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Utilizacion de técnicas de secuenciacion masiva para
el diagndstico molecular de enfermedades poco

frecuentes.

Resumen

En Argentina, las enfermedades poco frecuentes de origen genético, afectan a
alrededor de 3,5 millones de habitantes. La lista se ha expandido como consecuencia de la
aplicacion de tecnologias de secuenciacion masiva y, actualmente, comprende un ndamero
creciente de trastornos monogénicos, con un patron de herencia mendeliana. En este
contexto, el analisis del genoma completo y especialmente de su parte codificante, el exoma,
se ha convertido en una herramienta de gran utilidad en el diagndstico de las mismas. El
presente proyecto de tesis busco beneficiar a aquellos pacientes imposibilitados de acceder
y costear estas tecnologias, otorgandoles una potencial oportunidad de arribar a un
diagnostico. De esta manera, nos propusimos como objetivo global implementar tecnologias
de secuenciacion masiva para lograr el diagndstico molecular preciso de entidades poco
frecuentes en la clinica y, en particular y de forma especifica, desarrollar un protocolo general
que facilitara el andlisis e identificacion de variantes genéticas aplicado tanto a casos
particulares como al estudio de exomas de pacientes incorporados en tres ediciones del
Proyecto PAMPA, con diagndstico presuntivo de Enfermedades Autoinflamatorias. A partir
del andlisis bioinformatico logramos identificar, para cada caso particular, las variantes
responsables del fenotipo observado, y aportar informacion de relevancia que permitié
profundizar el conocimiento sobre la funcion de los genes AFG3L2 e ISG15 a nivel molecular
y describir fenotipos novedosos. Este trabajo de tesis incluy6 tres ediciones del Proyecto
PAMPA, incorporé a mas de 160 pacientes, y reflejo una tasa de éxito -casos donde se arribd
a un potencial diagndstico molecular— entre un 16-34%, lo que resulta consistente con

estudios realizados a nivel internacional.

Palabras claves: bioinformatica- secuenciacién masiva- exoma- genética humana-

enfermedades autoinflamatorias- enfermedades neurodegenerativas.



Next-generation sequencing for molecular diagnosis

of rare diseases

Abstract

In Argentina, rare diseases affect about 3.5 million habitants. The list of rare diseases
has expanded as a consequence of the application of next-generation sequencing
technologies and now includes a growing number of monogenic disorders with a Mendelian
inheritance pattern. In this context, the analysis of the whole genome, and especially its coding
region, the exome, has become a very useful tool in the diagnosis of these diseases. The
present thesis sought to benefit those patients unable to access and afford these technologies,
giving them a potential opportunity to reach a diagnosis. Thus, our main objective was to
implement massive sequencing technologies to achieve the precise molecular diagnosis of
rare diseases in clinical genomics and specifically, to develop a general protocol to facilitate
the analysis and identification of variants applied both to cases and to the study of patients
with suspicion of Autoinflammatory Diseases, who participated in the PAMPA Projects. From
the bioinformatic perspective, we were able to identify, for each case, the variants responsible
for the phenotype and to provide relevant information that allowed us to deepen the knowledge
about the function of AFG3L2 and ISG15 genes at a molecular level and to describe novel
phenotypes. In the case of the PAMPA Project, it had three editions during my thesis work,
included more than 160 patients and reflected a success rate -cases where a potential
molecular diagnosis was reached- of between 16-34%, which is consistent with international

studies.

Keywords: bioinformatics- NGS- exome- human genetics- autoinflammatory diseases-

neurodegenerative diseases.
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Introduccion

De acuerdo con el catdlogo OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man [1]), en la
actualidad se conocen alrededor de 8 mil enfermedades genéticas -la mayoria de ellas de
tipo monogénicas- que, en conjunto, afectan aproximadamente al 4-8% de la poblacion
mundial en funcién de lo establecido por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) [2,3]. El
80% de las enfermedades poco frecuentes posee un origen genético definido, con la
implicacion de uno o varios genes. Otras, son causadas por infecciones (bacterianas o
virales), alergias, 0 se deben a causas degenerativas, proliferativas o teratégenas (productos
quimicos, radiacion, etc.) y para una minoria, aun se desconoce la etiologia. Si bien pueden
presentarse a cualquier edad, alrededor del 70% de los casos se manifiesta en la edad
pediatrica. En Argentina, de acuerdo con la Federacion Argentina de Enfermedades Poco
Frecuentes (FADEPOF), estas patologias se definen como aquellas cuya prevalencia en la
poblacion es igual o inferior a 1 persona cada 2.000 habitantes, segun lo establece la Ley N°
26.6891 de "Cuidado integral de la salud de las personas con EPOF y sus familias",
promulgada en junio 2011 y reglamentada en el afio 2015 por el Decreto 794/15. En su
totalidad, en nuestro pais afectan a alrededor de 3.6 millones de habitantes [4]. La mayoria
de estas afecciones son cronicas y degenerativas, pudiendo llegar a producir algun tipo de
discapacidad y en algunos casos, sin un adecuado diagndstico y tratamiento, ponen en riesgo
la vida de los pacientes. Es por ello que obtener un diagnéstico molecular preciso (es decir,
conocer la/s variante/s responsable/s) y temprano es fundamental para un adecuado manejo
terapéutico y asesoramiento genético, por ejemplo, para la futura planificacion familiar.

Las enfermedades monogénicas se heredan de forma mendeliana, siguiendo diversos
patrones hereditarios conocidos: autosdomico dominante, autoséomico recesivo, ligados al X,
ligados al cromosoma Y, disomia uniparental y trastornos de imprinting [5]. La mayoria estan
causadas por variantes patogénicas, localizadas preferentemente en las regiones
codificantes -exones- (0 intrénicas adyacentes) de los genes, produciendo alteraciones en el
ARN o la proteina resultante y ocasionando, de este modo, el fenotipo patoldgico.

El diagndstico genético (o molecular) de las mismas se basa en la identificacion de las
variantes patogénicas en el/los gen/es asociados con la enfermedad en estudio. Es
importante destacar que, usualmente, debido a la gran heterogeneidad genética existente, el
arribo a un diagndstico molecular preciso lleva afos, impidiendo que en ese lapso los
pacientes reciban medidas terapéuticas y de rehabilitacion especificas para su enfermedad,
0 que sus familiares puedan entrar en programas preventivos dirigidos a la deteccion
temprana mediante estudios genéticos [2,6].

En el presente trabajo de tesis, abordaremos dos casos de pacientes con

enfermedades poco frecuentes, en los que resultd indispensable la aplicacion de tecnologias



de nueva generacion para llegar a un diagnostico preciso y el desarrollo de tres ediciones del
Proyecto PAMPA [7], que permitié obtener resultados y conclusiones interesantes a partir de
la aplicacion de tecnologias NGS a grupos seleccionados de pacientes con enfermedades
autoinflamatorias (EAI).

En general, la estrategia actual de diagnostico de las EAI consiste en iniciar el estudio
de elllos gen/es mas frecuentemente asociado/s al diagndstico presuntivo mediante
secuenciacion por el método de Sanger: si se detecta la variante patogénica, se confirma el
diagnostico molecular; si esto no ocurre, se continla con la secuenciacion de otros genes
asociados hasta poder hallar -o no- la/s variante/s causante/s de la enfermedad, conllevando
altos costos en tiempo y dinero.

El avance de las técnicas de secuenciacion masivas, también conocidas como de
préxima generacion (NGS del inglés Next Generation Sequencing) amplia, dia a dia, nuestra
capacidad de realizar este tipo de diagndsticos, pero para que esto sea posible es necesario
desarrollar y evaluar -en base a casos reales- los protocolos de biologia molecular (asociadas
a la preparacion de muestras), de secuenciacion, y de bioinformatica (asociados al
procesamiento y analisis de los datos) necesarios para su implementacion en la clinica. En
este contexto, el andlisis del exoma, se ha convertido en una herramienta de gran utilidad en
el diagndstico de enfermedades poco frecuentes con componente hereditario.

En la presente tesis se plantea, de forma global, la implementaciéon de
tecnologias de secuenciacion masiva para lograr el diagnostico molecular preciso de
entidades poco frecuentes en el ambito de la genédmica clinica. En particular y de forma
especifica, buscamos desarrollar un protocolo para el andlisis e identificacion de
variantes genéticas, aplicado tanto a casos particulares como a un proyecto nacional,
que engloba a un gran numero de pacientes con sospecha de Enfermedades
Autoinflamatorias.

Desde la investigacion cientifica hasta el diagnostico clinico mediante

técnicas de secuenciacion masiva

A partir del conocimiento y tecnologias derivadas del Proyecto Genoma Humano -
anunciado el 14 de abril del 2003 por el Instituto Nacional de Investigacion del Genoma
Humano (NHGRI), el Departamento de Energia (DOE) y sus socios del Consorcio
Internacional para la Secuenciacion del Genoma Humano- se produjo un punto de quiebre en
las ciencias biologicas y, particularmente, en la genética molecular humana [8,9]. A pesar de
los continuos avances y grandes logros de la genética que permitieron, por ejemplo, el
descubrimiento y secuenciacién del gen BRCA1, o del gen causante de la fibrosis quistica

CFTR mediante el método convencional de Sanger; sus limitaciones a nivel de costos,



tiempos, rendimiento y resolucion quedaron expuestas y restringieron su aplicacion a escala
masiva, y a una amplia variedad de patologias.

