la 

investigación básica, exoma y genoma de pacientes sin diagnóstico genético, se 
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descubren nuevos genes y sus funciones y, posteriormente, se asocian con 

enfermedades humanas. Por esta razón, los paneles específicos son el mejor 

enfoque en términos de diagnóstico genético. 
 

- Secuenciación del exoma completo (WES). Este tipo de prueba a menudo 

implican el estudio de el paciente y a ambos progenitores (trío) para ayudar en la 

interpretación de variantes. El desafío actual de WES es discernir entre variantes 

benignas y patogénicas, ya que el exoma completo de una persona sana revela 

aproximadamente 30.000-100.000 variaciones si se compara con el genoma de 

referencia estándar. Utilizando bases de datos y herramientas de software permiten 

clasificar las variantes según su nivel de patogenicidad. Sin embargo, este método 

es incierto y los estudios funcionales siguen siendo necesarios para demostrar 

completamente la patogenicidad de las variaciones encontradas. Asimismo, las 

mutaciones en las regiones intrónicas y promotoras no están cubiertas y tampoco 

se pueden detectar variantes estructurales como inversiones y translocaciones. 
 

- Secuenciación del genoma completo (WGS). Actualmente, para el estudio de 

enfermedades mendelianas como el RTT, la secuenciación del genoma completo 

no se utiliza como primera aproximación debido a la complejidad de la 

construcción de la librería y su secuencación y la dificultad e incertidumbre del 

análisis de datos, ninguno de los cuales "encaja" en el paradigma de laboratorio 

clínico. Lo más probable es que, en los casos en que se requiera la secuenciación 

y el análisis del genoma completo, que pueden ser aquellos en los que el análisis 

del exoma completo haya dado un resultado negativo, la producción y el análisis 

de datos se realizarán en un laboratorio de investigación con la experiencia 

necesaria, y cualquier hallazgo clínicamente relevante será verificado 

posteriormente por un laboratorio clínico aprobado utilizando métodos 

convencionales y por sus correspondientes estudios funcionales. 

Por lo tanto, la implementación global de esta tecnología en el laboratorio de 

investigación ha llevado a un aumento importante en la identificación de nuevos genes 

relacionados con el fenotipo RTT / RTT-like (Schonewolf-Greulich et al., 2019, Wang et al., 

2018). 
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4. Tratamientos y nuevas terapias génicas 

Tras la identificación de MECP2 como el principal factor genético subyacente a RTT 

(Amir et al., 1999), se ha centrado un enorme esfuerzo para intentar moldear la enfermedad 

utilizando modelos animales como el ratón y los modelos derivados de células iPSC. 

4.1 Modelos animales del RTT 

Mecp2 se encuentra en todos los vertebrados, pero no en organismos modelo no 

vertebrados, incluida la mosca de la fruta o el gusano (Hendrich and Tweedie, 2003). Por lo 

tanto, el desarrollo de modelos de ratón era necesario para una comprensión mecanicista del 

inicio y la gravedad de los síntomas clínicos. Poco después de la identificación de MECP2 

como el gen causante del RTT, se generaron dos modelos de ratones nulos para Mecp2, que 

ahora son los principales modelos utilizados para estudiar la enfermedad. La línea de ratones 

Mecp2tm1.1Bird carecen completamente del producto proteico (Guy et al., 2001), mientras que 

la línea Mecp2tm1.1Jae expresa la proteína truncada (Chen et al., 2001). Sin embargo, ambos 

modelos nulos muestran un fenotipo similar que recapitula los síntomas del RTT y ambos 

se han utilizado ampliamente para estudiar la fisiopatología de la enfermedad. En la 

actualidad hay un gran número de modelos murinos para estudio del RTT (Vashi and Justice, 

2019). 

Los ratones machos nulos para Mecp2 (Mecp2−/y) han sido usados con mayor frecuencia 

que los ratones hembras heterocigotos (Mecp2+/−), ya que los primeros muestran síntomas 

graves de inicio temprano similares a los de los pacientes con RTT, como irregularidades 

respiratorias y anormalidades motoras, junto con una letalidad temprana (Guy et al., 2001, 

Chen et al., 2001). Los ratones hembra Mecp2+/− proporcionan una representación genética 

más precisa del trastorno, aunque su sintomatología neurológica se desarrolla más tarde y 

muestran una mayor variabilidad fenotípica en comparación con los ratones macho Mecp2−/y 

(Samaco et al., 2013). Sin embargo, deben usarse los ratones hembras, así como los ratones 

macho, en estudios preclínicos para potenciales terapéuticos ya que son mujeres las que 

mayoritariamente presentan la enfermedad (Ure et al., 2016). 

Los modelos de ratones mutantes Mecp2 recapitulan el amplio espectro de fenotipos 

observados en pacientes con RTT (Figura 7). Los síntomas más profundos tanto en pacientes 

como en los modelos de ratón son las anomalías motoras, que incluyen movilidad reducida, 

coordinación motora deteriorada, marcha atáxica y temblores. Mientras que los pacientes 
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humanos reemplazan el uso intencional de las manos con movimientos estereotípicos, los 

modelos de ratones se agarran de las extremidades posteriores (Guy et al., 2001, Chen et al., 

2001). Morfológicamente, tanto los pacientes humanos como los modelos de ratones Mecp2 

exhiben un volumen cerebral reducido e hipotrofia neuronal (Chahrour and Zoghbi, 2007). 

Conductualmente, los pacientes con RTT experimentan regresión neurológica y pérdida del 

habla, dos rasgos que no pueden medirse en modelos de ratón. Sin embargo, ambos pueden 

experimentar algunos déficits de aprendizaje (Elefant and Wigram, 2005). Curiosamente, 

mientras que los pacientes con RTT exhiben típicamente mayor ansiedad y evitación social 

(Mount et al., 2002), los ratones son menos ansiosos y más sociales, según lo evaluado por 

las pruebas fenotípicas disponibles para roedores (Samaco et al., 2013, Orefice et al., 2016). 

Finalmente, ambos experimentan irregularidades respiratorias (Ramirez et al., 2013), 

anomalías cardíacas (intervalos QTc prolongados) (McCauley et al., 2011, Hara et al., 2015), 

convulsiones y una esperanza de vida más corta (Guy et al., 2001). En general, los ratones 

mutantes Mecp2 exhiben una amplia gama de fenotipos que recapitulan los síntomas de 

pacientes humanos con RTT, lo que los convierte en excelentes modelos para estudiar el 

trastorno (Vashi and Justice, 2019). 

 

Figura 9. Características compartidas entre pacientes con RTT y modelos de ratón Mecp2. Imagen 

obtenida de Vashi and Justice, 2019. 

Los modelos de ratón para mutaciones missense (p.T158A, p.T158M y p.R306C) 

recapitulan fenotipos similares al RTT. Las variantes p.T158A y p.T158M que afectan el 

dominio MBD, reducen la estabilidad de la proteína y causan reducciones en la amplitud de 

los potenciales de respuesta a eventos en la corteza auditiva en los modelos de ratón 

(Cuddapah et al., 2014, Brown et al., 2016). La variante p.R306C, que se localiza en el 

dominio TRD de la proteína, evita que Mecp2 interactúe con el complejo correpresor NCoR-
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SMRT (mediador silenciador del ácido retinoico y el receptor de la hormona tiroidea) e inhibe 

la represión transcripcional (Lyst et al., 2013, Brown et al., 2016). Estas tres mutaciones son 

las variantes missense patogénicas más frecuentes descritas en MECP2 por lo que estos 

modelos son muy relevantes para el estudio de la fisiopatología del RTT y son herramientas 

valiosas para estudios preclínicos. 

Una limitación de los modelos de ratones transgénicos es que la aparición de síntomas 

neurológicos ocurre mucho más tarde que en el desarrollo que en los humanos. Además, los 

fenotipos relacionados con RTT pueden ser menos severos en roedores. Se deben considerar 

otros factores, incluidos los antecedentes genéticos y las condiciones de cría, al analizar los 

fenotipos expresados. Además, se han desarrollado modelos RTT en otras especies, incluidas 

ratas y primates no humanos. Estos recapitulan las características clave de RTT y ofrecen 

características de comportamiento únicas, incluida la regresión de una habilidad psicomotora 

aprendida en ratas (Veeraragavan et al., 2016) y medidas únicas de seguimiento ocular en 

primates (Chen et al., 2017).  

 

4.2 Estrategias terapéuticas 

Con los grandes avances realizados hasta la fecha para detectar y reconocer componentes 

que se encuentran en las vías de señalización de MECP2 se han identificado ciertas dianas 

con un gran potencial terapéutico. Estas dianas pueden servir para mejorar la señalización de 

los neurotransmisores, la señalización del factor de crecimiento y el metabolismo. Es 

importante destacar que varios de estos tratamientos ya han sido realizados en modelos de 

ratón cuyos síntomas mejoraron y ya han generado ensayos clínicos en pacientes (Vashi and 

Justice, 2019).  

Sin embargo, estas estrategias también han demostrado presentar varias limitaciones. 

Primero, debido a que aún se desconocen las funciones precisas y bien acotadas de MECP2, 

es difícil identificar todas las vías que regula, especialmente aquellas que pueden cambiar 

sutilmente en ausencia de MECP2. Otro desafío es la especificidad: MECP2 se recluta en 

señales de metilación del ADN, que son altamente específicas para cada tipo celular (Deaton 

et al., 2011). Por lo tanto, los genes reguladores de MeCP2 probablemente variarán según el 

estado de metilación y en los diferentes tipos celulares. Consistentemente, un estudio reciente 

encontró que la regulación errónea de los genes dentro de los subtipos de neuronas en 
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ratones hembra mutantes Mecp2+/- depende en gran medida de las marcas epigenéticas 

específicas de cada tipo celular (Renthal et al., 2018). Finalmente, es difícil discernir qué vías 

se ven afectadas como el resultado primario de la pérdida de MeCP2 y cuáles son los efectos 

secundarios que se desarrollarán más adelante que probablemente tengan menos valor como 

objetivo terapéutico. Sin embargo, los avances en las técnicas de biología molecular están 

facilitando la resolución de estos problemas. Por ejemplo, la secuenciación de ARN de una 

sola célula puede identificar genes mal regulados en células individuales deficientes en 

MeCP2 y la inmunoprecipitación de cromatina de los sitios de unión conocidos de MECP2 

podría identificar sus objetivos transcripcionales directos en un tipo de célula específico. 

Vashi and Justice, 2019, destacan y resumen los tratamientos preclínicos dirigidos a vías 

posteriores a MeCP2 que han llevado a ensayos clínicos en pacientes con RTT (Annexo 

Tabla 1). 

 

4.1.1 Señalización del factor de crecimiento como tratamiento para RTT 

Estudios iniciales de las vías de señalización de MECP2 identificaron el gen que codifica 

para el factor neurotrófico derivado del cerebro (brain-derived neurotrophic factor; BDNF) como 

una de sus dianas transcripcionales (Chen et al., 2003) y están siendo objeto de terapias (Katz 

et al., 2016). BDNF es un miembro de la familia de factores de crecimiento de la neurotrofina, 

que se une a la quinasa B relacionada con tropomiosina (TrkB) para estimular las cascadas 

de señalización involucradas en el crecimiento de neuritas, la función sináptica y la 

diferenciación neuronal (Amaral and Pozzo-Miller, 2007). Los niveles de BDNF se 

encuentran reducidos en ratones mutantes Mecp2 (Chang et al., 2006). Y, aunque la 

administración directa de BDNF no es un tratamiento factible ya que no es capaz de cruzar 

la barrera hematoencefálica, el fingolimod (FTY720), su análogo, es capaz de aumentar los 

niveles de BDNF y mejorar la actividad motora en ratones mutantes Mecp2 (Deogracias et 

al., 2012). Aunque hasta la fecha no ha habido ensayos clínicos con fingolimod en humanos. 

Asimismo, el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (insulin-like growth factor 1; IGF1) 

se encuentra también regulado transcripcionalmente por MECP2, pero este sí puede 

traspasar la barrera hematoencefálica (Itoh et al., 2007). Los ratones Mecp2-/y tratados con 

IGF-1 muestran una función locomotora mejorada, menos irregularidades respiratorias y una 

prolongación de la vida. IGF-1 también hace que aumente el peso cerebral de los ratones al 

mismo tiempo que restaura la densidad de la columna neural en la corteza motora y mejora 
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la transmisión sináptica excitadora en las neuronas de la corteza sensitivomotoras (Tropea et 

al., 2009). El tratamiento con IGF1 ha demostrado su eficacia en un ensayo en  fase I/IIa 

(Khwaja et al., 2014). Sin embargo, los ensayos clínicos posteriores no produjeron mejorías 

significativas de los síntomas (O'Leary et al., 2018). También ha sido desarrollado un análogo 

sintético derivado de IGF-1, NNZ2566 (Trofinetide) que inhibe la neuroinflamación, 

restaura la función glial, corrige los déficits sinápticos y regula la respuesta al estrés oxidativo 

en ratones modelo para el síndrome del X frágil (Deacon et al., 2015). Asimismo, un ensayo 

clínico en fase II de NNZ-2566 en pacientes RTT ha demostrado una mejoría en la 

respiración y el comportamiento motor de las pacientes, que pronto avanzará a los ensayos 

de fase III (Ip et al., 2018). 

 

4.1.2 Tratamientos potenciales dirigidos a la señalización de neurotransmisores 

Ya que se ha observado un defecto en la señalización de neurotransmisores en modelos 

de ratón nulos para Mecp2, tratamientos dirigidos a estas vías han sido objeto de estudio en 

ratones, y en algunos casos han sido probados para ensayos clínicos. 

La desipramina, un inhibidor de la recaptación de noradrenalina, mejoró las 

irregularidades respiratorias y las apneas en ratones Mecp2-/y (Roux et al. 2007; Zanella et al. 

