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Este niimero de Ciencia e Investigacion presenta un grupo
2 02 O particular y, entre si, muy diferente de enfermedades que
son estudiadas y tratadas por diversos especialistas, donde
todas comparten la misma base: alteraciones genéticas que
se manifiestan con enfermedades en un espectro de dreas
EDITOR RESPONSABLE médicas muy amplio. La imagen es la analogia perfecta para
Asociacion Argenti na para el describir como la rama de la ciencia genética representada
Progreso de las Ciencias (AAPC) en la doble hélice del ADN, en la actualidad nos ayuda a
8 completar las piezas de comprension faltantes de diversas y
variadas patologias como los son el Alzheimer, la Sordera, el
Cancer hereditario y las Distrofias Musculares.
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Es un placer presentar el trabajo de cuatro grupos argentinos de investigadores clinicos en patologias que
estan asociadas a alteraciones genéticas.

Ante todo, nuestro agradecimiento a los contribuyentes de este niimero, que debieron escribir sus apor-
tes en plena epidemia de SARS-Covid-2. Esto dificulté las tareas, por las nuevas modalidades de trabajo y
ocupaciones, derivadas de una continuada cuarentena. Aun asi, el trabajo excelente no deja dudas de la
dedicacioén profesional que siempre los caracteriza.

El gran avance de la genética en los Gltimos 30 afos debe un gran impulso del Proyecto Genoma Humano
(Human Genome Project, 1990-2003, NHGRI), tanto por recursos humanos como en la explosién tecno-
l6gica que involucré. El conocimiento cientifico derivado de conocer los 3000 millones de bases del ADN
de una célula humana se tradujo en beneficios a la sociedad como la implementacién de la medicina de
precision en la practica médica de las distintas especialidades. Y esto se evidencia en la longevidad del ser
humano. Lejos de ser la mejor noticia para muchos gobiernos es un enorme problema, y deseamos ¢ se
destinen fondos suficientes para investigacién que entre otros hallazgos sea descubierto el gen clave de la
inteligencia para implementar un camino de felicidad en vez de un calvario para los ahos de vida agregados.
jCada uno a su Dios se lo pedira para que sea una realidad bien cercanal

Estos 4 articulo muestran de manera contundente la importancia que los estudios basicos llevados a cabo
en laboratorios de investigacion son efectivamente una investigacion traslacional (en Wikipedia, se define
investigacion traslacional como: “un esfuerzo para construir sobre la investigacion cientifica basica nuevas
terapias, procedimientos médicos o diagndsticos”).

El articulo T de Gutiérrez y colaboradores describe los adelantos en implementar los procedimientos pre-
ventivos para que una enfermedad como el cancer hereditario pueda controlarse lo mejor posible. El estudio
genético inicial es clave para definir las conductas clinicas aplicando los adelantos metodolégicos para el
analisis de la secuencia de ADN cuyos resultados son criticos para encontrar un camino decisivo para frenar
estas enfermedades neopldsicas. Importante hay que recalcar que en los analisis de enfermedades heredita-
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rias resolver el primer caso (caso indice, técnicamente denominado) es clave para el resto de los parientes
(no importa el grado o lejano que sea) ya que se determina la predisposicién o NO con un andlisis 10 veces
mas econémico y con100% de certeza, nada menos. El “no” estd en mayusculas porque frecuentemente se
olvida la enorme importancia del familiar que no heredé la variante responsable de la enfermedad. Siempre
debe tenerse en cuenta la calidad del laboratorio de andlisis, crucial para el resultado obtenido.

El articulo 2 de Niikado y col. ofrece un panorama del estudio molecular de demencias neurodegenerati-
vas, como por ejemplo la enfermedad de Alzheimer. Si bien al dia de hoy no existe una cura, las familias con
variantes hereditarias de la enfermedad son candidatas ideales para ensayos clinicos de potenciales drogas
terapéuticas. El articulo expone ademas los casos en los que existen contribuciones de distintos genes, y el
ambiente, como desafio en el asesoramiento genético.

El articulo 3 de Carcione y col. esta basado en una de las enfermedades hereditarias mas frecuentes, la
Distrofia Muscular de Duchenne, causada por alteraciones en el gen DMD. El trabajo describe la importan-
cia de la deteccion precoz de la enfermedad y el abordaje molecular utilizado para lograr un diagnéstico
diferencial. Existen aproximadamente 50 genes asociados con el desarrollo de distrofias musculares, muchas
de ellas presentan sintomas que se solapan haciendo dificil alcanzar un certero diagnéstico basado Unica-
mente en la clinica. Es por ello que los estudios moleculares resultan cruciales para alcanzar un diagnéstico
certero. El mismo permite establecer cudles son los estandares de cuidado especificos para estos pacientes
facilitando que alcancen una mejor calidad de vida. Si bien esta severa enfermedad aln no tiene cura, en
la actualidad se han desarrollado varias terapias mutacion-dependiente, el trabajo explica, ademas, como
la caracterizacién de la alteracién molecular es fundamental para establecer a cual de estos protocolos tera-
péuticos aplica cada paciente.

El articulo 4 de Buonfiglio y col. muestra un actualizado resumen de la genética de la audicién en la
Argentina. El mismo detalla de manera minuciosa, las distintas técnicas y procedimientos utilizados por el
laboratorio especializado en Genética de la Audicion, en el INGEBI/CONICET para el estudio de pacien-
tes de distintas formas de hipoacusia, asi como las implicancias del diagndstico y sus repercusiones en el
tratamiento instaurado y el prondstico de la patologia. El trabajo detalla las distintas formas de identificar,
describir y estudiar las variantes genéticas en diversos genes relacionados con la patologia. Ademas, orga-
niza la informacion, mostrando un algoritmo secuencial para el abordaje multigénico de la hipoacusia, que
involucra tanto técnicas rutinarias de biologia molecular como estudios de Gltima generacién. Por dGltimo, el
trabajo resume algunos de los resultados del trabajo en el laboratorio analizando mas de 600 pacientes con
datos novedosos y relevantes en el area.

Agradecemos a cada uno de los autores por el tiempo dedicado a lograr de los trabajos una publicacion
que pueda difundirse, sin perder la rigurosidad cientifica acostumbrada con el deseo de que disfruten con
la lectura de los cuatro articulos que se presentan, los cuales tratan de enfermedades que nos desvelan por
la gravedad y que describen como estos investigadores preocupados desde hace mucho por estas patologias
demuestran los avances inimaginables logrados.

Reiteramos entonces el agradecimiento a nuestros lectores por su interés en la revista Ciencia e
Investigacion y por su contribucion para la difusion de estos conocimientos genéticos en enfermedades muy
variadas y por ende de un interés muy amplio.



FUNDACION ARGENTINA DE
NANOTECNOLOGIA

(5411) 4518-1715/4518-1716 - 25 de Mayo 1021. C.P. 1650.
San Martin. Provincia de Buenos Aires. Argentina - www.fan.org.ar - info@fan.org.ar



CANCER
LA CONFIA
CONOCIMI

Palabras clave: Cancer hereditario, Genética, Cancer.
Key words: Hereditary cancer, Genetics, Cancer.

N

Este articulo describe la asociaciéon entre genémica y cdncer
hereditario y permite comprender la serie de conceptos que ligan
estos dos campos de la genética. Explica cuales son los mecanismos

/A EN EL

ENTO VENCE LAS DUDAS

subyacentes y como el conocimiento y el manejo de la informacion

relacionada a las variantes genéticas detectadas es importante no

solo en la terapéutica de precision, sino

del desarrollo de este tipo de enfermedades en familiares sanos

portadores y el alivio a no portadores que
de la poblacién general.

This article describes the association

también en la prevencion

pasan a controles de rutina

between genomics and

hereditary cancer and provides an understanding of the series of

concepts that link these two fields of the genetics. It explains what the
underlying mechanisms are and how the knowledge and management
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of information related to the genetic variants detected is important not only in precision therapy, but also in the prevention
of the development of this type of diseases in healthy relative carriers and the relief for the non-carriers who, with this
information, will undergo routine population check-ups.

B INTRODUCCION

El mundo actual es sin duda al-
guna deslumbrante y muy diferen-
te del mundo de hace tan sélo 20
anos, cuando el fenémeno de la
internet era solamente un concepto
abstracto que unos pocos conocian,
y menos ain comprendian.

Indefectiblemente, la increible
cantidad de informacién que se pro-
duce dia a dia, y la capacidad de
interconexioén y comunicacion hace
que nada pase desapercibido, aun-
que algunas veces si distorsionado.

El lector se preguntara qué tiene
que ver este pequefio parrafo sobre
informacién e interconexion, con
el cancer o la genética; y es que el
actual nivel de interconexion, asi

como la masiva produccion de in-
formacién viene revolucionando to-
dos los aspectos de la vida del ser
humano, no sélo sus aspectos so-
ciales y culturales, sino también los
cientificos, entre ellos la medicina y
la genética.

Los médicos hacen un uso ex-
tensivo de la informacién personal
del paciente (historia clinica, exa-
men fisico, signos vitales, historia
familiar, andlisis de laboratorio,
etc.) para realizar un diagnéstico o
para establecer el riesgo potencial
de padecer una enfermedad y desa-
rrollar mecanismos preventivos. En
este caso, la revolucion tecnologica
que inicié el proyecto del genoma
humano abrié la posibilidad de que
los bioquimicos tengan disponible
informacién sobre los genes asocia-

dos a cada enfermedad, llevando el
concepto de medicina de precisién
a un nivel de practica de rutina en
muchisimos diagndsticos, y se es-
pera en un futuro cercano a la gran
mayoria en todas las ramas.

Asi que lo invitamos a apren-
der y comprender conceptos de
genética para entender la relacién
entre los genes y las enfermedades
hereditarias. En nuestro caso, los
canceres hereditarios, y como el
correcto manejo de la informacién
resultado de los andlisis genéticos
ofrece orientacién, no sélo para la
toma de decisiones terapéuticas de
precision, sino también en aspectos
preventivos. Ademas, el lector podra
apreciar los riesgos que conlleva el
uso de ciertas plataformas de inter-
net que ofrecen andlisis genéticos
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sin explicar la relevancia de discutir
toda esa informacién bajo el marco
del debido asesoramiento clinico-
genético.

B ;QUE ES LA GENETICA?

...”La vida inteligente sobre un
planeta alcanza su mayoria de edad
cuando resuelve el problema de su
propia existencia”...

Este es el primer pérrafo del pri-
mer articulo del libro “El gen egois-
ta” de Richard Dawkins (Dawkins,
1993) y parece adecuada para co-
menzar a desglosar nuestra pregun-
ta, ya que parte de esa respuesta ra-
dica en los genes.

La Genética es la ciencia que es-
tudia y analiza los mecanismos de
la herencia (Griffiths, 2009) es decir,
estudia los genes, los encargados de
transmitir la informacién genética
de padres a hijos. En la actualidad,
esta ciencia juega un papel prepon-
derante en la medicina de precision.
Hoy, es posible gracias a las tecnolo-
gias disponibles, conocer todos los
genes que componen nuestro mate-
rial genético en pocos dias, un as-
pecto totalmente increible, ya que la
primera secuenciacién completa de
ADN humano (Proyecto HUGO) tar-
do poco mas de 10 anos e incluyé el
desarrollo de gran tecnologia (Caruz
Arcos, 2009), base de los pocos la-
boratorios proveedores de excelente
tecnologia como servicios terciari-
zados en el mundo (la terciarizacién
es una transformacion econémica y
social que consiste en un aumento
de las actividades del sector tercia-
rio, que llega a ser el ambito prepon-
derante en la economia).

Muchos recordaran el proyecto
del genoma humano de 1990, fue
un proyecto internacional de in-
vestigacion cientifica cuyo objetivo
fundamental fue determinar la se-
cuencia de los tres mil millones de

bases nucleotidicas que componen
un genoma e identificar y cartogra-
fiar los que resultaron en algo mas
de 20.000 genes (antes del HUGO
se estimaban 100.000 genes); publi-
c6 sus resultados en el ano 2001, y
fue concluido en el ano 2003, dos
anos antes de lo programado con
una version final consenso del geno-
ma humano ahorrando un 10% del
presupuesto total de este proyecto
(International Human Genome Se-
quencing Consortium, 2001; Venter
C, 2001; Hood L, 2013).

La palabra “genoma” define a
todo el acervo genético de un ser
vivo. Es decir, todos los genes que
poseen la informacién necesaria

para construir y llevar adelante cual-
quier aspecto funcional necesario
de la vida de un ser humano. Esta
informacion, esta codificada en una
molécula organica presente en to-
das las células del cuerpo y se llama
acido desoxirribonucleico o comdn-
mente ADN (Lewin B, 2008).

La informacién codificada en
esta molécula se transmite de ge-
neracién en generacion y constitu-
ye un sistema universal entre todos
los seres vivos del planeta. Como
comentario al margen de lo tratado
aqui, este aspecto es una de las evi-
dencias que valida la teoria de un
origen comun de la vida en la Tierra
(Mayr, 1982).

Figura 1: El cédigo genético son las instrucciones que indican a la célula
cémo hacer una proteina especifica. Citosina (C), timina (T), guanina (G)
y adenina (A) son las "letras" del codigo del ADN; representan los com-
puestos quimicos que constituyen las bases de nucleétidos del ADN. El
cédigo para cada gen combina los cuatro nucleétidos de diferentes ma-
neras para formar "palabras" de tres letras (codones) las cuales especifican
qué aminoacidos se necesitan en cada paso de la sintesis de una proteina.
En la representacion esquemadtica del codigo genético, el circulo central
representa la primera base nucleotidica del codén, el circulo siguiente la
segunda base, el tercer circulo da las opciones posibles para la base de
la tercera posicion del codén, mientras el circulo mds externo define el
aminodcido codificado de la combinacién de los circulos previos.
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Sobre el ADN, se inscribe un c6-
digo de informacion de tres mil mi-
llones de “letras”, las famosas C, T,
G, A (C de Citosina, T de Timina, G
de Guanina y A de Adenosina). Estas
“letras” corresponden a unas molé-
culas que forman parte estructural
de la doble hélice de ADN, vy es su
secuencia lineal la que codifica la
informacion (Cabrera, 2006). Para
comprender mejor este concepto,
imaginemos por un momento un
alfabeto de tan solo cuatro letras,
(nuestro alfabeto castellano tiene
27), y que con éstas s6lo podemos
escribir palabras de tres letras (AAA,
ACG, ATT, GCT, etc.,). Si se permu-
taran todas las combinaciones po-
sibles, podria formar hasta 64 pala-
bras diferentes. Cada una de estas
palabras de tres letras que se llaman
codones indican o codifican un ami-
nodcido particular (los aminoécidos
son las unidades estructurales de
las proteinas), a esta relacion de un
codoén-un aminodcido particular se
lo conoce como cdédigo genético
(figura 1). Por consiguiente, usando
una secuencia particular de estos
codones, se pueden escribir “parra-
fos” (genes), que, una vez traducidos
por la maquinaria celular construye
proteinas. Todas las funciones de la
vida subyacen en la actividad de las
proteinas y la informacion necesaria
esta contenida o codificada en la se-
cuencia de ADN.

En resumen, podemos decir que
los genes son las unidades basicas
de informacion, que su forma fisica
recae sobre las moléculas de ADN,
y es el conjunto de ellos el compo-
nente del genoma de cada una de
las células de todos los organismos
vivos (Cabrera, 2006). Estos genes
estan incluidos en los cromosomas
que estan en pares, excepto los cro-
mosomas sexuales: XX femenino y
XY masculino. Cabe destacar que
las células reproductivas, 6vulo (X) y
espermatozoide (X 6Y) tiene un solo
cromosoma de cada par, se denomi-

nan haploides y asi cuando se unen
para formar el embrién devienen
diploides porque tienen el bagaje
completo de par de cromosomas.
Los 3 mil millones de bases corres-
ponden a las células haploides.

Si bien las variaciones en la se-
cuencia de ADN son las responsa-
bles de toda la variedad de vida que
observamos, especies diferentes,
seres humanos, etc., es cierto tam-
bién que son las que se relacionan
al desarrollo de patologias, ya que
estas variaciones pueden traducir-
se en proteinas con modificaciones
que llevan adelante su funcién en
forma anémala o bien no pueden
realizarla.

Con esta breve descripcién de lo
que es un genoma y céomo el cédi-
go genético codifica y transmite esta
informacién entre los seres huma-
nos, podemos establecer la relacién
que una enfermedad como el can-
cer tiene con nuestros genes, pero
mas importante, de qué manera la
informacién de nuestro genoma nos
da hoy en dia las herramientas para
comprender los mecanismos subya-
centes de esta enfermedad y cémo
esta misma informacién puede con-
tener la clave para el desarrollo de
terapias dirigidas y de precisién, asi
como para la prevencién de algunos
tipos de canceres.

B;QUE ES EL CANCER?

El segundo concepto por definir
es “cancer” y plantea un desafio di-
ficil. Bajo este nombre genérico, se
engloban en realidad a un conjun-
to de patologias que tienen como
punto comin un crecimiento celu-
lar descontrolado, acompanado, en
algunos casos, de una expansion a
otros tejidos del cuerpo humano
(proceso conocido como metasta-
sis). Todo este proceso patolégico es
iniciado por un cambio deletéreo en
la secuencia de ADN de una célula,

produciendo proteinas con una acti-
vidad nula o trunca, descontrolando
el ciclo celular por aceleracion de
las etapas (proceso de crecimiento y
division celular) alterando asi el de-
sarrollo tisular (Cabrera, 2006; Na-
tional Cancer Institute, 2019).

Por consiguiente, podemos decir
que el cancer tiene sus bases en la
genética, es decir, es causado por
cambios en los genes que controlan
la forma en que funcionan nuestras
células, en particular los procesos
de crecimiento y divisién (figura 2).

m;COMO APARECE EL CANCER?

Los canceres tienen su inicio
con variantes genéticas patogénicas
(mutaciones) en los genes. La célu-
la inicial portadora de esta variante
crece y se divide con mayor rapidez,
sin control, formando una masa ce-
lular o tumor primario. Estas masas
pueden invadir el tejido circundante
a la célula inicial. Ademas, al cre-
cer estos tumores, algunas células
cancerosas pueden desprenderse y
migrar a distintas zonas del cuerpo y
formar nuevos tumores (metdstasis)
(National Cancer Institute, 2019).

Las variantes genéticas patogéni-
cas son producidas como resultado
del “insulto” al ADN por agentes
de variada naturaleza y caracteris-
ticas (el insulto mejor conocido es
el cigarrillo directamente asociado
como causa del cancer de pulmén),
asi como por errores espontaneos no
reparados (por deficiencias varias)
derivados de procesos celulares fi-
siologicos encargados de replicar el
ADN durante la division celular. Del
Gltimo parrafo se desprende que, in-
dependientemente del origen, todos
los canceres tienen su origen en mo-
dificaciones directas de la secuencia
de ADN de una célula. Sin embargo,
no todo cambio en los genes invo-
lucrados en los procesos de division
celular en los tejidos del cuerpo es
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Cambio deletéreo en la secuencia
de ADN (mutacion)

Células malignas del fumor
en crecimiento

Figura 2: El cdncer se caracteriza por un crecimiento celular descontrolado. Empieza cuando una célula deter-
minada sufre suficientes mutaciones genéticas como para provocar una ruptura de los procesos normales que
mantienen a la divisién celular bajo control, sin poder frenar la divisién celular una y otra y otra vez de forma
descontrolada, hasta formar un tumor. Las mutaciones pueden ser heredadas. Es decir, podrian estar ya presentes
en el ADN de la madre o del padre o bien, pueden ser causadas por errores en la replicacién del ADN, o sea es-
poradicas (no hereditarias) ya que la maquinaria de la célula responsable de la duplicacion del material genético
no siempre funciona perfectamente, o ser debidas a la exposicion a ciertos agentes (mutdgenos) como algunos

productos quimicos peligrosos o el insulto por el cigarrillo.

canceroso, pueden ser cambios be-
nignos, evolutivos, que representa la
variabilidad de los individuos y se
conocen como polimorfismos (Na-
tional Cancer Institute, 2019; Natio-
nal Human Genome Research Insti-
tute, 2020).