Antes de la llegada de la tecnologia de secuenciacion de préxima generaciéon (NGS),
la genética se centraba en la caracterizacién de genes Unicos asociados con el desarrollo de
determinadas patologias monogénicas bien definidas (p. ej. Fibrosis Quistica, Enfermedad de
Huntington y determinados canceres hereditarios). El surgimiento de las tecnologias NGS en
los inicios del siglo 21 lograron disminuir dramaticamente los costos y aumentar la eficiencia
de la secuenciacion, propiciando de este modo un cambio de paradigma en la forma en la
que se practicaba la medicina, produciendo un salto cualitativo desde el abordaje de terapia
tradicional a un enfoque personalizado basado en la constitucién genética del paciente, en lo
que actualmente se conoce como medicina personalizada [10,11].

En contraste con la secuenciacion tradicional de Sanger, en la que un pequefio
numero de reacciones de secuenciacién, de longitud de lectura relativamente largo (700 —
1000 bp) producen una modesta cantidad de datos; las tecnologias de NGS se basan en la
ejecucion simultanea de millones de reacciones de secuenciacion en paralelo, en volumenes
muy pequenos, de longitud de lectura relativamente corta (tipicamente 100-150 pb) y en la
generacion de gigabases (GB) de datos por experimento. Los pasos comunes en la mayoria
de los enfoques NGS consisten en (i) fragmentacién al azar del ADN a secuenciar, (ii) adicion
de adaptadores especificos a ambos extremos de los fragmentos (iii) amplificacion clonal
mediante el anclaje del fragmento de ADN, a través de sus adaptadores, a una superficie
soélida como microesferas o placa de secuenciacion (e.g. emulsion PCR o bridge PCR) (vi)
secuenciacion (por sintesis o ligacion) de los fragmentos y deteccién simultanea de las bases
de forma masiva y paralela (v) adquisicion de datos crudos -raw data- (por ejemplo, captura
de imagenes o deteccion de iones) y (vi) conversién de los datos crudos en bases de
nucleétidos (o sea las secuencias y/o lecturas) [12-16].

Las lecturas (o “reads”) de aproximadamente 100 pb obtenidos de una muestra a partir
de NGS, pueden ensamblarse mediante procesos informaticos, es decir, unirse para formar
una secuencia mas larga hasta lograr la cobertura del genoma o de una regién determinada
(ensamblado de novo). En el caso de genomas conocidos -como el humano-, los fragmentos
se mapean y alinean contra un genoma de referencia, con el objetivo de determinar las
diferencias o variantes intraespecificas (ver Materiales y Métodos, Figura 5). Usualmente, se
secuencian varias veces cada una de las tres mil millones de bases del genoma humano (o
las regiones de interés), proporcionando una alta profundidad de lectura (dependiendo de la
tecnologia seleccionada, se “lee” en un promedio de 100 a 400 veces cada una de las bases)
con el fin de obtener datos mas precisos.

Teniendo en cuenta que el costo de un experimento de NGS es directamente

proporcional a la cantidad de bases que se secuencian, estas tecnologias pueden utilizarse



para secuenciar genomas completos, o puede restringirse a la secuenciacion de regiones
especificas de interés [17], como las codificantes de los aproximadamente 21.000 genes
humanos [18] -en lo que tradicionalmente se conoce como secuenciacion de exoma
completo- o un pequefio numero de genes individuales [19] tradicionalmente llamado panel
de genes. Con fines diagndsticos, suele recurrirse con mayor frecuencia a la secuenciacion
del exoma completo del paciente [20]. De esta forma, resulta mucho mas eficaz secuenciar
las regiones que solo representan el 1-2% del genoma, pero que contienen aproximadamente
el 85% de las variantes conocidas causantes de enfermedades [21,22]. Por otro lado, la
secuenciacion selectiva es otro enfoque para obtener la secuencia de unos pocos genes o
un area gendmica de interés y puede ser asistida con las tecnologias de enriquecimiento de
Roche/NimbleGen, RainDance Technologies, entre otras [16,23,24]. Es importante resaltar
que, si bien la secuenciacion de Sanger sigue siendo considerada el estdndar de calidad de
secuenciacion, resulta ineficiente al momento de secuenciar exomas o genomas completos
para detectar variantes genéticas en proporciones menores al heterocigota comun [25]. En
conclusion, las tecnologias de NGS resultan ideales para el hallazgo y el diagnéstico
de enfermedades genéticas [26].

Finalmente, se destaca el gran desarrollo y auge que tienen actualmente las
tecnologias de secuenciacion de tercera generacion, que evitan la amplificacion de los
fragmentos de ADN mediante PCR, reduciendo el tiempo de trabajo y el precio global,
mediante la secuenciacion de una molécula unica (single-molecule sequencing) [27]. Entre
ellas, se incluyen las tecnologias Pacific Biosciences (PacBio) basadas en métodos de
deteccioén por fluorescencia -sin necesidad de amplificacién previa- y los nanoporos de Oxford
Nanopore [28,29], que permiten secuenciar moléculas Unicas sin depender de reactivos de
secuenciacioén, ya que la secuencia es leida a medida que pasa por un poro biolégico sin

requerir sintetizar una nueva hebra.

NGS como herramienta diagnostica

Las tecnologias de NGS han tenido un profundo impacto en nuestra comprension de
la genética y biologia del genoma [30,31]. Como se menciond anteriormente, el uso y la
implementacion de las mismas permitio llevar a cabo secuenciaciones masivas en paralelo,
lo que produjo el descenso de los costos, acelerando las investigaciones e incluyendo
secuenciaciones de novo, de genomas completos, exomas, targets gendmicos, perfiles
transcriptomicos, analisis metagendmicos, estudios de interaccion proteina-DNA (ChlP-seq)
y de metilacion [30,32]. Durante la ultima década, se han realizado enormes progresos en
términos de velocidad, longitud de lecturas y rendimiento, propiciando el desarrollo de nuevas

aplicaciones en ciencias biolégicas y genética molecular, asi como en areas de investigacion



traslacional: diagndsticos clinicos, agrogendmica y ciencias forenses, entre otras [33,34]. En
este contexto, y representando el punto de partida de esta tesis, durante la ultima década,
han sido publicados una serie de estudios que implementan las tecnologias NGS para
identificar variantes genéticas subyacentes a algunos casos particularmente dificiles,
incluyendo varias enfermedades poco frecuentes. Podemos destacar que los estudios
diagnosticos basados en NGS llevaron al descubrimiento de mas de 300 genes causantes de
enfermedades, anteriormente no reconocidos, y siguen siendo utilizados para investigar
diferentes condiciones médicas incluyendo las metabdlicas, endocrinas [35-39], oncoldgicas
[40-42], cardiolégicas [43], testeos prenatales [44—47], enfermedades infecciosas [48,49],
gastrointestinales [50], y las pruebas de histocompatibilidad para trasplante [51,52].

A pesar de que el enfoque de la secuenciacion exdémica puede perderse ciertas
categorias de variantes que son dificiles de detectar, como las variaciones en el numer o de
copias (CNVs del inglés Copy Number Variation), o que son dificiles de reconocer a partir del
conocimiento actual (variantes noncoding o regulatorias en regiones intergénicas), diversos
grupos de investigadores reportaron un porcentaje de éxito del 15 al 35% [53] en la
identificacion de variantes causales de patologias poco frecuentes, aportando informacion util
para el consejo genético de los pacientes y sus familias [54].

Existen varias caracteristicas que convierten a las tecnologias de NGS en una
herramienta idénea para ser usada en el diagnéstico clinico de enfermedades genéticas: son
simples, rentables -cerca de cinco érdenes de magnitud mas econémicas comparadas con la
secuenciacion convencional por Sanger-, menos laboriosas y generan una gran cantidad de
datos en tiempos mas cortos. De esta manera, permiten analizar un mayor niumero de genes,
siempre dentro de las limitaciones tipicas de los diagndsticos médicos. Esto resulta
particularmente importante en el caso de varias enfermedades de herencia mendeliana que
presentan heterogeneidad de locus (es decir, un mismo fenotipo clinico puede ser causado

por variantes en varios -incluso centenas de- genes distintos).

Bioinformatica de “nueva generacién”

La transicidon desde la secuenciacion tradicional a plataformas con una mayor
capacidad de produccion de datos, como las de NGS, ha forzado también el desarrollo de
nuevos algoritmos bioinformaticos y métodos de andlisis necesarios para la correcta
manipulacion, almacenamiento e interpretacién de los mismos. De hecho, varios autores
sefialan que la utilidad clinica de las tecnologias de NGS se ve mas obstaculizada por nuestra
limitacion a la hora de interpretar los datos (lo que requiere de desarrollo y conocimiento

bioinformatico), que por nuestra capacidad para generarlos [55,56)].



