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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.
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YPMVEYCTPTTS(
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YPMVEYCTPTTS
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PVRDF ACVLKNK
PVRDF AXVLKNK
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PVRDF AKVLKNK
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i b ot

Proteina
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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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