2008). Sin embargo, en un ensayo clínico posterior no se pudieron detectar mejorías clínicas 

en pacientes con RTT tratadas con este fármaco (Mancini et al. 2018). Sin embargo, la 

serotonina 1, el agonista y receptor similar a la dopamina D2, redujeron la apnea respiratoria 

en un 15-30% en ratones mutantes de Mecp2, pero no tuvieron ningún efecto sobre la 

actividad motora (Abdala et al. 2014). Como resultado, actualmente se está probando su 

efectividad para mejorar los síntomas respiratorios en RTT (NCT02790034). Finalmente, la 

ketamina, un agonista del receptor de NMDA, se probó en dos laboratorios diferentes por 

su potencial terapéutico en RTT (Kron et al. 2012; Patrizi et al. 2016). Estos estudios 

preclínicos mostraron que la dosis baja de ketamina podría aumentar la actividad en la red 

cortical al tiempo que disminuye la excitabilidad sináptica en la red del tronco encefálico, 

apuntando a un posible desequilibrio en la actividad neuronal en todo el cerebro en ratones 

mutantes para Mecp2. El tratamiento con ketamina mejoró la movilidad de las extremidades, 

la coordinación motora y las apneas respiratorias en ratones Mecp2. La seguridad de la 

ketamina se está evaluando actualmente en pacientes con RTT (NCT03633058). 
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4.1.3 Los defectos metabólicos en RTT pueden ser dirigidos terapéuticamente 

Hay publicados estudios adicionales que revelaron que el metabolismo de los lípidos se 

encuentra gravemente desequilibrado en los modelos de ratones mutantes para Mecp2. Se 

ha descrito que antes del inicio de la sintomatología, el colesterol cerebral ya se encuentra 

notablemente elevado los modelos de ratón, y en suero e hígado el colesterol y los 

triglicéridos se encuentran elevados. Sorprendentemente, las estatinas hipolipemiantes, 

fármacos utilizados para reducir el colesterol y los triglicéridos, regulan los niveles de lípidos, 

mejoran los síntomas motores y prolongan la vida útil en ratones (Buchovecky et al. 2013). 

Además, también se han observado niveles elevados de lípidos en un subconjunto de 

pacientes con RTT, lo que indica que la reutilización de los medicamentos con estatinas 

puede ser una opción de tratamiento viable para beneficiar a las pacientes (Justice et al. 2013; 

Segatto et al. 2014). Las anomalías en la homeostasis del colesterol están asociadas con 

muchas enfermedades neurológicas (Tint et al. 1994; Puglielli et al. 2003; Bi y Liao 2010; 

Berry-Kravis et al. 2015), y por lo tanto el RTT no es una excepción. Es importante destacar 

que estos hallazgos llevaron a un ensayo clínico que probó la eficacia y seguridad de las 

estatinas en pacientes con RTT (NCT02563860). Los defectos metabólicos en RTT no se 

limitan a la síntesis de colesterol. Tanto los pacientes con RTT como los modelos de ratones 

mutantes para Mecp2 muestran una estructura y función mitocondrial anormales (Eeg-

Olofsson et al. 1988; Dotti et al. 1993; Kriaucionis et al. 2006; Gold et al. 2014). Es 

importante destacar que la función mitocondrial comprometida puede afectar en gran 

medida a la producción de energía celular. Si bien las mitocondrias son necesarias en todas 

las células del cuerpo, su papel es especialmente importante en los tejidos con altas demandas 

de energía, como los nervios y los músculos. El RTT comparte muchas características de las 

enfermedades mitocondriales, incluyendo inicio sintomático temprano, retraso del 

desarrollo, regresión neurológica, tono muscular deficiente, convulsiones y problemas 

gastrointestinales (Schon y Manfredi 2003). Consistentemente, tanto los pacientes con RTT 

como los ratones mutantes de Mecp2 presentan un aumento del estrés oxidativo y una 

disminución de los niveles de enzimas mitocondriales (Haas et al. 1995; Kriaucionis et al. 

2006; De Felice et al. 2009; Leoncini et al. 2011). En ratones mutantes Mecp2, los marcadores 

de estrés oxidativo aumentan con la edad, lo que sugiere una disfunción progresiva en la 

función mitocondrial (De Felice et al. 2014). Es importante destacar que la producción de 

energía mitocondrial está estrechamente relacionada con la síntesis del colesterol. Varios 

pasos en la biosíntesis de colesterol requieren fuentes de ATP mitocondrial como donante 
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de electrones en las reacciones de oxigenación. Por lo tanto, las perturbaciones en el 

colesterol pueden estar relacionadas con la disfunción mitocondrial en el RTT. 

Curiosamente, las sustancias anapleróticas pueden reponer compuestos intermedios en la vía 

de producción de energía, mejorando la producción de energía mitocondrial. La dieta 

complementada con la triheptanoína anaplerótica ha revertido los síntomas de algunos 

trastornos metabólicos al corregir la producción de energía (Roe et al. 2002; Mochel et al. 

2005). Esta estrategia fue adaptada para su uso en modelos de ratón de RTT. 

Sorprendentemente, los ratones mutantes Mecp2 alimentados con una dieta con 

suplementos de triheptanoína mostraron una mejor morfología mitocondrial y una mejor 

producción de energía. Esto se tradujo en una mejor coordinación motora y una mayor vida 

útil en estos ratones. Dos ensayos clínicos que investigan la eficacia de la triheptanoína para 

mejorar las convulsiones, el tono muscular y la mejora de los síntomas en pacientes con RTT 

se encuentran actualmente en sus etapas iniciales (NCT02696044 y NCT03059160). 

 

4.3 Terapias génicas 

Los productos farmacéuticos no siempre pueden reparar un mal funcionamiento del 

cuerpo humano en su totalidad. A veces, la única forma de tratar por completo las 

afectaciones de un individuo es con la manipulación de su genoma: la base en la que se 

construyen los sistemas biológicos de cada ser. Algunos investigadores están utilizando 

técnicas de edición de genes como CRISPR para modificar con precisión las secuencias de la 

región genómica que interesan. Otros están modificando genéticamente las células inmunes 

para inculcarles la capacidad de combatir el cáncer. Y en los últimos años, ha habido una 

aceleración exponencial en el desarrollo de una amplia gama de tratamientos en los que los 

genes que no funcionan correctamente y son causantes de enfermedades se reemplazan en 

su totalidad por otros que cumplen su función biológica. 

La meta y vía potencial final del tratamiento y la cura para el RTT implica la introducción 

de una copia normal de MECP2 en las células mediante terapia génica. La terapia génica es 

un enfoque prometedor para el tratamiento de muchos trastornos y ha tenido éxito en 

revertir los síntomas en modelos de ratón de fibrosis quística, hemofilia, síndrome de Hunter, 

diabetes, obesidad, ELA y más. Recientemente, el primer tratamiento dirigido de terapia 

génica fue aprobado en América del Norte para tratar a pacientes con amaurosis congénita 

de Leber, una enfermedad ocular hereditaria rara (Kumaran et al. 2018). 
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Para tratar el RTT, los enfoques de terapia génica deben utilizar un vector apropiado 

capaz de cruzar la barrera hematoencefálica y poder transducir muchas células en el SNC, y 

además ser capaz de mantener una expresión estable a largo plazo del MECP2 necesario. 

Asimismo, se deben desarrollar estrategias para evitar la represión transgénica y evitar su 

sobreexpresión. Al igual que la reactivación del Xi, la terapia génica se dirige a todas las 

células independientemente del estado de mutación MECP2. Por lo tanto, las células que 

expresan MeCP2 normal tendrán 2 veces el nivel normal de la proteína, lo que conducirá a 

posibles efectos tóxicos por su sobreexpresión. Una preocupación adicional de la terapia 

génica es que a menudo se necesitan altos niveles virales para infectar una gran proporción 

de células, pero las células que inadvertidamente reciben más de una partícula viral y, por lo 

tanto, más de una copia de MECP2 se sobrecargarían. Las estrategias para eludir estos 

problemas podrían proporcionar un factor como un siARN (small interfering RNA) para 

suprimir la expresión del MECP2 endógeno de modo que solo se exprese el MECP2 

transgénico (Gadalla et al. 2011). Sin embargo, esto requeriría que el MECP2 transgénico 

posea un promotor sin fisuras para imitar completamente la expresión génica endógena. 

Además, miARNs (microRNAs) han sido utilizados para controlar la expresión transgénica 

exógena al mediar la degradación de los ARNm transgénicos de una manera específica en 

tejido y pueden ser beneficiosos en los enfoques de terapia génica en RTT para limitar la 

toxicidad fuera de su diana (Geisler y Fechner 2016). 

Los vectores de virus adeno-asociados recombinantes (AAV) se han utilizado en estudios 

preclínicos de terapia génica por su capacidad para cruzar la barrera hematoencefálica, 

infectar neuronas y mediar la expresión estable a largo plazo del transgen sin inflamación ni 

toxicidad (Gonçalves 2005; Foust et al. 2009). El AAV tiene un genoma de ssADN (single 

strand DNA) de 4,7 kb del que se pueden eliminar 4,4 kb de ADN viral y reemplazarlo con 

un transgen humano. Los vectores AAV autocomplementarios tienen una eficiencia de 

transducción de 10 a 100 veces mayor, pero su inconveniente es que su capacidad de 

almacenar se reduce a la mitad, solamente 2.2 kb, lo que dificulta el empaquetado de genes 

grandes (McCarty et al. 2001). Fueron realizados ensayos donde se inyectó en ratones machos 

Mecp2-/y el vector AAV9-MECP2 bajo el promotor de la β-actina de pollo y se observó una 

eficiencia de transducción de las regiones cerebrales que varió del 7 al 42% de células 

infectadas, con la tasa de infección más alta en el hipotálamo y la más baja en el cuerpo 

estriado. Sin embargo, esta baja eficiencia de infección fue suficiente para aumentar la vida 

útil de los ratones a 16,6 semanas y mejorar las deficiencias motoras, pero no tuvo ningún 
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efecto sobre los síntomas respiratorios. Los ratones de tipo salvaje que recibieron inyecciones 

neonatales del mismo vector no mostraron déficits significativos, lo que sugiere una 

tolerancia para la sobreexpresión moderada de MeCP2. Por otro lado, para probar un 

enfoque de reemplazo de MECP2 encarado a humanos se inyectó por vía intravenosa un 

vector de virus adenoasociado autocomplementario diseñado para impulsar la expresión de 

MeCP2 a partir de un fragmento del promotor Mecp2 (scAAV9-MECP2) en ratones 

juveniles Mecp2-/y. Sin embargo, su eficiencia de transducción cerebral fue baja (~ 2-4% de 

las neuronas), todavía se observaron mejoras modestas en la supervivencia. Por lo tanto, los 

estudios futuros deberían aumentar la especificidad de la terapia AAV9 antes de trasladarse 

a la clínica. De todos modos, estos resultados apoyan el concepto de terapia génica en 

MECP2 para pacientes RTT. (Gadalla et al. 2013).  

Un estudio posterior en el cuál se empezaron a usar ratones hembra para realizar los 

ensayos, el modelo más apropiado dada la naturaleza de la enfermedad. En este estudio 

mostraron que scAAV9-MECP2 bajo el control de un fragmento de su propio promotor es 

capaz de estabilizar o revertir significativamente los síntomas cuando se administra 

sistémicamente en ratones RTT hembra (Garg et al. 2013). Más adelante se realizaron 

estudios para investigar el impacto y la eficacia del diseño del vector, la dosificación y la ruta 

de administración y determinar la seguridad de la terapia génica de aumento de dosis en 

modelos de ratón RTT. Sus resultados mostraron que su administración se asoció con una 

posible ventana terapéutica estrecha y creó toxicidad hepática en dosis altas. Por otro lado, 

dosis más bajas del vector extendieron significativamente la supervivencia de ratones nulos 

para Mecp2 o que presentaban el alelo mutante T158M, aunque no tuvieron impacto en los 

síntomas neurológicos asociados al RTT. De este modo, se desarrolló un vector AAV9 de 

segunda generación con un 3'UTR modificado y un promotor extendido que redujo 

significativamente la toxicidad hepática después de la administración sistémica. Además, la 

inyección cerebroventricular directa de este vector en ratones neutrales Mecp2 nulos resultó 

en una alta eficiencia de transducción cerebral, mayor supervivencia y peso corporal, y una 

mejora de los fenotipos similares a RTT, destacando la importancia de los elementos 

reguladores endógenos en el casete de expresión génica (Gadalla et al. 2017). 

Finalmente, un estudio más reciente diseñó una proteína MeCP2 mínima, que carece de 

gran parte de ella exceptuando los aminoácidos que codificanpara los dos dominios 

funcionales de unión a metilo y de interacción NCOR (Tillotson et al. 2017). Cuando ratones 

neonatales fueron inyectados intracranealmente con un vector scAAV9 que codifica para 
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esta proteína mínima, mostraron un fenotipo mejorado y supervivencia en ausencia de 

efectos tóxicos, lo que indica que la función principal de MeCP2 es conectar físicamente el 

complejo que contiene NCOR al ADN. Este estudio proporciona una nueva vía para realizar 

estudios de terapia génica, ya que una proteína MeCP2 mínima funcional crea espacio 

suficiente para secuencias reguladoras adicionales que se pueden empaquetar en la capacidad 

limitada de los vectores scAAV9. Es importante destacar que esto permitiría un control 

temporal más preciso de la expresión de Mecp2. Los estudios futuros deberían apuntar a 

introducir elementos reguladores adicionales en el vector de terapia génica y al mismo tiempo 

controlar el momento tratamiento para representar mejor la utilidad terapéutica que pueda 

tener en pacientes humanos. 