El aumento sostenido en la capacidad de generacion de datos ha sobrepasado con
creces los recursos bioinformaticos tanto humanos como de equipamiento disponibles hasta
la fecha, por lo que el andlisis bioinformatico se estd convirtiendo en un bien escaso, y
altamente apreciado. Por otro lado, debido a la tasa de error inherente a la tecnologia (0.1-
1%, o algo mayor en equipos de tercera generacion), a la corta longitud de las lecturas (de
100-150 pb) y, a la mayor profundidad con la que se realiza la secuenciacion, el andlisis de
los datos de NGS, y en especial datos de humanos, es computacionalmente costoso,
intensivo y complejo. En este contexto, sin lugar a duda, surge la necesidad de desarrollar
herramientas bioinformaticas que permitan aplicar con éxito la secuenciacion masiva al
diagnostico genético en la practica clinica [57].

A diferencia del proceso de generacién de datos -el cual es protocolizado y
moderadamente estable para cada plataforma-; el andlisis de los datos no sigue un modelo
“gold-standard”. A su vez, la combinacién de diferentes piezas de software, asi como su
integracion con diferentes bases de datos, proporcionan resultados muy diversos. En el
estudio de genomas o exomas humanos, la identificacion y caracterizaciéon del
conjunto de variantes presentes en una muestra es uno de los procesos clave y
posiblemente mas sensibles, que determina la correcta aplicacidon de la secuenciacion
masiva en el diagnéstico genético [58].

Las lecturas que devuelve el secuenciador son procesadas utilizando un pipeline
bioinformatico que consiste, -a rasgos generales-, en el control de calidad, mapeo-
alineamiento, llamado y anotacion de variantes. Una vez obtenidas las lecturas y
controlada su calidad -habiendo descartado todas aquellas que no superaron el umbral
minimo de calidad-, es necesario ordenarlas y conocer su ubicacién en el genoma humano
de referencia, lo que se conoce como Mapeo. Una vez que las lecturas fueron mapeadas,
estas se Alinean a fin de corregir detalles, para finalmente determinar las diferencias
(variantes) entre la muestra secuenciada (usualmente del paciente) y el genoma de
referencia, en un proceso denominado Llamado de variantes. Finalmente, el procedimiento
de adicién de informacion a las variantes encontradas recibe el nombre de Anotacién, en el
que toma relevancia la recopilacién de informacién proveniente de bases de datos bioldgicas,
y la posterior asociacion de la misma a las variantes encontradas.

El desarrollo y establecimiento de protocolos bioinformaticos de trabajo eficientes,
precisos y validados que permitan garantizar estandares de calidad es una tarea larga y
compleja, debido tanto a la necesidad de un exhaustivo conocimiento del funcionamiento de
las plataformas de NGS, como de la biologia del objeto de estudio (por ejemplo, detalles de
la enfermedad particular y su fisiopatologia molecular). En esta tesis, nos propusimos como
objetivo, avanzar en una solucion a este problema, para progresar hacia un diagnéstico mas

preciso y un pronoéstico mas temprano de las enfermedades poco frecuentes (EPoF) [59-62].
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Genodmica poblacional (El concepto de variante)

El genoma de un individuo puede representarse como una cadena de letras; donde la
mayoria de las posiciones se conservan en todos los miembros de la misma especie mientras
que, en algunos sitios, una minoria presenta una letra diferente. La minima diferencia de una
sola letra se conoce como una variante de nucleétido unico o SNV (Single Nucleotide Variant,
por sus siglas en inglés). Las SNVs que caen en regiones codificantes y que poseen mayor
probabilidad de influir en una enfermedad, son aquellos que alteran la secuencia
aminoacidica de la proteina codificada y se encuentran presentes usualmente a una tasa mas
baja, presentando frecuencias alélicas menores que las sustituciones sinénimas (en general,
silenciosas); evidenciando la existencia de una seleccidén que actua en contra de los alelos
perjudiciales o deletéreos a lo largo de la evolucion humana.

Desde la publicacion del genoma humano en 2003, los genetistas han estado
interesados también en determinar la variabilidad de los genomas en la poblacion. El
Consorcio Internacional HapMap (“International HapMap Consortium”, en inglés) fue el
primero en abordar este tema, y se esforzé por catalogar las variantes mas comunes en
nuestro genoma. Principalmente, reportaron y catalogaron “todas” aquellas variantes con una
frecuencia de alelos minoritarios (MAF) de, al menos, 5% en uno o mas grupos étnicos. Para
el 2008, el catalogo del proyecto HapMap contenia 3,5 millones de variantes (usualmente
llamadas polimorfismos). Sin embargo, para ampliar la informacion disponible de variantes
asociadas a patologias e incluir aquellas de baja frecuencia poblacional, fue necesaria la
utilizacion de tecnologias de secuenciacién masiva, lo que permitié identificar variantes a
partir de los estudios de asociacion, mejorar el conocimiento disponible para los
investigadores interesados en la biologia evolutiva, y sentar las bases para predecir la
predisposicion a enfermedades. Mas recientemente, el consorcio 1000 Genomas (7000
Genomes) se materializd para abordar estas necesidades, al proporcionar principalmente una
base de datos de referencia de secuencias y la caracterizacion profunda de las variaciones
del genoma humano como base para el estudio de la relacién fenotipo-genotipo, a partir de
la secuenciacién del genoma completo (del inglés, Whole Genome Sequencing) a un conjunto
diverso de individuos de multiples poblaciones [63]. El proyecto finalizé en el 2015, tras la
reconstruccion de los genomas de unos 2.500 individuos de 26 poblaciones (o etnias)
diferentes -mediante una combinacién de secuenciacién del genoma completo de baja
cobertura, secuenciacion del exoma, genotipificacion de microarreglos y la caracterizaciéon de
mas de 88 millones de variantes (84.7 millones de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP),
3.6 millones de inserciones/deleciones cortas (Indels) y 60.000 variantes estructurales).

Unos afios después, surgieron diferentes agrupaciones de investigadores que

analizaron, reorganizaron, agregaron y armonizaron los datos obtenidos a partir de
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numerosos proyectos de secuenciacion exémica a gran escala, partiendo de datos de miles
de genomas y exomas completos, haciéndolos disponibles a la comunidad cientifica. De esta
forma, grandes conjuntos de datos de referencia, como los del Consorcio del Proyecto 1000
Genomes [63], el Proyecto de Secuenciacién del Exoma (ESP) [64], el Consorcio de
Agregacion del Exoma (ExAC) [65] y la Base de datos de agregacién del genoma (GnomAD)
[66] se han hecho publicos en beneficio de la comunidad biomédica. Estos conjuntos de datos
aportan informacion de enorme relevancia con numerosas aplicaciones, tanto para la
investigacion clinica como para la basica. En particular, dado que la frecuencia de una
variante es uno de los mejores indicadores de su potencial caracter deletéreo, los genetistas
clinicos utilizan los mismos para distinguir las variantes patogénicas de los polimorfismos
benignos. Ademas, se basan en los datos de frecuencia de variantes y alelos para inferir la
funcioén de los genes y variantes (por ejemplo, si un gen es esencial), asi como para el analisis
de genética de poblaciones. Estos proyectos a gran escala publican los datos en bruto en
forma de archivos VCF (formato resultante del llamado de variantes), que requieren
conocimientos de bioinformatica para analizarlos y crearlos. Sin embargo, estan disponibles
navegadores del genoma que han permitido visualizar grandes conjuntos de datos a escala
genomica (por ejemplo, USCS, EXAC y GnomAD), llevar a cabo analisis a nivel de genes y
evaluar datos de las variantes de un solo nucledétido, inserciones y deleciones y variantes del
numero de copias. Por supuesto, la informacion detallada sobre cada variante, incluidas las
anotaciones y las métricas de calidad, es de suma importancia. Adicionalmente, una
visualizacion igualmente relevante es la de la ausencia de variacion, es decir, si una variante
ausente implica una falta de variacion observada, una cobertura baja o nula en la region
gendmica, o una variacion filtrada debido a la mala calidad [67]. La existencia de estos
navegadores posibilita el aporte de informacion de relevancia que constantemente facilita el
proceso de filtrado y priorizacion de variantes.

Frecuencias Alélicas

Se puede definir a los alelos como cada una de las formas alternativas de una posicién
o segmento de secuencia de ADN en un lugar particular de un cromosoma, que se puede
manifestar en modificaciones concretas de la funcion del gen (también pueden considerarse
marcadores moleculares). Relacionando conceptos, es claro que una variante es
necesariamente un alelo alternativo, siendo la secuencia del genoma de referencia el “alelo
de referencia”. En cierto sentido, variante y alelo son sinénimos. Lo importante es que el
concepto de alelo tiene una larga tradicion de uso en genética clasica y en gendmica de

poblaciones. Cuando el mismo alelo es observado en diversos individuos de una poblacion,
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se puede calcular su frecuencia. El alelo de mayor frecuencia suele ser la referencia, y por
ello nos referimos al alelo de menor apariciéon, como al alternativo.