Ya describimos que puede haber
distintas causas asociadas al origen
del cancer, siendo las genéticas las
mas contundentes en alterar el ADN
y asi desencadenar el proceso onco-
génico. En este punto es importante
remarcar que las variantes genéticas
patogénicas son cruciales en el de-
sarrollo del cancer ya sean puntual-
mente en el tejido (cancer esporadi-
co) o heredadas (cancer hereditario).

En la figura 3 se diagrama la rela-
cién del efecto oncogénico (fenotipi-
co) de un gen (manifestacién tumo-
ral asociada al gen) y la frecuencia
poblacional. Los genes nombrados
son algunos de los candidatos mas

cominmente encontrados. Los ge-
nes de alta penetrancia y baja fre-
cuencia poblacional detectados por
secuenciacién, son los de mayor
gravedad por su alta manifestacion
oncogénica. En el otro extremo es-
tan los genes de baja penetrancia
y alta frecuencia (identificados en
estudios de asociacién de andlisis
poblacionales) los cuales en general
necesitan de asociaciones para que
se inicie la enfermedad. En ambos
grupos hay genes asociados al can-
cer hereditario y genes asociados al
cancer esporadico (figura 3)

W;QUE CLASES DE CANCERES
EXISTEN?

El cancer es una enfermedad
multifactorial, con diferentes grados
de complejidad dadas las multiples
circunstancias que pueden afectar su
inicio y desarrollo (Cabrera, 2006,
National Cancer Institute, 2019).

Normalmente, las células hu-
manas crecen y se dividen para for-
mar nuevas células a medida que
el cuerpo las necesita. Cuando las
células normales envejecen o se
danan, mueren vy las células nuevas
las remplazan. En el cancer, este
proceso se descontrola, y a medida
que avanza el proceso oncogénico
las células acumulan variantes pa-
togénicas que resultan mas anorma-
les, las células danadas sobreviven
cuando deberian morir, y células
nuevas se forman cuando no son
necesarias. Algunos canceres for-
man tumores soélidos, los cuales son
masas de tejido. Otros, pueden afec-
tar células que estan en suspension
como la sangre (leucemias) (Natio-
nal Cancer Institute, 2019). Si bien
el cancer puede comenzar en cual-
quier tejido del cuerpo humano, los
tipos de cancer reciben, en general,
el nombre de los érganos o tejidos
en donde se originan la célula (de
mama, de pancreas, etc).
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Figura 3: Relacion del efecto fenotipico de un gen (manifestacién tumoral asociada al gen) y la frecuencia pobla-
cional. Los genes nombrados solo reflejan algunos de los candidatos mas cominmente encontrados, identifica-
dos en estudios de asociacion de analisis poblacionales (abajo a la derecha) y secuenciacién de genomas (arriba a
la izquierda). Los genes de alta penetrancia y baja frecuencia poblacional (arriba a la izquierda) son los de mayor
gravedad por su alta manifestacion oncogénica. En el otro extremo, abajo a la derecha, estan los genes de baja
penetrancia y alta frecuencia poblacional los cuales en general necesitan de asociaciones para que se inicie la
enfermedad. En ambos grupos hay genes asociados al cancer hereditario y genes asociados al cancer esporadico.

m;SE PUEDE HEREDAR UN CAN-
CER?

El cancer es una enfermedad con
base genética, aunque esto no quie-
re decir que se “hereda”, lo que se
hereda es la alta predisposicién para
desarrollar un tumor, no el tumor en
si mismo. Las variaciones en nuestro
genoma pueden ser heredadas de
nuestros padres, a través de las cé-
lulas germinales (6vulos y esperma-
tozoides), que contienen la mitad de
los cromosomas (para que al unirse
formen una célula con el nimero to-
tal de cromosomas, o sea un par de
cada uno de ellos como fue mencio-
nado). Ya que los canceres tiene su

origen en este tipo de variaciones, lo
que si es posible heredar, es una pre-
disposicion genética al desarrollo de
algunos tipos de cancer. En este es-
cenario, el conocimiento genético
resulta esencial para anticipar esta
predisposicion a desarrollar cancer
y tomar medidas preventivas (Conxi,
2019).

Aproximadamente un 5-10% de
todos los canceres son de tipo he-
reditario. El individuo nace con una
variante genémica que le predispo-
ne a una mayor susceptibilidad para
desarrollar un determinado tumor.
La mayoria de los cdnceres tienen
una forma hereditaria (en forma

constante se descubren nuevas for-
mas hereditarias) y son bastante co-
nocidos como el cancer de mama
o el cancer de ovario (Roma, 2009,
Conxi, 2019).

m;COMO PUEDO SABER SI YO
O ALGUN MIEMBRO DE MI FA-
MILIA PUEDE DESARROLLAR UN
CANCER COMO RESULTADO DE
HEREDAR UNA VARIANTE PATO-
GENICA?

Como mencionamos, los seres
humanos tenemos una dotacién di-
ploide del genoma, lo que significa
que todos los cromosomas estan por
pares (mas el par sexual XX para
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las mujeres y XY para los varones).
Es un proceso de division especifi-
co llamado meiosis en un conjunto
particular de células (6vulos y esper-
matozoides) donde los pares de cro-
mosomas se separan y estas células
quedan con la mitad del nimero de
cromosomas, y serd durante la fe-
cundacion donde al fusionarse las
células sexuales, se restituird la can-
tidad diploide de material genético.

Cada cromosoma porta una co-
pia de cada uno de los genes del
genoma (por lo que cada gen se
encuentra duplicado). Cada una de
estas copias de un gen se conoce
como alelo y es heredado de cada
uno de los padres. Para explicar las
relaciones entre los dos pares de
cromosomas, existen los términos
dominancia y recesividad. Cuando
los alelos de un gen son heteroci-
gotos, y s6lo uno de los alelos es
capaz de expresarse, ese alelo es
dominante sobre el otro (figura 4).
Cuando un Unico alelo es incapaz
de expresarse decimos que ese alelo
es recesivo (Griffiths, 2009) y para
expresarse necesita de ambos alelos
con variante patogénica (la misma
variante: homocigota, o distinta va-
riante: doble heterocigota, siempre
en el mismo gen).

Una parte importante de la ge-
nética del cancer hereditario es la
identificacion de estas variantes alé-
licas patogénicas, su relacién con el
cancer y posibles acciones terapéu-
ticas, asi como también, la identifi-
cacion de portadores de variantes
en grupos familiares donde el riesgo
de recurrencia aumenta y es necesa-
rio ofrecer un asesoramiento (Sola-
no, 2017; National Comprehensive
Cancer Network, 2020).

Es notable que los canceres mas
frecuentes en la poblacion humana
(mama, ovario, colon, y prostata)
son los que poseen un fuerte com-
ponente genético hereditario asocia-

do a un alto indice de antecedentes
familiares. Es en este sentido que la
genética constituye una herramienta
fundamental para predecir y antici-
par la aparicién de este tipo de can-
ceres. En estos casos, se estudian los
marcadores de riesgo genético, que
son aquellas variantes que siguen
un modelo de herencia autosémica
dominante/recesivo y en los que el
andlisis genético determina su ma-
nejo clinico (Shimelis, 2018; Ku-
rian, 2019; National Comprehensive
Cancer Network, 2020).

B CANCER DE MAMA Y OVARIO

Si bien nuestro laboratorio tra-
baja con una amplia gama de genes
asociados a diversos canceres, nos
enfocaremos en el cancer de mama
y el cancer de ovario como paradig-
mas de este tipo de enfermedades
que son los mas frecuentes. Nuestro
laboratorio (el laboratorio de mayor
experiencia en el paifs) lleva en la
actualidad cerca de 4000 pacientes
analizados desde el descubrimiento
de los genes asociados a estas enfer-
medades.

Los genes que se asocian al can-
cer de mama/ovario hereditario se
descubrieron hace no demasiado:
el BRCAT (1721, MIM* 113705)
en 1994 (Miki, 1994) y el BRCA2
(13914, MIM* 600185) en 1995
(Wooster, 1995), dando lugar al
mayor avance en la prevencion de
ambos canceres y sus tumores aso-
ciados. Los primeros afios fueron
dificiles, dedicados casi exclusiva-
mente a la deteccion precoz, aun-
que con el tiempo, los avances fue-
ron extraordinarios y hoy dia no sélo
hay prevencion sino tratamientos de
precision que se asocian a variantes
patogénicas en cualquiera de los
dos genes.

El cancer de mama es el cancer
mas frecuente en la mujer. Si bien
existe un riesgo base en la poblacion

general (1 de cada 8 mujeres en la
post-menopausia, cancer esporadi-
co) de desarrollar esta enfermedad,
del total de casos, solo el 5-10% se
considera hereditario, y en el 25-
50% de estos casos, este riesgo esta
asociado principalmente a variantes
patogénicas en dos genes particu-
lares, los genes BRCAT y BRCA2:
el resto, o sea 50-75% es en la ac-
tualidad considerado genéticamente
indeterminado (Roma, 2009; Kurian
2019).

Una caracteristica importante de
los casos de cancer de mama he-
reditario es la presentacion de una
historia familiar con recurrencia de
la enfermedad, una edad precoz de
diagnéstico (<40 anos) y la presen-
cia de casos entre los hombres de
la familia (Solano, 2017; National

Comprehensive Cancer Network,
2020).
Las variantes genéticas en

BRCA1/2 se heredan siguiendo un
patrén autosémico dominante (fi-
gura 4). Las variantes patogénicas
detectadas en casos indice (primera
persona con enfermedad analizada
en una familia) en estos genes se las
considera de alto riesgo y con alta
penetrancia (o sea con manifesta-
cién de cancer en alto porcentaje),
no sélo de mama, sino también de
ovario, y en el caso de los hombres,
cancer de mama y de préstata, entre
los mds frecuentes, aunque como se
mencioné pueden haber otros tipos
de tumores. Es bueno hacer notar en
este punto que, si bien las varian-
tes patogénicas en BRCAT/2 tienen
una fuerte relacion con el desarrollo
cancer de mama/ovario hereditario,
estos no son los Gnicos genes cuyas
variantes pueden vincularse a esta
enfermedad, un ejemplo més de lo
variadas y complejas que pueden
ser las interacciones del genoma.
Entre estos podemos mencionar
genes como TP53, PTEN, CHEK2,
STK11 entre otros (Norquist, 2016;
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MLHT, MSH2, MSH6 y PMS2 son
la principal causa de esta enferme-
dad, y se caracteriza por un riesgo
elevado a desarrollar principalmen-
te cancer de colon a una edad mas
temprana que la poblacion general,
o sea antes de los 50 afios y otros tu-
mores como de endometrio, ovario,
etc (Chialina, 2006).

H;SI TENGO UNA VARIANTE PA-
TOGENICA EN LOS GENES ASO-
CIADOS A CANCER HEREDITA-
RIO, VOY A TENER CANCER?

Figura 4: Representacion esquemdtica de un patrén de herencia autosémi-
co dominante. La presencia de una copia de un gen con una variante pa-
togénica (mutacién) es suficiente para causar la enfermedad. Si la madre
o el padre tienen una variante patogénica, no solo serdn afectados, sino
que sus hijos tendran una probabilidad del 50% de heredar esa variante.
En el caso particular de hombres con variantes patogénicas en los genes
BRCA1/2 (variantes con alta relacién al desarrollo de cancer de mama y
ovario en mujeres), el varén suele comportarse como un portador silencio-
so debido a la presencia de mamas rudimentarias y la ausencia de ovarios.
Sin embargo, estas variantes han sido relacionadas en estos casos, a un

alto riesgo de desarrollo de melanoma y préstata entre otros.

Kurian, 2019; Solano etal., 2020, en
preparacion).

Asi también variantes patogéni-
cas en BRCAT/2 han sido encon-
tradas y asociadas a un riesgo au-
mentado de desarrollo de canceres
como el cancer de prostata, mela-
noma y cancer de pancreas (Roma,
2009; Kurian, 2019).

Como en el caso del cancer de
mama hereditario, podemos encon-

trar muchos ejemplos mas donde
la presencia de variantes patogéni-
cas se asocia al riesgo aumentado
de desarrollo de canceres y, donde
nuestro primer indicio es una his-
toria familiar con recurrencia de la
patologia.

Otro ejemplo es el cancer
Colorrectal Hereditario No Poli-
posico o el Sindrome de Lynch,
donde variantes patogénicas germi-
nales que se detectan en los genes

La respuesta es variable, hubo
tantos progresos en pocos anos que
hoy pueden asociarse variantes ge-
néticas con manifestaciones clini-
cas; variantes que no son igualmen-
te penetrantes y se agregan a otras
caracteristicas modulantes genéticas
particulares de cada individuo. En
nuestro ADN existen variaciones de
persona a persona que nada tienen
que ver con enfermedades, sino que
son el producto de procesos evolu-
tivos y son los responsables de la
gama de variedades en las personas.
En los casos de variantes patogéni-
cas donde la enfermedad se desa-
rrolla, esta misma informacion tiene
un valor significativo, ya que, en el
paradigma actual de medicina de
precision, puede ayudar en la elec-
cién del tratamiento terapéutico mas
adecuado (Snyder, 2016).

B;PUEDO PADECER OTROS CAN-
CERES SI TENGO ALGUNA VA-
RIANTE PATOGENICA?

Si, todos los portadores (tanto
mujeres como varones) de variantes
patogénicas en BRCAT/2 presentan
ademas de un riesgo aumentado de
cancer de mama, una mayor predis-
posicion al cancer de ovario, me-
lanoma, prostata, estdmago y pan-
creas (Struewing, 2001; Thompson,
2002; Roma, 2009; Solano, 2017;
Kurian 2019; Vallon-Christersson,
2019; Conxi, 2019).
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B;COMO PUEDO SABER SI TEN-
GO ALGUNA VARIANTE QUE AU-
MENTE MI RIESGO DE PADECER
CANCER DE MAMA?

Las indicaciones del NCCN (Na-
tional Comprehensive Cancer Net-
work) que redacta y actualiza las
gufas para la prevencion, deteccién
y reduccién del riesgo de los distin-
tos tipos de cancer, son empleadas
por los médicos para estar actualiza-
dos respecto de los requerimientos
asociados a mujeres con céancer de
mama y/u ovario y/o antecedentes
familiares de canceres asociados; y
a los hombres con cancer de mama.

Es importante un asesoramiento
oncoldgico genético, y en algunos
casos, el estudio de secuenciaciéon
de genes asociados a canceres here-
ditarios, que se efectta mas frecuen-
temente con el ADN extraido de los
glébulos blancos de sangre (Tejada
Minguez, 2019; National Compre-
hensive Cancer Network; Solano,
2017).-

Si bien la obtencion de la mues-
tra es facil, el andlisis per se, es mas
complejo y requiere algin tiempo.
El ADN extraido es sometido a un
proceso que amplifica las secuen-
cias a ser analizadas y compara és-
tas contra una secuencia consenso
de referencia (puede imaginarse esta
secuencia como si se tratara del me-
tro patrén en el museo de pesos y
medidas en Paris), con un genoma
humano patrén, que puede consul-
tarse en diferentes bases de datos:
National Center for Biotechnology
Information (NCBI), Ensembl, pu-
diendo detectar qué letras varian
respecto del patron correspondien-
te. Posteriormente, con estudios de
asociacion y blsqueda en bases de
datos cientificas, se establece si las
variantes detectadas en la secuen-
cia son patogénicas (den Dunnen,
2016). Es indispensable en todos los
reportes de estudios genéticos referir

la version usada para la denomina-
cién de la variante informada ya que
el avance de los conocimientos ge-
néticos es vertiginoso y sigue reglas
estrictas de nomenclatura que deben
respetarse y actualizarse, por ello el
nimero de la versién utilizada de-
viene fundamental para especificar
de qué variante se trata.

Muchas veces los resultados no
son tan claros y, como en cualquier
sistema complejo, las excepciones
a la regla aparecen con frecuencia.
Este tipo de variantes se conocen
como VUS (del inglés: variants of
unknown significance), y son va-
riantes cuyo significado es incierto,
es decir, no podemos establecer
una relacién directa que la vincule
a una enfermedad, como tampoco
podemos descartar que no posea un
efecto (Cardoso, 2018; Pineda 2019;
Chern, 2019).

Es muy importante al momento
de redaccion del informe genético,
que la informacién respecto de cua-
les son variantes benignas, las VUS
y las patogénicas encontradas sea
muy claro y que sea interpretada por
un profesional, ya que cuando tene-
mos la presencia de una variante pa-
togénica, esta persona tiene altisima
probabilidad de desarrollar cancer
de mama y ovario (Solano, 2017;
Conxi, 2019). Ademads, tienen 50%
de probabilidad de transferir esta va-
riante a sus descendientes, con todo
lo que ello significa.

En condiciones 6ptimas de traba-
jo el estudio tiene un 100% de espe-
cificidad. Es decir, si la variante pa-
togénica existe en las secuencias del
genoma analizadas no hay manera
de no detectarla, pero siempre es
necesario confirmarla por secuen-
ciacion de Sanger (esta reaccién es
una de las pocas, si no la Unica, que
no necesita control de calidad, ya
que se evidencian las bases compo-

nentes del fragmento analizado y se
visualiza directamente la alteracion
genética; por ello se la conoce como
estandar “oro”). Por consiguiente,
cuando se detecta una variante pa-
togénica en los genes BRCA1/2, ésta
es determinante, ya sea que la per-
sona sea sana o enferma, hombre o
mujer, y la presencia de esta variante
aumenta la probabilidad de padecer
un cancer. Ademas, la deteccion
de una variante tiene gran relevan-
cia, ya que los posteriores andlisis
en los familiares en bisqueda de la
variante detectada posee dos conse-
cuencias importantes, por un lado,
los costos de los estudios genéticos
en estos familiares se reducen signi-
ficativamente, y segundo, el hecho
de no encontrar la variante en estos
familiares, da un 100% de certeza
de que esta persona tiene el mismo
riesgo de desarrollar algtin céncer
asociado a BRCA1/2 que la pobla-
cién general, y que sus hijos no he-
redardn esta variante patogénica. Es
el resultado que se conoce como
verdadero negativo.

Por otro lado, que sucede si en el
caso indice no detectamos ninguna
variante patogénica? Eso no signifi-
ca que la persona tenga un resultado
“normal”, sobre todo en personas
con céancer a edad joven y con an-
tecedentes familiares, sino que cae
en un grupo de pacientes con una
incertidumbre en el resultado que
describimos como indeterminado
genéticamente. La variante estaria
en otra region del genoma no ana-
lizada por lo que la bisqueda debe
continuar ampliando las regiones y
genes analizados.

B;COMO PUEDO PREVENIR PA-
DECER UN CANCER HEREDITA-
RIO?

Uno de los aspectos mds relevan-
tes de disponer tecnologia de Gltima
generacién para secuenciacion e
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identificacion de variantes patogéni-
cas asociadas a cancer, es el efecto
preventivo que ello implica. Son de-
cisiones de acuerdo con la variante
patogénica detectada, ya que los 25
afos desde el descubrimiento de los
genes BRCAT y BRCA2 fueron de-
terminantes en los avances para las
decisiones clinicas a tomar, siem-
pre en consenso con los pacientes
y portadores sanos bajo un consejo
clinico-genético con profesionales
expertos (Roma 2009; Snyder, 2016;
Conxi 2019).

Dado que las variantes patogé-
nicas de los genes como BRCA1/2
incrementan el riesgo de neoplasias
de mama y ovario, el objetivo mas
claro de los controles periodicos es
promover la deteccién precoz de
las neoplasias en pacientes, en par-
ticular en personas portadoras de
variantes patogénicas porque estan
expuestas a un mayor riesgo.