Un obstáculo adicional del tratamiento de terapia génica para cualquier trastorno implica 

aumentar la dosis para los humanos. Debido a su pequeño tamaño, los ratones no pueden 

informar de manera confiable las dosis efectivas para aplicaciones clínicas. Por lo tanto, el 

tratamiento de terapia génica se está probando en otros modelos animales, incluidos los 

caninos y los primates no humanos. Los cerebros de los primates no humanos son similares 

a los humanos con respecto a los circuitos neuronales, la fisiología y las características de 

comportamiento, lo que los convierte en un modelo ideal para probar la terapia génica para 

enfermedades neurológicas (Gopinath et al. 2015). Sin embargo, los estudios en modelos 

más grandes son mucho más caros y requieren períodos experimentales más largos. Es 

importante destacar que se han generado modelos de primates que carecen de MECP2 que 

pueden usarse para acelerar el tratamiento de terapia génica para RTT (Liu et al. 2014; Chen 

et al. 2017). Recientemente, se ha descubierto que la administración sistémica de dosis altas 

de AAV9 causa toxicidad hepática y neuronal severa en tres primates no humanos, lo que 

indica que los esfuerzos en la optimización de la dosis serán imprescindibles (Hinderer et al. 

2018). 
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El objetivo principal de la presente tesis doctoral es la mejora en el diagnóstico genético 

y la posibilidad de dar un pronóstico sobre desarrollo de la enfermedad en pacientes con 

RTT/RTT-like. Asimismo, profundizar en el estudio de pacientes sin diagnóstico genético 

para poder determinar la etiología de su clínica.  

Los objetivos concretos son: 

1. Análisis de variantes en genes relacionados con la clínica RTT y RTT-like en una 

amplia serie de pacientes analizados mediante NGS: valorar las distintas 

metodologías usadas para el diagnóstico molecular e identificar las causas que 

puedan explicar el fenotipo de las pacientes tanto en genes conocidos como en 

genes nuevos. 

 

2. Caracterización clínica y molecular de pacientes con grandes deleciones en 

MECP2: Análisis en profundidad de los mecanismos que conducen a los grandes 

reordenamientos en MECP2 e intentar determinar una correlación entre los 

tamaños de las deleciones y la clínica que desarrollan las pacientes.  

 

3. Análisis de correlaciones genotipo-fenotipo entre RTT y RTT-like: estudio de los 

genes alterados asociados a otras patologías para establecer una posible relación 

entre pacientes RTT y RTT-like, así como estudiar las vías que puedan conectar 

a los nuevos genes asociados con clínica RTT-like a las vías asociadas a MECP2. 

 

4. Caracterización funcional de los hallazgos detectados por NGS de mutaciones 

en genes sin asociación fenotípica que pudieran explicar la clínica de las pacientes. 
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Informe del director de tesis 

La memoria de la Tesis Doctoral “Caracterización clínica y molecular del síndrome de 

Rett: elucidar los casos no resueltos” presentada por Silvia Vidal Falcó, se presenta como un 

compendio de 6 publicaciones, 5 ya publicadas y una que está en proceso de preparación. La 

doctoranda Silvia Vidal ha participado de forma activa en la parte experimental, en la 

interpretación de datos y en la redacción de todos los artículos derivados de esta tesis. Todas 

las publicaciones que constan aquí forman parte del núcleo de la presente tesis, y no serán 

utilizadas en otras tesis doctorales, exceptuando el primer artículo que ya ha sido utilizado 

por Mario Lucariello en su tesis doctoral. Ese primer trabajo fue el artículo seminal de esta 

tesis, y por eso hemos decidido incluirla en este estudio, ya que fue un trabajo colaborativo 

entre dos centros de investigación. 

 

PUBLICACIÓN 1. Whole exome sequencing of Rett syndrome-like patients reveals the mutational 

diversity of the clinical phenotype. Mario Lucariello, Enrique Vidal, Silvia Vidal, Mauricio Saez, 

Laura Roa, Dori Huertas, Mercè Pineda, Esther Dalfó, Joaquin Dopazo, Paola Jurado, Judith 

Armstrong and Manel Esteller. Human Genetics. 2016; 135(12): 1343–1354. Índice de 

impacto (2016): 4.637 (Q1) 

La doctoranda, Silvia Vidal, ha contribuido en el análisis de datos genómicos, validación 

por secuenciación Sanger (Figura 1) y la recopilación y análisis de datos clínicos (Tabla 1, 3 

y 4). Ha participado en la interpretación de los resultados y en la revisión crítica del 

manuscrito. 

 

PUBLICACIÓN 2. The utility of Next Generation Sequencing for molecular diagnostics in Rett 

syndrome. Silvia Vidal, Núria Brandi, Paola Pacheco, Edgar Gerotina, Laura Blasco, Jean-Rémi 

Trotta, Sophia Derdak, Maria del Mar O’Callaghan, Àngels Garcia-Cazorla, Mercè Pineda, 

Judith Armstrong, and Rett Working Group. Scientific Reports. 2017 Sep 25;7(1):12288. 

Índice de impacto (2017): 4.122 (Q1) 

La doctoranda ha intervenido en la realización de este estudio a través de la preparación 

de librerías del panel custom como la de exoma clínico, el estudio de las CNVs a través de los 

datos genómicos de NGS y la recopilación de datos genéticos y genómicos de pacientes con 
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RTT estudiados en el Hospital Sant Joan de Déu desde el 1999 hasta el 2016. La doctoranda 

ha interpretado los datos recopilados y ha realizado estudios estadísticos de los resultados 

genéticos y comparado las distintas técnicas diagnósticas para este síndrome, redactando el 

manuscrito e interviniendo en la discusión crítica del mismo. 

 

PUBLICACIÓN 3. Characterization of large deletions of the MECP2 gene in Rett syndrome 

patients by gene dosage analysis. Silvia Vidal, Ainhoa Pascual-Alonso, Marc Rabaza-Gairí, Edgar 

Gerotina, Núria Brandi, Paola Pacheco, Clara Xiol, Mercè Pineda, Rett Working Group and 

Judith Armstrong. Molecular Genetics and Genomic Medicine. 2019 Aug; 7(8): e793. 

Índice de impacto (2018-2019): 2.879 (Q3) 

La doctoranda ha sido responsable de gran parte del trabajo experimental, principalmente 

de los estudios genéticos del gen MECP2 en DNA genómico (MLPA, Sanger, PCR 

cuantitativa, PCR largas), que se puede apreciar en la Figura 1 y en la Tabla 1. Ha intervenido 

en la interpretación de los resultados y en la redacción del manuscrito. 

 

PUBLICACIÓN 4. The most recurrent monogenic disorders that overlap with the phenotype of Rett 

syndrome. Silvia Vidal, Núria Brandi, Paola Pacheco, Joan Maynou, Guerau Fernandez, Clara 

Xiol, Ainhoa Pascual-Alonso, Mercè Pineda, Rett Working Group and Judith Armstrong. 

European Journal of Paediatric Neurology. 2019 Jul;23(4):609-620. Índice de impacto 

(2018-2019): 2.496 (Q1) 

La doctoranda ha sido la responsable de toda la recopilación de datos clínicos, la 

selección de pacientes, procedimientos analíticos y del análisis estadístico, y también se ha 

encargado de la redacción del manuscrito. 

 

PUBLICACIÓN 5. Genetic Landscape of Rett Syndrome Spectrum: Improvements and Challenges. 

Silvia Vidal, Clara Xiol, Ainhoa Pascual-Alonso, del Mar O’Callaghan, Mercè Pineda and 

Judith Armstrong. International Journal of Molecular Sciences. 2019 Aug 12;20(16). 

Índice de impacto (2018-2019): 4.183 (Q1) 
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La doctoranda ha realizado la recogida de datos clínicos y bibliográficos para la redacción 

de esta revisión del RTT, que se nos invitó a participar en el 20 aniversario de la descripción 

de mutaciones en MECP2 como responsables del RTT. También se ha encargado de la 

redacción y de la discusión crítica del manuscrito. 

 

PUBLICACIÓN 6. A de-novo SLC6A1 gene mutation in a patient showing the Rett-like 

syndrome phenotype. Silvia Vidal, Mónica Roldan, Mercedes Casado, Janet Hoenicka, Mercè 

Pineda, Judith Armstrong Clinical Genetics (En preparación). 

Este trabajo representa una colaboración con el laboratorio de Genómica Funcional de 

la Dra. Hoenicka. La doctoranda ha participado en los análisis in silico realizados para el 

estudio de la patogenicidad el cambio estudiado, en el diseño y preparación de los constructos 

usados para los ensayos in vitro de la proteína tanto salvaje como mutada. Asimismo, ha 

llevado a cabo las transfecciones en los cultivos celulares y los consiguientes ensayos de co-

localización de la proteína, su estabilidad con el ensayo de Clorexamida y funcionalidad con 

el ensayo de captación de GABA. La mutación que se han estudiado proviene del primer 

trabajo de esta tesis doctoral y se pretendía comprobar la patogenicidad de la variante 

detectada en el gen SLC6A1.  

 

Barcelona, 25 de mayo del 2020  

 

 

 

 

Judith Armstrong Morón 
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Capítulo 1: Estudio molecular del RTT y RTT-like. Nuevas 
aproximaciones metodológicas y aplicaciones diagnósticas. 

Hasta el momento hay tres genes descritos y que han sido claramente asociados con el 

RTT: el gen MECP2, descrito como gen principal, y los genes CDKL5 y FOXG1, descritos 

en un porcentaje menor de casos y asociados a las formas atípicas del RTT. Sin embargo, la 

etiología de algunos de los pacientes con RTT o con un fenotipo RTT-like sigue siendo 

desconocida. No obstante, con la introducción de las nuevas tecnologías para el diagnóstico 

genético durante estos últimos años el flujo de trabajo en el laboratorio ha evolucionado de 

la secuenciación mediante la técnica de Sanger y del análisis de deleciones y duplicaciones 

mediante MLPA de los tres genes, uno a uno, asociados al RTT al uso de la NGS para el 

análisis de, a parte de los tres genes, muchos otros que pueden estar implicados en el 

desarrollo de la enfermedad. Respecto al objetivo 1, se ha analizado una gran cohorte de 

pacientes RTT haciendo uso de las nuevas tecnologías de secuenciación y se ha procedido a 

una evaluación de las distintas técnicas, viendo así el rendimiento diagnóstico de estas nuevas 

metodologías.  
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Publicación 1 

Título: Whole exome sequencing of Rett syndrome-like patients reveals the mutational diversity of the 

clinical phenotype. 

Autores: Mario Lucariello, Enrique Vidal, Silvia Vidal, Mauricio Saez, Laura Roa, Dori 

Huertas, Mercè Pineda, Esther Dalfó, Joaquin Dopazo, Paola Jurado, Judith Armstrong and 

Manel Esteller. 

Referencia: Human Genetics. 2016; 135(12): 1343–1354. 

Resumen: 

      Basándonos en los pasos previos en la búsqueda de un nuevo gen asociado al RTT que 

pueda explicar la clínica de las pacientes sin diagnóstico genético y haciendo uso de los 

avances en el campo de la secuenciación del ADN, se realizó la secuenciación completa del 

exoma en tríos en una cohorte de 21 pacientes con presentación clínica de RTT siguiendo 

los criterios establecidos y revisados en 2010 (Neul et al. 2010), pero con diagnóstico genético 

negativo para los genes MECP2, CDKL5 y FOXG1. La hipótesis inicial era la de encontrar 

un único gen que pudiera explicar la clínica de esta cohorte de pacientes sin diagnóstico 

genético. Sin embargo, lo que detectamos son mutaciones en múltiples genes candidatos 

distintos en 14 de los 21 pacientes. Cinco pacientes son portadoras de variantes en genes ya 

conocidos por estar asociados a otros trastornos sindrómicos del neurodesarrollo. El resto 

de pacientes con resultado positivo presentaban variantes en genes que en su momento no 

se habían relacionado todavía con el RTT u otros síndromes del neurodesarrollo. Los genes 

candidatos fueron validados funcionalmente evaluando la aparición de un fenotipo 

neurológico en Caenorhabditis elegans tras la interrupción del gen ortólogo correspondiente. 

Estos hallazgos indican que las mutaciones en una gran variedad de genes pueden contribuir 

al desarrollo de fenotipos similares a RTT, aunque son necesarios más estudios funcionales 

complementarios que permitan establecer con más fuerza estas predicciones.  
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Publicación 2 

Título: The utility of Next Generation Sequencing for molecular diagnostics in Rett syndrome. 

Autores: Silvia Vidal, Núria Brandi, Paola Pacheco, Edgar Gerotina, Laura Blasco, Jean-

Rémi Trotta, Sophia Derdak, Maria del Mar O’Callaghan, Àngels Garcia-Cazorla, Mercè 

Pineda, Judith Armstrong, and Rett Working Group. 

Referencia: Scientific Reports. 2017 Sep 25;7(1):12288 

Resumen: 

      Recientemente, la NGS ha impulsado una mejora en el rendimiento del diagnóstico 

genético debido a la rapidez y la asequibilidad del método. Para evaluar la utilidad de estos 

métodos en el diagnóstico genético, presentamos este estudio retrospectivo donde 

comparamos los resultados genéticos obtenidos en pacientes RTT/RTT-like en el que se han 

utilizado diferentes técnicas basadas en estas nuevas tecnologías y en la metodología previa, 

la secuenciación Sanger. En total, hemos analizado nuestra cohorte completa de pacientes 

con diagnósticos clínicos de RTT y RTT-like (1577) y reanalizado aquellos casos que tenían 

resultados negativos para la secuenciación Sanger de MECP2, CDKL5 y FOXG1. Las 

metodologías basadas en la NGS empleadas han sido: panel prediseñado de 17 genes 

asociados a clínica RTT-like, exoma clínico donde se incluyen los genes que han sido 

asociados a clínica y WES donde se analizan todas las regiones codificantes del genoma 

humano. De este modo, con este estudio hemos podido concluir que la mejor opción para 

empezar el diagnóstico genético de nuevos casos en nuestro laboratorio es el exoma clínico, 

ya que nos da opción a agrupar en un mismo ensayos muestras de pacientes de diversas 

enfermedades y nos proporciona los parámetros de calidad correctos, marcados por los 

estándares de calidad. Por el contrario, aquellos casos con diagnóstico genético previo 

negativo la mejor opción es realizar un ensayo WES junto con las muestras de los 

progenitores. Finalmente, podemos concluir que la NGS ha mejorado nuestra capacidad de 

dar diagnóstico genético a las pacientes. 
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Capítulo 2: Caracterización clínica y molecular de pacientes con 
grandes deleciones en MECP2 

Aproximadamente el 5% de las mutaciones detectadas en MECP2 son grandes 

reordenamientos que comprenden desde la deleción de un único exón hasta el gen completo. 

