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Diagnoéstico molecular de atrofia muscular espinal:
Experiencia en un hospital pediatrico de Argentina
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RESUMEN

Introduccién. La atrofia muscular espinal (AME) es una enfermedad neuromuscular autosémica recesiva
causada por la pérdida del gen SMN1, con un espectro clinico variable, determinado principalmente
por el numero de copias del gen SMN2. El desarrollo de nuevas terapias refuerza la importancia del
diagnostico molecular temprano y de la caracterizacion genotipo-fenotipo.

Objetivo. Describirla experiencia de 27 afios en el diagnéstico molecular de AME en un hospital pediatrico
de referencia de Argentina y evaluar la correlacién entre el nimero de copias de SMN2y el tipo de AME.

Poblacion y métodos. Se realizé un estudio retrospectivo descriptivo de 1060 pacientes pediatricos con
sospecha clinica de AME estudiados entre 1997 y 2024. El diagndstico molecular se efectué mediante
PCR-RFLP vy, desde 2012, MLPA para la determinacién del numero de copias de SMN1/SMN2. La
correlaciéon genotipo-fenotipo se evalué en 260 pacientes con caracterizacion clinica completa.

Resultados. Se confirmé el diagnéstico en 513 pacientes. La delecion homocigota del gen SMN1 se
detectd en el 99,6 % de los casos no relacionados. La tasa de positividad aumenté a lo largo del tiempo.
Se observoé una correlacion significativa entre nimero de copias de SMN2'y tipo de AME, con fenotipos
mas leves asociados a mayor nimero de copias.

Conclusioén. El diagnéstico molecular de AME permitié una caracterizacion precisa y oportuna de los
pacientes, evitando procedimientos invasivos y optimizando la toma de decisiones terapéuticas. La
correlaciéon genotipo-fenotipo constituye una herramienta fundamental para el prondstico y manejo
clinico, destacandose la importancia del abordaje interdisciplinario.
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INTRODUCCION

La atrofia muscular espinal (AME) es una
enfermedad neuromuscular caracterizada por
debilidad y atrofia muscular progresiva debida
a la degeneraciéon de las motoneuronas del
asta anterior de la médula espinal. Es una
de las enfermedades hereditarias graves
mas prevalentes en la infancia; de herencia
autosdmica recesiva y con una incidencia
global estimada en 1/11 000 nacidos vivos. Se
caracteriza por un espectro clinico continuo en
el que se reconocen distintos tipos, del 0 al 1V,
definidos en funcion de la edad de inicio de los
sintomas y los hitos motores alcanzados. Estos
tipos abarcan desde formas de inicio temprano
con expectativa de vida limitada hasta formas del
adulto en las que se conserva la capacidad de
caminar."?

A nivel molecular, en el afio 1995 se describio
que esta enfermedad esta causada por la pérdida
del gen SMN1 (Survival Of Motor Neuron 1),
localizado en el locus 5913, que codifica la
proteina SMN.® El 95 % de los pacientes con
AME presenta una delecion homocigota del gen
SMN1 que involucra el exdn 7; alrededor de un
5 % tiene una delecion en un alelo y una variante
puntual en el otro (heterocigotas compuestos),
y menos del 1 % de los pacientes presentan
variantes puntuales en ambos alelos. Cercano
al gen SMN1 se encuentra el SMN2, un gen
altamente homodlogo que, a diferencia del gen
SMN1, produce solo alrededor de un 10 % de
proteina SMN funcional (cuyo transcripto carece
del exén 7) (Figura 1).* El nimero de copias de
SMN2 varia entre individuos y se reconoce como
el principal modificador del fenotipo en pacientes
con AME, existiendo una correlacion inversa entre
la gravedad del cuadro clinico y el numero de
copias de SMN2."

En los ultimos afos, el tratamiento de AME ha
experimentado avances terapéuticos significativos
con estrategias destinadas a incrementar los
niveles de proteina SMN funcional, incluyendo
moduladores del splicing de SMN2, que favorecen
la inclusién del exén 7 con la produccion de una
proteina mas estable; y la terapia génica, que
introduce una copia funcional de SMN1. En
consecuencia, se vuelve imprescindible no solo el
diagnostico precoz, sino también la cuantificacion
del numero de copias de SMN2, dado que este
factor constituye un biomarcador clave para
establecer una conducta terapéutica adecuada
y oportuna.®

En la busqueda de un diagndstico de certeza
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y menos invasivo, en 1997 se incorpord en
nuestro hospital el estudio molecular de AME,
como una de las primeras determinaciones del
Laboratorio de Biologia Molecular, utilizando
técnicas moleculares tradicionales en lugar de la
biopsia muscular.