Cuando se realiza un estudio de
secuenciaciéon completa de genes
en el caso indice (primera persona
que se analiza, joven con enferme-
dad y antecedentes familiares) y se
obtiene un resultado “negativo” o
“secuencia normal” para variantes
en BRCAT/2, es un resultado de
gran incertidumbre; son cerca del
60% vy se consideran resultados in-
determinados genéticamente como
mencionamos, y la bisqueda de la
variante patogénica debe continuar.
Por el contrario, un resultado posi-
tivo, con la identificacion de una
variante patogénica confirmada por
Sanger como debe ser siempre, tiene
un 100% de certidumbre, y habilita
seguir con un asesoramiento genéti-
co no solo para la persona afectada,
sino para todo el grupo familiar que
lo desee para continuar con el estu-
dio y analizar si es portador o no de
la variante patogénica para discutir
la estrategia futura.

B CIRUGIA REDUCTORA DE RIES-
GO, “EL EFECTO JOLIE”

La aplicacién de la cirugia pre-
ventiva constituye la estrategia mas
efectiva de que disponemos en la
actualidad para disminuir el riesgo
de cancer de mama y ovario, logran-
do una reduccién de riesgo superior
al 90% en las mujeres portadoras de
variantes patogénicas de los genes
BRCAT1/2. Los expertos la ofrecen
como una opcién preventiva, en un
marco fruto de una decision ma-
durada, reflexiva y bien informada
(Roma, 2009; Conxi, 2019).

Una anécdota que refleja este
punto sucedié hace algunos anos
con la famosa actriz Angelina Jolie.
En 2014, la actriz decidié someter-
se a una cirugia preventiva de ma-
mas, decision tomada luego de que
un analisis genético la identificara
como portadora de una variante pa-
togénica. Si bien la decision fue de
ambito personal, el hecho de que la
actriz hiciera publica su decision,
asi como diversas declaraciones ex-
plicando los beneficios de la cirugia
preventiva, han animado a muchas
mujeres a imitar su actitud, dejando
de lado los tabues sociales y estéticos
asociados a esta situacion. Si bien es
una decision particular, siempre es
ejecutada por profesionales exper-
tos. El hecho de que una figura pu-
blica haya tomado una decision de
estas caracteristicas ha sido positivo,
animando a muchas mujeres en una
situacion de riesgo similar.

Es importante recalcar que, en
la actualidad, las cirugias estéticas
estan mucho mas al alcance del pu-
blico general, con un impacto que
puede ayudar a minimizar los efec-
tos psicolégicos que la cirugia pre-
ventiva tiene sobre la imagen corpo-
ral de una mujer.

En el caso del cancer de ovario
asociado a variantes patogénicas

en BRCAT1/2, la opcién quirirgica
preventiva tiene un elevado valor
protectivo en personas que no tu-
vieron cdncer, ya que es un can-
cer asintomdtico en cerca del 98%
de los casos. Por ello y en especial
en mujeres con variantes patogéni-
cas asociadas a cancer de mama u
ovario constituye una buena opcion
preventiva una vez que la mujer ha
satisfecho sus deseos reproductivos.

La misma actriz Angelina Jolie,
también se sometié a una cirugia
de extirpacion de ovarios y trompas
de Falopio para reducir el riesgo al
desarrollo de cancer de ovario dada
la variante patogénica de la que es
portadora.

B CARACTERISTICAS DE LOS
ANALISIS GENETICOS Y EL MANE-
JO DE LA INFORMACION

Finalmente, en esta seccion,
queremos dedicar unos parrafos a
discutir y a transmitir al lector una
idea sobre la problematica actual
que el manejo de los datos genéti-
cos genera.

El aspecto mas importante sobre
el que queremos llamar la atencion
es que absolutamente toda la in-
formacion obtenida de los analisis
genéticos requiere el andlisis y la
adecuada interpretacion por profe-
sionales calificados. En la mayoria
de los casos, los datos obtenidos de
secuenciacion de genomas plantean
interrogantes cuyas respuestas ten-
dran un profundo impacto sobre la
vida de un paciente, ya sea sobre
decisiones terapéuticas directas o
sobre aquellas que afectaran a los
familiares. Es indispensable que un
especialista evalle los resultados de
este tipo de analisis.

Por qué recalcamos este ultimo
punto? En la actualidad existen em-
presas que ofrecen, directo al con-
sumidor, la realizacion de estudios
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genéticos que proveen una serie de
resultados inmediatos, sin interpreta-
cién profunda de esta informacion, y
mas adn, sin la necesaria confirma-
cién por un laboratorio autorizado
de las variantes genéticas reporta-
das. En casos recientes, incluyen en
sus reportes, el andlisis de variantes
asociadas a cancer. Esto nos da lugar
a mencionar brevemente el panel
askenazi de variantes en BRCA ya
que son algunas de las variantes que
adicionaron en los estudios directo
al consumidor. Hay grupos étnicos
que estan poco o nada expuestos a
intercambio genético con otras po-
blaciones ya que se casan entre si y
por ello las variantes genéticas estan
reiteradas y son muy conocidas. Asi
pueden diagramarse paneles de po-
cas variantes genéticas patogénicas
que detectan la gran mayoria de los
individuos portadores del grupo ét-
nico. Las variantes en BRCA1/2 para
las personas de origen askenazi son
s6lo tres variantes (dos en BRCAT y
una en BRCA2) con una frecuencia
de 1 cada 40 personas; en tanto que
para las personas no askenazi hay
que secuenciar ambos genes com-
pletos porque se conocen mas de
seis mil variantes distintas y tienen
una frecuencia de 1/300 a 1/800. En
Argentina no hay panel de variantes
posible porque la heterogeneidad es
muy alta y las variantes reiteradas no
cubren mas del 4%. En nuestro la-
boratorio, con el mayor nimero de
casos secuenciados en el pais (cer-
ca de 4000) podemos asegurar que
no hay panel de variantes posible y
por ello es que alertamos la falen-
cia de analizar el “panel Hispanico”
que con un nombre tan amplio es
ofrecido en algunos servicios, asi
como en plataformas, donde con-
funde a pacientes y médicos, no nos
representa genéticamente ya que
no existe evidencia cientifica que
valide variantes exclusivas para un
“panel Hispanico”, como si es el
caso de las variantes patogénicas de

BRCA1/2 encontradas en personas
de origen askenazi (Solano, 2012;
Solano, 2017).

Todos los cambios que se de-
tectan al analizar un genoma sur-
gen al comparar los resultados de
la muestra con una secuencia de
ADN de referencia. Las variaciones
“benignas” encontradas en la pobla-
cién humana se conocen como po-
limorfismos y las variantes que han
sido asociadas a procesos patolégi-
cos se conocen como las variantes
patogénicas. Como mencionamos,
también existen variaciones en el
genoma cuya significancia no puede
asociarse a ninguna de las situacio-
nes anteriores y se las conoce como
VUS por la denominacién en inglés
de variantes de significado incierto
(Cardoso, 2018; Staaf, 2019; Pineda
2019; Chern, 2019).

La diferenciacion entre la cali-
ficacion clinica patogénica de una
variante detectada en una perso-
na requiere un analisis minucioso,
no sélo una busqueda en bases de
datos internacionales que los cien-
tificos actualizan constantemente,
sino también el estudio de cémo
las variaciones en la secuencia del
ADN son efectivamente traduci-
das en variaciones en las proteinas
con un efecto deletéreo. Ademas,
la identificacién de nuevas varian-
tes, requieren estudios donde ésta
es analizada en un grupo grande de
personas que padecen la patologia,
asi como el analisis de su frecuencia
poblacional y otras consideraciones
hechas por expertos (Solano, 2017;
Cardoso, 2018). Cabe destacar que
hay profesionales Ilamados curado-
res de genes cuya actividad reside
justamente en asegurar la clasifica-
cion clinica de las variantes por to-
dos los métodos que existan. Partici-
pan directa o indirectamente de los
avances en las validaciones experi-
mentales del efecto de las variantes

genéticas sobre el tumor especifico;
es un trabajo intenso que sélo per-
mite a un curador llevar adelante
UNO O UNOS POCOS genes como tarea
especifica.

El andlisis de una secuencia, asi
como la interpretacion del hallazgo
de una variante es un proceso técni-
co laborioso y complejo con la inde-
fectible necesidad de ser realizada
por profesionales expertos, no solo
en la etapa de deteccion e investi-
gacion de las variantes genéticas,
sino de la interpretacion y la devo-
lucion que se realiza al paciente. La
metodologia brinda un cimulo de
informacién que el profesional ex-
perimentado puede interpretar para
darle valor real al informe.

Para concluir, difundir las ini-
ciativas globales son el fundamento
para una actividad genético-clinica
de primer nivel especialmente en
el intercambio de datos: “sharing
data”, que es clave para el desarrollo
mundial de los avances en genética.
Compartir no es el estandar, y es uno
de los objetivos del Nodo Argenti-
no del Proyecto Varioma Humano
(https://humanvariomeprojectargen-
tina.org.ar/), que tiene laboratorios
depositantes de todo el pais (Solano,
2019).

Desde el Nodo depositamos las
variantes en la LOVD (Leiden Open
Variation Database), y ademas te-
nemos nuestra pagina nacional (ar.
lovd.org) para tener reunidos los de-
positos de Argentina en un sitio web.

Esta generosidad es una satisfac-
cién compartida por todos, y persi-
gue el mejor interés clinico para los
pacientes; ademds, es democratizar
el conocimiento imprescindible
para clasificar los tres mil millones
de nucledtidos que componen nues-
tro genoma.



16

CIENCIA E INVESTIGACION - TOMO 70 N° 3 - 2020

H BIBLIOGRAFIA

Alamut Visual (2020). SOPHIA
GENETICS, version 2.15. Lau-
sanne, Switzerland. https:/www.
interactive-biosoftware.com/pro-
ducts/.

Caruz Arcos AJ (2009). Proyecto
genoma humano. Editorial on-
line de la Universidad de Jaén.
http://www.ujaen.es/investiga/in-
munoge/gmo/tema_genoma_hu-
mano.pdf

Cabrera L), Herraez A (2006).
Biologia Molecular e Ingenieria
Genética. Conceptos, Técnicas
y Aplicaciones en Ciencias de la
Salud. Editorial Elseiver.

Cardoso FC, Goncalves S, Mele
P et al (2018). BRCA1 and
BRCA2 mutations and clinical
interpretation in 398 ovarian
cancer patients: comparison with
breast cancer variants in a similar
population. Hum Genomics; 12:
1-8.

Chen S, Parmigiani G (2007).
Meta-analysis of BRCAT and
BRCA2 penetrance. ] Clin Oncol;
25(11):1329-33.

Chern )Y, Lee SS, Frey MK, et al
(2019). The influence of BRCA
variants of unknown significance
on cancer risk management de-
cision-making. ] Gynecol Oncol;
30(4):e60.

Chialina SG, Fornes CC, Solano
AR, et al. (2006) Microsatellite
instability analysis in heredi-
tary non-polyposis colon cancer
using the Bethesda consensus
panel of microsatellite markers in
the absence of proband normal
tissue. BMC Medical Genetics,
7:5.

Conxi L, Teulé, A (2019). Cancer
Hereditario - Genes de Predispo-
sicion hereditaria y riesgo poligé-
nico. Cancer hereditario 3° Ed.
Sociedad Espanola de Oncologia
Médica (SEOM).

Dawkins R. (1993) El gen egoista
3° Ed. Oxford University Press.

den Dunnen JT, Dalgleish R, Ma-
glott DR, et al (2016). . HGVS Re-
commendations for the Descrip-
tion of Sequence Variants: 2016
Update. Hum Mutat; 37(6):564-
9.

Easton DF, Ford D, Bishop DT.
(1995). Breast and ovarian cancer
incidence in BRCAT-mutation
carriers. Breast Cancer Linkage
Consortium. Am ] Hum Genet;
56(1):265-71.

Griffiths AJ, Lewontin R; Carroll
SB, et al (2009). Genética 9° Ed.
Editorial McGraw Hill.

Hood L, Rowen L (2013). The
Human Genome Project: big
science transforms biology and

medicine. Genome Medicine;
79(5).
International Human Genome

Sequencing Consortium (2001).
Initial sequencing and analysis of
the human genome. Nature 409:
860-921.

King R, Stansfield WD, Mulligan
PK (2006). A dictionary of ge-
netics. 7° Ed. Oxford University
Press.

Kurian AW, MD, Ward KC,
Howlader N, et al (2019). Ge-
netic Testing and Results in a Po-
pulation-Based Cohort of Breast
Cancer Patients and Ovarian
Cancer Patients. Journal of Cli-
nical Oncology, 37 (15): 1305-
1315.

Lewin B. (2008). Genes IX. Jones
and Bartlett Publishers, Inc.

Mayr E. (1982) The growth of
biological thought: diversity,
evolution and inheritance. Har-
vard University Press, Cambrid-
ge, Mass.

Miki Y, Swensen J, Shattuck-
Eidens D, et al (1994) A strong
candidate for the breast and ova-
rian cancer susceptibility gene
BRCAT1. Science 266(5182):66—
71

Narod SA, Dube MP, Klijn J, et al
(2002). Oral contraceptives and
the risk of breast cancer in BRCA1
and BRCA2 mutation carriers. |
Natl Cancer Inst; 94(23):1773-9.

National Cancer Institute (NIH)
(2019). Precision Medicine in
Cancer Treatment. https:/www.
cancer.gov/about-cancer/unders-
tanding/what-is-cancer.

National Human Genome Re-
search Institute (NHGRI) (2020).
Talking Glossary of Genetic
Terms/ Polymorphism. https:/
www.genome.gov/genetics-glos-
sary/Polymorphism.

National Comprehensive Can-
cer Network (NCCN) (2020).
NCCN Clinical Practice Guide-
lines in Oncology (NCCN Gui-
delines®. https://www.nccn.org/
global/?https://www.nccn.org/
global/international_adaptions.
aspx/spanish_translations&gc-
lid=CjwKCAjw1ej5BRBhEiwA-
fHyhTHqTyzoAzQD2AnupTjQI-
BORXA5TTNtHx54C7 UKKiiFA7
tbpOjEA4DRoCseYQAVD_BWE.

National Library of Medicine
U.S. (2020). Digital collections.
https://collections.nlm.nih.gov/



Cancer hereditario: La confianza en el conocimiento vence las dudas

17

Norquist MB, Harrell MI, Brady
MF, et al (2016) Inherited Mu-
tations in Women With Ova-
rian Carcinoma. JAMA Oncol;
2(4):482-90.

Pineda M, Capelld G (2019).
Céancer Hereditario - Criterios
para la clasificacion de las va-
riantes genéticas segln su signifi-
cado clinico. Cancer hereditario
3° Ed. Sociedad Espafiola de On-
cologia Médica (SEOM).

Roma AP, Barberd VM, Juan MB,
et al (2009). Guia de Practica cli-
nica en Cancer Hereditario 2°Ed.
Generalitat. Conselleria de Sani-
tat. Generalitat Valenciana.

Shimelis H, LaDuca H, Hu C, et
al (2018). Triple-negative breast
cancer risk genes identified by
multigene hereditary cancer pa-
nel testing. Journal Natl Cancer
Inst 110:855-862.

Snyder M (2016). Genomics &
Personalized Medicine. What
everyone needs to know. Oxford
University Press.

Solano AR, Aceto GM, Delettie-
res D, et al (2012). BRCA1 And
BRCA2 analysis of Argentinean
breast/ovarian cancer patients se-
lected for age and family history
highlights a role for novel muta-
tions of putative south-American
origin. Springerplus; 1:20.

Solano AR, Cardoso FC, Roma-
noV, et al. (2017). Spectrum of
BRCAT1/2 variants in 940 patients
from Argentina including novel,
deleterious and recurrent ger-
mline mutations: the impact in
health care and clinical practice.
Oncotarget; 8:60487-60495

Solano AR, Liria NC, Jalil FS, et al
(2018). BRCA1 and BRCA2 Mu-
tations Other Than the Founder

Alleles Among Ashkenazi Jewish
in the Population of Argentina.
Front Oncol; 8:323.

Solano AR, Garrido M, Mele PG,
et al (2019). The human vario-
me project country node of Ar-
gentina in the first two years of
activity: past, present and future.
Journal of Basic and Applied Ge-
netics; (30)2: 1852-6233.

Solano A; Novelli G; Baghat S;
et al (2019). Meeting report: the
Human Genome Meeting (HGM)
2019 in Seoul, Korea. Human
Genomics; 35(13) and Eur ] Hum
Genet; 28(1): 122-125.

Solano AR, Palmero El, Delgado
L, et al (2020). Sequencing tech-
nology status of BRCA1/2 testing
in Latin American Countries. NPJ
Genom Med; 2 (5):22.

Solano AR, Jalil FS, Gutierrez
LG, Liria NC et al (2020) NGS
multiple-gene panels in an Ar-
gentinian population-based co-
hort of Breast Cancer Patients
and Ovarian Cancer Patients. Re-
evaluating a paradigm about the
use of NGS and information. En
preparacion.

Staaf ), Glodzik D, Bosch A, et
al (2019) Whole-genome se-
quencing  of triple-negative
breast cancers in a population-
based clinical study Nat Med;
(10):1526-1533.

Stadler ZK, Thom P, Robson ME
(2010). Genome-Wide Associa-
tion Studies of Cancer. Journal
of Clinical Oncology; (28)27:
4255-4267.

Struewing )P, Hartge P, Wachol-
der S, et al. (2001). The risk of
cancer associated with specific
mutations of BRCAT and BRCA2
among Ashkenazi Jews. N Engl J

Med; 336(20):1401-8.

- Tejada Minguez |,  Beristain
Mendizabal E, Martinez Bouzas
C, et al (2019). Cancer Heredi-
tario - Técnicas de Diagndstico
molecular en Oncologia.

- Thompson D, Easton D. (2002)
Variation in BRCAT cancer risks
by mutation position. Cancer
Epidemiol ~ Biomarkers  Prev;
11(4):329-36.

- Vallon-Christersson ], Hakkinen
J, Hegardt C, et al (2019). Cross
comparison and prognostic as-
sessment of breast cancer multi-
gene signatures in a large popula-
tion-based contemporary clinical
series. Sci Rep; 9(1):12184

- Venter C, Adams MD, Myers EW
et al. (2001). The sequence of the
human genome. Science; 291:
1304-1351.

- Wooster R, Bignell G, Lancaster
J, et al (1995) Identification of the
breast cancer susceptibility gene
BRCA2. Nature 378(6559):789-
792

B GLOSARIO

- Acido desoxirribonucleico
(ADN): Molécula que almacena vy
codifica la informacion genética.

- Alelo: una de las posibles formas
alternativas de la secuencia de un
gen.

- Cromosoma: en los ndcleos ce-
lulares, estructura en forma de hilo
visible durante los procesos de divi-
sion celular, conformada por ADN/
proteinas, que porta la informacién
genética en una secuencia lineal.

- Dominante: cuando un alelo ma-
nifiesta su fenotipo aln en heteroci-
gosis.
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- Genética: Ciencia que estudia los
mecanismos y formas de la herencia
en los seres vivos.

- Genoma: conjunto de todo el
acervo de material genético presen-
te en una célula u organismo.

- Heterocigota: Cada alelo de un
gen en particular se hereda de cada
progenitor. Si ambos alelos para ese
gen en particular son diferentes en
su secuencia, entonces el organismo

es heterocigoto.

- Homocigota: Cada alelo de un
gen en particular se hereda de cada
progenitor. Si ambos alelos para ese
gen en particular son iguales, enton-
ces el organismo es homocigoto.

- Variante genética patogénica (an-
tes denominada Mutacién patogéni-
ca): proceso por el cual la estructura
de un gen es modificada.

- Recesivo: en un organismo diploi-
de, un gene que solo se manifiesta
fenotipicamente en un estado ho-
mocigoto y que es enmascarado en
presencia de un alelo dominante.

- Variantes genéticas: cambios en
las bases del ADN que se manifies-
tan en el producto final, la proteina
y de acuerdo con el efecto en ella
pueden ser: benignas, inciertas o pa-
togénicas.



L CURIOSO CASO
DE LAS DEMENCIAS

NEURODEGENERATIVAS:
sUN CULPABLE O VARIOS
SOSPECHOSOS?
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La derpencia es la principal causa de discapacidz.ld en a.dultos a nivel . Matias D. Niikado, Tatiana
mundial. El nimero de personas con demencia ha incrementado ltzcovich EZuniEl I. Surace*
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considerablemente, lo que implica un importante reto para la salud
publica.