Para la mejora del diagnóstico y del pronóstico de las pacientes con grandes deleciones, 

hemos analizado los mecanismos que pueden llegar a producir estos grandes 

reordenamientos y hemos intentado establecer una correlación entre los distintos tamaños 

de las deleciones y la clínica que desarrollan las pacientes. 
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Publicación 3 

Título: Characterization of large deletions of the MECP2 gene in Rett syndrome patients by gene 

dosage analysis. 

Autores: Silvia Vidal, Ainhoa Pascual-Alonso, Marc Rabaza-Gairí, Edgar Gerotina, 

Núria Brandi, Paola Pacheco, Clara Xiol, Mercè Pineda, Rett Working Group and Judith 

Armstrong. 

Referencia: Molecular Genetics and Genomic Medicine. 2019 Aug; 7(8): e793. 

Resumen: 

      En este estudio hemos caracterizado a nivel molecular las deleciones detectadas por 

MLPA en el gen MECP2 en 21 pacientes con RTT. Los puntos de rotura de estas grandes 

deleciones se acotaron y definieron mediante qPCR hasta que fue posible la amplificación 

del alelo delecionado mediante PCR larga. Esta metodología nos ha permitido caracterizar 

deleciones que van desde 1,235pb a 85kb, confirmando la eliminación parcial o total del gen 

MECP2 en todas estas pacientes. Además, nuestros casos respaldan las evidencias que 

afirman que la mayoría de estos puntos de rotura ocurren en algunas regiones concretas del 

gen, en una pequeña región localizada en el exón 4 y una zona repetitiva en el intrón del gen. 

Estos datos moleculares junto con la información clínica nos han permitido proponer una 

correlación genotipo-fenotipo, importante para mejorar el asesoramiento genético 

proporcionado. 
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Capítulo 3: Análisis de correlaciones genotipo-fenotipo en el 
RTT	

Más de cincuenta años después de la primera publicación sobre el RTT, y poco menos 

de dos décadas después del primer informe que lo vincula con el gen MECP2, el esfuerzo de 

la comunidad científica se centra en obtener una mejor comprensión de la compleja genética 

y biología de esta enfermedad. Los estudios genéticos realizados a partir de la NGS nos han 

permitido estudiar una mayor cantidad de genes asociados con los fenotipos RTT-like 

simultáneamente, proporcionando un diagnóstico genético para un grupo más amplio de 

pacientes. Los resultados obtenidos nos han permitido realizar un análisis de correlación 

genotipo-fenotipo con una gran cohorte de pacientes con RTT y RTT-like e intentar esbozar 

qué vías en la cascada de MECP2 pueden estar alteradas. 
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Publicación 4 

Título: The most recurrent monogenic disorders that overlap with the phenotype of Rett syndrome. 

Autores: Silvia Vidal, Núria Brandi, Paola Pacheco, Joan Maynou, Guerau Fernandez, 

Clara Xiol, Ainhoa Pascual-Alonso, Mercè Pineda, Rett Working Group and Judith Armstrong. 

Referencia: European Journal of Paediatric Neurology. 2019 Jul;23(4):609-620. 

Resumen:  

      En este estudio identificamos otros trastornos monogénicos que comparten 

características solapantes con el RTT. Un total de 40 pacientes con características y 

diagnóstico clínico de RTT presentaban variantes patogénicas en seis genes asociados con 

otros trastornos monogénicos. Doce pacientes tenían variantes en STXBP1, nueve en TCF4, 

seis en SCN2A, cinco en KCNQ2, cuatro en MEF2C y cuatro en SYNGAP1. Estos nuevos 

hallazgos proporcionan al clínico más información y pistas que podrían ayudar en la 

prevención de síntomas futuros o en el uso de terapias farmacológicas más adecuadas para 

cada caso en particular.  
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Publicación 5 

Título: Genetic Landscape of Rett Syndrome Spectrum: Improvements and Challenges. 

Autores: Silvia Vidal, Clara Xiol, Ainhoa Pascual-Alonso, del Mar O’Callaghan, Mercè 

Pineda and Judith Armstrong. 

Referencia: International Journal of Molecular Sciences. 2019 Aug 12;20(16). 

Resumen: 

      En esta revisión hacemos un repaso de los estudios moleculares actuales, que investigan 

las causas genéticas del RTT o fenotipos similares que se superponen con otros trastornos 

genéticos. Esta revisión también subraya la heterogeneidad clínica y genética del RTT y 

proporciona una visión general de los genes relacionados descritos hasta la fecha, muchos 

de los cuales están involucrados en la regulación de genes epigenéticos, la acción de 

neurotransmisores o la transcripción / traducción de ARN. Finalmente, queremos remarcar 

la importancia de incluir tanto el diagnóstico fenotípico como el genético para proporcionar 

un asesoramiento genético adecuado desde la perspectiva del paciente y el tratamiento 

adecuado. 
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Capítulo 4: Caracterización funcional de hallazgos detectados 
por NGS. 

En la búsqueda de nuevos genes que puedan estar asociados al fenotipo RTT/RTT-like, 

no solamente encontramos genes candidatos que ya han sido descritos para otros trastornos 

del neurodesarrollo en los cuales ya hay un extenso conocimiento sobre las funciones que 

desempeñan y que problemas acarrean su mal funcionamiento en el organismo. Pero también 

detectamos mutaciones con una alta probabilidad de que sean patogénicas en genes que no 

han sido asociados a ninguna enfermedad y que apenas se conocen las funciones que 

desarrollan en el organismo. De ese modo, su caracterización funcional es estrictamente 

necesaria para poder relacionarlos con certeza al fenotipo de las pacientes. En este capítulo 

presentamos los estudios funcionales realizados para una de las variantes candidatas 

detectadas en los WES realizados en pacientes con RTT/RTT-like en el primer trabajo.  

Inicialmente fueron elegidas e iniciados estudios funcionales para dos variantes 

candidatas en los genes SLC6A1 y GABBR2, ambos implicados en la vía GABAérgica (Fig 

10). Fueron elegidos por su implicación en esta vía, que ya se conocía su alteración en el RTT 

desde antes que se conociera el gen MECP2 como causante de la enfermedad. El gen 

SLC6A1 codifica para uno de los principales transportadores de GABA del SNC. GAT-1 se 

expresa en los terminales nerviosos de las neuronas GABAérgicas, pero también se puede 

encontrar en los astrocitos, y se ha demostrado que es crucial para la recaptación de GABA 

de la sinapsis. Por otro lado, el gen GABBR2 codifica para la subunidad 2 de un receptor 

metabotrópico que inhibe la actividad neuronal a través de los sistemas de segundo 

mensajero acoplados a la proteína G, que regulan la liberación de neurotransmisores y la 

actividad de los canales iónicos y la adenil ciclasa (Dore et al., 2014). Esta subunidad del 

receptor forma un complejo heterodimérico activo con la subunidad del receptor GABAB 

(1), ninguno de los cuales es eficaz por sí solo. Ambos son necesarios para el correcto 

funcionamiento de la proteína de membrana. En el receptor heteromérico, GABAB (1) es 

responsable de la unión de GABA, mientras que GABAB (2) es necesario para el tráfico de 

superficie y el acoplamiento de la proteína G. La activación de GABABR induce la 

disociación de Gi / o trimérica unida al receptor en las subunidades Gai / o y Gbc, y la 

liberación de Gai / o inhibe la adenilil ciclasa, disminuyendo el nivel de AMP cíclico 

intracelular (cAMP), un regulador de la proteína quinasa A. A través de esto acción, 
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GABABR ejerce efectos lentos y duraderos sobre el desarrollo neural, manteniendo un 

delicado equilibrio de señalización neuronal excitadora e inhibitoria (Wu et al., 2014). 

 

Figura 10. Representación y localización de las proteínas codificadas por los genes GABBR2 y 

SLC6A1. A) Proteína GABAB(2), en azul, codificada por GABBR2. B) Proteína GAT-1 codificada 

por SLC6A1. C) Esquema de la localización y circulación del GABA en la sinapsis, en morado se 

encuentra marcado el receptor GABAB(2) y en naranja el transportador GAT-1. Imágenes modificadas 

de Benke, D. et al (2012), Carvill, G.L. et al (2015) y Arbeitskereis Prof. Dr. Klaus T. Wanner Lehrstuhl für 

Pharmazeutische Chemie. Ludwig-Maximilians-Universität München, respectivamente. 

Los estudios se iniciaron con análisis in silico de las proteínas mutantes seguido de la 

preparación de los vectores tanto salvaje como mutante para realizar ensayos in vitro en líneas 

celulares. Sin embargo, durante el transcurso de los experimentos se publicó un extenso 

estudio acerca de la patogenicidad del cambio que detectamos en GABBR2 confirmando la 

patogenicidad del cambio y su relación con el fenotipo RTT-like que presentaba su paciente 

(Yoo et al., 2017). En este punto, se decidió para los estudios que se querían realizar en 

nuestro laboratorio con el gen GABBR2 ya que se confirma claramente que la variante es 

patogénica y causante de la enfermedad de nuestra paciente también. No obstante, los 

estudios funcionales para el gen SLC6A1 continuaron su transcurso y se encuentran 

resumidos en nuestra última publicación. 
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Publicación 6 

Título: A de-novo SLC6A1 gene mutation in a patient showing the Rett-like syndrome phenotype. 

Autores: Silvia Vidal, Mónica Roldan, Mercedes Casado, Janet Hoenicka, Mercè Pineda, 

Judith Armstrong.  

Referencia: Clinical Genetics (En preparación) 

Resumen: 

      En este trabajo presentamos el primer caso de un paciente RTT-like en España que 

presenta la variante (p.G307R) en el gen SLC6A1 y los primeros estudios funcionales sobre 

su patogenicidad. Este gen se describió por primera vez en 2015 asociado con epilepsia 

atónica mioclónica y, más adelante, con discapacidad intelectual con epilepsia y, a veces, con 

regresión del lenguaje. Estas descripciones clínicas previas y la certeza que tenemos que en 

las pacientes con RTT la vía GABAérgica está alterada, procedemos al análisis tanto in silico 

como in vitro de la variante detectada. Realizamos, en un primer paso, estudios in silico que 

nos permiten predecir las posibles implicaciones a nivel estructural que pueda estar causando 

la mutación en el correcto plegamiento y funcionalidad de la proteína. Además de, realizar 

estudios in vitro en líneas celulares estables, para identificar si la proteína mutante es capaz de 

llegar a la membrana citoplasmática y es capaz de realizar su función. 
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El RTT es un trastorno del neurodesarrollo que se caracteriza por una desaceleración 

global del desarrollo psicomotor y una pérdida de las adquisiciones cognitivas adquiridas, que 

ocurre principalmente en niñas después de 6 a 18 meses de desarrollo aparentemente normal, 

siendo la segunda causa de discapacidad intelectual en mujeres, después del síndrome de 

Down. Actualmente, cuando han transcurrido más de cincuenta años de la primera 

publicación donde se definió el RTT a nivel clínico, y poco menos de dos décadas después 

del primer informe que vincula el RTT con el gen MECP2, el esfuerzo de la comunidad 

científica enfocada a este trastorno se ha centrado en obtener una mejor comprensión de la 

compleja biología de este trastorno. 

En el entorno sanitario, la prioridad que nos planteamos es la mejora diagnóstica tanto a 

nivel clínico como genético. La recopilación de datos clínicos ha sido imprescindible para 

poder realizar un análisis de los datos genómicos de las pacientes de manera concisa y poder 

alcanzar el objetivo principal de la presente tesis, la mejora del diagnóstico genético y la 

posibilidad de dar un pronóstico sobre el desarrollo de la enfermedad en pacientes con 

RTT/RTT-like, así como profundizar en el estudio de pacientes sin diagnóstico genético para 

poder determinar la etiología de su clínica. Hemos alcanzado este objetivo trabajando en 

cooperación con un gran grupo de médicos y hospitales de toda España y del extranjero, 

para obtener todas las muestras y datos necesarios de pacientes con RTT. Asimismo, los 

estudios realizados en la presente tesis han servido para dar un resultado genético a pacientes 

diagnosticadas clínicamente con RTT y que carecían de diagnóstico genético hasta el 

momento, aumentando de este modo el ratio de casos con diagnóstico genético positivo. 

Como reflexión general, uno de los hallazgos iniciales que cambiaron el planteamiento 

inicial de los estudios que se empezaron a realizar utilizando la NGS: ya no esperamos 

encontrar un único gen para esos casos de RTT sin diagnóstico en los genes MECP2, CDKL5 

y FOXG1. Sino que existe un gran abanico dentro de las vías alteradas en estos genes, en 

especial en MECP2, que su mal funcionamiento puede estar desarrollando en nuestras 

pacientes un fenotipo solapante con el RTT. 
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1. Rendimiento diagnóstico de las nuevas tecnologías  

En los últimos años, varios genes se han asociado con fenotipos similares a RTT (Sajan 

et al., 2017, Olson et al., 2015, Gold and Christodoulou, 2015, Lopes et al., 2016) debido a 

la incorporación de la NGS. Los métodos de detección tradicionales para genes individuales 

como la secuenciación Sanger proporcionan un espectro limitado de mutaciones que podrían 

causar la enfermedad, consumiendo una gran cantidad de tiempo durante su proceso. La 

NGS, que ha revolucionado la investigación en genética molecular, es un método de alto 

rendimiento capaz de secuenciar rápidamente una gran cantidad de genes en paralelo y 

proporcionar grandes conjuntos de datos (DePristo et al., 2011, Marx, 2013).  

