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La hipoacusia afecta a 1:500 nifios recién nacidos. Es
una enfermedad heterogénea y se han descrito mas
de 170 genes relacionados. Dada su complejidad,
disefiamos un abordaje multi-target para detectar las
variantes genéticas y validar las causas de la patologia
mediante andlisis in silico e in vivo. Se analizaron 1250
pacientes mediante secuenciacién de Sanger para
detectar las mutaciones frecuentes en 2 genes y 30
pacientes mediante WES. Las variantes candidatas
se analizaron con herramientas bioinformaticas, se
clasificaron y curaron siguiendo las recomendaciones
del Hearing Loss Expert Panel. Se realizo el analisis
estructural y de estabilidad de proteinas mutadas
demostrando la patogenicidad in silico de las variantes
néveles. Confeccionamos un extenso estudio de
correlacion de bases de datos para inferir una relacion
“mutacién/probabilidad”. Ademas, comprobamos
la pérdida de funcionalidad proteica con ensayos in
vivo mediante rescate de fenotipo en pez cebra. El
38% de los pacientes fue genotipificado mediante
WES, detectando 23 variantes (12 néveles). Los
distintos abordajes analiticos permitieron predecir y
comprobar la patogenicidad de las variantes missense
en las proteinas involucradas. La patogenicidad de una
variante novel fue demostrada mediante la pérdida
de funcion de la proteina mutada en pez cebra. Este
estudio evidencia la eficacia de una estrategia integral
para el diagndstico genético, involucrando estudios
moleculares seguidos de su validacion in silico e in vivo
para comprender mejor los mecanismos que subyacen
ala hipoacusia hereditaria.
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Las distrofias musculares (DM) son un grupo de
enfermedades hereditarias poco frecuentes que
causan debilidad y degeneracién progresiva del
tejido muscular. Las distrofinopatias son el tipo
mas frecuente de DM y son causadas por variantes
patogénicas en el gen DMD. Los estudios moleculares
son el gold standard para alcanzar un diagndstico
diferencial de DM; para ello las alteraciones
moleculares en los genes asociados con DM pueden
detectarse mediante la secuenciacion de exoma
completo (WES). Uno de los principales desafios de
la interpretacion de datos de secuenciaciéon masiva
en paralelo (NGS) es la aparicion de variantes de
significado incierto (VUS). El presente trabajo tiene
como objetivo proporcionar una estrategia exhaustiva
para analizar el efecto de las VUS, aplicando diferentes
softwares predictores, herramientas de conservacion
y modelado de proteinas. Una cohorte de 141 pacientes
con diagnostico clinico presuntivo de distrofinopatia
y resultado negativo de MLPA fue analizada por
WES. Profundizamos el screening a todos los genes
asociados con DM incluidos en la Tabla de Genes de
Trastornos Neuromusculares. En un subconjunto de
seis individuos, detectamos VUS en los siguientes
genes: DMD (2/6), FKRP (2/6) y POMT2 (2/6). La
estrategia implementada proporcioné alternativas
para predecir con mayor precision el efecto de las
variantes de secuencia identificadas. Finalmente,
este trabajo proporciona enfoques alternativos para
el analisis de variantes de secuencia, especialmente
cuando no se pueden realizar estudios funcionales
para determinar el efecto de las VUS.
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