La poblacién humana tiene en término medio una diversidad genética relativamente
limitada, lo que refleja su corta edad evolutiva e histérico tamafio pequefio. Existen muchas
variantes genéticas “raras” o infrecuentes en la poblaciéon humana, pero la mayor parte de la
heterogeneidad poblacional es atribuible a los alelos comunes (es decir, aquellos que estan
presentes con una frecuencia mayor al 1% en la poblacion general, usualmente denominados
polimorfismos). Las variantes poco frecuentes (es decir, aquellas que estan presentes con
una frecuencia menor al 1-0.5% en la poblacién general) constituyen, en muchos casos, las
causas primarias de las enfermedades genéticas de herencia mendeliana y generalmente
son de origen “reciente” y altamente penetrantes. Cuantificar los efectos en el fitness -
representacion cuantitativa del éxito reproductivo individual- subyacentes a la aparicion de
nuevas variantes en el genoma humano resulta clave para resolver debates importantes en
la genética médica y evolutiva [68]. Diferentes factores influyen en las frecuencias alélicas de
una poblacion. Uno de ellos es la seleccion natural: si una variante es deletérea o perjudicial,
la seleccion natural evitara que se transmita de generacion en generacion o, en el caso de
ser beneficiosa, probablemente aumente su frecuencia. También influye la migracién de
personas, trasladando su acervo genético de un lugar a otro y la deriva génica. Sin lugar a
duda, la contribucién de las variantes raras a la arquitectura genética de las enfermedades
humanas y los rasgos complejos es una cuestion de interés fundamental, que puede arrojar

luz sobre la accién de la seleccion negativa [69,70].

Frecuencias alélicas y la magnitud del efecto

En lineas generales, se pueden considerar dos propiedades de las variantes en
relacion con su impacto en la salud [71]. La primera, se basa en las frecuencias alélicas
descritas en el parrafo anterior, que se muestran en el eje x de la Figura 1. El rango abarca
desde variantes comunes (definidas como mayor o igual al 5% de la frecuencia del alelo
minoritario (MAF")), de baja frecuencia (<5% MAF), raras (<0,5% MAF), o muy poco
frecuentes (<0,1% MAF). La segunda, es la magnitud del efecto que producen (effect size,
eje Y de la Figura 1), que suele ser cuantificado como un odds ratio (OR; [72]). El OR es la
probabilidad de que ocurra un suceso dividido por la probabilidad de que no ocurra,
comparando personas con el alelo de riesgo frente a personas sin él y constituye una medida

de la asociacién entre la aparicion de, en este caso, una variante genética y el resultado que

1 MAF (por sus siglas en inglés, Minor Allele Frequency), se define como la frecuencia del alelo menos
frecuente en un determinado locus, dentro de una poblacién. Es un parametro utilizado para estudiar la variacion
genética, ya que proporciona informacion que permite diferenciar entre variantes frecuentes y raras en la
poblacioén, resultando un dato fundamental en estudios de genética poblacional.
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ésta produce -por ejemplo, el desarrollo de una enfermedad-. Un OR igual a 1 implica que la
presencia de la variante no afecta las probabilidades de desarrollar la enfermedad, mientras
que un OR mayor a 1 conlleva una mayor probabilidad de asociacién entre una variante y la
aparicion de una determinada patologia. Un OR de 2 implica que el desarrollo de la patologia
es 2 veces mas probable en presencia de la variante que en su ausencia. Por el contrario, un
OR menor a 1 se relaciona con una menor probabilidad de asociacion entre una variante y
una dada patologia.

Como se menciond anteriormente, el principal objetivo de la gendémica humana es
identificar variantes causantes de patologias (o de riesgo), es por esto que podemos
centrarnos en la region entre las lineas punteadas de la Figura 1, alelos de muy baja
frecuencia -o raros- con una alta magnitud de efecto (effect size), superior a 10, tienden a
causar enfermedades monogénicas de herencia mendeliana (como se puede observar en el
margen izquierdo de la figura mencionada). Alelos de baja frecuencia tienden a tener efectos
menos perjudiciales (centro de la figura) mientras que algunos alelos frecuentes -o comunes,
identificados mediante estudios de asociacion gendmica (GWAS)- tienen un efecto (u OR)
bajo, cercano a 1, pero aun asi contribuyen al desarrollo de enfermedades comunes (como
se puede observar en el margen inferior derecho de la figura). Hay pocos ejemplos de
variantes frecuentes que tienen una gran contribucién a patologias comunes (margen
superior derecho), mientras que variantes muy infrecuentes con bajo efecto son muy dificiles
de identificar. El espectro de la variacion genética es mayor de lo que se preveia en un
principio y sugiere que la arquitectura gendmica subyacente de muchas enfermedades y
rasgos podria ser mas compleja. La disponibilidad de chips de genotipado de nueva
generacion y de tecnologias de secuenciacion ha suscitado la esperanza de que los futuros
estudios de variantes poco comunes y raras puedan aumentar la tasa de descubrimiento y
explicar una fracciéon adicional de la heredabilidad, y eventualmente acercarse a un
rendimiento discriminatorio clinicamente util para los modelos de riesgo genético [73].

En la presente tesis, nos enfocamos en variantes de baja (o muy baja) frecuencia
que son, como se mencioné anteriormente, aquellas con mayor probabilidad de ser las

causantes de enfermedades mendelianas.
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Figura 1. Frecuencia alélica y magnitud del efecto. Extraido de Manolio et al., 2009 [71].
Fuerza o magnitud de un efecto genético (odds ratio, eje Y) en funcién de las frecuencias alélicas (eje
X). El mayor énfasis esta puesto en la regién contenida entre las lineas punteadas, donde la magnitud
del efecto (effect size) puede ser High: alta, Intermediate: intermedia, Modest: moderada, Low: baja y

las frecuencias alélicas Very rare: muy poco frecuentes, Rare: poco frecuentes, Low frequency: baja
frecuencia, Common: polimorfismos, alta frecuencia.
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Bases moleculares de las enfermedades genéticas

Los organismos presentan una tendencia inherente a “sufrir’ variantes que
tradicionalmente se categorizan en cromosomicas o genéticas, dependiendo del nivel al que
ocurran. Las variantes cromosdmicas afectan a cromosomas enteros, a segmentos de los
mismos o incluso a dotaciones cromosdémicas completas. Estos cambios no van
acompafados necesariamente de variantes génicas y los efectos de estas se deben, con
mayor frecuencia, a una nueva disposicion de los cromosomas y de los genes que éstos
contienen [74]. Por otro lado, las variantes genéticas usualmente corresponden a variantes
puntuales o pequefas deleciones e inserciones. En promedio, cada persona posee entre 3y
5 millones de variantes en su genoma, la mayoria de las cuales se encuentran localizadas
en regiones intergénicas, repetitivas y no codificantes y, por lo general, no tienen ningun
efecto directo en la salud del individuo. Sin embargo, las variantes localizadas dentro de un
gen o una region regulatoria suelen estar asociadas a un mayor impacto, pudiendo afectar la
funcién y/o expresién del gen y del ARN/proteina resultante.

El término “enfermedad molecular”’, introducido seis décadas atras, refiere a aquellas
enfermedades en donde la principal causa es la alteracion -heredada o adquirida- de uno o
varios genes, viéndose afectada su funcion y/o expresion [75].

A pesar de que la mayoria de las enfermedades monogénicas conocidas son producto
de variantes en laregion codificante del ADN; en las ultimas décadas se descubrieron algunas
excepciones: enfermedades causadas por variantes en los genes de los ARN no codificante
(ncRNA), en los microARNs (miRNAs) -que regulan targets especificos- y en genes
mitocondriales que codifican para ARN de transferencia (tRNAs). Resulta esencial entender
las enfermedades genéticas a nivel molecular y bioquimico, porque este conocimiento es la
base para el desarrollo de una terapia racional.

En esta tesis el centro de atencion estara puesto sobre enfermedades
monogénicas causadas principalmente por defectos o alteraciones en la region

codificante de los genes de interés para cada patologia estudiada.

Distintos tipos de variantes y sus efectos moleculares

Tal como lo establece el dogma de la biologia molecular, para obtener una proteina
bioldgicamente activa, la informacion contenida en el ADN debe ser transcripta a un
mensajero (MRNA), que es procesado hasta su madurez, para luego traducirse en un
polipéptido, que atravesara distintos procesos bioldgicos hasta llegar a convertirse en una

proteina funcional en el lugar adecuado.
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Cualquiera de las variantes mencionadas a continuacion puede interrumpir alguna de
estas etapas, dando lugar a cambios en la cantidad, calidad o naturaleza de la proteina
resultante.

Las variantes se clasifican, en primera instancia, de acuerdo a su naturaleza en
relacion con su localizacion en regiones funcionales del genoma, y de acuerdo al efecto
molecular que producen.

Las sustituciones se pueden dividir en:

- Sindénimas o silenciosas, son aquellas que involucran un cambio de nucleétido
en un codon, sin conllevar cambios en el aminoacido codificado. Por esta
razon, no suelen tener un efecto aparente en la proteina resultante.

- No sinénimas (missense), son aquellas en las que un cambio de nucleétido
conduce a una sustitucion aminoacidica, pudiendo (0 no) provocar cambios
estructurales y/o funcionales en la proteina resultante y su consiguiente
alteracion o pérdida de funcion.

Adicionalmente, la pérdida de funcién de la proteina mutada suele ser un efecto
asociado a los siguientes tipos de variantes:

- Desplazamiento del marco de lectura (frameshift).

- Ganancia de un codén stop prematuro (stop gained)

- Pérdida de un coddn stop (stop-loss) 6 delecién del coddn de inicio de la
traduccion (start-loss).