El objetivo principal de la presente tesis consiste en la mejora del diagnóstico genético, 

por lo que realizamos un análisis retrospectivo de los distintos métodos utilizados para el 

estudio molecular de las pacientes con RTT en el laboratorio para determinar cuál de ellos 

es el procedimiento y la metodología más eficiente, a nivel coste-rendimiento. Desde los 

inicios, donde el procedimiento se centraba en el estudio mediante secuenciación Sanger para 

mutaciones puntuales y MLPA para las alteraciones en el número de copias, hasta ahora, 

donde el método principal es la NGS tanto para mutaciones puntuales como grandes 

reordenamientos. En el segundo trabajo analizamos los resultados de más de 1000 pacientes 

estudiadas en nuestro laboratorio durante la última década, en el cual se ha usado distintas 

metodologías para su análisis molecular: 

- Secuenciación Sanger. 

- Panel prediseñado de 17 genes asociado con fenotipos RTT y RTT-like. 

- Exoma clínico en el cual se secuencian 4813 genes asociados a enfermedades ya 

descritas. 

- WES, exoma completo.  

En primer lugar, realizamos un análisis y una comparativa de la calidad de los parámetros 

de las metodologías técnicas empleadas ya que son parte esencial para poder aplicarlas en el 

diagnóstico genético. La cobertura es superior en los paneles NGS en comparación con WES 

cuando la cantidad de nucleótidos secuenciados es la misma, en nuestro panel la cobertura 

es ostentosamente superior a otros métodos de captura, con regiones cubiertas a más del 

500x. Comúnmente, la secuenciación de Sanger todavía se aplica a regiones que son 
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“complejas” para la tecnología NGS complementando así, en los paneles de genes, las 

regiones mal cubiertas. Estas limitaciones pueden ser técnicas o biológicas, donde se incluyen 

las regiones ricas en GC y las regiones de alta homología como zonas repetitivas o con 

pseudogenes. Aunque a diferencia de los paneles NGS, la adición de la secuenciación de 

Sanger para regiones con cobertura inadecuada no sería rentable para los WES, donde se 

están analizando más de 20,000 genes en un único individuo (LaDuca et al., 2017). Por el 

contrario, las estimaciones actuales marcan que la cobertura mínima media que alcanza la 

secuenciación completa del exoma es de 100x y entre el 90 y 95% de las bases secuenciadas 

llegan al menos al 10x de cobertura (Rehm et al., 2013).  

Por el contrario, un inconveniente clave de los paneles específicos es que pueden quedar 

obsoletos con bastante rapidez. Durante el tiempo en que se desarrolla y valida un panel para 

su utilización clínica, pueden haber sido publicados nuevos estudios que identifican y 

sugieren nuevos genes para enfermedades recientemente caracterizadas. Como en el caso de 

nuestro panel prediseñado con los 17 genes asociados a fenotipos RTT-like, desarrollado en 

2012, y que en la actualidad ha quedado obsoleto ya que otros genes como WDR45, 

SYNGAP1, IQSEC2, GRIN2B y GABBR2, han sido descritos en pacientes con fenotipo 

RTT-like con mayor frecuencia que algunos de los genes que ya se encontraban en el panel 

(Olson et al., 2015, Hoffjan et al., 2016, Yoo et al., 2017, Sajan et al., 2017). De hecho, entre 

los resultados positivos de WES, el 23% pertenecen a genes caracterizados en los últimos 

dos años y el 7% son descubrimientos de genes nuevos (Farwell et al., 2015). Como tal, una 

ventaja de WES es la capacidad de secuenciar todo el exoma a la vez, lo que permite el análisis 

e interpretación de todas las alteraciones en genes bien caracterizados y recientes poco 

descritos todavía, y también permite la reinterpretación a medida que se establecen nuevas 

asociaciones genéticas a lo largo del tiempo. Las ventajas adicionales de un enfoque de 

secuenciación WES incluye la capacidad de analizar un número significativamente mayor de 

genes a un coste razonable, el potencial de identificar genes nuevos y la capacidad de 

secuenciar los exomas de múltiples miembros de la familia simultáneamente en laboratorios 

que ofrecen secuenciación en tríos y poder establecer los patrones de herencia de las variantes 

obtenidas in situ. 

Otra parte importante en el uso de la NGS es la posibilidad de analizar las CNVs 

utilizando la misma tecnología. Aunque en la actualidad el gold standard para el estudio de 

grandes deleciones y duplicaciones es el MLPA cuando queremos estudiar pocos genes o un 
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único gen o el CGHa para el estudio de los grandes reordenamientos a nivel genómico, la 

NGS se ha convertido en una estrategia popular para la caracterización integral de las CNV 

al generar cientos de millones de lecturas cortas en una sola ejecución. En comparación con 

los enfoques basados en matrices, donde las sondas están predefinidas para regiones 

genómicas limitadas, las lecturas cortas de las plataformas NGS se toman al azar de todo el 

genoma. Las ventajas del enfoque NGS también incluyen una mayor cobertura y resolución, 

una estimación más precisa de los números de copias, una detección más precisa de los 

puntos de corte y una mayor capacidad para identificar CNV (Meyerson et al., 2010, Alkan 

et al., 2011). Teniendo en cuenta estas ventajas, se ha desarrollado un conjunto diverso de 

herramientas para detectar CNV en función de diferentes características que se pueden 

extraer de los datos de NGS (Zhao et al., 2013). 

Por ello analizamos los datos de las coberturas obtenidas por las distintas metodologías 

empradas. De este modo hemos conseguido detectar tres CNVs que resultaron ser de novo en 

nuestras pacientes: una deleción de los genes contiguos IQSEC2 y KDM5, y otra de más de 

5’7Mb en el cromosoma 15 (15q11.2-15q12). Y una duplicación de 16Mb en el brazo largo 

del cromosoma 14 (14q32.12-14q32.33). Sin embargo, toda posible CNV detectada mediante 

NGS ha de ser confirmada por otra técnica complementaria, ya sea MLPA o CGHa u otras 

técnicas más específicas como la PCR cuantitativa a tiempo real o la PCR digital.  

Cuanto más pequeño es el set de genes que se secuencia, mayores son las coberturas que 

se consiguen por lo que nos aseguramos de que estamos analizando todas las regiones que 

captura el panel. Por el contrario, con un mayor número de genes analizados mejoramos el 

ratio de diagnóstico y unificamos proceso en el laboratorio ya que en un mismo ensayo 

podemos agrupar muestras de diversos pacientes con fenotipos completamente diferentes 

abaratando costes y disminuyendo tiempo de ejecución. Por otro lado, para los casos más 

complejos en los que no se da con un resultado positivo en genes ya descritos, entramos en 

el campo de la investigación donde la mejor opción es realizar la secuenciación completa del 

exoma del caso índice junto con el de los progenitores (WES trio) que nos proporciona de 

forma inmediata información a nivel de herencia y nos permite centrarnos en aquellas 

variantes que sean de novo en el probandus o buscar posibles herencias recesivas detectando 

variantes en trans o en homocigosis. Asimismo, nos permite detectar nuevos genes 

candidatos que puedan estar asociados con la enfermedad que presenta la paciente y que en 

la actualidad aún no han sido relacionados, como en nuestro caso en las pacientes con 
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mutaciones en los genes asociados a la vía gabaérgica (SLC6A1 y GABBR2). En nuestro 

primer trabajo donde se analizó por WES trio a una cohorte de pacientes con clínica RTT o 

RTT-like obtenemos resultados favorables en un 66% de las pacientes, aproximadamente los 

mismos porcentajes que se han obtenido en otros laboratorios donde se han realizados 

estudios similares (Iwama et al., 2019, Lopes et al., 2016, Sajan et al., 2017). Sin embargo, la 

mayoría de estos casos provienen de previos análisis más exhaustivos negativos, por lo que 

los resultados que se obtienen acostumbran a necesitar más trabajo de fondo antes de poder 

dar un diagnóstico a las familias. En la mayoría de casos encontramos mutaciones 

probablemente patogénicas en genes apenas o nada descritos de los cuales harían falta 

estudios funcionales complementarios a nivel de gen, para averiguar su función en el 

organismo, y en la variante encontrada en sí misma, para saber con certeza si realmente ese 

cambio está produciendo un funcionamiento erróneo de la proteína. 

De este modo la secuenciación Sanger en términos de coste-eficiencia ha quedado 

desbancada a nivel de cribado y diagnóstico molecular. Sin embargo, este método todavía se 

usa como confirmación de la técnica de NGS y para realizar estudios posteriores de 

segregación. De este modo, Sanger queda reservado para el estudio de variaciones puntuales 

que se quieran estudiar en familias donde ya se ha detectado previamente la posible causa de 

la enfermedad en ella.  

Por último, la secuenciación del genoma completo se considera la prueba genética más 

completa disponible, pero todavía no se aplica en el diagnóstico de rutina de pacientes debido 

al complejo análisis y manejo de datos que conlleva y el alto coste en comparación con 

paneles específicos y el WES. Con la secuenciación de todo el genoma podemos detectar, 

además de SNV en regiones codificantes como en los panes y el WES, variaciones en 

regiones no codificantes que puedan estar afectando al desarrollo de la enfermedad en el 

paciente, como pueden ser las regiones reguladoras o mutaciones intrónicas profundas que 

puedan estar afectando a la transcripción del gen. Sin embargo, en la actualidad no es 

sostenible el uso de esta metodología para el diagnóstico molecular a nivel asistencial, ya que 

hacen falta mejoras en el manejo y almacenamiento de datos y que el coste de la secuenciación 

del genoma completo sea más asequible. Hasta la fecha, no hay publicaciones sobre WGS en 

cohortes de RTT ni RTT-like, pero ya se han publicado estudios asociados a discapacidad 

intelectual (ID) u otras enfermedades con buenos resultados (Lupski et al., 2010, Gilissen et 

al., 2014). 
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2. Correlación genotipo-fenotipo asociado a grandes deleciones 
en MECP2. 

El gen MECP2 se ha asociado con múltiples trastornos neuropsiquiátricos, de los cuales 

el trastorno del neurodesarrollo RTT es más prominente. Y, aunque han sido realizados 

múltiples estudios acerca de la correlación genotipo-fenotipo, no ha sido posible en la 

mayoría de casos establecer una correlación significativa entre las cohortes de pacientes 

estudiadas. Sin embargo, sí que se ha podido establecer que variantes que truncan la proteína, 

ya sean variantes nonsense como deleciones e inserciones que rompan la pauta de lectura 

creando un efecto deletéreo, causan un fenotipo más grave en las pacientes. De este modo, 

en nuestro tercer trabajo hemos caracterizado a nivel molecular las deleciones encontradas 

en pacientes con fenotipo RTT en nuestro laboratorio acotándolas e intentando detectar el 

punto de corte de cada una de ellas para poder estudiar los posibles mecanismos que 

conllevan a este reordenamiento y, además, intentar realizar una correlación genotipo-

fenotipo de estas.  

Nuestros resultados a nivel molecular mostraron una amplia gama de genotipos, desde 

deleciones que afectan solamente a una región de un único exón hasta otros que involucran 

al gen MECP2 casi en su totalidad y al gen colindante downstream, IRAK1. Encontramos 

solamente una paciente con una deleción en los exones 1 y 2 y parte de la región promotora 

del gen MECP2, datos similares a los hallazgos descritos en la literatura, ya que se han sido 

informadas muy pocas deleciones que afecten a los dos primeros exones del gen (Erlandson 

et al., 2003, Archer et al., 2006, Hardwick et al., 2007). Cabe destacar, que la mayoría de las 

deleciones caracterizadas, el punto de corte se encuentra localizado en la región denominada 

“región propensa a la deleción” localizada en el exón 4 del gen (DPR, Deletion Prone Region; 

GRCh38/hg38 chrX: 154,030,619�154,030,770) definido por Laccone en 2004). Además, 

en esta región también es común encontrar deleciones de tamaños más reducidos (<500 pb). 

La naturaleza repetitiva de la región DPR, se ha considerado la principal causa de 

inestabilidad genómica para la creación de deleciones en MECP2 ya que contiene pequeñas 

repeticiones directas e invertidas, abundancia de residuos de polipurina en la cadena 

antisentido y la presencia de la secuencia � (GCGCTGGTGG), que ha sido descrita como 

altamente recombinógena en el genoma de la Escherichia coli (Stahl, Kobayashi, Stahl, Y 

Huntington, 1983). Por consiguiente, se ha sugerido que esta secuencia estimula el sistema 
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dependiente de recombinasa BC y es responsable de ciertas deleciones que causan 

enfermedades en humanos (Marshall et al., 1996). 

A nivel clínico, hemos intentado establecer una correlación genotipo-fenotipo con 

nuestra cohorte de pacientes que presentan una deleción en MECP2 y su gravedad clínica 

utilizando el score diseñado por la doctora Mercè Pineda para evaluar la gravedad del fenotipo 

de las pacientes (Monros et al., 2001). Y, aunque no ha surgido una correlación 

estadísticamente significativa entre los exones delecionados y la gravedad clínica de este 

estudio, podemos apreciar algunas tendencias. El paciente descrito con la deleción que 

involucra a la región promotora de MECP2 junto con los exones 1 y 2 presenta un fenotipo 

más severo. Por el contrario, los pacientes descritos con una deleción parcial en el exón 4 

muestran el fenotipo más leve en comparación con los demás grupos de paciente, ya que 

estas conservan los dominios principales de la proteína.  