Grandes esfuerzos se han hecho en los dltimos afios para mejorar los
sistemas de diagnéstico, prevencion y tratamiento.

En el ambito clinico, muchas personas realizan consultas preocupados
por sus antecedentes familiares de demencia, buscando saber si
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pueden haber heredado la enfermedad. Lamentablemente, esta
respuesta no es tan sencilla.

Se suelen estudiar principalmente los casos cuyo inicio de sintomas ocurre antes de los 65 afios (comienzo temprano). Y en
estas familias, el modo en el que se estd transmitiendo la enfermedad y la edad de comienzo de sintomas son algunos de los
datos necesarios para el correcto disefio del estudio genético.

Las dos demencias de comienzo temprano mds comunes son la Enfermedad de Alzheimer (EA) y la Demencia Frontotemporal
(DFT).

Hay descritos 6 genes, en los cuales una mutacion patogénica en alguno de estos podria ser suficiente para explicar casos de
EA y DFT familiar. Estas son las demencias con un tipo de herencia monogénica.

Nuevos avances en las técnicas de secuenciacién han permitido describir genes de “riesgo” y ha evidenciado que ciertos
casos de demencia podrian ser explicados por una sumatoria de mutaciones en estos genes. Estas serian las demencias con
un tipo de herencia poligénica.

Un mayor entendimiento de estas enfermedades a partir de un enfoque poligénico permitira en un futuro, mejorar el
diagnéstico y el tratamiento.

Dementia is the leading cause of disability in adults worldwide. The prevalence of dementia has increased considerably,
which implies a major challenge for public health. In the last few years, great efforts have been made to improve diagnosis,
prevention and treatment. In the clinical setting, people come concerned about their family history of dementia, seeking to
know if they may have inherited the disease. Unfortunately, this answer is not so straightforward. Usually we study family
cases whose symptoms onset occurs in early stages of life (<65 years). The correct design of the genetic testing depends on
the information given regarding the type of disease inheritance and the age of onset of each family member. Alzheimer's
Disease (AD) and Frontotemporal Dementia (FTD) are known to be the two most common early-onset dementias.

Six genes have already been associated with familial AD and FTD. Thus, having a pathogenic mutation in any of these could
explain the cause of the disease. This would be the case of dementias with a monogenic type of inheritance.

New advances in sequencing techniques have made it possible to describe genes with the role of “risk factors”. Thereby,
there are cases of dementia that may be explained by a combination of mutations in these genes giving evidence of a
polygenic type of inheritance. A better understanding of diseases from a polygenic approach will allow in the future to
improve diagnosis and treatment.

B GENERALIDADES

ficancia comenzdé a ser tenida en Esta rama se encarga de estu-
La genética médica es una rama  cuenta hace no mucho mas que 50 diar los desérdenes genéticos. Hoy
joven de la medicina cuya signi- afos atras. - en dia en el estudio de patologias



20

CIENCIA E INVESTIGACION - TOMO 70 N° 3 - 2020

donde se sospecha una causa gené-
tica es necesario estudiar el modo
de herencia de la misma. Para esto
es necesario el estudio tanto de la
persona afectada (caso indice) como
también el de su familia. De esto se
encarga la genética médica huma-
na.

;Como se llega a un diagndstico
genético? ;Qué importancia tiene la
genética en los casos de demencia
neurodegenerativa? Para poder com-
prender esto es importante repasar
algunos conceptos bdsicos sobre
genética, herencia y neurodegene-
racion.

B INTRODUCCION A LA GENETI-
CAY HERENCIA

Una forma sencilla de entender
y visualizar estos conceptos es com-
prender qué ocurre primero a nivel
celular y luego escalarlo a un orga-
nismo complejo. Como bien sabe-
mos, cada célula de nuestro cuerpo
contiene en el nicleo ADN (acido
desoxirribonucleico) el cual sirve
Ccomo un instructivo para sintetizar
biomoléculas (como, por ejemplo,
acido ribonucleico y proteinas) con
funciones determinadas. Este ADN
se encuentra empaquetado en es-
tructuras llamadas cromosomas, y
cada cromosoma tiene miles de seg-
mentos llamados genes.

La informaciéon contenida en los
genes estd escrita en forma de un
cédigo de 4 letras (A, T, Cy Q) cuya
secuencia particular (genotipo) de-
termina cémo una célula va a cons-
truir sus componentes necesarios. A
nivel de un organismo complejo, las
interacciones de distintas biomolé-
culas codificadas en el ADN, tanto
entre ellas como con el medio am-
biente se manifiestan como caracte-
risticas tales como el color de ojos,
la altura, etc. A la interaccién entre
genotipo y ambiente, que da una ca-
racteristica particular, se la conoce

como el fenotipo. Si bien los seres
humanos compartimos mas del 99%
de la secuencia del genoma, pueden
existir variaciones (variantes de se-
cuencia) entre individuos. Estas va-
riantes pueden ser responsables de
diferencias en fenotipos o incluso en
la aparicién de alguna enfermedad.

Aunque es una pequefa porcion
de todo el ADN, entre dos personas
existen aproximadamente 3 millo-
nes de variantes o diferencias en su
secuencia de ADN. Si bien la gran
mayoria no van a tener importan-
cia y van a pasar desapercibidos a
nivel de salud, podria ocurrir que
haya alguna variante que afecte una
porcién de un gen que sea funda-
mental. Si esto ocurre, el gen va a
ser defectuoso y va a generar una
biomolécula (p. €j., proteina) que no
serd funcional, lo cual llevara a una
alteracién del correcto funciona-
miento de la célula. En estos casos
se dice que la variante es patogénica
y comtnmente se la denomina mu-
tacion.

Existen caracteres o enfermeda-
des que pueden ser explicadas por

una variante (mutacion) en un solo
gen, llamadas caracteres o enferme-
dades monogénicas (o mendelianas
por seguir las leyes de Mendel); y
otros que necesitan ser explicados
por la accién conjunta de mutacio-
nes en varios genes, llamadas poli-
génicas.

Entonces podria considerarse a
estas dos categorias como dos extre-
mos de un modelo teérico bastante
atil.

Pero, jes suficiente pensar Uni-
camente en el componente genéti-
co para poder explicar la causa de
cierta enfermedad? Definitivamente
hay que tener en cuenta el efecto
ambiental (como puede ser el es-
tilo de vida, la dieta, el ejercicio,
la exposicion a distintos contami-
nantes, etcétera). De esta forma la
etiologia de cualquier enfermedad
podria estar representada por cual-
quier punto dentro de un triangulo
(como muestra la figura 1) en cuyos
extremos estarian las enfermedades
monogénicas, poligénicas y 100%
ambientales.

Medio ambiente

Mendeliano
(Monogeénico)

Poligénico

Figura 1: La etiologia de cualquier enfermedad puede ser representada
como un punto en cualquier lugar dentro de este triangulo. En los extre-
mos encontramos caracteres explicados por factores medioambientales,
por mutaciones en un solo gen (monogénicos) o por pequefas contri-
buciones de distintos genes (poligénico). En cambio, en caracteres o en-
fermedades representados dentro del triangulo va a haber un balance o
contribucién de cada componente al fenotipo final.
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;Como encarar un estudio gené-
tico habiendo tantas opciones posi-
bles? Una historia familiar detallada
podra dar las primeras pistas: infor-
macién sobre antecedentes familia-
res si es que los hubiera, asi como
la forma en que la enfermedad se
fue transmitiendo de generacién
en generacién son de fundamental
importancia. Por ejemplo, los casos
con un tipo de herencia autosémi-
ca dominante (ver tabla 1) fueron
y son muy estudiados en el ambito
cientifico. Se sabe que las demen-
cias neurodegenerativas que siguen
un patrén de herencia autosémico
dominante tienen una etiologia mo-
nogénica.

Sabiendo que el ser humano tie-
ne aproximadamente 23 mil genes,
scémo sabemos cudl es el responsa-
ble de la enfermedad? Para eso hay
que tener un gran entendimiento de
cémo es la enfermedad, que células
afecta y cuales son los mecanismos
de la patologia.

B LAS DEMENCIAS NEURODEGE-
NERATIVAS

Las enfermedades neurodegene-
rativas del adulto son un conjunto
de enfermedades caracterizadas por
la pérdida progresiva de diversas
poblaciones neuronales del sistema
nervioso central o periférico. Al es-
tar ligadas al envejecimiento, estas

enfermedades son cada vez mas
frecuentes debido al aumento de la
expectativa de vida de la poblacién
mundial.

De acuerdo a las caracteristicas
clinicas primarias y dependiendo
qué region del sistema nervioso esta
afectado, pueden ser clasificadas
en sindromes motrices o cognitivos
(también conocidas como demen-
cias).

En las enfermedades caracteri-
zadas por una disminucién de las
capacidades motrices generalmente
hay una pérdida progresiva de neu-
ronas llamadas neuronas motoras,
que son las encargadas de contro-
lar la actividad muscular. Funciones
que se encuentran alteradas en estos
casos pueden ser el habla, la mar-
cha, la respiracién y la deglucion.

Por el contrario, la demencia, es
un término general que describe una
amplia gama de sintomas asociados
con el deterioro de la memoria y
otras habilidades del pensamiento,
que llevan a reducir la capacidad de
una persona de realizar sus activida-
des diarias (Alzheimer’s Association,
2020).

Entonces, ;en qué punto del tridn-
gulo (Figura 1) podriamos ubicar a
las demencias neurodegenerativas?
Si bien hasta hace unos afios atras

se consideraba que las demencias
neurodegenerativas se encontraban,
o bien en el extremo medioambien-
tal (demencias esporddicas), o en el
extremo monogénico (demencias
hereditarias), dltimamente se sumo
evidencia, y cada vez son mas los
casos con causa poligénica. Por esto
mismo, es que actualmente se la
considera una enfermedad con una
etiologia compleja.

A nivel cientifico y médico, se
subclasifican las demencias segtn
de la edad a la cual el paciente co-
mienza con sintomas. De modo ar-
bitrario, se llegé a un consenso que
las edades de comienzo mayores a
65 afios son demencias de comien-
zo tardio mientras que las demen-
cias que inician a una edad menor a
65 afios son de comienzo temprano.

;Por qué esta division? Si pensa-
mos que la edad o el envejecimiento
es el principal factor de riesgo, su-
mado a otros como pueden ser fac-
tores ambientales y de estilo de vida,
entonces es esperable encontrar ca-
sos en adultos mayores de 65 afnos.
Por el contrario, llama la atencién
cuando el comienzo de sintomas se
da en forma temprana debido a que
el/los factor/es genético/s tendrian
un mayor peso en el desarrollo de la
enfermedad.

Tabla 1. Resumen del modo de herencia autosémico dominante

afectado.

e Una persona afectada tiene generalmente al menos un progenitor

e Afecta indistintamente a ambos sexos.
Se transmite independientemente del sexo.
Una persona con un progenitor afectado y otro padre no afectado, tiene
un 50% de chances de heredar la enfermedad.

Tabla 1: Caracteristicas y patrones de herencias que se observan en arboles genealégicos cuyo modo de herencia
de la patologia es autosémico dominante (AD)
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B DEMENCIAS DE COMIENZO
TEMPRANO: ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER Y DEMENCIA FRON-
TOTEMPORAL

Las dos demencias de comienzo
temprano mds comunes son la Enfer-
medad de Alzheimer y la Demencia
Frontotemporal. En la Enfermedad
de Alzheimer los casos de comienzo
temprano son realmente muy raros,
entre el 1 al 5% del total de casos
(Goldman et al, 2011) mientras que
los casos de comienzo temprano en
Demencia Frontotemporal son apro-
ximadamente el 75% de los casos
(Sang Won Seo et al, 2018). Inclu-
so el comienzo de los sintomas de
la DFT se suele manifestar a edades
mas tempranas en comparacion a la
EA.

Como mencionamos anterior-
mente, al tratarse de enfermedades
neurodegenerativas, existirdn regio-
nes del cerebro que se veran afecta-
das y dependiendo de cuales sean,
se manifestaran distintos sintomas.
Por ejemplo, en la enfermedad de
Alzheimer la regién del cerebro lla-
mada hipocampo es la primera en
sufrir danos. La misma es el centro
de memoria y aprendizaje, de ahi la
pérdida de memoria como uno de
los sintomas comunes y tempranos
del Alzheimer. La Demencia Fronto-
temporal, como su nombre lo indi-
ca, evidencia danos en los I6bulos
frontales y temporales del cerebro.
Esto Ileva a cambios en el comporta-
miento y alteraciones en el lenguaje,
mientras que la memoria y las fun-
ciones visuoespaciales se conservan
en general intactas.

Entonces, jvaldra la pena ana-
lizar genéticamente a un paciente
siendo un caso de comienzo tem-
prano? Si, sin duda es candidato a
estudiar variantes genéticas conoci-
das asociadas a la enfermedad. Y,
ses necesario que se estudien todos
los familiares? Depende del resul-
tado del paciente y de su historia

familiar. Veamos algunos ejemplos
de lo que se podria presentar en la
practica clinica.

B DE LA TEORIA A LA PRACTICA:
PRIMERAS HERRAMIENTAS EN EL
ESTUDIO GENETICO

Las personas con historia fami-
liar de demencia podrian estar pre-
ocupadas por su propio riesgo o el
de otros familiares de desarrollar la
enfermedad. Por eso es comin que
se acerquen a una consulta genéti-
ca con el objetivo de averiguar las
probabilidades de herencia de la
enfermedad. Esto pone al médico o
genetista en un rol de detective, que
estudiard el caso y evaluara el riesgo
de cada uno de los familiares.

Como ya mencionamos, hay
un paso clave a la hora de decidir
cémo encarar el asesoramiento ge-
nético: la confeccién del arbol ge-
nealégico. Para esto, el médico y/o
genetista realizard un interrogatorio
mediante el cual tratara de recopilar
la maxima informacién posible. Las
preguntas seguramente estén enfo-
cadas a saber si hay mas afectados
en la familia e identificar las relacio-
nes entre ellos; reportar si hay casos
de consanguinidad; determinar si
la enfermedad afecta en la misma
proporcién hombres y mujeres; co-
nocer las edades de comienzo de
los sintomas de cada uno de ellos
y, si hay mas informacién acerca de
la evolucion de la enfermedad, adn
mejor.

Dato curioso: puede que el pa-
ciente o algln integrante familiar no
sea hijo biolégico de uno o ambos
padres de crianza ya sea por adop-
cién o por las multiples opciones de
reproduccion asistida. Es fundamen-
tal dar esa informacién para poder
realizar el correcto asesoramiento
genético.

El diseno del arbol genealdgico

se realiza en base a una serie de re-
glas y convenciones que fueron pro-
puestas por la “National Society of
Genetic Counselors” en el afho 2008
y siguen vigentes hasta el dia de hoy
(Bennett et al, 2008).

Veamos algunos testimonios y
armemos el arbol de la misma forma
que lo hariamos en un consultorio o
en el laboratorio.

CASO NUMERO 1: Demencia Fron-
totemporal Familiar

Testimonio (hermano del caso
indice): “Hoy acompafio a mi her-
mano que fue diagnosticado con
demencia frontotemporal hace unos
anos. Esta enfermedad nos viene
persiguiendo durante muchos afios
y yo estoy muy preocupado por mi
salud y la de mis futuros hijos. Mi
papa y su hermana mayor la sufrie-
ron, deterioraron muy rdpido. Ahora
algunos de mis primos ya estan con
sintomas. El registro mds antiguo
que tengo de esta enfermedad es el
de mi abuelo, que no se sabia bien
qué es lo que tenia en su momento,
pero ahora suponemos que lo mis-
mo que mi papa y hermano”.

Luego de recopilar un poco mas
de informacién se pudo confeccio-
nar el arbol de la Figura 2. A sim-
ple vista se puede ver que hay va-
rios afectados en la familia. En este
caso, cada individuo enfermo fue
diagnosticado con Demencia Fron-
totemporal. Llama la atencién que
hay afectados en cada una de las
generaciones sin importar el sexo
del individuo. Si se entra en detalle,
no solo se ve que las edades de co-
mienzo de sintomas son muy simila-
res entre los afectados (entre 47 a 51
anos) sino que también son edades
de comienzo muy tempranas.

Este es un claro ejemplo de una
enfermedad con un tipo de heren-
cia autosémica dominante. Hay
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Figura 2: Arbol genealdgico del caso N°1. Personas coloreadas estan afectadas con Demencia Frontotemporal.
Los circulos representan a individuos de sexo femenino y los cuadrados individuos del sexo masculino. Aunque
con el fin de preservar la confidencialidad de los individuos se recomienda representarlos con un rombo. Con la
flecha se indica el caso indice. La linea diagonal que atraviesa a las figuras indica que el individuo ha fallecido.
Los nlimeros romanos indican el nimero de generacion.

informes que indican que, en estos
casos, las probabilidades de encon-
trar una mutaciéon patogénica son
del 40-80% (Goldman et al, 2011).
Dado este panorama, es altamente
probable que en esta familia exista
una causa genética para DFT.

Luego de un asesoramiento ge-
nético y de los correspondientes
consentimientos informados se dise-
fia el andlisis genético. Légicamen-
te, siempre se empieza estudiando
los genes que se encuentran mas
cominmente afectados en esta pa-
tologfa.

En esta familia, se encontré una
variante patogénica en un gen lla-
mado MAPT en todos los afectados.
Su nombre se debe a las siglas en
inglés del gen que codifica para la
proteina tau asociada a microtdbu-
los. La proteina tau ayuda a estabi-
lizar los microtibulos, que repre-
sentan el andamiaje y estructura de
los axones neuronales. Es de esperar
que defectos en esta proteina afecte
a la conectividad neuronal. Hemos
encontrado al primer sospechoso.
Considerando que esta misma mu-

tacion ya fue descrita en otros casos
muy similares y que el gen MAPT
estd muy estudiado y asociado a
Demencia Frontotemporal, bastaria
con ademas comprobar que la mu-
tacion esta ausente en los familiares
sin sintomas como para considerarlo
el tnico responsable. Estamos frente
a una enfermedad de causa mono-
génica.

;Qué quiere decir este hallazgo
en esta familia? ;Cuales son las pro-
babilidades de que un padre afecta-
do le transmita la enfermedad a sus
hijos? Cada individuo afectado y
portador de la mutacién encontrada
tiene un 50% de chances de trans-
mitir el gen defectuoso a cada uno
de sus hijos. Como tirar una moneda
y que caiga en cara o seca.

;De qué sirve la informacion ge-
nética en esta familia? Quizas sea
una pregunta que se deberia hacer y
tener en cuenta antes de realizar el
andlisis genético. Por un lado, en las
personas sintomaticas ayuda a con-
firmar el diagndstico e identificar la
causa de la demencia que muchas
veces no es algo menor consideran-

do la ardua odisea que atraviesan
los pacientes por falta de diagnos-
tico certero. Por mas que hoy en
dia no existe un tratamiento para la
demencia, el diagndstico genético
permitird el acceso a ciertos ensayos
clinicos para potenciales abordajes
terapéuticos.

Por otro lado, en familiares asin-
tomdticos permite una deteccién
temprana y minimizar la odisea del
diagnostico, acceso a ensayos de
prevencion y tomar decisiones a fu-
turo que incluyan por ejemplo una
planificacion familiar.

CASO NUMERO 2: Enfermedad de
Alzheimer

Testimonio (hermano del caso in-
dice): “Acompaiio a la consulta a mi
hermana quien fue diagnosticada a
los 60 afos con demencia. Ella ha-
bia estado desde hace un afo con
problemas de memoria y ahora ya ni
siquiera me reconoce. Empezé muy
temprano y su evolucion fue muy
rapida. Mis padres fueron dos perso-
nas muy sanas. La enfermedad de mi
hermana nos sorprendio a todos. Di-
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Figura 3: Arbol geneal6gico del caso N°2. Personas coloreadas estan afec-
tadas con Enfermedad de Alzheimer. El individuo 11.3 se encuentra colo-
reado parcialmente debido a que sus sintomas se manifestaron de manera

ria que fue el primer caso de demen-
cia en mi familia, aunque, ahora que
lo pienso bien, mi hermano menor
empezo el ano pasado a manifestar
problemas en algunas actividades
cotidianas’.