La severidad de una enfermedad debida a la pérdida de funcién de una proteina en
particular, se relaciona usualmente con la cantidad de la funcién perdida; por lo que, en
aquellos casos donde se conserva un pequefio porcentaje residual de la funcion, se ven
reducidas las consecuencias fenotipicas deletéreas [76].

Otro efecto de una variante missense, puede ser el de la ganancia de funcién -la
adquisicion de una propiedad nueva-, o la expresion del gen en un momento o lugar
erroneo -expresion heterocronica o ectopica, respectivamente-. Las variantes de ganancia
de funcion se clasifican en dos tipos diferentes: las que incrementan la produccion de la
proteina normal (aumento del dosage génico que resulta, en general, de la duplicacion de
una parte del cromosoma), o las que mejoran (o cambian) la funciéon normal de la misma
(suelen tener un efecto negativo en el rol fisiolégico de la proteina). En algunas
enfermedades, un cambio en la secuencia aminoacidica de una proteina le confiere una
nueva propiedad, sin afectar necesariamente su funciéon normal. Estos tipos de variantes son
infrecuentes ya que la mayoria de las sustituciones aminoacidicas resultan ser neutrales o
afectan negativamente la funcion o estabilidad de la proteina en cuestion.

La ultima clase importante de variantes incluye a aquellas que llevan a una expresion

inapropiada de un gen en un momento, o lugar determinado. Las mismas ocurren
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generalmente en la region regulatoria de los genes, siendo un ejemplo ampliamente estudiado
en diferentes tipos de cancer el caso de la expresion anormal de un oncogen, que resulta de
la mutacion de un protooncogen, y promueve la proliferacion celular.

Adicionalmente, la expresion de un gen también puede verse afectada por la
presencia de variantes intronicas (infron variant), pudiendo afectar el proceso de splicing
alternativo. Las variantes que se encuentran en regiones rio arriba/abajo del gen, en regiones
no traducibles, se denominan variantes 5°UTR o 3'UTR, respectivamente. Las mismas
pueden modificar la interaccion de las regiones UTR con elementos reguladores, proteinas y
microARN. Las consecuencias funcionales pueden afectar la modulacion de la transcripcién
del ARNm, su estructura secundaria, estabilidad, localizacion, traduccién o el acceso de
reguladores como los microARNSs y las proteinas de union al ARN (RBPs). Se sabe que las
alteraciones de los mecanismos reguladores podrian modificar vias moleculares y procesos
celulares, pudiendo dar lugar también a procesos patoldgicos.

Ademas de conocer la ubicacion de una variante y su efecto a nivel molecular,
nuestro principal objetivo es determinar qué efecto produce sobre el fenotipo del
paciente, es decir, que consecuencias fisiopatolégicas tiene o podria tener. Predecir el efecto
(sobre todo a nivel organismo) de una variante resulta complejo debido principalmente a la
heterogeneidad de los mecanismos moleculares que subyacen a las enfermedades. Es
importante destacar que el impacto de una determinada variante depende principalmente de
su contexto gendémico y celular. En resumen, se puede analizar el efecto de una variante
desde dos perspectivas: en primer lugar, analizando la naturaleza de la variante (posicion y
efecto molecular), y posteriormente realizando un andlisis extensivo, investigando su entorno
y rol biolégico.

De forma independiente, se puede evaluar la frecuencia alélica, la conservacion
evolutiva, su potencial efecto en la estructura de la proteina, propiedades fisicoquimicas de
los aminoacidos involucrados en el cambio, y las caracteristicas funcionales de la misma a
partir de estudios funcionales in vitro o in vivo.

Desde el punto de vista del organismo y en el contexto de una posible enfermedad se
puede analizar también el modo de herencia para corroborar si el genotipo de la variante se
corresponde con el esperado, -recomendando también la evaluacion de la segregacion de la
variante en los familiares sanos y afectados-, buscar asociaciones previas en la literatura con
el diagndstico presuntivo y estudiar las vias metabdlicas y las relaciones génicas/proteicas
involucradas en la patologia en estudio.

La/s variante/s candidata/s son aquellas que reunen la evidencia suficiente para ser
consideradas como tales y que aportan la informacién necesaria para orientar al médico a
cargo hacia un diagnostico molecular preciso, permitiéndole explicar -total o parcialmente- el

fenotipo del paciente.
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Clasificacion de variantes

En la ultima década, las tecnologias de secuenciacion masiva han permitido ampliar
de manera significativa la realizacion de pruebas genéticas que abarcan desde genes
individuales, paneles genéticos, exomas, genomas hasta transcriptomas, facilitando el
surgimiento de nuevos desafios en la interpretacion de los datos obtenidos. Por esta razoén,
la determinacion precisa de la patogenicidad de una variante (hecho necesario para un
diagndstico certero) es una de las tareas mas complejas y relevantes. En el 2013, el Colegio
Americano de Genética Médica y Gendmica (ACMG) convocd a un grupo de trabajo
compuesto por representantes del ACMG, la Asociacion de Patologia Molecular (AMP), y el
Colegio de Patélogos Americanos para revisar las pautas vigentes para la interpretacion de
variantes y publicaron lo que se conoce usualmente como “las recomendaciones de la
ACMG/AMP” [77], un conjunto sistematico de reglas para valorar y combinar la evidencia de
cada variante, que permite clasificarla de acuerdo a su patogenicidad. Las recomendaciones
se basan en el andlisis y asignacion de 28 tipos de evidencia asociados a, entre otras
caracteristicas, frecuencia alélica, analisis funcionales, predicciones in-silico, analisis de
segregacion familiar, reportes previos en bases de datos curadas, relacion genotipo-fenotipo,
que son valorados con un codigo alfanumérico, y luego son combinados para clasificar a cada
variante en una de las 5 categorias siguientes: patogénica (Pathogenic, P), probablemente
patogénica (Likely Pathogenic, LP), de significado incierto (Variant of Uncertain Significance,
VUS), probablemente benigna (Likely Benign, LB), 6 Benigna (Benign, B). Comprender en
profundidad estos criterios y saber asignar cada uno de los 28 cddigos en base a la evidencia
que presenta cada variante, requiere el conocimiento y el manejo de varios campos
disciplinares (medicina, genética, bioquimica y bioinformatica). Recientemente, surgieron las
guias de ClinGen [78] (del inglés, Clinical Genome Resource), un proyecto financiado por los
Institutos Nacionales de Salud (NIH) y dedicado a crear un recurso central que defina la
relevancia clinica de genes y variantes para su uso en medicina de precisién e investigacion.
Su implementacién permitié refinar los criterios previamente establecidos por el ACMG vy
ponderarlos.

Resulta importante destacar que, durante los ultimos afos, para ayudar a la
interpretacion y clasificacion de las variantes, se han desarrollado numerosos programas y
bases de datos asociadas, que proveen una valoracién (semi)-automatica de cada uno de los
niveles de evidencia, y luego, en funcién de la misma, realizan la asignacién del criterio de
patogenicidad correspondiente y otorgan como resultado la clasificacion tentativa de la

variante.
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Hallazgo de variantes de significado incierto (VUS)

En la gendmica clinica, cuando lo que se busca es un diagndstico molecular preciso
que explique la sintomatologia y/o causa de la enfermedad de un paciente, muchas veces
nos enfrentamos con la realidad de que el resultado del analisis gendmico, es la presencia
de una (o mas) variantes de significado incierto.

La mayoria de las variantes pueden clasificarse facilmente como benignas o
probablemente benignas segun la frecuencia poblacional de las mismas, y/o evidencia
contundente de benignidad en bases de datos curadas. Sin embargo, cuando se encuentran
variantes néveles (sin datos de frecuencia), usualmente se realiza un trabajo de busqueda de
evidencia de su potencial patogenicidad, utilizando los criterios descritos anteriormente. En
general, la mayoria de las busquedas no proporcionan datos o informacion suficiente para
determinar la relevancia clinica de una variante nueva vy, por lo tanto, poco frecuente. Como
usualmente la busqueda del diagnéstico molecular busca la eleccién precisa de un abordaje
terapéutico, y/o al menos una confirmacion (o correccion) del diagnéstico clinico presuntivo -
que ponga fin a lo que muchas veces es una odisea de visitas médicas y estudios- la
obtencion como resultado de una VUS deja, tanto a médicos como a pacientes y sus
familiares, con un sinsabor. Es por ello que gran parte del esfuerzo de los investigadores en
genomica consiste en determinar si las VUS seran benignas o patogénicas.

De acuerdo con los criterios de ACMG/AMP, una variante es clasificada como VUS
cuando:

a) La combinacion de valoraciones de la evidencia de la misma no alcanzan para
clasificarla como Posiblemente Patogénica o posiblemente Benigna; 6

b) La variante presenta evidencia contradictoria.