En este contexto, el objetivo del presente
trabajo fue describir la experiencia de 27 afios en
el diagnéstico molecular de AME en un hospital
pediatrico de referencia de Argentina, y realizar
una correlacion genotipo-fenotipo entre el nimero
de copias del gen SMN2 y el tipo de AME en
un grupo de pacientes con una caracterizacion
clinica detallada.

POBLACION Y METODOS
Pacientes

Este es un estudio retrospectivo y descriptivo
de 1060 pacientes pediatricos de Argentina
con sospecha clinica de AME cuyas muestras
ingresaron al Laboratorio de Biologia Molecular-
Genética del Hospital Garrahan (HG), desde julio
de 1997 hasta junio de 2024. Para ello, contamos
con una base de datos de todos los pacientes
que se realizaron el estudio molecular en nuestro
laboratorio. Se incluyeron pacientes atendidos en
el Servicio de Neurologia del HG y derivados de
otros centros del pais.

Del total de pacientes estudiados, se
determind el numero de casos con estudio
molecular de AME positivos y negativos; se
evaluo el lugar de residencia y su distribucién
a lo largo del pais. Para ello, en los pacientes
de nuestra institucion se trabajé con datos
del sistema del hospital cuando estuvieron
disponibles. En el caso de los derivados de otros
centros, se analizaron los registros de la Oficina
de Comunicacion a Distancia del Hospital (OCD).

A partir del afo 2008, la caracterizacion
clinica de los pacientes del hospital fue realizada
por el equipo interdisciplinario del Programa de
Atencion, Docencia e Investigacion de Pacientes
con Enfermedad Neuromuscular del Hospital
Garrahan (PADI-EMN), segun los criterios del
Consorcio Internacional de AME.® Los pacientes
se clasificaron en tipo |, Il y Ill. Para la correlacion
genotipo-fenotipo, se incluyeron 260 pacientes
evaluados y seguidos en el HG, que contaban
con datos clinicos completos y un rango de edad,
al momento de ingreso de la muestra, entre 1 dia
y 21 afos.

Este estudio fue aprobado por el Comité de
Etica del Hospital de Pediatria S.A.M.I.C. Prof. Dr.
Juan P. Garrahan (proyecto numero 608, 2009).



Metodologia
Extraccion de ADN

Se obtuvo ADN gendmico a partir de leucocitos
de sangre periférica mediante precipitacion
salina hasta el afio 2019,” y luego con un método
automatizado basado en la tecnologia de perlas
magnéticas M-PVA con un equipo Chemagic™ 360.8

Estudios moleculares

El diagndstico molecular se realizé mediante
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction —
Restriction Fragment Length Polymorphism), que
permite detectar la delecion homocigota de los
exones 7 y 8 del gen SMN1, descripta por van
der Steege y colaboradores,® con un tiempo de
respuesta en nuestro centro de 3 a 5 dias. Esta
metodologia no permite detectar heterocigotas
para la delecién ni variantes puntuales. Para
el estudio del nUumero de copias de SMN1y
SMN2, se incorporé en el afio 2012 la técnica
de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification; SALSA-Probe-Mix-021, MRC-
Holland). La busqueda de variantes puntuales se
efectud por secuenciacion Sanger (Servicio de
Genética-Hospital de la Santa Creu i Sant Pau,
Barcelona) (Figura 2)."°

Analisis estadistico

Se determiné la tasa de positividad total,
asi como la correspondiente a los pacientes
del HG y a los derivados de otros centros.
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Para evaluar diferencias entre ambos grupos,
se realizé una prueba de chi-cuadrado. La
correlacion entre el nimero de copias de SMN2y
los tipos de AME se realizé mediante correlacion
de Spearman (software IBM SPSS Statistics). Se
consider¢ significativo un valor de p <0,05.

RESULTADOS
Analisis descriptivo de la poblacion

En el periodo estudiado, ingresaron a
nuestro laboratorio 1060 muestras de pacientes
con sospecha de AME, 682 solicitadas por
profesionales de nuestra institucién y
378 derivadas de otros centros del pais. Se
observaron resultados positivos para AME
en 513 casos. La tasa de positividad total
en el periodo estudiado fue del 48,4 %; fue
significativamente mayor en las muestras
solicitadas por profesionales de nuestra
institucion que en aquellas derivadas de otros
centros (55,1 % vs. 36,2 %; p <0,0001).