Con un poco mas de detalle se
obtuvo el arbol genealdgico de la
Figura 3. En la familia se registran
dos hermanos afectados. El caso in-
dice (mujer indicada con la flecha)
presentd un cuadro de Alzheimer
a la edad de 59 anos. Su hermano
menor, presentdé cambios cognitivos
leves a una edad mas avanzada (70
afos). Sus padres fueron individuos
sanos, o eso reflejaron hasta el mo-
mento de su muerte.

;Vale la pena hacer un andlisis
genético en este caso? ;Qué infor-
macién adicional nos puede brin-
dar? Dado que el caso indice tuvo
un inicio de sintomas a una edad
temprana, por mas de que no hay
una clara herencia familiar debido a
que sus padres fueron aparentemen-
te asintomaticos, se decide analizar
en este caso los tres genes mds fre-
cuentemente mutados que podrian
explicar un comienzo temprano. En
los casos de Alzheimer, estos tres

genes son PSENT, PSEN2 y APP. Re-
cordemos que de todos los casos de
Alzheimer de comienzo temprano,
estos 3 genes permiten explicar solo
entre el 5 al 10% de los casos (Rita
Cacace et al 2016).

La secuenciacién y el analisis
de estos tres genes en el caso indi-
ce muestran una secuencia normal.
Es decir, en este caso no se puede
explicar la patologia ni el comienzo
temprano por tener uno de estos ge-
nes tan estudiados defectuosos. Por
lo tanto, este paciente pertenece al
90-95% de pacientes con comienzo
de sintomas temprano que hasta el
momento no puede ser explicado
por una etiologia monogénica.

;Qué se puede hacer en estos ca-
sos? ;Dejamos el caso inconcluso?
La respuesta es no. Aunque no po-
demos encontrar hoy en dia un Gni-
co responsable, podemos decir que
hay varios sospechosos. Las nuevas
tecnologias para secuenciar el ADN
hoy en dia permiten analizar varios
genes (por no decir todos) al mismo
tiempo. Por lo tanto, a pesar de no
haber encontrado mutaciones en los
3 genes mas importantes, si se en-
contraron variantes en otros. Se trata

de genes que hasta el momento no
han sido descritos como respon-
sables del desarrollo de Alzheimer
sino que, mas bien, han sido asocia-
dos a la enfermedad como factores
de riesgo.

Asi como la edad, fumar, la dia-
betes, la falta de actividad fisica, una
mala alimentacion son factores de
riesgo para estas enfermedades neu-
rodegenerativas, se puede pensar de
la misma forma a algunas variantes
genéticas. Por mas que no hayan
sido reportadas como patogénicas
en esta enfermedad, la ciencia ha
demostrado que las mismas pueden
ejercer un efecto menor, funcionar
como variantes de riesgo y conferir
una susceptibilidad més alta a desa-
rrollar la patologia. La sumatoria de
factores de riesgo puede determinar
la aparicién o no de sintomas.

Entonces, volviendo a la fami-
lia, el caso indice (senalado con
una flecha en el arbol genealdgico)
presenta 3 variantes en tres de estos
genes que confieren distintos niveles
de riesgo. Mientras que el hermano,
mas levemente afectado, presentd
dos de estas variantes. Obviamente
estas variantes en genes fueron he-
redadas de uno o ambos padres. Sin
embargo, tiene sentido pensar que
las variantes en los padres no hayan
sido suficientes para desarrollar la
enfermedad por lo menos hasta el
momento de su muerte.

;Qué informacion nos brindé
este estudio genético? A nivel indi-
vidual hay mucha controversia res-
pecto al asesoramiento genético en
estos casos donde no hay una va-
riante patogénica reportada como
tal. Pero el aporte y la informacion es
importante en el ambiente cientifico
donde se sigue sumando evidencia
de casos de demencia de comienzo
temprano con una sumatoria de fac-
tores de riesgo genéticos, es decir,
con una etiologia poligénica.
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B;ENFERMEDAD MONOGENICA
O POLIGENICA? ;UN CULPABLE
O VARIOS SOSPECHOSOS?

Tiene que quedar claro que suelen
existir casos en los cuales el culpa-
ble estd a la luz de los hechos, pero
lamentablemente para los detectives
de la genética estos no suelen ser
la mayoria. La mayoria de los casos
que presentan suelen ser complejos,
como este Gltimo ejemplo, donde
no parece haber un Unico culpa-
ble si no que hay varios sospecho-
sos trabajando conjuntamente. Hoy
por hoy, resulta dificil determinar el
grado de culpabilidad de cada uno
de estos sospechosos, pero no cabe
duda que desenmascararlos es un
gran avance e incluso puede llegar
a solucionar muchos casos futuros.

El campo de la herencia poligé-
nica en enfermedades neurodege-
nerativas esta en pleno esplendor y
presupone dejar en “stand by” la he-
rencia monogénica que ya ha sido
muy estudiada. Hay muchas expec-
tativas puestas en el estudio de estos
casos; primero, porque quizds em-
piecen a poder explicarse algunos
que antes quedaban inconclusos v,
segundo, porque permitira tener un
entendimiento genético mas abarca-
tivo y un impacto a nivel clinico en
el futuro.

Se espera que, en un futuro no
tan lejano, una persona pueda ana-
lizar todo su ADN, es decir todos sus
genes, y se pueda calcular un valor
que indique la susceptibilidad a de-
sarrollar la enfermedad. Este valor, o
en ciencia llamado PRS (puntaje de
riesgo poligénico) tendra en cuenta
todas las variantes, evaluard el peso
de cada una y arrojara un valor que
permitira saber si el paciente o sus
familiares se encuentran en un gru-
po de alto o bajo riesgo. Cabe enfa-
tizar que un puntaje de riesgo alto
no significa que la persona indefec-
tiblemente desarrollara la enferme-
dad, ni que la de bajo riesgo nunca

presentard sintomas. Sin embargo,
podria ser importante a la hora de
adoptar cambios en el estilo de vida.

B;QUE NOS DEPARA LA CIENCIA
EN EL CAMPO DE LA NEURODE-
GENERACION?

Imaginemos el siguiente panora-
ma: si cada vez mas grupos de in-
vestigacién ponen énfasis en el des-
cubrimiento de genes y mutaciones
tanto causales como de riesgo va a
haber mas informacién de cudles
son los componentes que al verse
afectados confieren riesgo de desa-
rrollo de la enfermedad. Al identi-
ficarlos, el préximo paso es identi-
ficar todas las vias celulares en las
que estos estan involucradas y asi
poder dilucidar los mecanismos de
las patologfas.

sPara qué sirve esto? No solo para
la bisqueda de alternativas terapéu-
ticas sino para desarrollar nuevas
formas de monitorear las enferme-
dades e incluso poder identificar pa-
cientes antes del inicio de sintomas.

;Qué pasaria si el diagnostico
de demencia se hace antes del co-
mienzo de los sintomas? Futuros tra-
tamientos podrian ser utilizados en
estas etapas, aln antes que el dafio
cerebral irreversible y el deterioro
cognitivo ocurra.

Adoptando un abordaje mas am-
plio, si a todos los hallazgos a nivel
genético, le sumamos los avances
que se estan dando en el drea de la
proteébmica, transcriptémica, meti-
[6mica, nuevos desarrollos de far-
macos y de factores ambientales, se
podran implementar en el mediano
plazo nuevas estrategias preventivas
y de tratamiento.

B GLOSARIO:

ADN (4cido desoxiribonucleico):
Macromolécula compuesta por una

cadena de nucledtidos. Los cuatro
nucledtidos que forman estas cade-
nas son adenina (A), timina (T), cito-
sina (C) y guanina (G). Constituye el
almacenamiento del material here-
ditario de una célula.

Arbol  genealégico: representa-
cion grafica de los vinculos fami-
liares y la historia de fenotipo(s)
caracteristico(s)

Axon: Larga prolongaciéon de una
célula nerviosa capaz de conducir
con rapidez impulsos nerviosos a
largas distancias, proporcionando
sefiales a otras células.

Consanguinidad: relacién o unién
familiar entre personas que tienen
un antepasado en comdan.

Demencia: término general que des-
cribe una amplia gama de sintomas
asociados con el deterioro de la me-
moria y otras habilidades del pensa-
miento, que llegan a reducir la ca-
pacidad de una persona de realizar
sus actividades diarias.

Ensayo clinico: Estudios de inves-
tigacion que se realizan en indivi-
duos, los cuales se disenan con el fin
de responder preguntas cientificas
y para encontrar nuevos y mejores
tratamientos para ayudar a quienes
padecen distintas enfermedades.

Etiologia: Parte de la medicina que
estudia el origen o las causas de las
enfermedades.

Fenotipo: Caracteristicas observa-
bles y/o cuantificables producto de
la interaccion entre genotipo y am-
biente.

Gen: Unidad biolégica de informa-
cién genética. Se localiza en una
posicion definida (locus) en un cro-
mosoma determinado y contiene la
informacién para obtener un pro-
ducto funcional.
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Generacion: Grupo de individuos
genéticamente relacionados que
constituyen un nivel dentro de la li-
nea de descendencia.

Genotipo: Conjunto de genes que
tiene una célula individual o un
organismo. También se utiliza para
designar secuencias especificas de
regiones acotadas en el genoma.

Herencia: Caracteristicas fisiol6-
gicas, morfoldgicas o bioquimicas
que los progenitores transmiten a
través de las generaciones.

Hipocampo: Region del cerebro que
es el centro del aprendizaje y la me-
moria.

Neurona: Célula nerviosa con sus
prolongaciones colaterales y termi-
nal; unidad estructural del sistema
nervioso

Proteina: Principal constituyente
macromolecular de las células. Poli-
mero lineal de aminoacidos unidos
entre si mediante enlaces peptidi-
cos, siguiendo una secuencia deter-
minada.

Secuenciacion: Determinacion del
orden de nucledtidos de una molé-
cula de ADN.

Variante (mutacion): Cambio en la
secuencia del ADN con respecto a
una secuencia de referencia.

Via celular: Serie de reacciones que
ocurren entre moléculas dentro de
una célula que lleva a la obtencion
de un producto o a un cambio a ni-
vel celular. Pueden desencadenar la
sintesis de nuevas moléculas o, in-
cluso, llevar a la expresion o silen-
ciamiento de genes.
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La hipoacusia es el desorden neurosensorial mas comiin que afecta
aproximadamente a 460 millones de personas en el mundo. En mas
de la mitad de los casos la causa de la sordera es de origen genético y
su prevalencia aumenta con la edad. Se conocen actualmente mas de
100 genes que pueden relacionarse con el daio auditivo. La mayoria
de los pacientes no evidencian ningtin otro sintoma asociado (forma
no sindrémica, 70%) y presentan un tipo de herencia autosémica
recesiva (80%). Los genes que se encuentran mas frecuentemente
alterados en individuos con hipoacusia no sindrémica de herencia
recesiva son GJB2 y GJB6, que en algunas poblaciones alcanza el 30-
50% del diagnéstico. La deteccion temprana es fundamental, ya que el
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tratamiento inmediato tiene un impacto exponencial en el desarrollo
de las distintas habilidades de la audicion y el lenguaje. Es por esto, que entender las causas subyacentes de la hipoacusia
hereditaria se convierte en un tema de importancia mayor. En este trabajo resumimos las distintas formas de identificar,
describir y estudiar las variantes genéticas en diversos genes relacionados con la patologia. Ademas, disenamos un algoritmo
secuencial para el abordaje multigénico de la hipoacusia, que involucra tanto técnicas rutinarias de biologia molecular como
estudios de ultima generacion. De este modo, logramos un diagnéstico molecular certero, y en consecuencia, un preciso
asesoramiento genético y clinico para el paciente.

Hearing loss is the most common sensory disorder affecting approximately 460 million people worldwide. In more than
half of the cases, the cause of hearing impairment is genetic and to date more than 100 genes have been related to hearing
damage. Most of the patients do not exhibit any other associated symptoms (non-syndromic form, 70%) and present an
autosomal recessive mode of inheritance (80%). GJB2 and GJB6 are the most frequently altered genes in individuals with
recessive inherited non-syndromic hearing loss, which in some populations reach 30-50% of diagnosis rate. Early detection
results essential, since treatment has an exponential impact on the development of hearing and language skills. This is
the reason why understanding the underlying causes of hereditary hearing loss becomes a major issue. In this work we
summarize possible ways to identify, describe and study the prevalence of genetic variants in genes related to the disease.
In addition to design a suitable algorithm for the sequential multigenic approach of hearing loss that involves both everyday
routine molecular biology techniques and next generation sequencing techniques. In this way, we achieve an accurate
molecular diagnosis, and hence, a precise clinical and genetic counseling for the patient.

B INTRODUCCION:

La pérdida auditiva es el defecto
neurosensorial mas frecuente en los
paises desarrollados, se estima que
1 de cada 500 recién nacidos posee
una pérdida de audicion bilateral
moderada en forma permanente,
provocando en el afectado dificul-
tades en la produccion del lengua-
je y el habla, como también en su

desarrollo cognitivo, psico-social y
académico, limitando su calidad de
vida. La disfuncion auditiva es cau-
sada tanto por factores ambientales
como genéticos y la proporcién de
casos que pueden ser atribuidos a
causas hereditarias aumenta en for-
ma continua.

Acorde a los datos de la OMS, se

calcula que afecta a mas de 460 mi-
[lones de personas en el mundo (més
del 5% de la poblacién mundial), de
las cuales 34 millones son ninos; y
se estima que en 2050, mas de 900
millones de personas —es decir, una
de cada 10— sufrird una pérdida de
audicion discapacitante (Sordera y
Pérdida de la Audicion, n.d.). La si-
tuacion de las personas que padecen
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pérdida de audicién cambia radical-
mente mediante la utilizacion de au-
difonos, implantes cocleares y otros
dispositivos de ayuda auditiva. Ac-
tualmente se encuentran en estudio
y desarrollo nuevas estrategias de
terapia génica para restaurar y pre-
venir distintas formas de hipoacusia
neurosensorial. Varios trabajos han
demostrado el potencial poder tera-
péutico de agentes moleculares diri-
gidos al oido interno, corrigiendo o
previniendo la hipoacusia y volvien-
do realidad lo que hasta hace poco
parecia imposible (Farooq et al.,
2020; Hampton, 2012; Kim et al.,
2019; Lustig & Akil, 2019; Omichi
etal., 2019). Las nuevas terapias gé-
nicas resultan prometedoras ya que
ofrecen restaurar la audicién, basan-
dose en una terapia dirigida acorde
al tipo de variante genética presente
en el paciente, volviendo una vez
mas al estudio genético como pun-
to critico para el tratamiento futuro
(Chienetal., 2015; Ren etal., 2019).

En més de la mitad de los casos
la causa de la hipoacusia es genéti-
ca y se conocen actualmente mas de
100 genes que pueden relacionarse
con el dano auditivo. Gracias a los
programas obligatorios de explora-
cién auditiva en recién nacidos que
se han implementado en todo el
mundo, es posible detectar la pér-
dida auditiva de manera temprana,
momento en el cual la intervencién
en cualquiera de sus formas tiene
sus mejores resultados. Se ha de-
mostrado que la estimulacion tem-
prana es critica para el desarrollo de
los centros corticales involucrados
en la audicion, facilitando la plas-
ticidad neuronal y favoreciendo la
interpretaciéon posterior del sonido.
En consecuencia, el conocimiento
profundo de las causas genéticas de
cada una de las hipoacusias y la im-
plicancia funcional sobre los distin-
tos componentes del sistema auditi-
vo, tiene un impacto inmediato en
la implementacion de las distintas

terapias (Trumpp & Kiefer, 2018).

El objetivo principal de los es-
tudios genéticos en pacientes con
hipoacusia es elucidar el rol que
juegan determinadas alteraciones
genéticas en la generacion, progre-
sion y severidad de la hipoacusia
en humanos. Ademds, encontrar
marcadores de evolucién de la en-
fermedad y del tratamiento instaura-
do, asi como decidir sobre el mejor
tratamiento a seguir. El diagnéstico
genético impacta en la toma de de-
cisiones personales del afectado y
su familia, y por otro lado también
permite ahorrar dinero al sistema de
salud al dirigir la evaluacién clinico-
terapéutica y obviar tests innecesa-
rios. Por otro lado, se ha visto que
en un gran porcentaje de casos el es-
tudio genético permite la identifica-
cién de sindromes que no han sido
detectados por la clinica, permitien-
do el manejo temprano y la toma de
decisiones (Kimberling et al., 2010).

El advenimiento de las técnicas
de secuenciaciéon masiva, ha revo-
lucionado el estudio y tratamiento
de los pacientes con hipoacusia al
convertir los test genéticos en algo
cercano y posible (Hilgert, Smith, &
Camp, 2009; Shearer et al., 2015).
Los estudios genéticos se han vuelto
moneda corriente y es por ello que
se ha vuelto accesible secuenciar y
estudiar la totalidad del genoma, y
por ende la cantidad de genes que
se desee para la patologia. En este
trabajo presentaremos los aspectos
generales de las hipoacusias here-
ditarias (tanto sindromicas como
no sindrémicas), asi como también
el algoritmo de estudio disefado en
nuestro Laboratorio de Fisiologia y
Genética de la Audicién, INGEBI/
CONICET - Buenos Aires, Argenti-
na. Ademds, algunos resultados del
estudio de mds de 600 pacientes en
nuestro laboratorio en los dltimos
anos.

B PREVALENCIA, ETIOLOGIA Y TI-
POS DE PRESENTACION:

Se considera que 1 de cada 500-
1.000 recién nacidos posee algin
tipo de deficiencia auditiva, aunque
la prevalencia de la hipoacusia neu-
rosensorial continGa aumentando
durante la infancia hasta alcanzar
valores de 2,7 de cada 1.000 ni-
fios menores a 5 anos y 3,5 de cada
1.000 durante la adolescencia (Mor-
ton & Nance, 2006). Este aumento
de la prevalencia con la edad refleja
claramente el impacto de la interac-
cion de la genética con el ambiente,
como se demuestra en la ototoxici-
dad generada por los aminoglucé-
sidos, la otitis media secretora y la
otoesclerosis (Hilgert, Smith, & Van
Camp, 2009).

En los paises desarrollados, cerca
del 75% de los casos de hipoacusia
se atribuyen a causas genéticas. Son
muy heterogéneas en su forma de
presentacion, y son trastornos mo-
nogénicos, es decir, causados por
mutaciones en un solo gen. La forma
mas comun de hipoacusia heredita-
ria es la forma no sindrémica (sin
otro signo asociado) de herencia au-
tosémica recesiva (80%), es decir en
donde ambos padres poseen alguna
alteracién genética que transmitie-
ron a su descendencia (adin cuando
ellos no necesariamente presenten
sintomas). El 20% restante se dis-
tribuye entre las formas autosémica
dominante (12-15%), en donde sélo
uno de los progenitores posee algu-
na alteracion genética y su transmi-
sion es suficiente para la aparicién
de los sintomas, aquellas ligadas al
cromosoma X (1-5%) y las de heren-
cia materna por mutaciones en el
ADN mitocondrial (1-5%). Son me-
nos frecuentes las formas sindrémi-
cas de la hipoacusia (30%), entre los
mas vistos tenemos al Sindrome de
Pendred (con acueducto vestibular
agrandado vy alteraciones tiroideas),
Usher (retinitis pigmentosa), Waar-
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Figura 1: Las alteraciones auditivas de origen genético se clasifican de
acuerdo a su forma de presentacion. La forma mds comin de hipoacusia

de herencia autosOmica recesiva.

denburg (anormalidades de pigmen-
tacion) y el braquio-oto-renal (BOR)
(Figura 1). Informacién detallada
puede encontrarse en la pagina “He-
reditary Hearing Loss Homepage”
(Welcome to the Hereditary Hearing
Loss Homepage, n.d.) .