De los 4 grupos de niveles de evidencia que puede poseer cada variante, la frecuencia
poblacional siempre suele aportar informacion importante, ya sea porque la variante no existe
en las bases de datos poblaciones, o porque posee muy baja frecuencia poblacional. Es en
el analisis del efecto molecular, donde el tipo de variante (por ejemplo, missense), y/o la
posicidn en el gen/proteina, y/o la ausencia de ensayos funcionales, y/o la inconsistencia de
las predicciones bioinformaticas, pueden fallar en aportar suficiente evidencia para clasificar
a la variante como probablemente patogénica. La clave en estos casos suele estar asociada
al analisis de la informacion provista por las bases de datos clinicas en relacion con el fenotipo
del paciente. Si el fenotipo del paciente (y/o la historia familiar) son altamente especificos y
coinciden con aquellos observados en pacientes previamente reportados con variantes en el
gen donde se halla la variante, es importante evaluar reportar la variante y especificar que, si
bien la misma formalmente se clasifica como VUS, la evidencia circunstancial sugiere su

posible patogenicidad y, por lo tanto, su capacidad de precisar el diagnéstico clinico.
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En este contexto si bien el profesional no contara con un diagndstico preciso, tendra
una hipotesis de trabajo que, en funcidén de, por ejemplo, el estudio posterior de la
segregacion de la variante en el grupo familiar y/o la realizacion propia (o por parte de
terceros) de estudios funcionales, y/o la aparicion de la variante como candidata en pacientes
con la misma sintomatologia, pueda convertir a la variante en (probablemente) patogénica
y/o permitan descartarla por benigna. Este proceso de reevaluacion posterior es
indicado/sugerido en el informe y debe realizarse un seguimiento adecuado del mismo. En
todos los casos analizados y comentados en la presente tesis, se sugirié -y efectud en
algunos- la validacion de la segregacién de la/s variante/s reportada/s en los
integrantes disponibles del grupo familiar.

Relacién fenotipo-genotipo en las enfermedades genéticas

Encontrar la relacion entre el fenotipo y el genotipo fue y sera el principal objetivo de
la genética. En el contexto de la gendmica clinica, sobre todo cuando se analizan variantes
en muchos genes, la clave esta en estudiar cudl de todos los genes que potencialmente se
ven alterados por la presencia de las variantes encontradas, dara lugar a un fenotipo que se
solape con el observado en el paciente [79].

La complejidad de la relacion entre el fenotipo observado y el genotipo posee varios
origenes. Por ejemplo, en algunas enfermedades genéticas, una variante concreta no
siempre produce un fenotipo aberrante en todos los individuos que la portan. Este concepto
se denomina penetrancia de la mutacion o variante. En otros casos, los individuos portadores
de la misma variante muestran una gama de fenotipos que varian en su gravedad. La
expresividad es el grado en que la expresion de un rasgo difiere entre individuos. A diferencia
de la penetrancia, la expresividad describe la variabilidad individual, no la variabilidad
estadistica entre una poblacion de genotipos. En muchos casos, tanto la penetrancia
fenotipica como la expresividad de una mutacidon varian debido a las diferentes
combinaciones de alelos modificadores que estan presentes en un background genético - en
comparacion con otro- [80]. Estos dos factores sumados a la heterogeneidad fenotipica -
asociacion de mas de un fenotipo con variantes en un unico gen- contribuyen a la
heterogeneidad total reflejada en una amplia gama de fenotipos clinicos observados para una
condicion médica determinada [81].

Adicionalmente, la secuenciacion del exoma completo ha revelado un alto nivel de
heterogeneidad alélica -presencia de variantes diferentes en un locus génico especifico que
producen la misma expresion fenotipica de una enfermedad o afeccion, o una expresion

fenotipica similar- y heterogeneidad genética -presencia de variantes en distintos genes que
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causan un mismo fenotipo clinico o afeccion- asociada a las enfermedades mendelianas
simples [82].

El objetivo principal del Proyecto del Genoma Humano (HGP), y de los posteriores
proyectos de secuenciacion de genomas y exomas humanos, fue mejorar la comprension de
las enfermedades humanas, permitiendo identificar y caracterizar las consecuencias de
variantes germinales en los mas de 20.000 genes humanos. Las variantes asociadas a
patologias relacionan directamente a las variantes presentes en el ADN con la funcién o
dosificacion de la proteina alterada vy, finalmente, con los fenotipos observados;
transformando asi la comprension de la biologia basica del desarrollo y la homeostasis
involucrada en la regulacién de la transicion salud-enfermedad. De hecho, mucho de lo que
se conoce acerca de la relacién entre la funcidon de los genes y los fenotipos observados se
basa en el estudio de variantes poco frecuentes que causan fenotipos especificos como los
patoldgicos y que poseen herencia de tipo mendeliana [82].

Es importante tener en cuenta que, partiendo de un diagnoéstico clinico tentativo, se
deben evaluar todos los genes potencialmente causales del fenotipo observado, y que el
numero de genes involucrados en una patologia particular varia dependiendo de la cantidad
de proteinas diferentes involucradas en el proceso fisiolégico afectado.

En el contexto de la relacion genotipo-fenotipo, y como ya se menciono, es importante
destacar que a la hora de decidir si una variante esta realmente relacionada con el diagndstico
clinico aportado por el profesional, resulta clave estudiar si existen variantes previamente
reportadas que afecten al mismo gen y produzcan fenotipos clinicos semejantes al observado.
Es por ello que cobra una enorme importancia la existencia de una base de datos bioldgica
exhaustiva, autorizada y curada que contenga informacion sobre todos los genes humanos
conocidos y las enfermedades genéticas asociadas a los mismos, incluyendo bibliografia
citada, que vincule variantes patogénicas en un determinado gen con el desarrollo de una
enfermedad particular. Fue asi como el Dr. Victor A. McKusicka de la Universidad Johns
Hopkins creo, a partir de los libros -publicados desde 1966- sobre Herencia Mendeliana en el
hombre (MIM, por sus siglas en inglés Mendelian Inheritance in Man) el catdlogo version
online de uso publico OMIM [83] con el objetivo de incentivar la investigacion y apoyar la
educacién en genética humana.

Finalmente, es importante resaltar que el descubrimiento de la base genética de un
fenotipo mendeliano establece un vinculo causal entre el genotipo y el fenotipo, haciendo
posible la deteccion de portadores sanos, el screening poblacional y el diagnéstico directo.
Dichos descubrimientos contribuyen también al conocimiento de la funcién de los genes, la
regulacién genética, y los mecanismos biolégicos que pueden llegar a utilizarse para el

desarrollo de nuevas terapias.
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Enfermedades poco frecuentes

De acuerdo con la Federacion Argentina de Enfermedades Poco Frecuentes
(FADEPOF) [4], las enfermedades poco frecuentes (EPOF) -o también llamadas
"enfermedades raras"- son condiciones de salud con patrones especificos de signos,
sintomas y hallazgos clinicos definidos, que afectan a un escaso niumero de personas en una
poblacion determinada y pueden variar segun el pais y/o region.

Basados en los datos epidemiolégicos disponibles en Orphanet [84], se ha
determinado que en el mundo hay descritas clinicamente al menos 8.000 enfermedades poco
frecuentes definidas por prevalencia puntual (sin contemplar canceres, enfermedades
infecciosas o intoxicaciones bacterianas o virales poco frecuentes). Por esta razén, se
reconoce que el numero total es considerablemente mayor, pudiendo llegar a mas de 10.000
EPOF [85]. Estas enfermedades afectan entre el 4 y el 8% de la poblacién mundial [86] e
incluso, publicaciones recientes refieren que podrian afectar hasta al 10% de la poblacion
mundial, estimando que mas de 300 millones de personas en el mundo viven con alguna
enfermedad poco frecuente. Suelen constituir enfermedades cronicas, complejas,
progresivas, discapacitantes y, en ciertos casos, potencialmente mortales. Siete de cada diez
son de origen genético, y de estas, alrededor del 70% se manifiesta al nacer o durante la
nifiez, resultando en la muerte de 3 de cada 10 nifios antes de cumplir los 5 afios [86,87].

Las personas que viven con una EPOF requieren de una atencion biopsicosocial, que
contemple tanto la asistencia clinica especializada -en atencion primaria y/o de alta
complejidad- como de servicios sociales y apoyo psicologico destinado al propio paciente
como a su grupo familiar, bajo una atencion integral y coordinada. La dificultad para localizar
a un médico especialista, sumado a la dispersion geografica hace que las personas con EPOF
y sus familiares deban trasladarse a grandes distancias y pasar largas estadias fuera del
lugar de residencia para la realizacion de estudios, controles y seguimiento de su enfermedad,
ocasionando pérdida de escolarizacién y/o productividad laboral [88].

Llegar a un diagndstico certero es el mayor desafio: en promedio, puede llevar entre
5y 10 afios y requerir hasta 8 visitas a distintos especialistas antes de obtenerlo. Ademas, se
estima que mas de 4 de cada 10 personas reciben al menos un diagndstico errado durante
el proceso [89]. Debido a la baja prevalencia de estas enfermedades, la experiencia médica
y conocimientos generales son escasos, la oferta asistencial inadecuada y la investigacion
limitada. A pesar de su gran numero global, los pacientes con enfermedades poco frecuentes
suelen ser huérfanos de los sistemas sanitarios, a los que a menudo se les niega el
diagnodstico, el tratamiento y los beneficios de la investigacion. Es por esta razén que

buscamos incluir en esta tesis a pacientes con fuerte sospecha de EPOF y bajas
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posibilidades de costear estudios genéticos, de forma de facilitarles el acceso a un

potencial diagnéstico molecular certero.