El lugar de residencia de los pacientes estuvo
disponible en 730 casos. Al analizar la distribucién
geografica, se determiné que la mayoria de los
pacientes fueron de provincia de Buenos Aires
(PBA), seguido por la Ciudad Auténoma de
Buenos Aires (CABA), Chaco, Santa Fe y Entre
Rios. Las provincias con menor numero de casos
resultaron San Luis, Tierra del Fuego y La Rioja
(Tabla 1).

De los 513 pacientes positivos para

Ficura 1. Mecanismo molecular de generacién de la proteina SMN, en individuos no afectados y en

pacientes con atrofia muscular espinal
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En un individuo no afectado, el gen SMN1 codifica un 100 % de la proteina SMN funcional. Cercano al SMN1 se encuentra el
SMN2, un gen altamente homdlogo con una diferencia de solo 20 nucléotidos. Entre ellos, el cambio ¢.840C>T ubicado en el exén 7
del SMN2, produce un splicing alternativo que determina la exclusién de este exén en la mayoria de los transcriptos de ARNm de
SMNZ2, que genera principalmente una forma truncada y no funcional de la proteina SMN, y solo alrededor de un 10 % de proteina
SMN funcional. En los pacientes con AME, las alteraciones en el gen SMN1 determinan la ausencia de la proteina SMN derivada
de dicho gen, por lo que la presencia de proteina SMN funcional dependera por completo de la produccién a partir del gen SMN2.
Modificado de James Sleigh, Spinal Muscular Atrophy UK website.*
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Ficura 2. Algoritmo de diagnéstico molecular de atrofia muscular espinal en el Hospital Garrahan
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Ante la sospecha clinica de AME, se realiza inicialmente una PCR-RFLP para la deteccién de la delecién homocigota de los
exones 7 y 8 del gen SMN1, presente en aproximadamente el 95 % de los pacientes. La técnica consiste en la amplificacién
por PCR de los exones 7 y 8 de los genes SMN1 y SMN2, seguida de la digestién con las enzimas de restriccion Dral y Ddel,
respectivamente. Los productos digeridos se analizan mediante electroforesis capilar (QIAxcel, Qiagen), incluyendo la muestra del
paciente (P1), un control negativo (CN) y un control positivo (CP) para cada exén. Ante un resultado negativo de la PCR-RFLPy una
sospecha clinica persistente, se realiza MLPA para evaluar delecién heterocigota de SMN1. En esta metodologia, los amplicones
se separan por electroforesis capilar (secuenciadores automaticos ABI 3130 y 3500; Applied Biosystems) y los electroferogramas
se analizan con el software Coffalyser.Net. La imagen de MLPA corresponde a un caso con delecién heterocigota, con una copia
de los exones 7 y 8 de SMN1. La técnica de MLPA permite, ademas, determinar el nimero de copias del gen SMN2. Por uiltimo,
en caso de detectarse una delecién heterocigota por MLPA, se finaliza el diagnéstico por medio de la secuenciacion Sanger.
Extraido y modificado de Monges S, GAP 2019: Manejo de la Atrofia Muscular Espinal.”

AME, 487 fueron no relacionados. De ellos, fueron AME tipo | (101 pacientes); el 43 %,
443 presentaron delecion homocigota de los AME tipo Il (111 pacientes); y 18 %, AME tipo IlI
exones 7 y 8 del SMN1T; 42 tuvieron delecion (48 pacientes).