B TIPOS DE PERDIDA AUDITIVA:

Los individuos con distintas for-
mas de hipoacusia son evaluados
audiolégicamente mediante distin-
tos estudios que establecen no sélo
la severidad de la afeccién, sino
también su localizacién, las fre-
cuencias afectadas y su evolucion
en el tiempo. Se clasifican de acuer-
do con su severidad en: leve, mode-
rada, severa y profunda. Las curvas
audiométricas se clasifican segln
las frecuencias en que se produce la
pérdida auditiva: con caida en agu-
dos, chata, con caida en graves, en
U (caida en tonos medios). Segun la
edad de inicio de la hipoacusia se
dividen en: prelingual (antes de la
adquisicion del habla), perilingual
(entre los 2 y 5 anos) y postlingual
(posterior a la adquisicion del ha-
bla).

B CON TANTOS GENES INVOLU-
CRADOS, ;CUALES SON LOS PRI-
MEROS EN ESTUDIARSE?

Aproximadamente, el 70% de
las hipoacusias hereditarias son no
sindrémicas y hasta la fecha se han
identificado 121 genes relacionados
con la misma: 76 con un modo de
herencia recesivo, 49 dominantes y
5 ligados al cromosoma X (algunos
genes puede causar hipoacusia de
herencia dominante o recesiva de-
pendiendo de cual sea la mutacién
que presenten) (Website, n.d.) (Fi-
gura 2). Con respecto a la clinica o
la forma de presentacion, si bien es
muy dificil hacer generalizaciones,
podriamos decir que la mayoria de
las variantes de secuencia en los ge-
nes de herencia autosémica domi-
nante se relacionan con hipoacusia
postlingual moderada y la mayoria
de las alteraciones en los genes de
herencia recesiva causan hipoacu-
sia prelingual severa-profunda. Si
bien hay algunas excepciones, en
la mayoria es posible correlacionar
la presentacion clinica con la causa
genética, lo que permite orientar el
estudio genético posterior. Los genes
ligados al cromosoma X pueden ser

pre o post linguales y de diversas se-
veridades.

Cabe destacar, que la forma del
audiograma puede volverse Gtil para
predecir genes candidatos para el
estudio genético. Por ejemplo, los
pacientes con variantes genéticas en
el gen WFS1 (hipoacusia no sindr6-
mica de herencia autosémica domi-
nante) poseen un audiograma que
afecta inicialmente las frecuencias
bajas, pero mantiene las altas fre-
cuencias normales. Otro ejemplo, es
el de determinadas mutaciones en el
gen TECTA que producen un cambio
caracteristico en forma de U en el
audiograma (al afectar sélo a las fre-
cuencias medias- se lo denomina en
“cookie bite”). Caracteristicas de los
audiogramas y los genes a los que se
los relaciona pueden deducirse re-
lativamente utilizando el programa
“audiogene” de la Universidad lowa
(https://audiogene.eng.uiowa.edu/
audioprofiles).

Puede decirse en forma muy re-
sumida, que la estrategia diagnosti-
ca se basa primero en encontrar o
descartar las causas genéticas mas
frecuentes, para luego ampliar el
estudio en caso de que el paciente
resulte negativo en esos genes. En la
mayoria de las poblaciones estudia-
das, el mayor porcentaje diagnéstico
se debe a variantes genéticas en los
genes GJB2 y GJB6, que codifican
para las protefnas conexina 26 vy
conexina 30 respectivamente (Dala-
mén et al., 2010; Estivill et al., 1998;
Kelsell et al., 1997; Lee et al., 1992;
R. Rabionet et al., 2000a; Sloan-
Heggen et al., 2016; Zelante et al.,
1997). Las variantes de secuencia
en estos dos genes son responsa-
bles del 10-25% de las hipoacusias
no sindrémicas, por lo que siguen
siendo hoy en dia el primer blanco
de estudio en todos los laboratorios
de genética clinica (Kenneson et al.,
2002). En varios trabajos publicados
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Herencia Recesiva
(Fenotipo prelingual vy
profundo)

ADCYI, ATP2B2, BDPI,
BSND, CABP2, CDC144, CDH23,
CEACAMI6, CIB2, CLDNY, CLDNI4,
CLICS, CLPF, COMT2, DCDC2, ELMOD3,
EFPSS, EPSSL2, ESPN, ESRP1, ESRRB,
FAM63B, GIPC3, GJB3, GPSM2, GRAP,
GRXCRI, GRXCR2, HGF ILDRI,
KARS, LHFPLS, LOXHDI,
LRTOMT, MARVELD2, MET,
MPZL2, MSRB3, MYO34, MYOG,
MYOI354, NARS2, 0104, OTOF, 010G,
OTOGL, PCDHIS, PDZD7, PIVK, PNPTI,
PTPRO, RDX, RORI, SIPR2 SERPINBG,
SLC2244, SLC26A44, SLC2645, SPNS2, STRC,
SYNE4, TBCID24, , TMEMI32E, TMIE,
TMPRSS3, TPRN, TRIOBP,
TSPEAR,

GJB2, GJBG,

TMCI, TECTA

MYO7A, COLIIAZ,

Herencia Dominante
(Fenotipo postlingual y
moderado)

ACTGI, ATP2B2, CCDC50),
CDI64, COCH, COLIIAL
CRYM, DIABLO, DIAPHI, DIAPH3,
DMXL.2, DSPF, EYA4, GJB3,
GRHL2, GSMDE, HOMER?2,
KCNQ4, KITLG, MCM2, MIRN96,
MYHI4, MYH9, MYO3A4, MYO6,
NLRP3, OSBPL2, PDEIC, PLSI,
P2RX2, POU4F3, PTPRQ, REST, SCD3,
SIX1, SLCI242, SLCI7A48,
TBCID24, TECTB,
TNC, TIP2,
TRRAP, WESI.

USHIC, WHRN

PRPSI, POU3I4,
SMPX, COL445
AIFMI

Ligada al X

Figura 2: Genes relacionados con hipoacusia no sindrémica clasificados por su modo de herencia. En el centro
se encuentran aquellos genes que causan hipoacusia de herencia dominante o recesiva dependiendo del tipo de
variante genética y su localizacién en el gen

por nuestro laboratorio, hemos po-
dido establecer que las mutaciones
en ambos genes son también las mas
frecuentes en nuestra poblacion, de-
tectando 48 mutaciones distintas en
GJB2 y reportando 4 mutaciones
nuevas que fueron subidas a las ba-
ses de datos para ser contrastadas en
otras poblaciones (Buonfiglio et al.,
2020; Dalamon et al., 2016; Dala-
mon et al., 2005, 2009, 2013; Dala-
mon et al., 2016).

Hasta la fecha se han detecta-
do mas de 300 variantes genéticas
distintas en el gen G/B2 (se pueden
consultar en las bases de datos Cl-
inVar  (https:/www.ncbi.nlm.nih.
gov/clinvar/) y “Deafness Variation
Database” (http://deafnessvariation-
database.org). Claramente, existen
variantes genéticas que se presentan
con mayor frecuencia en determina-
das poblaciones. Asi, se ha descri-
to que una delecién puntual de la
guanina en la posicién 35 del gen

(c.35del) es responsable del 80% de
los alelos mutados en la poblacién
Caucasica, la delecion de la cito-
sina 235 (c.235del) es la de mayor
frecuencia en Japon, China y Corea;
y la delecién de una timina en la
posicion 167 del gen (c.167del), se
encuentra presente en el 4% de la
poblacién de judios Ashkenazi (Gas-
parini et al., 2000; Rabionet et al.,
2000b; Rabionet et al., 2000; Xia et
al., 2019).

En la poblacién Espanola, se han
reportado dos grandes deleciones
de 309Kb y 232Kb en el gen G/B6,
las cuales resultan las mutaciones
mas frecuente, luego de la c.35del
en la conexina 26. Se las denomina
del(GJB6-D13S1830) vy del(GJB6-
D13S1854) y se las encuentra fre-
cuentemente con otras mutaciones
en GJB2 (del Castillo et al., 2005;
Del Castillo et al., 2003; Marlin et
al., 2005).

Es preciso mencionar como otro
blanco importante de estudio a una
delecion que involucra a todo el
gen STRC ubicado en el cromosoma
15g15.3. La incidencia de grandes
deleciones en STRC seria cercana al
5%, posicionandolo como la segun-
da causa de sordera genética luego
de las mutaciones puntuales en G/B2
(Francey et al., 2012; Morgan et al.,
2020; Shearer et al., 2014; Vona et
al., 2015; Yokota et al., 2019). Se ha
reportado que algunas deleciones
que inactivan al gen STRC afectarian
al gen vecino CATSPER2, involucra-
do en la motilidad del esperma, por
lo que se han relacionado no sélo
con hipoacusia sino también con in-
fertilidad en hombres (Zhang et al.,
2007).

Otro blanco de estudio que cobra
relevancia para la hipoacusia rece-
siva no sindrémica se encuentra en
el gen OTOF. Esto se debe a que la
mutacién Q829X (también llamada
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GIn829%) seria la tercera causa mas
frecuente de sordera en la pobla-
cién Espanola (Yasunaga, Grati et al.
1999, Migliosi, Modamio-Hoybjor
et al. 2002, Rodriguez-Ballesteros,
del Castillo et al. 2003).

Por lo tanto, podemos resumir
diciendo que los estudios genéticos
siguen hoy un algoritmo diagnéstico
que involucra primero el estudio de
unos pocos genes y una vez descar-
tados, se prosigue con el estudio de
la mayoria o todos los genes reporta-
dos mediante secuenciacién masiva.

N;PUEDE EL ESTUDIO GENETICO
AYUDARME A DECIDIR MI TRATA-
MIENTO?

Mas alld de la gran cantidad de
genes relacionados con la pérdida
auditiva, algunos genes siguen sien-
do de interés diagnéstico o pronds-

tico, ya que permiten la toma de de-
cisiones con respecto a la evolucién
de la patologia y a la respuesta al
tratamiento instaurado. Entre ellos
encontramos a determinados ge-
nes relacionados con la neuropatia
auditiva, el implante de céclea o a
aquellos relacionados con la oto-
toxicidad a determinadas drogas.

En forma resumida podria decirse
que aquellos pacientes con variantes
de secuencia identificadas en genes
que se expresan en el epitelio senso-
rial del oido interno, adquiriran me-
jores y mayores capacidades auditi-
vas y/o linguisticas comparados con
aquellos que posean alteraciones en
genes implicados en la funcionali-
dad de la parte neural; sugiriendo
por lo tanto que la identificacion de
los antecedentes genéticos facilita la
prediccion de la performance post-
implante (Miyagawa et al., 2016). Es

decir, el resultado del implante co-
clear podria predecirse, en caso de
conocer la localizacion de la lesion
o disfuncion auditiva (Figura 3).

Por ejemplo, los pacientes con
alteraciones pre-sindpticas como es
el caso de aquellos con variantes ge-
néticas detectadas en el gen OTOF,
se verfan beneficiados por el im-
plante; mientras que se presume que
aquellos pacientes con alteraciones
en el gen P/VK no tendrian un buen
pronéstico al implante de coclea, ya
que la localizacién de la lesion pue-
de considerarse en el nervio auditi-
vo, el cual conduce la senal nervio-
sa hacia los centros corticales (Park
et al., 2017; Rahbar et al., 2006).

Lo que es mds, varios autores han
sugerido que el diagnoéstico molecu-
lar deberia ser implementado como
parte de las evaluaciones pre-quirar-
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Figura 3: A: Oido humano con implante coclear colocado, la parte externa consta de un procesador de audio
y un transmisor y en la parte interna un electrodo que se introduce en la coclea y que se conecta con el nervio
auditivo. B: Zoom sobre el érgano de Corti que se encuentra dentro de la céclea. En color rojo se marca la flecha
que indica la parte neural del sistema auditivo (fibras aferentes nerviosas) mientras que en verde se indican algu-
nos componentes del epitelio sensorial (células ciliadas y células de soporte). Aquellos pacientes con variantes
de secuencia identificadas en genes que se expresan en el epitelio sensorial del oido interno (verde), adquiriran
mejores capacidades auditivas comparados con aquellos que posean mutaciones en genes que alteren la funcio-
nalidad de la parte neural (rojo); sugiriendo por lo tanto que la identificacién del antecedente genético facilita la
prediccion de la performance post-implante. Imagen editada de (Usami et al., 2020).
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gicas del implante, ya que se consi-
dera que puede proveer informacién
prondstica y permitiria dimensio-
nar las expectativas al tratamiento
en forma mas realista y cuantifica-
ble (Yan et al., 2013; Yoshida et al.,
2013).

B GENETICA + AMBIENTE. LOS
ANTIBIOTICOS Y LA SORDERA:

Se ha establecido que determi-
nadas mutaciones en el ADN mito-
condrial sensibilizarian a las células
del oido interno a la toxicidad por
aminoglucésidos, utilizadas en el
tratamiento contra bacilos gram ne-
gativos (como la gentamicina). La
hipoacusia es generalmente bilate-
ral y severa-profunda, con un inicio
dentro de los dias a semanas luego
de la administracién adn en una
sola dosis y en rangos terapéuticos
(Prezant et al., 1993; S. Usami et al.,
1997; S.-I. Usami & Nishio, 2004).
Estas drogas generarian la destruc-
cién de las células ciliadas del oido
interno y de neuronas de esa region,
con la consecuente pérdida perma-
nente de la audicién. La presencia
de determinadas mutaciones serian
altamente predictivas de riesgo de
hipoacusia adquirida post trata-
miento antibidtico. En particular las
mutaciones m.A1555G, m.C1494T
y m.961delT+C(n) en el gene MT-
RNR1 son los primeros blancos
de estudio al analizar la hipersen-
sibilidad a aminoglucésidos, que
conlleva a la pérdida auditiva. Por
ejemplo, la presencia de la variante
m.A1555G produce una modifica-
cion en el 12 rRNA (acido ribonu-
cleico), haciendo que su estructura
sea muy similar a la regién blanco
de E. coli (bacteria muy comin) 16S
rRNA, y por lo tanto blanco vulnera-
ble de estos antibidticos (Guaran et
al., 2013; Wu et al., 2018).

Por otro lado, ya que el trata-
miento con inyecciones de gentami-
cina trans-timpdnica es una opcién

importante para aliviar la sintoma-
tologia de pacientes con vértigo, el
estudio genético de susceptibilidad
a la ototoxicidad se realiza en for-
ma previa a realizar el tratamiento,
como forma de disminuir el riesgo a
perder la audicion.

B HIPOACUSIA SINDROMICA:

Las hipoacusias sindrémicas dan
cuenta del 30% de los casos, con
mas de 400 sindromes descriptos.
En las formas sindromicas, la hi-

poacusia es acompanada por signos
clinicos adicionales en otros 6rga-
nos, los mas frecuentes involucran
la visién, rifones, sistema nervioso,
musculo-esquelético, pigmentacion,
tiroides, etc. (Parker et al., 2015; To-
riello & Smith, 2013). Los mas fre-
cuentes son de herencia autosémica
recesiva, aunque existen de todos
los tipos de herencia, severidades y
tipos. Entre las formas dominantes,
los mas frecuentes son el sindrome
de Waardenburg (WS) y el Braquio-
oto-renal (BOR); entre las formas re-
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Figura 4: Algoritmo de estudio para individuos que presentan pérdida au-
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cesivas el Sindrome de Pendred, el
Jervell-lange-Nielsen y Stickler. En
muchas de estas formas se conoce
el o los genes causales, por lo que
se analiza directamente los genes re-
lacionados. Sus caracteristicas gené-
ticas asociadas pueden encontrarse
en la base de datos OMIM (https://

WWW.0mim.org).

B ALGORITMO DE ESTUDIO EN
ARGENTINA: CON TANTOS GE-
NES DESCRIPTOS, ;POR DONDE
EMPIEZO?

Para decidir si estudiar unos po-
cos genes o elegir una técnica de
secuenciacion masiva, se tiene en
cuenta y evaltda la frecuencia de
apariciéon de mutaciones en cada
gen, las caracteristicas clinicas del
paciente y el tiempo y costo del es-
tudio.

Por este motivo, hemos disefiado
un algoritmo de estudio secuencial
(Figura 4) que establece:

1) el estudio de los genes GJB2 y
GJB6 como primer test genético
a todos los pacientes que acu-

~

~

s

~

den al laboratorio (buscando no
s6lo las mutaciones frecuentes,
sino también analizando exones
no codificantes vy sitios de corte
y empalme criticos para la ma-
duracion de la expresion de los
genes).

analizar los genes relacionados
con neuropatia en pacientes a
ser implantados (como OTOF y
PJVK), y el gen mitocondrial MT-
RNR1 en pacientes que sufrieron
internaciones y pudieran haber
recibido antibiéticos ototéxicos.

estudiar las grandes deleciones
en el gen STRC (especialmente si
el paciente presenta hipoacusia
moderada).

secuenciacién exémica comple-
ta para estudiar todos los genes
relacionados con la hipoacusia.

en caso de que paciente presen-
tara signos y sintomas compa-
tibles con un determinado sin-
drome, se estudiardn los genes
blanco para cada caso.

Siguiendo este algoritmo diag-
néstico hemos estudiado en el la-
boratorio mds de 600 pacientes con
distintas formas de hipoacusia y se
ha probado su eficacia costo-bene-
ficio.

B ALGUNOS RESULTADOS DE
NUESTRO LABORATORIO:

Un total de 600 pacientes con
hipoacusia no sindrémica se remi-
tieron al Laboratorio de Fisiologia
y Genética de la Audicion en el IN-
GEBI / CONICET. Siguiendo nuestro
algoritmo de estudio, comenzamos
analizando los genes GJB2 y GJB6
mediante  PCR-Secuenciacién vy
PCR-GARP (técnicas de analisis de ge-
nes), respectivamente. Incluimos no
solo las mutaciones frecuentes, sino
también otras zonas no codificantes
y sitios de corte y empalme (como
ya mencionamos). De los pacientes
testeados, se diagnosticaron el 36%
de los casos familiares (con antece-
dentes de hipoacusia en la familia)
y el 15.5% de los casos esporadi-
cos (sin antecedentes) (Figura 5A).
Encontramos también mutaciones
nuevas, y probamos con experimen-
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Figura 5: Algunos resultados de nuestro laboratorio. A: Screening de variantes genéticas frecuentes en los genes
GJB2 y GJB6. B:En aquellos pacientes en donde ambas mutaciones en el gen G/B2 eran truncantes (T/T) se obser-
vé mayormente un fenotipo mas severo y profundo. En los pacientes con dos mutaciones no truncantes (NT/NT)
los fenotipos fueron mas moderados.
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tos en células que estas mutaciones
nuevas eran realmente patolégicas.
Una descripcion detallada de los ge-
notipos (o sea la variante genética)
detectados, su relacion con el feno-
tipo (es la caracteristica asociada a
la variante genética) asi como tam-
bién la interpretacion rigurosa de las
variantes genéticas identificadas en
ambos genes se puede encontrar en
nuestras publicaciones (Buonfiglio et
al., 2020; Dalamon et al., 2016; Da-
lamén et al., 2010, 2013). Por otro
lado, pudimos establecer que aque-
llos pacientes en donde ambas mu-
taciones en el gen GJB2 eran trun-
cantes (es decir que hacian perder
parte de la proteina o generaban que
el gen no pueda expresarse), se rela-
cionaban con fenotipos mucho mas
severos (el 83% de los pacientes te-
nian hipoacusia profunda); mientras
que cuando los pacientes tenian dos
mutaciones no-truncantes (cambio

un aminoacido por otro) el grado de
sordera era mayormente moderado
(Figura 5B).

Al analizar todos los genes re-
portados para hipoacusia mediante
secuenciacion exomica completa,
se detectaron las variantes genéticas
causales de patologia en el 53% de
los individuos estudiados, confir-
mando su diagnéstico clinico, sien-
do los casos familiares y sindromi-
cos aquellos con mayores tasas de
éxito de diagndstico genético.