Enfermedades autoinflamatorias

Un ejemplo de enfermedades poco frecuentes lo constituyen las enfermedades
autoinflamatorias (EAIl), caracterizadas principalmente por crisis inflamatorias generalizadas
recurrentes o persistentes, que frecuentemente incluyen fiebre, erupciones cutaneas,
compromiso de serosas o artritis y elevacién de reactantes de fase aguda (RFA), pero se
debe tener en cuenta una gran variabilidad que puede contemplar vasculopatias, enteropatias
y alteraciones neuroldgicas. Se definen por la continua sobreproduccion y liberacion de
mediadores proinflamatorios, especialmente interleucina-1-beta (IL-183), y sobreactivacion de
células del sistema inmune innato, como consecuencia de la desregulacion del control del
proceso inflamatorio, generalmente sin asociarse con una respuesta celular T con antigenos
definidos, ni a altos titulos de anticuerpos [90,91]. Pueden simular también patologias
autoinmunes, infecciosas y neoplasicas, por lo que es necesario descartar cualquiera de
estas etiologias. Debido a su origen genético, suelen iniciarse en la nifiez. Durante los
intervalos asintomaticos, se alcanza el bienestar clinico y la normalizacion de los parametros
inflamatorios, aunque la amiloidosis representa una grave complicacion a largo plazo [92] . El
diagndstico es clinico y se basa en las caracteristicas fenotipicas. El diagndstico genético es
muy importante, pero debe ser realizado e interpretado correctamente. El tratamiento con
agentes biolégicos que bloquean citocinas proinflamatorias, particularmente IL-13, ha
demostrado ser efectivo en muchos pacientes [92,93].

Biologia molecular de las enfermedades autoinflamatorias

La larga batalla entre los seres humanos y diversos insultos fisicos, quimicos y
bioldgicos que causan daio tisular o lesiones celulares (por ejemplo, productos de dafio
tisular, metabolitos y/o infecciones) ha llevado a la evolucién de diversas respuestas
adaptativas. Estas respuestas se desencadenan por el reconocimiento de patrones
moleculares asociados a dafios (DAMPs) y/o patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs), generalmente por parte de las células del sistema inmune innato [94]. Los DAMPs
y PAMPs son reconocidos por los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs)
expresados por las células inmunes innatas; este reconocimiento desencadena la
inflamacién. Los PRR incluyen los receptores tipo Toll (TLR), los receptores tipo Nod (NLR),
los receptores de lectina tipo C (CLR) y los receptores tipo RIG-I (RLR) que reconocen los
DAMP y los PAMP para iniciar las respuestas inmunitarias [95,96]. Estas proteinas también
se denominan receptores inmunitarios innatos. Las variantes de ganancia de funcién de los

receptores inmunitarios innatos o las variantes de pérdida de funcién de sus inhibidores estan
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relacionadas con las enfermedades autoinflamatorias [97]. Las mismas estan fuertemente
asociadas a la desregulacion de los interactomas de los PRR, entre los que se encuentran
los inflamasomas, los signalosomas activadores de NF-kB, los signalosomas inductores de
interferon de tipo | y los inmunoproteasomas; dando lugar las alteraciones de la regulacion
de estos interactomas a las Inflammasomopatias, Relopatias, Interferonopatias y Sindromes
autoinflamatorios asociados a los proteasomas, respectivamente [98]. Esto explica la
patogénesis de las enfermedades autoinflamatorias que implican brotes inflamatorios
recurrentes en ausencia de autoanticuerpos o linfocitos T antigeno-especificos [99]. El
conocimiento de los mecanismos moleculares que subyacen a las funciones de estos
receptores inmunitarios innatos es util para el tratamiento y la gestion de los individuos con
enfermedades autoinflamatorias (Figura 2).
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Figura 2. Receptores de reconocimiento de patrones en las células inmunes
innatas. Adaptado de Masumoto et al. 2021 [97]

Los diagnosticos diferenciales de las enfermedades autoinflamatorias son complejos
y dependen en gran medida del contexto clinico. No existe una unica lista de signos y
sintomas o estudios que excluyan efectivamente todas las posibles causas de inflamacion
recurrente de causa incierta. Los estudios deben adaptarse a cada persona y estar dirigidos
por una historia clinica exhaustiva y detallada. En general, los estudios iniciales tienden a
centrarse en excluir inmunodeficiencia, infeccion, y otras enfermedades genéticas poco

frecuentes en los nifos, mientras que en los adultos los trastornos adquiridos, como la
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autoinmunidad, vasculitis, sarcoidosis y malignidad, adquieren mayor importancia [100]. En
ambos casos, contar por lo tanto con un diagnéstico molecular preciso, es una herramienta y

contribucion indispensable.

Estrategias de bloqueo del inflamasoma y las citoquinas en las enfermedades
autoinflamatorias

Muchas enfermedades autoinflamatorias -en particular los defectos monogénicos- se
asocian con alteraciones de los inflamasomas. De acuerdo con la estructura del receptor de
tipo NOD (NLR) implicado, se han descrito 4 tipos de inflamasomas hasta la fecha:

- EI'NLRP1, que puede ser activado por una toxina derivada del antrax [101]
- EI'NLRC4, activado por la flagelina bacteriana [102]
- ElI AIM2, un inflamasoma de la familia PYHIN, que se activa mediante la unién a

ADN de doble cadena viral y bacteriana de patégenos intracelulares [103]

- EINLRP3, el mas estudiado, que puede ser activado por una gran variedad de PAMPs

y DAMPs, por especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen

Species), proteasas liberadas en el citosol, dafio lisosomal causado por amiloide-f3,

silice, catepsina B, cristales de colesterol o salida de potasio de la célula [104].

Los inflamasomas son estructuras multimoleculares complejas que responden a las
sefales de "peligro" mediante la activacion de citoquinas [105]. Ademas de los PAMPs y
DAMPs, el inflamasoma puede interactuar con y ser estimulada por proteinas como la pirina
(codificada por el gen MEFV), la proteina que interactia con la prolina-serina-treonina
fosfatasa 1 (codificada por el gen PSTPIP1), la mevalonato quinasa (codificada por el gen
MVK) y la proteina NLRP7. Todas ellas también pueden verse alteradas en su estructura y
funcidn por la presencia de variantes patogénicas, que dan lugar a enfermedades
autoinflamatorias.

Tras la activaciéon del inflamasoma, la procaspasa 1 va a ser activada la caspasa 1,
que a su vez escinde la pro-interleucina-1f y la convierte en su forma activa, la IL-13 [106].
La IL-183 es, ademas del TNF-a, uno de los principales mediadores de la fiebre y la inflamacion
en humanos y se ha denominado "citoquina de alarma prototipica", ya que coordina la
respuesta mas temprana del sistema inmune en respuesta al dafio de origen exégeno o
endogeno, reconociendo su papel fundamental en la inmunidad innata [107,108]. Una vez
liberada, la IL-1p conduce a la dimerizacion de la proteina accesoria del receptor de IL-1 (IL-
1RACcP) con el receptor de IL-1 tipo 1 (IL-1R1) [109]. Esto provoca una cascada de sefales
descendentes que finalmente dan lugar a la activacion de NFkB y la produccion y liberacion
de otras citoquinas inflamatorias [110]. Como consecuencia de la activacion del inflamasoma,

se producen una gran variedad de citoquinas liberadas por las células del sistema inmune
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innato (monocitos, macrofagos y células dendriticas). Entre ellas, se encuentran las familias
IL-1 (IL-1, IL-18, IL-33), TNF (TNF-a, LT-a), IL-6 (IL-6, IL-11), IL-17 (IL-17A, IL-25) y los IFN
de tipo 1 (IFN-a, IFN-B) [111]. La inhibicidon de la cascada inflamatoria reviste un gran interés,
tanto desde el punto de vista cientifico como, tal vez, desde el punto de vista clinico. Por ello,
se han identificado una serie de mediadores y sustancias capaces de modular o incluso
bloquear el proceso inflamatorio en distintos puntos [112].

En cuanto a la patogénesis inflamatoria implicada en la enfermedad, se han clasificado
los trastornos autoinflamatorios monogenéticos como mediados por IL-1 (CAPS y DIRA),
parcialmente mediados por la IL-1 (FMF, HIDS, PAPA) y mediados por otras vias (TRAPS,
Sindrome de Blau, Sindrome de Majeed, Querubismo y Deficiencia del receptor de IL-10)
[113]. En el contexto de las EAI, éstas son las mas frecuentes, son enfermedades
monogénicas clasicas, su modelo de herencia y genes afectados son conocidos, y existen
tratamientos disponibles. En la Tabla 1 se resume dicha informacién.