homocigota solo del exén 7 del SMN1, y El numero de copias de SMN2 se distribuyo
2 pacientes fueron heterocigotas compuestos de la siguiente forma: para AME tipo I, se
con una delecién heterocigota del SMN1 en un identificaron 93 pacientes con 2 copiasy 8
alelo y una variante puntual en el otro. con 3 copias; en AME tipo Il, 1 con 2 copias,
Se analizé la distribucion de muestras 109 con 3 copias y 1 con 4 copias; y en AME
recibidas por afo y su tasa de positividad. El tipo Ill, 42 con 3 copias y 6 con 4 copias.
numero de muestras recibidas se incremento En el andlisis del numero de copias de SMN2
hasta aproximadamente la mitad del periodo y su correlacioén con el tipo de AME (Figura 4),
estudiado (2012), a partir de donde se observa observamos que en el grupo de pacientes con
una disminucion sostenida. Por otro lado, la tasa AME tipo | una amplia mayoria presentaban
de positividad mostré un incremento progresivo 2 copias del gen SMN2, con un muy bajo
a lo largo del periodo analizado, con un posible porcentaje de pacientes con 3 copias. En el
punto de inflexién entre 2014 y 2016 (Figura 3). grupo de pacientes con AME tipo Il, casi todos
presentaban 3 copias de SMN2. Por ultimo, en el
Correlacion genotipo-fenotipo grupo con AME tipo lll, si bien mostré mayoria de
De los 376 pacientes con AME de nuestra pacientes con 3 copias, se observé un aumento
institucién, en 260 en los que se contaba con significativo en el porcentaje de pacientes con
datos clinicos completos, se efectud la correlacion 4 copias. Al evaluar estadisticamente la relacion
genotipo-fenotipo. De estos ultimos, el 39 % entre el nimero de copias de SMN2 y el tipo de
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TaBLA 1. Distribuciéon porcentual del lugar de residencia de 730 pacientes con sospecha de atrofia
muscular espinal estudiados en el hospital Garrahan, desde julio de 1997 hasta junio de 2024

Provincia n° de casos Porcentaje (%)
Buenos Aires 288 39,5
CABA 115 15,8
Chaco 56 7,7
Santa Fe 51 7,0
Entre Rios 47 6,4
Tucuman 29 4,0
Misiones 26 3,6
Santiago del Estero 20 2,7
Mendoza 16 2,2
Cordoba 12 1,6
Corrientes 12 1,6
Rio Negro 10 1,4
Formosa 10 1,4
Santa Cruz 7 1,0
San Juan 6 0,8
Chubut 5 0,7
Jujuy 5 0,7
Neuquén 4 0,5
La Pampa 3 0,4
Catamarca 3 0,4
Salta 2 0,3
San Luis 1 0,1
Tierra del Fuego 1 0,1
La Rioja 1 0,1
TOTAL 730 100,0

CABA: Ciudad Auténoma de Buenos Aires.

Ficura 3. Distribucion de casos con sospecha de atrofia muscular espinal: casos positivos y totales a lo

largo del tiempo
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Distribucion global de pacientes por afio: de un total de 1060 pacientes estudiados, 513 resultaron positivos para AME.
En el gréfico, se observa el total de pacientes con sospecha de AME por afio (barras violetas claras), asi como los pacientes

positivos por afio (barras violetas oscuras).

AME, encontramos una correlacién genotipo-
fenotipo significativa (correlacién de Spearman:
p = 0,855; p <0,0001), observandose a mayor
numero de copias de SMN2 un fenotipo mas leve.

DISCUSION

En este trabajo, describimos la experiencia de
27 afios en el diagnostico molecular de AME en
una serie de pacientes pediatricos estudiados en
un hospital publico de referencia de Argentina.
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Ficura 4. Distribucién del nimero de copias de SMN2 por tipo de atrofia muscular espinal
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Correlacion de Spearman: p = 0,855; p <0,0001

Durante este periodo, pudimos confirmar el
diagndstico de AME en 513 nifios.

La técnica de PCR-RFLP es una herramienta
muy util como metodologia diagndstica por su
rapidez y, a diferencia del MLPA, no requiere
un minimo de muestras para su procesamiento;
sin embargo, presenta como limitacién que
no permite detectar deleciones heterocigotas
ni variantes puntuales. Con la PCR-RFLP,
pudimos realizar el diagnostico del 99 % de los
pacientes con AME, y solo fue necesario ampliar
el algoritmo diagndstico en el 1 % restante.

El analisis del lugar de residencia de la
poblacién estudiada muestra, en cierta medida,
la distribucion de pacientes con AME a nivel
nacional. La mayoria de los casos fueron de
PBA y CABA, regiones con mayor densidad
poblacional' y cercania al hospital.