Es interesante mencionar, que en
aquellos pacientes que exhibian for-
mas no sindrémicas de la patologia
(es decir que al momento del estu-
dio sélo tenian hipoacusia), el 18%
de los mismos presentaron variantes
genéticas patogénicas en genes rela-
cionados con el Sindrome de Usher
(Hipoacusia + Retinitis Pigmento-

sa). Es decir que, sorpresivamente,
permitieron redefinir el diagndsti-
co clinico del paciente y por con-
siguiente, el seguimiento clinico y
asesoramiento genético. Se muestra
en la (Figura 6A) un caso esporadico
de hipoacusia, en donde se analiz6
por secuenciacién exémica, a una
paciente que presentaba sélo hi-
poacusia congénita. Se identificaron
dos variantes genéticas patogénicas
conocidas en el gen CDH23. La pa-
ciente debe entonces recibir aseso-
ramiento genético y clinico, ya que
se presume desarrollard alteraciones
visuales y probablemente ceguera
en los préximos anos. Se analizé a
su hermano, quien resulta portador
de una de las mutaciones, por lo
tanto, se lo asesora sobre el riesgo
de transmision.

Por otra parte, en una familia con
hipoacusia no sindrémica, luego de

.
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Figura 6: Arbol genealégico y segregacion de variantes. A. En una familia con hipoacusia no sindrémica, se iden-
tificaron dos variantes patogénicas conocidas en un gen relacionado con una forma sindrémica de la patologia
(Sindrome de Usher: Hipoacusia + Retinitis pigmentosa) redefiniendo el diagnéstico clinico. Se establecié al
hermano como portador de una variante. B. En color gris se sefialan aquellos miembros de la familia que pre-
sentan hipoacusia postlingual no sindrémica. Se identificaron 3 posibles variantes genéticas en distintos genes
y mediante la segregacion, fue posible establecer que sélo la variante representada por la estrella color violeta
se encontraba presente en todos los afectados de la familia (y ausente en los sanos). Por el contrario, la falta de
correlaciéon de las variantes representadas con la estrella celeste y estrella roja, permitieron descartarlas como
relacionadas con el desarrollo de la patologia.
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realizar el estudio de secuenciacién
exdémica, se identificaron 3 variantes
genéticas que resultaron candidatas
a ser la causa de la patologia en la
familia. Sin embargo, una de ellas
(COL2AT) fue descartada al estar re-
lacionada con el sindrome de Stic-
kler, que no concordaba con el fe-
notipo no sindrémico de la familia.
En este caso, fue posible establecer
cudl de las otras dos variantes era la
causa de la patologia en cuestion, al
realizar la segregacion en los demas
miembros de la familia. Al contar
con el grupo familiar, fue posible
establecer cual de las variantes era
compartida por todos los afectados
(como se puede ver en la (Figura
6B), todos los afectados compartian
la variante para el gen MYO6,; mien-
tras que para la variante en el gen
MITF, varios sanos de la familia re-
sultaban portadores pero no estaba
en los afectados, permitiendo por lo
tanto descartarla).

B COMENTARIOS FINALES:

La hipoacusia hereditaria es una
condicién compleja debido al gran
nimero de genes implicados y la
variabilidad de expresién del feno-
tipo. Sin embargo, el algoritmo de
estudio genético resulta beneficioso
para identificar las causas genéticas
de hipoacusia en nuestra poblacion.
Este abordaje genético secuencial
resulté en una buena relacién costo-
beneficio. Realizar los test en labora-
torios especializados en genética de
la audicién es altamente recomen-
dado ya que, los mismos poseeran
la capacidad de evaluar con mayor
criterio y rigurosidad los resultados
obtenidos y tendran establecidos
algoritmos diagnosticos especificos
para cada uno de los genes a ana-
lizar, derivando en mayor precision
y certeza de la interpretacion de las
variantes genéticas detectadas (Com-
mittee & ACMG Working Group on
Update of Genetics Evaluation Gui-
delines for the Etiologic Diagnosis

of Congenital Hearing Loss; for the
Professional Practice and Guideli-
nes Committee, 2014; Shearer et al.,
2011). El trabajo interdisciplinario
entre el médico otorrinolaring6logo,
las fonoaudidlogas, el médico ge-
netista y el laboratorio de biologia
molecular es una pieza fundamental
para alcanzar una correcta correla-
cién genotipo/fenotipo y en conse-
cuencia, un adecuado asesoramien-
to tanto clinico como genético para
el paciente.

B GLOSARIO

Hipoacusia: Se denomina sordera o
hipoacusia al déficit funcional que
ocurre cuando una persona pier-
de capacidad auditiva en menor o
mayor grado. Puede presentarse en
forma unilateral, cuando afecta a un
solo oido, o bilateral, cuando afecta
ambos ofdos. El umbral considerado
normal es 0 a 20 dB.

Audicién: es un proceso en el que las
ondas sonoras se convierten en se-
fales eléctricas, que luego el nervio
auditivo envia del oido al cerebro.
La capacidad de oir depende del co-
rrecto funcionamiento de la estruc-
tura del oido, del nervio auditivo y
del area del cerebro encargada de
recibir e interpretar los sonidos.

Céclea: Es una estructura en forma
de tubo espiralado situado en el oido
interno y que contiene al Organo de
Corti, el cual es el érgano receptor
de la audicién.

OEAS: Estudio de otoemisiones
acusticas, que permite detectar tem-
pranamente la pérdida auditiva en
neonatos, evaluando el funciona-
miento de unas células denomina-
das “células ciliadas externas” que
se encuentran en la céclea dentro
del oido interno.

Neuropatia auditiva: Es un trastorno
de la audicion en el cual el oido in-

terno puede detectar el sonido pero
no puede transmitirse hacia el siste-
ma nervioso central.

Otitis media secretora: Es una alte-
racién en la cual se acumula liquido
en el oido medio.

Otoesclerosis: Es una afectacion
6sea que causa la fijacion de los
huesecillos localizados en el oido
medio resultando en una pérdida
auditiva.
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ANALISIS DE UNA COHORTE
ARGENTINA AFECTADA
CON DISTROFIA MUSCULAR
MEDIANTE SECUENCIACION
DE EXOMA COMPLETO

Palabras clave: Distrofia muscular, Distrofinopatias, Secuenciacién de Exoma Completo, Duchenne.
Key words: Muscular dystrophy, Dystrophinopathies, Whole Exome Sequencing, Duchenne.

Las distrofias musculares son patologias hereditarias que ocasionan . Micaela Carcione,'? Leonela
debilidad y degeneraciéon progresiva del musculo esquelético. !

Dentro de ellas se destaca un subgrupo por su alta frecuencia, las Luce,” Chiara Mazzant|r1'2 y
Distrofinopatias, causadas por alteraciones en el gen DMD. Dado que Florencia Gilibert0’1r2*

los sintomas clinicos de estas patologias se superponen, dificultando

el diagnéstico diferencial, es de suma importancia realizar estudios 'Universidad de Buenos Aires; Facultad de Farma-
moleculares para poder diferenciar el tipo de distrofia muscular cia y Bioquimica; C4tedra de Genética. Buenos
y asi establecer el estindar de cuidado adecuado. Ademas, como Aires, Argentina.
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alteracién molecular del paciente. A su vez, es de gran importancia (INIGEM). Buenos Aires, Argentina.

académico-cientifica el estudiar y caracterizar las variantes de
secuencia halladas hasta el momento en el gen DMD con el fin de
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contribuir con el entendimiento de las bases genético-moleculares de

estas patologias. Por un lado, se analizé una cohorte de 154 pacientes con distrofia muscular confirmandose el diagnéstico
de Distrofinopatia en el 77% de ellos y de otras distrofias musculares en el 11% de los mismos, alcanzando una tasa de
deteccién del 88%. Por otro lado, se analizaron unas 3.060 variantes de secuencia provenientes de la base de datos LOVD no
detectandose hotspots (zona del gen propensa a sufrir alteraciones) del gen, y también se realizé un estudio de desequilibrio
de ligamiento (estudio de alta complejidad para detectar la naturaleza hereditaria de una enfermedad, “linkage” en inglés)
detectando 4 haplotipos co-segregantes en nuestra poblacion. Finalmente, nuestro trabajo contribuye con la caracterizacion
de la poblacién argentina afectada con Distrofinopatias y conduce a una mayor comprension de las alteraciones pequeias
que tienen lugar en el gen DMD.

Muscular Dystrophies (MD) are a group of inherited diseases that cause weakness and progressive degeneration of muscle
tissue. Among them, Dystrophinopathies are the most prevalent type of MD and are caused by mutations in the DMD
gene. However, the clinical symptoms of these pathologies overlap, hindering differential diagnosis, which is of paramount
importance to establish the standard of care. Therefore, it is essential to carry out molecular studies to be able to differentiate
between each type of MD. As mutation-dependent protocols are being implemented, the patient’s molecular alteration
must be characterized. Moreover, it is of great academic-scientific importance to study and characterize sequence variants
found in the DMD gene in order to contribute to the understanding of the genetic/molecular basis of these pathologies. On
one hand, a cohort of 154 patients with MD were analyzed, corroborating Dystrophinopathy diagnosis in 77 % of them and
other MDs in 11%, reaching a detection rate of 88%. On the other hand, 3.060 sequence variants from the LOVD database
were analyzed, not detecting hotspots in the DMD gene. Also, a linkage disequilibrium study was carried out, detecting
4 cosegregating haplotypes in our cohort. Finally, our work contributes to the characterization of a Dystrophinopathy
argentine population and leads to a better understanding of the small alterations that take place in the DMD gene.

B DISTROFIAS MUSCULARES

tologias hereditarias que ocasionan este término, se incluye un grupo de
debilidad y degeneracién progre- desérdenes con una amplia hetero-
Las distrofias musculares son pa- siva del musculo esquelético. Bajo geneidad clinica, genética y bioqui-
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mica (Mercuri et al., 2013). Histori-
camente, las distrofias musculares
eran clasificadas en base a los ha-
llazgos clinicos. Sin embargo, el nd-
mero y la diversidad de enfermeda-
des que afectan al mdsculo exceden
a la variedad de signos y sintomas
con los cuales se presentan. Recién
durante las dltimas 2 décadas, gra-
cias al descubrimiento de las bases
genéticas de las formas mas comu-
nes de distrofia, se ha podido mejo-
rar la categorizacion de los cuadros
clinicos. Fue gracias al avance en
la comprension de los mecanismos
fisiolégicos y moleculares subya-
centes a las distrofias musculares
que se logré el establecimiento de
consensos internacionales para el
manejo clinico y diagnéstico de las
mismas, el desarrollo de nuevas es-
trategias terapéuticas y la mejora en
los estandares de cuidado de los pa-
cientes.

B DISTROFINOPATIAS: DISTRO-
FIA MUSCULAR DE DUCHENNE
(DMD) Y DISTROFIA MUSCULAR
DE BECKER (DMB)

Las distrofias musculares mas
frecuentes son las Distrofinopatias.
Estas son enfermedades de heren-
cia recesiva ligada al cromosoma X
y monogénicas, es decir, originadas
por variantes genéticas en un gen en
particular, en este caso el gen DMD
(Xp21.2; OMIM #300377). Debido
a la presencia de alteraciones mo-
leculares, el gen no puede producir
una proteina funcional llamada dis-
trofina. Ademas, estos cuadros clini-
cos presentan un modo de herencia
recesiva ligada al cromosoma X, lo
cual significa que los hombres con
alteraciones en este gen padeceran
la enfermedad, ya que ellos poseen
un unico cromosoma X, siendo la
ausencia o produccién inadecuada
de proteina la responsable de los
trastornos musculares. En cambio,
las mujeres seran portadoras asin-
tomaticas en su gran mayoria. Esto

ocurre porque poseen dos cromo-
somas X y con que uno de ellos no
esté alterado, la cantidad de protei-
na que se produce es suficiente para
no generar distrofia muscular.

DMD es una patologia muscular
severa producida por la ausencia
de la proteina codificada por el gen
DMD, la distrofina, y afecta a 1 de
3.500-5.000 varones nacidos vivos
(Muller et al., 1994; Guiraud et al.,
2015). Se caracteriza por degene-
racion progresiva de las fibras mus-
culares, con niveles elevados de las
enzimas creatina-fosfoquinasa (CPK)
y lactato deshidrogenasa (LDH)
(Emery, 1977). Los sintomas comien-
zan a evidenciarse a edades muy
tempranas, observandose un retar-
do en la adquisicion de la marcha,
caidas frecuentes, pseudohipertrofia
gemelar y dificultades tanto para co-
rrer como para levantarse del piso y
subir escaleras. En la adolescencia,
los pacientes pierden la capacidad
de caminar, lo cual suele conllevar
al desarrollo de escoliosis e incluso
grandes contracturas musculares.
Esta enfermedad conduce a fallas
cardiacas y/o respiratorias que, pese
al tratamiento con corticoides, con-
llevan al fallecimiento en edades
tempranas (Ryder et al., 2017). Por
otro lado, DMB posee una sintoma-
tologia similar a la DMD pero de
progresion mas lenta. La incidencia
de l[a DMB es 1 de 18.000 - 20.000
ninos nacidos con vida (Helderman-
van den Enden et al., 2013). En este
caso, el mdsculo expresa a la protei-
na distrofina, pero la misma puede
ser menos funcional o puede encon-
trarse en niveles mds bajos, aunque
su funcionalidad sea normal (Blyth
et al., 1958).

Ahora bien, ;c6mo se realiza el
diagndstico de estas enfermedades?
En principio, se conoce que las al-
teraciones moleculares responsables
de DMD/DMB son grandes delecio-
nes (pérdida de al menos 1 exén del

gen) en el ~68% de los casos, gran-
des duplicaciones (ganancia de al
menos 1 exén del gen) en el ~11%
y alteraciones pequefias en el ~20%
restante (Aartsma-Rus et al., 2016).
Las alteraciones moleculares del gen
DMD de menor frecuencia son las
variantes intrénicas profundas y/o
variantes en secuencias regulatorias,
las cuales acontecen en el ~1% de
los casos.

Sabiendo esto, el algoritmo mo-
lecular para la pesquisa de alteracio-
nes en el gen DMD comienza con
la bisqueda de grandes deleciones
y duplicaciones (Aartsma-Rus et al.,
2016). El método elegido por ex-
celencia es la técnica cuantitativa
denominada Amplificaciéon Mdl-
tiple de Sondas Ligadas o MLPA
(Schwartz et al., 2004). Esta técnica
permite determinar la dosis en la que
se encuentran todos los exones que
componen al gen DMD. En caso de
no hallarse una gran delecién o du-
plicacion, se debe continuar con la
busqueda de alteraciones pequenas
mediante la secuenciacién de los
exones y de los sitios consenso de
splicing. Esto generalmente se reali-
za mediante PCR-Secuenciacién de
Sanger, sin embargo, recientemente,
gracias a los avances en el campo de
la secuenciacién de préxima gene-
racion (NGS) y a la disminucién en
sus costos, la secuenciacion de exo-
ma completo se ha transformado en
una rapida, certera y costo-efectiva
alternativa diagnéstica. La secuen-
ciacion de exoma completo consta
del analisis de todas las secuencias
exobnicas, lo cual corresponde a se-
cuenciar el 1,5-2% del genoma hu-
mano. Se estima que en el 85% de
los casos las alteraciones causantes
de patologia se localizan en exones,
por lo que esta técnica posee una
alta expectativa de éxito.

Entonces, teniendo en cuenta
los dos cuadros de Distrofinopatia y
sabiendo que el algoritmo diagnds-
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tico molecular es el mismo, se debe
conocer la existencia de la llamada
“Teoria del Corrimiento del Marco
de Lectura”. Esta teoria demuestra
una correlacién entre el fenotipo vy
la alteracion molecular del pacien-
te, cumpliéndose en el ~92% de los
casos (Monaco et al., 1988). ;Qué es
lo que postula dicha teoria? Que al-
teraciones que producen corrimien-
to en el marco de lectura conllevan
a una terminacion prematura de la
traduccion y, por ende, a una pro-
tefna trunca no funcional que serd
degradada. ;Qué significa que una
alteracién produzca un corrimiento
en el marco de lectura? Significa que
la alteracion estarda provocando una
pérdida o ganancia de material ge-
nético de manera tal que se alterara
la forma en la que el ribosoma lee la
informacién codificada en el ADN
para luego traducirla a proteina. De
esta manera, no sélo la proteina ge-
nerada serd sumamente distinta a la
proteina wild-type, sino que ademas
tendra un codon de terminacion pre-
maturo de la traduccién. Todo esto
provocara que dicha proteina sea
degradada por la maquinaria celu-
lar. Volviendo a las distrofinopatias y
siguiendo lo postulado por esta teo-
ria, alteraciones que produzcan un
corrimiento en el marco de lectura y
por lo tanto conlleven a la ausencia
de distrofina produciran un fenotipo
grave, es decir DMD. En cambio,
variantes que no alteran el mar-
co de lectura pueden generar una
distrofina de distinto tamafo, pero
parcialmente funcional que escapa-
ra a la degradacién. Finalmente, la
disminucion en la funcionalidad de
la distrofina resultante producird un
fenotipo leve o DMB.

;Por qué es sumamente impor-
tante el diagnéstico molecular en
pacientes con sospecha de Distrofi-
nopatia? Actualmente, alrededor de
200 protocolos terapéuticos distin-
tos se encuentran bajo desarrollo,
validacion o ensayos clinicos para

las Distrofinopatias. Entre ellas, ha
sido condicionalmente aprobada
por la Agencia Europea de Medica-
mentos (EMA) la terapia de evasion
del codon de terminacion prematu-
ro de la traducciéon [Ataluren, PTC
Therapeutics], ya en uso en nuestro
pais (Haas et al., 2015). Dicha tera-
pia aplica al 10% de los pacientes
con Distrofinopatia que poseen al-
teraciones de tipo nonsense (Bushby
et al., 2014). ;Qué es una alteracion
de tipo nonsense? Es una alteracién
pequefia donde se produce un cam-
bio de un nucleétido por otro, que
convierte al codon implicado en
uno de terminacion prematura de la
traduccion. Esta alteracion generara
una proteina trunca, no funcional y
de menor tamano que serd degrada-
da. Volviendo a la terapia de Atalu-
ren, ésta permite sintetizar una pro-
teina completa al evadir el codén de
terminacién prematuro de la traduc-
cién, mediante la incorporacién de
un aminoacido en su lugar. Como
gran parte de estas terapias tienden a
corregir la alteracion molecular par-
ticular de cada paciente, resulta de
suma importancia que cada afecta-
do tenga caracterizada su alteracion
de forma precisa, de modo de poder
establecer el protocolo que mejor se
le adecte.

B COHORTE ARGENTINA AFEC-
TADA CON DISTROFINOPATIA
ANALIZADA POR SECUENCIA-
CION DE EXOMA COMPLETO

Partiendo de una cohorte de 154
pacientes varones con sintomatolo-
gia compatible con Distrofinopatia,
se identific6 mediante secuencia-
cién de exoma completo la altera-
cién molecular causante de patolo-
giaen 118 de ellos. En cuanto al tipo
de alteracién molecular identifica-
da, se hallaron alteraciones de tipo
nonsense (sin sentido), frameshift
(cambio de marco de lectura), de
splicing (de corte y empalme), mis-
sense (sentido cambiado), in-frame

(en marco de lectura) y sinbnimas.
Dichos hallazgos permitieron con-
firmar el diagnéstico clinico presun-
tivo de Distrofinopatia, determinar
los estandares de cuidado adecua-
dos para cada paciente y seleccio-
nar candidatos que apliquen a los
protocolos mutacién-dependiente.
Entre los pacientes estudiados (to-
tal son 154 pacientes), se determiné
que 52 de ellos aplicarian para la te-
rapia de Ataluren.