Finalmente, es necesario remarcar las limitaciones que conllevan los estudios realizados 

de correlaciones genotipo-fenotipo en enfermedades minoritarias como el RTT. Al tratarse 

de enfermedades con una incidencia baja, en la mayoría de casos la cantidad de individuos 

que se pueden analizar es pequeña y es complicado obtener valores significativos en su 

análisis. Otra limitación con la que nos encontramos es la edad de las pacientes que forman 

la cohorte, ya que los estudios clínicos para generar el score que nos indica la gravedad de la 

enfermedad están realizados sobre una edad determinada. De este modo, la puntuación 

obtenida puede variar en el tiempo ya que a lo largo de la enfermedad pueden ir apareciendo 

o mejorando síntomas en las pacientes. Sin embargo, estos estudios nos pueden sugerir una 

tendencia y ayudar a predecir el desarrollo de la enfermedad dependiendo de qué tipo de 

anomalía genómica presentan. 
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3. Identificación de nuevos genes asociados con el RTT 

En la búsqueda de un nuevo gen que nos explique la etiología de las pacientes sin 

mutaciones en los tres genes asociados al RTT hasta el momento, nos encontramos, no con 

un único nuevo gen candidato que explique la clínica, sino con un gran abanico de genes 

diversos y todos ellos buenos candidatos. Estos nuevos genes han resultado ser tanto genes 

ya conocidos y bien caracterizados para otras enfermedades minoritarias como genes poco 

estudiados, si bien con una posible implicación en el desarrollo y el correcto funcionamiento 

del SNC. En solamente cinco años más de ochenta genes se relacionaron con este subgrupo 

de pacientes RTT-like sin diagnóstico genético. 

3.1 Genes ya descritos para otras patologías 

En nuestra primera cohorte de pacientes analizadas por WES y descritas en el primer 

trabajo hemos podido observar que algunas de ellas presentan variantes patogénicas o 

probablemente patogénicas en genes ya descritos para otras enfermedades pero que 

presentan un cuadro clínico solapante con el RTT y muchas veces difícilmente distinguibles 

entre si dependiendo en la etapa en que se encuentre la paciente.  

En este grupo de genes ya asociados a enfermedades conocidas como es el caso del gen 

TCF4 (transcription factor 4; OMIM*602272), asociado al síndrome de Pitt-Hopkins (PTHS; 

OMIM#610954), trastorno caracterizado por presentar una discapacidad intelectual severa, 

un retraso en el desarrollo motor, epilepsia, hipotonía, microcefalia, hiperventilación 

intermitente y los movimientos estereotipados, junto con unos rasgos faciales característicos 

y muy comunes en este síndrome como la boca y nariz anchas con puente nasal elevado y 

una curva pronunciada en el labio superior. Estos rasgos faciales distintivos son más 

consistentes con el PTHS y lo ayudan a distinguir del RTT, ya que el resto de sintomatología 

es solapante, pero no todos los pacientes presentan claramente estas dismorfias o a menudo 

no están todavía bien definidas durante los primeros años de vida. Esto ha llevado a que no 

solamente nosotros hayamos encontrado en pacientes con un fenotipo RTT o RTT-like 

mutaciones asociadas a este gen, sino que en otros grupos donde se ha planteado la misma 

estrategia para elucidar sus casos no resueltos relacionados con RTT hayan también 

encontrado variantes patogénicas en este gen (Lopes et al., 2016, Sajan et al., 2017, Iwama et 

al., 2019, Schonewolf-Greulich et al., 2019, Srivastava et al., 2018). Otro gen al que le ocurre 

algo similar es el GRIN2B (glutamate receptor, ionotropic, N-methyl-D-aspartate, subunit 2B; 
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OMIM*138252), que está asociado a discapacidad intelectual (OMIM#613970) y 

encefalopatía epiléptica de inicio infantil (OMIM#616139), ambos, trastornos del 

neurodesarrollo, caracterizados por un retraso del desarrollo psicomotor con discapacidad 

intelectual y epilepsia de severidad variable. Otras características que pueden presentar 

pacientes que tengan alterada la función de este gen son hipotonía, movimientos anómalos 

como la distonía y rasgos del espectro autista. Todo ello también lleva al solapamiento del 

cuadro clínico con el RTT, donde otros grupos también han encontrado variantes 

patogénicas en sus cohortes de pacientes (Sajan et al., 2017, Iwama et al., 2019).  

Asimismo, en nuestro primer estudio de WES hemos podido encontrar genes también 

asociados a encefalopatía epiléptica de inicio en la infancia (HCN1 y SCN1A), que, aunque 

no han sido detectados en otros estudios similares, si que han sido encontrados otros genes 

también asociados a una patología similar (STXBP1, SCN2A, SCN8A, GRIN2A, KCNA2, 

EEF1A2, KCNB1 y SYNGAP1) (Olson et al., 2015, Lopes et al., 2016, Sajan et al., 2017, 

Allou et al., 2017, Iwama et al., 2019, Schonewolf-Greulich et al., 2019). Con todos los datos 

obtenidos y viendo que existe un solapamiento de clínica para mejorar el diagnóstico genético 

en el laboratorio se diseña un panel con los genes con clínica solapante que pueden ser 

buenos candidatos a analizar a parte de los tres genes conocidos y bien establecidos a RTT. 

De este modo, en nuestro tercer trabajo, damos a conocer los resultados más significativos 

obtenidos en nuestro laboratorio con el uso de la NGS desde sus inicios hasta la actualidad. 

Donde podemos ver que en nuestra cohorte destacan 5 genes como los más representados 

en nuestra cohorte de pacientes, sin tener en cuenta MECP2, CDKL5 y FOXG1: 

El más representado es el gen STXBP1 (sintaxin-binding protein-1; OMIM*602926), 

asociado a encefalopatía epiléptica de inicio en la infancia (OMIM#612164) y a una serie de 

síndrome con trastorno del neurodesarrollo como el síndrome de Dravet, de Ohtahara y de 

West (Carvill et al., 2014, Saitsu et al., 2012, Saitsu et al., 2010). En este caso, nuestros 

pacientes con variantes patogénicas en este gen presentan a parte de un retraso en el 

desarrollo psicomotor y epilepsia, una combinación de estereotipias, rasgos autistas y 

regresión que ya se han descrito en pacientes con variantes en este gen (Olson et al., 2015). 

Asimismo, el siguiente gen alterado con más pacientes RTT-like afectos en nuestra cohorte 

es el gen TCF4, el cual ya se ha comentado en el inicio del apartado sus similitudes con el 

RTT y RTT-like. 
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El tercer gen en la lista es el SCN2A (sodium cannel, voltage-gated, type II, alpha subunit; 

OMIM*182390) que está asociado a tres trastornos: las variantes asociadas con un aumento 

de función conducen a una encefalopatía epiléptica de inicio infantil (OMIM*613721) o a 

convulsiones benignas en la infancia familiares (OMIM*607745) y las variantes de pérdida 

de función a una discapacidad intelectual con trastorno del espectro autista (Sanders et al., 

2018). Seguidamente se encuentra el gen MEF2C (mads box trasncription enhancer factor 2, 

polypeptide C; OMIM*600662) ha sido asociado a la haploinsuficiencia de MEF2C 

(OMIM#613443) que puede llegar a parecerse al RTT especialmente a la variante de epilepsia 

precoz. Estos pacientes presentan hipotonía, discapacidad intelectual y retraso motor severo, 

convulsiones de inicio temprano y estereotípias manuales (Zweier et al., 2010) (Zweier et al., 

2010). Esta similitud clínica podría explicarse por una vía común subyacente ya que los 

pacientes con defectos de MEF2C también muestran una disminución de la expresión de 

MECP2 y CDKL5, como lo demuestran Zweier et al. (2010). Finalmtente, tenemos al gen 

SYNGAP1 (synaptic RAS-GTPase-activating protein 1; OMIM*603384) ha sido asociado a 

discapacidad intelectual con epilepsia (OMIM#306684), siguiendo el mismo solapamiento 

clínico, los pacientes con mutaciones en este gen presentan hipotonía, trastorno de la marcha. 

Globalmente, cabe destacar que, con respecto al número de pacientes descritos hasta el 

momento, hay algunos genes que están más representados y qué estos resultados coinciden 

con los obtenidos en nuestro cuarto trabajo donde ponemos en común los pacientes con los 

genes más representados en nuestra cohorte. De este modo, unificando todos los resultados 

que existen por el momento, hemos podido obtener en nuestro quinto trabajo los genes más 

representados en el espectro del RTT/RTT-like: STXBP1, TCF4, SCN2A, WDR45, 

MEF2C, SHANK3, KCNQ2 y SYNGAP1.  

Puede ser razonable alejarse de las definiciones clínicas de trastornos genéticos hacia 

definiciones moleculares o biológicas de trastornos, especialmente para RTT. Ciertamente, 

hay beneficios a la hora de definir a los pacientes por descripciones clínicas, como agrupar 

pacientes con características similares para el manejo clínico. Sin embargo, este enfoque no 

funciona bien cuando se trata de ensayos clínicos para terapias que se dirigen a los 

mecanismos de la enfermedad centrados en el defecto genético central. Por ejemplo, un 

tratamiento que se dirige a defectos de maduración neuronal observados en mutaciones 

MECP2 puede no ser efectivo para una canalopatía iónica debido a alteraciones de KCNB1. 

Además, el fenotipado neurológico y conductual exhaustivo puede revelar distinciones claras 
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y sutiles que confieren especificidades a cada trastorno genético asociado con RTT. 

Asimismo, cabe destacar que están siendo detectadas actualmente más comúnmente 

variantes patogénicas en individuos RTT-like los genes WDR45, STXBP1 y SHANK3 que 

en los genes FOXG1 y CDKL5, dos genes establecidos que causan RTT atípica. 

Finalmente debemos remarcar el hecho de que todos estos estudios publicados presentan 

ciertas limitaciones. Separadamente, todos ellos presentan un bajo número de casos positivos 

en la cohorte de estudio haciendo complicado la obtención de un valor estadístico ya que 

existen pocos pacientes con mutaciones en un mismo gen que puedan ser asociados a un 

fenotipo RTT-like. Asimismo, las cohortes de pacientes en los que se les aplica el estudio por 

NGS está formada por pacientes a los que se ya tenían estudios previos negativos los tres 

genes asociados al RTT o en los que el clínico tiene una posible sospecha de que el fenotipo 

de la paciente pudiera cuadrar con el cuadro clínico asociado al RTT, y no necesariamente 

porque el paciente cumplía estrictamente con todos los criterios de diagnóstico para RTT, 

por lo que es complicado tener cohortes grandes de pacientes con un fenotipo estrictamente 

homogéneo. Sin embargo, este enfoque refleja la posibilidad de la práctica de los neurólogos 

junto a los genetistas, donde la NGS puede ayudar a establecer a qué enfermedad puede estar 

asociado el fenotipo del paciente y ayudar a definir mejor la etiología de esta. 

 

3.2 Genes candidatos no asociados previamente a patología 

Por el momento, más de 80 genes han sido asociados al RTT/RTT-like, pero en la gran 

mayoría esta asociación ha de ser críticamente evaluada y contrastada. En nuestro quinto 

trabajo, realizamos una búsqueda exhaustiva de los resultados de NGS publicados hasta el 

momento en cohortes de pacientes RTT/RTT-like donde hemos podido detectar que los 

nuevos genes candidatos para explicar el fenotipo de las pacientes se pueden asociar en dos 

grupos principales por las funciones que desempeña: genes involucrados en la modulación 

de la cromatina como SMARCA1, NCOR2, ZSCAN12, ANKRD31 y ZFX y genes que 

participan en la función sináptica como CACNA1I, SCG2 y ATP6V0A1. El vínculo de 

todos estos genes con las mismas vías en las que están involucrados podría explicar por qué 

los fenotipos de nuestras pacientes se solapan, causando una función sináptica alterada, 

trastornos del sueño y una desregulación importante de la expresión génica. Por otra parte, 

también hay algunos genes involucrados en los procesos de ubiquitinación, a los que también 
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está vinculado el gen UBE3A, principal causa en los pacientes con síndrome de Angelman. 

La considerable superposición de las características de RTT y Angelman podría explicarse 

debido a esta posible relación. 

Un claro ejemplo de como un nuevo gen candidato ha sido estudiado y definitivamente 

asociado al fenotipo RTT-like es el gen GABBR2 (G Protein-coupled receptor 51; 

OMIM*607340), involucrado en la función sináptica de la vía GABAérgica. El ácido γ-amino 

butírico (GABA) es el neurotransmisor inhibidor más importante del SNC y se conoce que 

la disminución de la función GABAérgica en sólo un 30-40% conduce a la manifestación de 

alteraciones neuropsiquiátricas y anomalías funcionales, incluyendo la epilepsia (Chao et al., 

2010). Por consiguiente, en nuestro último trabajo iniciamos los estudios funcionales de dos 

variantes candidatas, detectadas en los estudios WES realizados en nuestro primer trabajo, 

en genes que desempeñan un papel importante en la vía GABAérgica. La variante de novo, 

p.A567T, detectada en el gen GABBR2 que codifica para la subunidad 2 del receptor de 

GABA, ha sido descrita como claramente patogénica con un extenso estudio funcional 

publicado en 2017 (Yoo et al., 2017). Este estudio proporcionó una evidencia directa de que 

la señalización de GABA mediada por GABABR alterada conduce a un fenotipo RTT-like. 

Asimismo, posteriormente, esta variante ha sido detectada en diferentes individuos, no 

relacionados, que presentan un fenotipo RTT-like, incluida nuestra paciente (Vuillaume et 

al., 2018, Samanta and Zarate, 2019). Además, Yoo et al., 2017 identificaron otras mutaciones 

en el mismo gen (p.S695I y p.I705A) ubicadas en TM6, tienen más probabilidades de afectar 

la integridad estructural de GABBR2, mientras que la mutación RTT (p.A567T), ubicada en 

TM3, estaría involucrada en la vía de activación: objetivo potencial para el diagnóstico y 

tratamiento tempranos de RTT y pacientes con EE con mejores pronósticos. 