Como hospital pediatrico nacional, de alta
complejidad y centro de referencia en AME,
fuimos pioneros en el diagnéstico y seguimiento
de estos pacientes, favoreciendo la precision
diagndstica en la solicitud del estudio molecular.
Esto se refleja en un aumento en la positividad
a lo largo del tiempo, no solo en el grupo de
pacientes de nuestro hospital, sino también
en la de los pacientes provenientes de otras
instituciones del pais. Al evaluar la distribucion

de los casos con sospecha de AME a lo largo
del tiempo, observamos una caida general
del numero de muestras ingresadas al
laboratorio. Esto podria deberse a diferentes
factores: demograficos, como la disminucion
de la natalidad, con un descenso sostenido
desde 2012 y una aceleracion de la caida a
partir de 2018;'2 y otros relacionados con la
disponibilidad y los avances en los recursos
diagnosticos. Desde 1997, a través de diversos
convenios, especialistas de nuestra institucion
han participado activamente en la formacién
de nuevos profesionales. Esta labor podria
haber favorecido la expansién de la red de
profesionales capacitados en el diagndstico de
AME en el pais, contribuyendo potencialmente a
la descentralizacién diagndéstica y a una menor
derivacion de casos hacia nuestro laboratorio.
Asimismo, el avance del conocimiento, la
disponibilidad de terapias modificadoras de la
enfermedad, la aparicion de nuevos centros
diagndsticos y los estudios moleculares
facilitados por la industria farmacéutica también
pudieron influir en esta tendencia. Finalmente, el
apropiado asesoramiento genético a las familias y
la incorporacion de estudios genéticos prenatales
en la planificacién familiar —incluidas opciones
como la seleccién embrionaria o decisiones



reproductivas— constituyen otro factor que podria
influir en la reduccion de los casos remitidos al
laboratorio.

En cuanto a la relacion entre el numero de
copias de SMN2 y el tipo de AME, realizamos
un analisis de correlacion en los pacientes que
fueron evaluados por el equipo interdisciplinario
(PADI-ENM). En 2016, publicamos un primer
estudio de correlacion en 144 pacientes;' en
este segundo estudio, ampliamos el numero de
pacientes a 260 con una distribucion similar de
los tipos de AME. En concordancia con el trabajo
anterior, y lo descripto en otras poblaciones, '
encontramos una fuerte asociacion genotipo-
fenotipo donde a mayor niumero de copias de
SMN2 se observé menor gravedad, aunque esta
correlacion no es absoluta, ya que pacientes
con el mismo nimero de copias de SMN2
pueden tener diferente fenotipo. Esto ultimo
podria deberse a la presencia de otros factores
modificadores que influyan en los niveles de
expresion de la proteina SMN."'° La mayoria de
los pacientes de nuestra serie son AME tipo Il con
tres copias de SMN2. Asimismo, no se detectd
ningun paciente con una sola copia de SMN2, ni
con mas de cuatro copias. La presencia de una
copia de SMN2 se ha descripto principalmente
en pacientes con formas neonatales graves,??’
mientras que se han reportado mas de cuatro
copias en formas muy leves.'4?223 La ausencia
de estos casos en nuestra serie puede deberse
al rango de edad de los pacientes atendidos en
nuestro hospital.

Los estudios genotipo-fenotipo en AME y
el momento del diagndstico son determinantes
para definir el prondstico y la estratificacion
de los pacientes al momento de la eleccidn
del tratamiento, como asi también para
futuros ensayos clinicos. En nuestra serie,
del total de pacientes evaluados por el equipo
interdisciplinario del hospital, 67 se encuentran
tratados con modificadores de splicing o terapia
génica. En este contexto, la participacion de
un equipo interdisciplinario resultd clave para
abordar integralmente las necesidades clinicas y
terapéuticas de los pacientes.

Finalmente, la posible incorporacién de la
pesquisa neonatal de AME en Argentina podria
resultar de utilidad para la deteccion temprana de
los pacientes, en una etapa en la que el proceso
de degeneracion de las motoneuronas es aun
incipiente, con el potencial de evitar la progresion
de la debilidad y la atrofia muscular.
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CONCLUSION

La incorporacion de los estudios moleculares
para AME desde 1997 ha permitido ofrecer este
analisis a 1060 pacientes de Argentina; fue
esencial para evitar procedimientos invasivos,
orientar el tratamiento y brindar asesoramiento
genético oportuno. En este periodo, més
de 500 pacientes fueron diagnosticados y
caracterizados molecularmente. Asimismo,
la correlacion genotipo-fenotipo representa
una herramienta fundamental para predecir la
evolucion clinica y optimizar la seleccién de
tratamientos. B
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