Recordando la teoria del marco
de lectura, ésta fue empleada para
determinar el fenotipo esperado en
38 de los pacientes, los cuales eran
portadores de alteraciones de tipo
frameshift o in-frame. El fenotipo
esperado y observado coincidié en
todos los casos, salvo por 4 pacien-
tes. De estos 4 pacientes, 2 presen-
taban un fenotipo mas grave (DMD)
y variantes sin corrimiento del mar-
co, mientras que los dos restantes
presentaban un fenotipo mds leve
(DMB) y variantes con corrimiento
del marco. Las discrepancias obser-
vadas en estos ultimos dos pacientes
podrian explicarse por la ocurrencia
de un salteo fisiologico de los exo-
nes que portan la alteracién, puesto
que si estos fueran removidos del
ARN mensajero (ARNm) el marco se
restituiria. No obstante, estas hipote-
sis deben ser validadas mediante el
analisis del ARNm.

En un paciente con fenotipo gra-
ve (DMD) se encontré una variante
que produce la delecién de un co-
dén (c.10101_10103del) que no
provoca corrimiento en el marco de
lectura. En ese momento, la misma
habia sido reportada en la base de
datos Leiden Open Variation Data-
base (LOVD) en 5 varones afectados
clasificada como de significado in-
cierto. ;Qué se puede hacer en un
caso asi? En el caso de contar con
muestras de la familia, se puede lIle-
var a cabo un estudio de segrega-
cion de la variante con el fin de vali-
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dar su efecto deletéreo. En este caso,
al contar con muestras se realiz6 la
segregacion (Figura 1) y se pudo de-
tectar la alteracion molecular en 3

mujeres portadoras obligadas, mien-
tras que no se detect6 en los varones
sanos. Mds ailn, un pequefo nifo
que sélo presentaba caidas frecuen-

Del | AGA
Del | AGA
Del | AGA AGA | AGA Del | AGA
Del AGA AGA AGA Del

Figura 1: Segregacién intrafamiliar de la variante c.10101_10103del. Los
circulos representan a las mujeres y los cuadrados a los varones. Una linea
diagonal que atraviesa a la figura indica que el individuo ha fallecido. Los
cuadrados pintados de negro representan a los individuos enfermos y los
circulos con un punto a las mujeres portadoras obligadas. Del en rojo:
delecién de 3 bases. AGA: alelo wild-type. Las mujeres poseen dos copias
del cromosoma X, por eso presentan dos alelos.

tes pudo ser diagnosticado tempra-
namente y su madre pudo ser clasifi-
cada como portadora obligada.

Ahora, ;qué se podria hacer si
no se cuenta con muestras de la
familia? En ese caso, se puede rea-
lizar un analisis bioinformatico de
la variante hallada para validar su
efecto deletéreo. En la figura 2 se
puede observar que el aminoacido
que se pierde como consecuencia
de la alteracion hallada se encuen-
tra altamente conservado. A su vez,
en dicha figura se puede observar el
modelado molecular de la proteina
resultante y como dicha proteina se
ve alterada al compararla con la pro-
teina original, llamada wild-type.

Como esta variante no provoca
un corrimiento en el marco de lec-
tura, se debe analizar que dominios
se ven afectados para poder corre-
lacionar la misma con el fenotipo
observado (DMD). Finalmente, se
pudo observar que esta delecién
afecta los dominios ricos en cisteina
y C-terminal de la proteina, espe-
cialmente el sitio de unién a distro-
glicanos, por lo que el aminoéacido
implicado en la delecién debe tener
un fuerte impacto en la funcion de la
proteina provocando asi un fenotipo
mas grave al esperado.

YPMVEYCTPTTSG
YPMVEYCTPTTS(
YPMVEYCTPTTSH
YPMVEYCTPTTS
YPMVEYCTPTTSGE
YPMVEYCTPTTSCE
YRLSPFQTRTTSGE
YPMVEYCTPTTSG
YPMVEYC TPVSHIK

PVRDF ACVLKNK
PVRDF AXVLKNK
PVRDF AKVLKNK
PVRDF AKVLKNK
PVRDF AKVLKNK
DVRDF AXVLKNK
DVROF AKVLKNK
VRDF AKVLKNK
RHKDAAS TMLHS

KK )

YPMVEYCTPTTSCE
YPMVEYCTPTTSGE

PVRDF AKVLKNK
PVRDF AKVLKNK

i b ot

Proteina

Wild-type

Proteina

Figura 2: Andlisis bioinformatico de la variante c.10101_10103del.(A) Conservacion del aminoacido implicado
en la delecion entre especies y su importancia relativa en la estructura de la proteina. (B) Modelado molecular de
la proteina tanto wild-type como alterada.
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Continuando con los resultados
de la secuenciacion de exoma com-
pleto, en 36 pacientes no pudo iden-
tificarse la alteracién causante de la
patologia. Ahora bien, ;qué se pue-
de hacer en estos casos? Para descar-
tar la posibilidad de haber filtrado la
alteracién patogénica y confirmar
el correcto procesamiento de todos
los exones del gen DMD, los datos
crudos fueron analizados mediante
el programa Integrative Genomics
Viewer (IGV), pero dicho trabajo no
arroj6 nuevos resultados y todos los
exones demostraron ser correcta-
mente leidos. Puesto que muchos de
estos pacientes cuentan con biopsia
e inmunohistoquimica compatible
con Distrofinopatia, se cree que po-
drian portar alteraciones en zonas
regulatorias o intrénicas profundas

que no son detectadas por esta me-
todologia. ;Qué significa que la in-
munohistoquimica sea compatible
con Distrofinopatia? Significa que
se estd evidenciando una ausencia o
disminucion de la proteina distrofi-
na en la biopsia de mdsculo esque-
[ético del paciente.

sSon las Distrofinopatias los ni-
cos cuadros de distrofias muscula-
res? No, en verdad no son las Unicas,
aunque son las mas frecuentes. Si
bien la ausencia y/o disminucién de
la distrofina en el estudio de inmu-
nohistoquimica es frecuentemente
considerado como confirmacion del
diagnéstico de Distrofinopatia, debe
tenerse en cuenta que puede tam-
bién ser consecuencia secundaria
por alteraciones en otros genes aso-

ciados a cuadros de distrofia mus-
cular (Yamamoto et al., 2008; Barre-
si, 2011). Entonces, ;qué se podria
hacer para lograr diagnosticar a los
pacientes sin alteracion hallada en
el gen DMD? En principio, se debe
ampliar la busqueda de variantes a
todos los genes asociados al desa-
rrollo de distrofia muscular. Se llevé
esto acabo para los 36 pacientes sin
alteracion hallada y se logré identifi-
car en 17 de ellos alteraciones pato-
génicas en otros genes. Esto permitié
aumentar la tasa de deteccion de la
secuenciacion de exoma completo
de un 77% a un 88%. A su vez, es
importante destacar el hecho de que
varios de los pacientes con biopsia
compatible con Distrofinopatia y sin
alteraciones en el gen DMD, pre-
sentaron alteraciones moleculares
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Figura 3: Andlisis de las variantes puntuales en el gen DMD reportadas en LOVD. (A) Distribucién de las variantes
de secuencia exonicas, clasificadas en base al tipo de alteracion. Verde: delecion-inserciones (indels); Naranja:
deleciones; Violeta: inserciones; Azul: sustituciones; Gris: duplicaciones. (B) Distribucion de las variantes de
secuencia ubicadas en sitios consenso de splicing. Rojo: alteraciones en sitios dadores; Verde: alteraciones en
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en otros genes. ;Por qué sucede que
pacientes con sospecha de Distrofi-
nopatia en realidad cursan la enfer-
medad de otra distrofia muscular?
Esto sucede porque los sintomas
clinicos de las Distrofinopatias y de
otros tipos de distrofia muscular se
solapan, dificultando el diagnéstico
clinico. Por ello, es de suma impor-
tancia contar con un diagndstico
molecular que permita confirmar la
sospecha clinica y asi poder estable-
cer los estandares de cuidado apro-
piados para cada paciente.

B CARACTERIZACION DE VA-
RIANTES PEQUENAS EN EL GEN
DMD

Con este objetivo, se llevé a cabo
un analisis de las pequefas variantes
de secuencia reportadas en la base
de datos LOVD, dado el limitado nu-
mero de alteraciones puntuales de-
tectadas hasta el momento en nues-
tra poblacién. Para ello, se analizé
la frecuencia, la clase de alteracion
(sustitucion, delecidn, insercion, du-
plicacion y delecion-insercion) y la
localizacion de la misma (variantes
exonicas o variantes localizadas en
sitios consenso de splicing).

La pdgina conté con un total de
3.060 reportes de alteraciones loca-
lizadas en regiones exoénicas, entre
las cuales se incluyen variantes de
efecto patogénico confirmado, de
probable efecto patogénico y varian-
tes sin patogenicidad concluyente.
El 70,6% (2.159/3.060) de las va-
riantes correspondieron a sustitu-
ciones, le siguieron las deleciones
(20,2%; 618/3.060) y las duplica-
ciones (6,6%; 203/3.060). Tanto las
inserciones como las delecién-in-
serciones presentaron las menores
frecuencias, sumando entre ambas
el 2,6% restante (Figura 3A). Dicha
relacion en las frecuencias coincide
con la observada para las alteracio-
nes patogénicas exonicas identifi-
cadas en los varones afectados de

nuestra cohorte, donde se hall6 que
el 66,1% de las variantes fueron
sustituciones, 21,2% deleciones,
10,2% duplicaciones y 2,5% inser-
ciones y delecion-inserciones.

;Qué es un hotspot de altera-
ciones moleculares? Es la region
del gen que es mds propensa a su-
frir eventos mutagénicos. Al anali-
zar todas las variantes reportadas
en LOVD, si bien no se evidencian
hotspots de alteraciones puntuales
en el gen DMD, se pueden destacar
algunos exones debido a la ausencia
o baja cantidad de eventos mutagé-
nicos (exones: 50, 72, 73, 77, 78 y
79) (Figura 3A). Al contrario, tam-
bién se pueden sefialar exones con
una elevada cantidad de variantes
de secuencia (exones: 6, 20, 21, 23,
37, 48, 59 y 70). En particular, los
exones 59y 70 presentaron la mayor
cantidad de variantes de secuencia
(124/3.060 cada uno). El hallazgo
realizado para el exé6n 70, apoya los
resultados obtenidos en nuestra co-
horte.

En cuanto a las alteraciones que
afectan los sitios de splicing, la base
de datos cont6 con un total de 374
reportes de sustituciones. Otras cla-
ses de alteraciones en estos sitios
presentaban frecuencias desprecia-
bles, por lo que no fueron inclui-
das en el andlisis. El 65,5% de las
alteraciones afect6 el sitio dador del
proceso de splicing (Figura 3B). En
cambio, el 34,5% restante se debie-
ron a variantes en el sitio aceptor
del splicing. En nuestra cohorte s6lo
se identificaron 25 variantes de se-
cuencia que afectan el splicing, y las
mismas no cumplen con el patrén
evidenciado en la base de datos. El
44% de las variantes se localizaron
en sitios dadores, mientras que el
56% corresponde a sitios aceptores.

Al igual que para las variantes
exonicas, se pueden destacar intro-
nes que no presentaron alteraciones

en los sitios de splicing (intrones: 23,
31, 35, 37, 39, 53, 72, 73, 74, 76,
77y 78) (Figura 3B). Por otro lado,
los intrones 1y 70 mostraron el ma-
yor niimero de eventos mutagéni-
cos. Finalmente, también se pueden
reconocer intrones que Unicamente
portaron alteraciones en sitios dado-
res (intrones: 14, 15, 16, 27, 29, 30,
34, 36, 41, 48, 51, 54, 59, 70y 71)
y otros que s6lo presentaron altera-
ciones en los aceptores (intrones: 4,
9,28, 38, 40, 42, 49, 57, 58, 59, 74
y 76).

Si bien el andlisis de la base de
datos LOVD no mostré existencia
de hotspots, indic6 que es poco pro-
bable para algunos exones vy sitios
consenso sufrir alteraciones molecu-
lares puntuales. Estos exones se en-
cuentran principalmente en el extre-
mo 3" del gen, excluyendo el exén
70 el cual fue uno de los mas afec-
tados por esta clase de alteraciones
(Figura 3). ;Por qué seria importante
conocer la existencia de hotspots
en el gen? Porque de esa manera, la
busqueda de la alteracién molecular
se podria comenzar por las regiones
del gen mas propensas a sufrir even-
tos mutagénicos.

B DESEQUILIBRIO DE LIGAMIEN-
TO

Para empezar, ;qué es el desequi-
librio de ligamiento? Se denomi-
na desequilibrio de ligamiento a la
asociacion no azarosa de los alelos
pertenecientes a 2 o mas loci. Dicho
desequilibrio explica por qué ciertas
combinaciones de alelos se obser-
van con mayor o menor frecuencia a
la esperada para la formacion al azar
de los haplotipos, considerando las
frecuencias alélicas de cada locus.
El nivel de desequilibrio entre loci
se encuentra influenciado por: la
distancia relativa entre ambos, even-
tos de seleccién natural, la tasa de
recombinacion, la tasa de mutacion,
deriva génica, ausencia de panmixia
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y la estructura poblacional (Chakra-
borty et al., 2011). ;Para qué sirve
un andlisis de desequilibrio de liga-
miento? El mismo sirve para conocer
la evolucion del genoma o, al me-
nos, una region de éste. Esto se debe
a que los eventos demogréficos,
como ser el cambio en el tamano
poblacional y la migracién, dan for-
ma a los patrones genémicos de des-
equilibrio de ligamiento (McVean,
2002; Zavattari et al., 2000).

Para la cohorte presentada an-
teriormente se analiz6 la presencia
de desequilibrio de ligamiento entre
las variantes de secuencia identi-
ficadas mediante la técnica de se-
cuenciacién de exoma completo.
Fueron excluidas del analisis las
alteraciones moleculares asigna-
das como causantes de patologia y
aquellas que sélo fueron halladas en
un anico individuo. Finalmente, se
tuvieron en cuenta 67 variantes de

secuencia. Se implementé el progra-
ma Haploview 3.2 para establecer si
los polimorfismos se encontraban en
equilibrio de Hardy-Weinberg, ana-
lizar la existencia de desequilibrio
de ligamiento e identificar haploti-
pos que estén cosegregando en la
poblacion analizada (Barrett et al.,
2005). Entonces, se identificaron
4 bloques de cosegregacion, 3 de
ellos conformados por 2 variantes
de secuencia y uno conformado por
4 variantes (Figura 4).

Con el fin de intentar establecer
el origen evolutivo de los bloques
hallados, se compararon los MAF
(Minor Allele Frequency) observados
en nuestra cohorte con los obteni-
dos por el consorcio 1000Genomas
para las poblaciones CLM (colom-
bianos de Medellin), PEL (peruanos
de Lima), TSI (italianos de la Tosca-
na) e IBS (ibéricos de Espana). Se
seleccionaron las mencionadas po-

blaciones de modo de analizar los
3 origenes evolutivos mas probables
para nuestra poblacién (amerindio,
italiana y espafola). Analizando la
Tabla 1, al comparar las frecuencias
de la poblacion argentina con las
mencionadas poblaciones se puede
llegar a distintas conclusiones segtin
el bloque que se analice. ;Qué pasa
con los bloques 1y 2? Estos tienden
a acercarse a la frecuencia de la po-
blacion europea, especificamente
el bloque 1 es mas similar a la po-
blacién espafiola. Y en el bloque 3,
;qué esta pasando? En este bloque
no se observa similitud alguna con
ninguna de las poblaciones selec-
cionadas. ;Y qué pasa con el bloque
4? Este bloque pareciera ser bastante
caracteristico de la poblacion latina.

;Qué se puede decir de todo
esto? Que la similitud entre los MAF
de nuestra poblacién con las pobla-
ciones IBS y TSI, senalaria que los
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Figura 4: Analisis empleando el programa Haploview de las variantes de secuencia identificadas mediante se-
cuenciacién de exoma completo. El diagrama de desequilibrio de ligamiento se generé en base al D”. Los distin-
tos colores del grafico dependen del valor de D"y del estadistico LOD: rojo intenso (D=1, LOD>2), rosa/rojo cla-
ro (D’<1, LOD=2), blanco (D’<1, LOD<2) y azul (D’=1, LOD<2). Los nimeros dentro de los tridngulos blancos
corresponden al valor D" dividido 100. Los tridngulos negros sefalan los bloques que conforman los haplotipos
identificados. En la esquina inferior derecha se detallan los haplotipos y sus frecuencias.
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Tabla 1:
Comparacion de los MAF para los loci involucrados en los bloques hallados.
Bloque 1 2 3 4
Variante | c9649+15T>C | c.9564-97¢>T | c1704+51T>C | c1635A>G | ¢.1483-110G>A | ¢.1483-123G>T | c.960+166T>C | c837G>A | c832-53c>T | cso2r>C
MAF CLM 0,159 0,159 0,069 0,076 0,476 0,476 0,069 0,131 0,069 0,069
MAF PEL 0,039 0,039 0,008 0,016 0,527 0,527 0,078 0,093 0,078 0,078
MAF IBS 0,113 0,113 0,138 0,138 0,588 0,588 0 0,006 0 0
MAF TSI 0,168 0,161 0,143 0,149 0,59 0,59 0 0,006 0 0
MAF argentino 0,068 0,126 0,087 0,097 0,117 0,107 0,058 0,087 0,058 0,058

bloques 1 y 2 se habrian adquirido
gracias a las sucesivas oleadas mi-
gratorias europeas, especialmente
espanolas e italianas, que han tenido
lugar durante la historia de nuestro
pais. Pero, la falta de similitud de los
bloques 3 y 4 con las poblaciones
europeas demostraria que los mis-
mos podrian provenir de los pueblos
originarios argentinos. Es importan-
te destacar que la comparacién de
los MAF podria no ser certera, en
primer lugar, porque nuestra pobla-
cién no se encuentra representada
en los consorcios internacionales de
secuenciacion. En segundo lugar, si
bien las poblaciones CML y PEL son
las mas cercanas geograficamente,
esto no necesariamente significa
que tienen que ser genéticamente
similares a la nuestra. ;Qué destaca
todo esto? La necesidad e importan-
cia de contar con consorcios de se-
cuenciacién para la caracterizacion
del genoma de cada pais o region.

B COMENTARIOS FINALES

Nuestro equipo fue pionero en el
uso de la técnica de secuenciacién
de exoma completo para la pesqui-
sa de alteraciones pequenas en el
gen DMD en la cohorte argentina
afectada con Distrofinopatias. Esta
metodologia demostré ser Gtil para
alcanzar el diagnéstico diferencial
entre las distintas distrofias muscu-
lares, determinar los estandares de
cuidado adecuados para cada pa-
ciente e identificar candidatos para
protocolos mutacién-dependiente.

Asimismo, se logré llevar a cabo
una caracterizacion de la diversi-
dad de variantes de secuencia en el
gen DMD en nuestra cohorte y en
pacientes con Distrofinopatia re-
portados en la base de datos LOVD.
También se identificé la existencia
de desequilibro de ligamiento en-
tre 10 loci, los cuales demuestran
el acervo genético de nuestra po-
blacién. Finalmente, nuestro trabajo
contribuye con la caracterizacion de
la poblacién argentina afectada con
Distrofinopatias y conduce a una
mayor comprensién de las alteracio-
nes pequefas que tienen lugar en el
gen DMD.

B GLOSARIO

Alteracion de tipo sinénima: Varian-
te a nivel genémico que no produce
un cambio de aminodcido a nivel de
la proteina.

Frameshift: Variante que genera un
corrimiento del marco de lectura de
las bases del ADN.

In-frame: Variante que no genera un
corrimiento del marco de lectura de
las bases del ADN.

Minor Allele Frecuency (MAF): Es la
frecuencia a la cual aparece dentro
de una poblacién el alelo menos re-
presentado para un determinado lo-
cus (posicion en el genoma).

Missense: Variante de ADN a nivel
genémico que produce un cambio

de base que se manifiesta con un
cambio de aminodcido en la protei-
na.

Portadora/o obligada/o: Persona
portadora de una enfermedad gené-
tica con una certeza del 100% de-
ducido de su historia familiar.

Proteina wild-type: Se refiere a la
proteina “salvaje”, es decir, a la se-
cuencia aminoacidica de la proteina
mas representada en una poblacion.

Segregacion de una variante: Estu-
dio de la transmisién de una variante
en los integrantes de una familia.
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