Asimismo, siguiendo los mismos pasos que en GABBR2, en nuestro último trabajo 

realizamos los primeros estudios funcionales en el gen SLC6A1 (OMIM*137165) y un 

análisis de la clínica asociada. Este gen codifica para el transportador GAT-1, uno de los 

principales transportadores de GABA en el cerebro y responsable de la recaptación de 

GABA en la sinapsis (Madsen et al., 2015). Para este gen hay descrito un amplio abanico de 

pacientes portadores de variantes patogénicas pero que hasta el momento no han sido 

asociadas claramente a una clínica RTT-like. Sin embargo, la clínica descrita hasta el momento 

es muy heterogénea, ya que han sido descrito individuos con discapacidad intelectual, con 

epilepsia mioclonica-atonica, retraso en el desarrollo motor, rasgos autistas y movimientos 
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estereotipados, y en ciertos casos regresión (Carvill et al., 2015, Islam et al., 2018, Johannesen 

et al., 2018, Mattison et al., 2018), rasgos compatibles con una clínica RTT y muy similares a 

los que presenta nuestra paciente con la variante en SLC6A1.  

Con nuestros estudios preliminares acerca de la patogenicidad del cambio utilizando 

líneas celulares que expresan el transportador tanto en su forma salvaje como con la mutación 

presente en nuestra paciente, podemos detectar ciertas anomalías en la localización de la 

proteína. Sin embargo, aunque podemos ver como menor cantidad de proteína llega a la 

membrana comparado con la forma salvaje, todavía no podemos descartar que esta 

desempeñe su función correctamente en la membrana. Asimismo, estudios complementarios 

a nuestro trabajo sugieren que esta variante detectada en SLC6A1 pueda ser la causante del 

fenotipo que presentan las pacientes ya que han conseguido corroborar que, aunque la 

proteína pueda llegar a membrana, el canal transportador de GABA no funciona 

correctamente. 

 

3.3 “Rett spectrum disorders” 

Poniendo en conjunto todas las cohortes de pacientes RTT que han sido analizadas tanto 

por nosotros como por el resto de comunidad científica, todo ello resumido y agrupado en 

nuestro quinto trabajo, podemos destacar que todos los individuos resumidos en esta 

revisión cumplieron los criterios diagnósticos para RTT o RTT-like. Sin embargo, la falta de 

un defecto en MECP2 subraya la importancia de realizar estudios mediante NGS para 

obtener un diagnóstico para estas pacientes. El diagnóstico diferencial en el RTT ha 

evolucionado con el desarrollo de la NGS y muchos pacientes han sido diagnosticados con 

otros síndromes o variantes en genes recientemente descritos en los que el fenotipo asociado 

aún no se ha explorado por completo. Muchos trastornos pueden ser causados por múltiples 

genes, como el síndrome de West o las enfermedades metabólicas como los trastornos 

congénitos de la glucosilación, y estos se consideran el mismo trastorno siempre que 

compartan un fenotipo común. Por lo tanto, consideramos que todos los fenotipos clásicos, 

atípicos y RTT-like podrían agruparse en un trastorno del espectro RTT con un gran número 

de genes causales, aunque deberían ser establecidos y consensuados los criterios para poder 

definir este grupo de enfermedades.  
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4. Definiendo las vías alteradas por MECP2  

Dada la complejidad de los síntomas clínicos, estudiar la relación de los trastornos 

neurológicos pediátricos, como el RTT, sigue siendo un gran desafío. La gran diversidad de 

genes con variantes patogénicas o probablemente patogénicas detectados hasta el momento 

nos indica que todos estos fenotipos solapantes al RTT se encuentran bajo rutas biológicas 

con una gran complejidad en las que MECP2 se encuentra integrado. Comprender esta 

compleja red podría ser importante en el desarrollo de terapias efectivas, dirigidas 

específicamente a los puntos donde el sistema está fallando. 

 

4.1 Análisis de enriquecimiento 

Para delinear las rutas biológicas y las redes de genes que interactúan y están involucrados 

en fenotipos similares al RTT varios grupos de investigación han intentado realizar 

asociaciones de los genes detectados hasta el momento y evaluar sus propiedades funcionales 

en conjunto. Los primeros estudios realizados en pacientes RTT negativos para variantes 

patogénicas en MECP2 no generaron resultados claros ni recurrentes que pudieran agrupar 

los genes detectados hasta el momento o se pudieran detectar vías claras de señalización, 

aunque si se destacaba un claro enriquecimiento asociado a las vías de señalización de 

glutamato y genes relacionados con la formación de sinapsis (Olson et al., 2015, Sajan et al., 

2017). Sin embargo, recientemente, Iwama et al., 2019 realizaron un análisis de 

enriquecimiento con la base de datos de Gene Ontology (Go) con 50 genes con mutaciones 

patogénicas o probablemente patogénicas con fenotipos similares al RTT y evaluaron sus 

propiedades funcionales. El análisis de enriquecimiento de GO de estos 50 genes identificó 

un enriquecimiento significativo de varios términos GO, como transporte de iones, 

señalización sináptica y desarrollo del sistema nervioso. Con base a la información de estos 

términos asignados para cada gen, clasificaron estos 50 genes en cuatro grupos biológicos 

distintos: (1) señalización sináptica que incluyen receptores de glutamato o GABA y otros 

reguladores de señalización sináptica (p. Ej., GRIN2B e IRF2BPL); (2) transporte de iones 

donde se incluyen canales de sodio, potasio y calcio y transportadores de protones (p. Ej., 

CACNA1G y ATP6V0A1); (3) unión al ADN para la regulación de la transcripción (p. Ej., 

NR2F1 y NCOR2) y (4) otros, incluidos la ruta de la autofagia, la función enzimática y los 

componentes de la estructura de la matriz (p. Ej., WDR45 y PPT1). 
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Del mismo modo, en nuestro quinto trabajo, realizamos un análisis de los más de 80 

genes que han sido asociados hasta el momento con los fenotipos RTT/RTT-like haciendo 

uso de REACTOME, base de datos de rutas biológicas de acceso libre y curada 

manualmente, y de STRING, base de datos de interacciones proteína-proteína conocidas y 

predichas. Con los datos obtenidos, hemos podido identificar algunos grupos de genes con 

funciones involucradas en mecanismos comunes como en los estudios realizados por Iwama 

et al., 2019. De este modo, hemos detectado varias vías que parecen ser relevantes en 

pacientes con RTT / RTT-like, como la modulación de la cromatina, la función sináptica y 

la conjugación de ubiquitina. De este modo podemos ampliar los listados de genes para el 

análisis de exomas/genomas de nuevas pacientes en las que no se les detecte ninguna variante 

candidata que explique su fenotipo en los genes principales ya descritos asociados a la clínica 

RTT/RTT-like. 

En el enriquecimiento de GO y los análisis interactivos de la red de genes de los 

relacionados con el RTT, encontramos el transporte de iones y la señalización sináptica como 

las principales vías biológicas involucradas en los fenotipos similares a RTT. Se sabe que las 

variantes patogénicas en los genes relacionados con la transducción de señales o el transporte 

de iones (canales y transportadores) causan retraso en el desarrollo/discapacidad intelectual, 

epilepsia y otros trastornos del neurodesarrollo. Del mismo modo, era un resultado esperado 

encontrar variantes patogénicas en genes que codifican proteínas de unión al ADN, como 

TCF4 y DNMT3A, cuyas anomalías ya se asociaron originalmente a diferentes síndromes 

con un fenotipo solapante al RTT (p. Ej., Síndrome de Pitt-Hopkins y síndrome de 

TattonBrown-Rahman, respectivamente). Por otra parte, como se han observado 

previamente desequilibrios en los sistemas GABAérgico y glutamatérgico en los cerebros de 

ratones con deficiencia de Mecp2 (El-Khoury et al., 2014), sería razonable observar variantes 

en estos genes en fenotipos similares a RTT. De ahí que, variantes detectadas en genes 

relacionados con estos sistemas hayan sido detectadas en pacientes con un fenotipo RTT-

like y sin un diagnóstico genético positivo en los genes que hasta el momento estaban 

relacionados con la patología.  

Asimismo, estos estudios de enriquecimiento también nos han dado a conocer varios 

factores de transcripción que interactúan con MECP2: E2F1, MEF2C, REST, SIN3A, 

SMC3, SP1 y TAF1. E2F1 y TAF1 son elementos promotores de MECP2 (Ehrhart et al., 

2016). SP1 se conoce como un elemento regulador cis y un elemento promotor de MECP2. 
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REST es un elemento regulador cis de MECP2. SIN3A es una parte integral del complejo 

MECP2-HDAC y SMC3 es uno de los cofactores de este complejo. La expresión de MEF2C 

es inhibida por MECP2 junto con el complejo HDAC. Interactúa con EP300, varias histonas 

desacetilasas y SP1. Además, estudios de enriquecimiento de vías con factores de 

transcripción conocidos ha revelado una posible conexión entre la organización del 

citoesqueleto y MECP2 a través de MEF2C y CAPG. Por lo que se presume que MECP2 

regula la expresión de CAPG a través de MEF2C (Ehrhart et al., 2019). 

 

4.2 Análisis transcriptómicos 

Si bien los mecanismos de acción de MeCP2 aún no se han caracterizado por completo, 

está claro que la proteína tiene un efecto importante en la regulación transcripcional. Centrar 

la atención en los cambios en la expresión génica que ocurren en individuos con RTT puede 

ser una forma de dilucidar el vínculo entre la desregulación de genes / vías candidatas y el 

fenotipo resultante. A pesar de que por el momento existe un número limitado de estudios 

a nivel transcriptómico en pacientes con RTT, estos han proporcionado información 

interesante para comprender parte de la fisiopatología de la enfermedad. La principal 

conclusión que surge de los estudios transcriptómicos es la convergencia de mecanismos a 

través de diferentes tejidos. Los genes desregulados pertenecen a tres categorías principales: 

arborización dendrítica anormal y maduración sináptica, disfunción mitocondrial y actividad 

de células gliales (Shovlin and Tropea, 2018). Asimismo, hay estudios que confirman que las 

vías inflamatorias, de procesamiento de ARNm y de iniciación de la transcripción se ven 

afectadas cuando hay una alteración en MECP2, e incluso pueden ser los principales 

impulsores del fenotipo que desarrollan las pacientes con RTT (Ehrhart et al., 2019). 

Por otro lado, un trabajo reciente ha sugerido la posibilidad de la participación del 

ADNmt en el desarrollo del fenotipo RTT (Aldosary et al., 2020), ya que se sabe que en 

muestras de fibroblastos y músculo de pacientes con RTT presentan anomalías tanto en el 

número como en el tamaño de las mitocondrias (Cardaioli et al., 1999). Del mismo modo, 

diferentes estudios de transcriptómica han revelado que existe una disfunción mitocondrial 

(Shulyakova et al., 2017, Shovlin and Tropea, 2018). Y, recientemente, han sido identificados 

roles potencialmente importantes de genes involucrados en la disfunción mitocondrial y la 
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respuesta al estrés oxidativo, incluidos los genes NDUFA5, MAPK9, ATP5PO, MAF, FOS 

y SAPK, en la patogenicidad del RTT (Ehrhart et al., 2019). 

Finalmente, también se ha podido comprobar que no solamente la expresión de genes 

está siendo alterada, sino que hay ciertos RNAs no codificantes de cadena larga (lncRNA; 

long non-coding RNA) se encuentran alterados cuando MeCP2 no funciona correctamente. Los 

estudios de transcriptómica en modelos de ratón nulos para Mecp2 nos han dado a conocer 

lncRNAs que son regulados por Mecp2: AK081227 y AK087060, ya que sus niveles se ven 

alterados en comparación con los controles. Es importante destacar que la expresión de 

AK08127 mediada por la pérdida de Mecp2 inhibió a la subunidad del receptor de ácido 

gamma-aminobutírico Rho 2 (Gabrr2) que está involucrada en la neurotransmisión 

GABAérgica (Petazzi et al., 2013). Estos hallazgos resaltan el papel de los lncRNAs en el 

fenotipo neurológico y la etiología de RTT. 

Una conclusión general de estos análisis es que una enfermedad monogénica es 

definitivamente verdadera como base para la RTT, pero el vínculo entre la mutación y el 

resultado fenotípico está definido por una gama más amplia de vías y procesos en el 

desarrollo neurológico. Esta conexión implica una red compleja en la que la variación 

genética individual y la influencia ambiental determinan el resultado del trastorno. Aunque 

se requiere un análisis adicional para confirmar los eventos fisiopatológicos exactos que 

tienen lugar en pacientes con RTT, los estudios transcriptómicos representan una muy buena 

base imparcial para la detección de comportamientos celulares aberrantes y proporcionan a 

los investigadores una hoja de ruta para guiar investigaciones específicas. Debido a la 

amplitud de detección y sensibilidad de estos estudios, sus hallazgos pueden usarse para 

generar nuevas hipótesis para ser probadas en conjuntos adicionales de experimentos. 

Dichos análisis pueden usarse para descubrir la base biológica de RTT y señalar nuevas 

estrategias para intervenciones. 

  



DISCUSIÓN 

190 

 

5. Perspectivas diagnósticas y terapéuticas 

Como clausura de los trabajos presentados, fomentamos las nuevas estrategias para 

abordar el diagnóstico genético y poder implantarlo a nivel asistencial. Estos últimos años, 

el algoritmo diagnóstico ha evolucionado considerablemente, del análisis de un único gen a 

analizar de decenas a miles a la vez. De este modo, implementando en el laboratorio la 

secuenciación masiva, aumentamos el rendimiento diagnóstico a nivel molecular dando 

resultados positivos a un número mayor de familias. 

Desde el punto de vista de la investigación, los nuevos genes recientemente asociados a 

este espectro de enfermedades RTT-like sin una descripción clara de las vías en las que se 

encuentran necesitan ser estudiadas más a fondo. Estos nuevos genes candidatos necesitan 

estudios funcionales para establecer su papel potencial en la patogénesis de la enfermedad. 

Además, la aclaración de las vías funcionales involucradas podría allanar el camino para el 

desarrollo de futuras terapias dirigidas, tanto en pacientes que tengan ese gen en concreto 

alterado u otros que presenten alterados otros genes dentro de las mismas vías. Asimismo, 

conociendo cual es el defecto genético que tiene el paciente, se le podrá implementar en un 

futuro la terapia génica adecuada.  

Desde una perspectiva clínica, una mejor definición de las vías que conectan a todos 

estos genes involucrados en todos los fenotipos RTT y RTT-like permitiría una mejor 

comprensión del panorama genético del espectro RTT. Asimismo, estudiando y comparando 

las cohortes de pacientes que tengan los mismos genes alterados, a lo largo del desarrollo de 

la enfermedad, podrá ayudar a pautar cuales pueden ser los mejores tratamientos a seguir. 

Asimismo, tener clara la etiología de la enfermedad de cada paciente puede ayudar a escoger 

la terapia farmacológica más adecuada y eficaz como es el caso de las pacientes con defectos 

en el gen GRIN2B. Estudios funcionales recientes de una variante missense patogénica en 

GRIN2B demostraron que suplementar la dieta con L-serina de la paciente RTT-like que 

presentaba esta mutación mostro mejoras notables en el rendimiento motor y cognitivo y de 

la comunicación después de los 11 meses de la suplementación. Sugiriendo que la 

suplementación con L-serina podría mejorar la encefalopatía grave relacionada con GRIN2B 

y otras afecciones neurológicas causadas por la deficiencia de señalización glutamatérgica 

(Soto et al., 2019). 
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La ciencia ha entrado en el mundo de la “omica”, donde ya no realizamos análisis de un 

único gen, sino que somos capaces de estudiar simultáneamente todo el genoma, 

transcriptoma y proteoma. Y con estos avances podremos diseñar nuevos métodos para la 

mejora del diagnóstico genético en nuestra cohorte de pacientes que siguen sin un 

diagnóstico concluyente. En nuestro caso, donde el gen principal de la enfermedad es el 

MECP2, ya que en la mayoría casos presentan este gen alterado, y se ha visto que los casos 

en los que se ha visto mutado otro gen, este es muy probable que se encuentre dentro de las 

mismas vías en las que se encuentra o regula MECP2. Con esta premisa, podríamos realizar 

una aproximación multiómica, aparte de realizar un análisis a nivel de paneles dirigidos a los 

genes ya claramente descritos y a un fenotipo dentro del espectro Rett y/o un exoma para 

buscar posibles nuevos genes candidatos, se podría analizar si los niveles de MECP2 en estás 

pacientes sin diagnóstico genético está alterado y a nivel trasncriptómico y/o proteómico 

qué vías están alteradas  
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De los resultados expuestos se puede concluir que: 

1. Aunque en la actualidad el diagnóstico del RTT se basa en criterios clínicos, la 

confirmación a nivel molecular permite un consejo genético y en un futuro poder 

emplear la terapia génica adecuada. 

2. Si bien la mayoría de pacientes RTT son portadoras de variantes patogénicas en el 

gen MECP2, la causa molecular de los pacientes restantes no puede ser atribuida a 

un solo gen. Se ha conseguido confeccionar un listado de genes candidatos que 

puedan estar alterando tanto MECP2 como funciones vitales en el SNC causantes 

del fenotipo RTT-like, habiendo confirmado algunos de ellos. 

3. La aproximación metodológica con mejor rendimiento para el estudio molecular del 

RTT es el estudio del exoma clínico, analizando las regiones codificantes de los genes 

con descripción fenotípica establecida. Sin embargo, para aquellos casos con 

resultados negativos a nivel asistencial, la mejor aproximación es el exoma trio. 

4. Las grandes deleciones en MECP2 presentan su punto de rotura en la mayoría de los 

casos en la región DPR, localizada en el exón 4 del gen. Asimismo, las pacientes con 

deleciones que afectan a la región promotora del gen o ven afectados sus dominios 

funcionales tienden a presentar una clínica más severa. 

5. Genes asociados a la vía GABAaérgica pueden ser causantes de fenotipos Rett-like, 

tales como el gen GABBR2 y el gen SLC6A1, por lo que genes presentes en esta vía 

son buenos candidatos para analizar en nuevas pacientes con RTT. 

6. Son necesarios estudios funcionales para poder atribuir genes candidatos como 

causantes de la enfermedad de las pacientes si estos no han sido previamente 

descritos con anterioridad, más aún si los genes no han sido asociados a alguna 

enfermedad. Los estudios funcionales realizados en la variante detectada del gen 

SLC6A1 sugieren una relación de causalidad entre dicha alteración y el fenotipo de 

la paciente.  
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Tabla complementaria 

Tabla 1. Tratamientos preclínicos dirigidos a vías downstream de Mecp2. Obtenida de Vashi N and Justice MJ 2019  

Treatment Mechanism Mouse model 
Prolong 
lifespan Improved phenotype References Clinical trial 

Neurotransmitter signaling 

Citalopram Serotonin reuptake blocker Mecp2tm1.1Bird NT 
Improved sensitivity to carbon dioxide 
exposure Toward et al. (2013)  – 

8-OH-DPAT Serotonin 1a agonist Mecp2tm1.1Bird NT Reduced apneas Abdala et al. (2010)  – 

F15599 Serotonin 1a agonist Mecp2tm1.1Bird NT 
Reduced apneas and improves breathing 
irregularity Levitt et al. (2013) – 

Sarizotan Serotonin 1a agonist & 
dopamine D2-like receptor 

Mecp2tm1.1Bird 
NT Reduced apneas and improves breathing 

irregularity Abdala et al. (2014) Y Mecp2tm1.1Jae 
Mecp2tm1.1Jtc 

LP-211  
Serotonin 7 receptor 
agonist Mecp2tm1Hzo NT 

Improved overall health, memory and 
anxiety 

De Filippis et al. 
(2014) – 

Levodopa Dopaminergic stimulation Mecp2tm1.1Bird Y Improved motor activity Szczesna et al. (2014) – 

Ketamine NMDA receptor antagonist Mecp2tm1.1Jae NT Improved startle response Kron et al. (2012) Y 

Ketamine NMDA receptor antagonist 
Mecp2tm1.1Bird 

Y 
Improved limb clasping, motor 
coordination and reduced apneas Patrizi et al. (2016) 

Y 

NO-711  GABA reuptake blocker Mecp2tm1.1Bird NT Reduced apneas Abdala et al. (2010)  – 
Benzodiazepine 
diazepam GABA reuptake blocker Mecp2tm1.1Bird NT Reduced apneas Abdala et al. (2010)  – 

L-838,417 GABA reuptake blocker Mecp2tm1.1Bird NT Reduced apneas Abdala et al. (2010)  – 

Tiagabine GABA reuptake blocker Mecp2tm1.1Bird Y No improvement 
El-Khoury et al. 
(2014) – 
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THIP GABA reuptake blocker 
Mecp2tm1.1Bird 

Y 
Improved motor function, social 
behavior, and reduced apneas Zhong et al. (2016) 

– 

Mirtazapine GABA reuptake blocker 
Mecp2tm1.1Bird 

NT 

Improved overall healthy, neuronal 
morphology, dendritic spine number, 
anxiety Bittolo et al. (2016) 

– 

VUO462807 
mGlu5 positive allosteric 
modulator Mecp2tm1.1Bird N 

Improved motor function and limb 
clasping Gogliotti et al. (2016) – 

VU0422288 
mGlu7 positive allosteric 
modulator Mecp2tm1.1Bird NT 

Reduced apneas, improves learning and 
memory Gogliotti et al. (2017) – 

CTEP 
mGluR5 negative allosteric 
modulator Mecp2tm1.1Bird Y Reduced apneas, improved memory Tao et al. (2016) – 

Acetyl-L-carnitine Acetyl group donor Mecp2tm1.1Jae NT 
Improved weight gain, motor activity 
and memory Schaevitz et al. (2012) – 

Acetyl-L-carnitine Acetyl group donor Mecp2tm1.1Jae NT 
Improved weight gain, motor activity 
and memory Schaevitz et al. (2012) – 

Choline ACh Mecp2tm1.1Jae NT 
Improved motor coordination and 
activity 

Nag and 
BergerSweeney (2007) – 

Choline ACh Mecp2tm1Hzo NT Improved motor activity Ricceri et al. (2011) – 

Choline ACh Mecp2tm1.1Bird NT 
Improved motor coordination, anxiety 
and social behavior Chin et al. (2018) – 

D-NAC 
Dendrimer-conjugated N-
acetyl cysteine Mecp2tm1.1Bird NT Improved overall health, limb clasping Nance et al. (2017) – 

Desipramine 
Norepinephrine reuptake 
inhibitor Mecp2tm1.1Bird Y Improved breathing irregularities Roux et al. (2007) Y 

Desipramine 
Norepinephrine reuptake 
inhibitor Mecp2tm1.1Bird Y Reduced apneas Zanella et al. (2008) Y 

Clenbuterol 
B2-adrenergic receptor 
agonist Mecp2tm1.1Bird Y 

Improved motor coordination and 
breathing irregularities Mellios et al. (2014) – 

D-cycloserine D-alanine analog Mecp2tm1.1Jae NT No improvement Na et al. (2017) – 

Growth factor signaling 
CX546 Ampakine (BDNF) Mecp2tm1.1Jae NT Improved breathing irregularity Ogier et al. (2007) – 

Fingolimod 
Sphingosine-1 phosphate 
receptor (BDNF) Mecp2tm1.1Bird NT Improved motor activity Deogracias et al. (2012) Y 
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CPT157633 PTP1B inhibitor (BDNF) Mecp2tm1.1Bird Y 
Reduced limb clasping, partially 
improved motor activity Krishnan et al. (2015) – 

LM22A-4 TrkB agonist (BDNF) Mecp2tm1.1Jae NT Improved breathing irregularity Schmid et al. (2012) – 

7,8-DHF TrkB agonist (BDNF) Mecp2tm1.1Jae Y 
Improved motor activity and 
breathing irregularities Johnson et al. (2012) – 

LM22A-4 TrkB agonist (BDNF) Mecp2tm1.1Jae NT Reduced apneas Kron et al. (2014) – 

LM22A-4 TrkB agonist (BDNF) Mecp2tm1.1Jae NT Improved memory Li et al. (2017) – 

IGF-1 IGF-1 
Mecp2tm1.1Jae 

Y 

Improves motor activity, 
breathing irregularities, increased 
brain size Tropea et al. (2009) 

Y 

PEG-IGF-1 Slow release IGF-1 Mecp2tm1.1Bird Y No improvement Pitcher et al. (2013) – 

RhIGF01 Recombinant human IGF1-1 
Mecp2tm1.1Bird 

Y 

Improves motor activity, 
breathing irregularities, social 
behavior and anxiety Castro et al. (2014) 

Y 

Metabolism      
 

Diet restriction Caloric deficit Mecp2tm1Hzo NT 
Improved motor activity and 
anxiety Mantis et al. (2009) – 

Statins Cholesterol-lowering 
medication 

Mecp2tm1.1Bird 
Y 

Improved overall health, motor 
coordination, motor activity, 
serum lipids and liver lipids 

Buchovecky et al. 
(2013) 

Y 
Mecp2tm1.1Jae 

Dietary triheptanoin Energy use (mitochondria) 
Mecp2tm1.1Jae 

Y 

Improved motor coordination, 
social behavior, insulin 
sensitivity, metabolic homeostasis Park et al. (2014) 

Y 

Trolox Vitamin E derivative 
Mecp2tm1.1Bird 

NT 
Blood glucose levels normalized, 
improved response to hypoxia Janc et al. (2016) 

 

Corticosterone Glucocorticoid activation 
Mecp2tm1.1Bird 

Decreas
ed 

lifespan Worsened motor activity Braun et al. (2012) 
– 

Corticosterone Glucocorticoid activation Mecp2tm1Hzo NT Improved motor activity De Filippis et al. (2013) – 

RU486 Glucocorticoid activation 
Mecp2tm1.1Bird 

No 

Delayed progression of 
symptoms, improved motor 
activity Braun et al. (2012) 

– 
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Curcumin Anti-oxidant, antiinflammatory Mecp2tm1.1Jae NT NT Panighini et al. (2013) – 

Insulin Glucose signaling 
Mecp2tm1.1Bird 

Decreas
ed 

lifespan No improvement Pitcher et al. (2013) 
– 

Other      
 

Zoledronic acid Anti-osteoclastic Mecp2tm1.1Bird NT 
Increased bone volume and 
connectivity Shapiro et al. (2010) – – 

Cannabidivarin P Phytocannabinoid Mecp2tm1Hzo NT 
Improved overall health, motor 
activity and social behavior Vigli et al. (2018) – 

CNF1 RhoGTPase Mecp2tm1Hzo NT Improved motor activity De Filippis et al. (2012) – 

CNF1 RhoGTPase Mecp2tm1Hzo NT 
Improved mitochondrial 
dysfunction and memory De Filippis et al. (2015) – 

Non-pharmacological   
 

Enriched 
environment Environmental modulation Mecp2tm1Pplt NT Improved motor coordination Kondo et al. (2008) – 

Enriched 
environment Environmental modulation Mecp2tm1.1Jae NT Improved motor activity Nag et al. (2009) – 

Enriched 
environment Environmental modulation Mecp2tm1.1Jae N 

Improved motor coordination 
and activity Lonetti et al. (2010) – 

Enriched 
environment Environmental modulation Mecp2tm1Pplt NT Reduced anxiety Kondo et al. (2016) – 

Forniceal deep brain 
stimulation Neural circuit stimulation Mecp2tm1.1Bird NT Improved memory Hao et al. (2015) – 

Bone marrow 
transplantation Brain microglia repopulation 

Mecp2tm1.1Bird 
Y 

Reduced apneas, improved 
breathing irregularities, improved 
locomotor activity Derecki et al. (2012) 

– 
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