En relacion con los tratamientos, debido al papel destacado de la IL-1B en la
inflamacién humana y a los efectos favorables del bloqueo de la IL-1j3, estas estrategias han
sido las mas estudiadas y utilizadas en el CAPS, la FMF resistente a la colchicina [114], el
TRAPS, el HIDS y el DIRA. La inhibicién de la IL-1 puede conseguirse a diferentes niveles:
algunas sustancias estan dirigidas directamente a la molécula de IL-13 (Canakinumab [115],
Rilonacept [116], Gevokizumab [117]), mientras que otras son antagonistas del receptor de
la IL-1 (Anakinra) y han sido eficaces no so6lo en trastornos mediados por la IL-1, sino también
en trastornos metabodlicos como la gota o la diabetes, y en enfermedades autoinflamatorias
genéticamente complejas como la enfermedad de Behcet, y la Artritis Idiopatica Juvenil
Sistémica o la Enfermedad de Still en el adulto [118, 119]. Otros bloqueantes de citocinas
utilizados en la practica clinica son los inhibidores del TNF (Etanercept [117,120], Infliximab
[121] y Adalimumab [122]) y el inhibidor de la IL-6 (Tocilizumab [123]).

Por su parte, la colchicina se ha utilizado durante siglos para el tratamiento de
trastornos inflamatorios [122—-124], resultando eficaz en la gota [125], pero también en la
enfermedad de Behcet [126] y en la FMF, donde es capaz de prevenir la amiloidosis [127]. El
farmaco afecta a muchos tipos de células y se acumula preferentemente en los neutrofilos.
Aunque su modo de accién aun no esta claro, tiene propiedades desestabilizadoras de los
microtubulos que pueden ser parte de sus efectos. Efectos adicionales como la alteracion de
la expresion de moléculas de adhesion, quimiotaxis y la generacion de ROS también influyen
en la inflamacion [128]. En general, la colchicina tiene buena tolerancia. Sin embargo, se
producen efectos secundarios gastrointestinales, hematolégicos y neuromusculares cuando
la dosis administrada es demasiado alta [129].

Otros biolégicos como el Abatacept (inhibe la activacion de las células T, utilizado en

la artritis reumatoide [130]), Belimumab (anticuerpo monoclonal humano que inhibe el factor

27



activador de las células B, aprobado por la FDA para el lupus sistémico [131]) o Rituximab
(anticuerpo monoclonal quimérico anti-CD20, utilizado en artritis reumatoide, purpura
idiopatica o nefritis lupica [132]) son eficaces en las enfermedades autoinmunes, pero no
existen informes sobre su aplicacion en trastornos autoinflamatorios.

Hasta la fecha, el bloqueo de la IL-173 es el tratamiento mas eficaz en la mayoria de
las enfermedades autoinflamatorias monogenéticas [133]. Los efectos mas favorables se
observan en el tratamiento de los sindromes periddicos como Criopirinopatias, aunque
también eficaz en otras enfermedades como DIRA, TRAPS, PFAPA, FMF resistente a la
colchicina, entre otros. La inhibicion de la IL-1 también desempefia un papel en enfermedades
autoinflamatorias multifactoriales y comunes como la diabetes, la gota y la arterosclerosis.

Es claro que el conocimiento de las bases moleculares que llevan al desarrollo de las
EAIl, derivado del conocimiento de los genes afectados por variantes patogénicas, ha
contribuido enormemente al desarrollo de una amplia variedad de potenciales terapias y que
en la actualidad su tratamiento ofrece un panorama complejo pero esperanzador. Es por ello
que en esta tesis buscamos contribuir al avance del conocimiento de las bases

moleculares de las EAl mediante el analisis de datos genomicos de pacientes.
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Tabla 1. Clasificaciéon de las enfermedades autoinflamatorias sistémicas hereditarias, genes responsables, modelo de herencia y enfoque
terapéutico disponible.

Sindromes hereditarios de fiebre periédica

Nombre OMIM Gen- Proteina Modelo de Principales caracteristicas Enfoque terapéutico
afectada herencia
® Debut: <20 afios.
Fiebre 249100 MEFV- AR ® Fiebre de duracion 1-3 dias, 10 a 12 veces/afno. Colchicina,
mediterranea Pirina/marenostrina ® Manifestaciones digestivas, peritonitis estéril.
familiar (FMF) (AD en ® Poliartralgias monoartritis. Canakinumab (para no respondedores a
pocos ® Mialgias ocasionales. colchicina)
casos) ® FEritema de tipo erisipela.
® Adenopatias ocasionales.
® Amiloidosis variable.
Sindrome 260920 | TNFRSF1A - Receptor AD ® Debut: <10 afos. -Agentes antiinflamatorios no-
periédico 1 del TNF ® Fiebre de duracion >7 dias, 3-6 veces por afio. esteroideos para el tratamiento
asociado al ® Manifestaciones digestivas muy frecuentes, dolor | sintomatico.
receptor del abdominal.
TNF (TRAPS) ® Poliartralgias Monoartritis. - Corticosteroides para episodios
® Mialgias muy frecuentes migratorias. inflamatorios, pero a menudo se
®  Muy frecuentes Migratorias. requieren dosis crecientes.
® Muy frecuentes: edema periorbital y conjuntivitis.
° i i —
° AA:]ﬁgi?jgzysaja?i(;a;f?;_lsg%)' - Etanercept, un inhibidor de TNF, ha

demostrado ser eficaz (disminuye con el
tiempo).

- Anakinra y Canakinumab también han
sido utilizados proporcionando un control
optimo de las manifestaciones
inflamatorias a largo plazo.
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® Debut: <12 meses
Sindrome de 142680 MVK- Mevalonato AR ® Fiebres de duracion 4-6 dias, 9-10 veces/afio - Altas dosis de Prednisona.
hiper-lgD y Kinasa ® Manifestaciones digestivas, dolor abdominal y
fiebre periédica diarrea. » ) - Anakinra o, con menor eficacia,
(HIDS) ® Poliartralgias artritis ocasionales. Etanercept.
® Mialgias ocasionales.
® Exantema maculopapular Adenopatias muy - Canakinumab,
frecuentes.
® Amiloidosis muy frecuente.
Sindromes periédicos asociados a criopirina (CAPS)
FCAS 120100 NLRP3 (CIAS1) - AD Episodios recurrentes de fiebre autolimitada, urticaria, Sintomatico, antiinflamatorios no
Criopirina dolor articular, conjuntivitis, nduseas, sed extrema, esteroideos, corticoides, y analgésicos.
sudoracién y dolor de cabeza.
El tratamiento consiste en inhibidores de
IL-1B: Anakinra, Rilonacept y
Canakinumab.
Sindrome de 191900 Episodios recurrentes de fiebre y urticaria (rash), dolor nu
Muckle-Wells articular, inflamacion ocular, pérdida auditiva gradual,
riesgo de amiloidosis con dafio renal, fatiga, dolor de
cabeza, nauseas, sed extrema y escalofrios.
Sindrome de 607115 Meningitis crénica progresiva, pérdida de vision y
CINCA-NOMID audicién, problemas con el aprendizaje, artritis, retraso del

crecimiento 6seo, amiloidosis con dafio renal, rash
permanente, inflamacion ocular, espleno/hepatomegalia,
nauseas, vomitos, fatiga y dolor de cabeza.
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Granulomatosis sistémicas pediatricas

Sindrome de 186580 NOD2- Proteina que AD Afectacion de piel, ojos y articulaciones. El sindrome de Blau no tiene cura, pero
Blauy contiene el dominio de altas dosis de corticosteroides pueden
Sarcoidosis de oligomerizacion de Los sintomas se manifiestan en general en nifios menores | a@yudar a reducir la inflamacion. Los
inicio precoz unioén a nucleétidos 2 a 4 afios con dermatitis, artritis granulomatosa y uveitis. medicamentos inmunosupresores
también pueden ayudar y el Adalimumab
puede reducir la inflamacion en
combinacion con corticosteroides,
inmunosupresores o ambos.
Otras enfermedades autoinflamatorias sistémicas hereditarias
Sindrome PAPA | 604416 | PSTPIP1- Proteina de AD La artritis se inicia en la primera década de la vida y es La artritis y las lesiones en la piel
interaccién prolina- progresivamente destructiva. Episodios de traumatismo responden a los glucocorticoides.
serina-treonina menor pueden desencadenarla. A veces aparecen Ulceras
fosfatasa 1 con mala cicatrizacion y bordes despegados, a menudo en | E| tratamiento con Etanercept o Anakinra
localizaciones de lesion (p. €j., sitios de vacunacion). Por puede ser util. El acné se trata con
lo general, el acné es noduloquistico y, de no ser tratado, tetraciclina o isotretinoina por via oral.
causa cicatrizacion. En la pubertad, la artritis tiende a
desaparecer y predominan los sintomas cutaneos.
CRMO, 609628 LPIN2- Lipin 2 AR Puede afectar a uno o varios huesos y el dolor 6seo es el El tratamiento suele comenzar con
sintoma mas frecuente (no se debe a infeccion) . Suele AINEs (ibuprofeno, naproxeno,
Sindrome haber sensibilidad y dolor en la zona afectada. Algunos meloxicam), pero algunos pacientes
Majeed pacientes pueden desarrollar artritis y fatiga. necesitan medicamentos mas potentes,
como metotrexato, biolégicos
(Etanercept, Adalimumab, Infliximab,
Anakinra) y bifosfonatos (pamidronato,
acido zoledronico).

CAPS: Sindrome periddico asociado a la criopirina, FCAS: Sindrome autoinflamatorio familiar inducido por el frio, CINCA: Sindrome articular, cutaneo y neuroldgico crénico
infantil o NOMID: Enfermedad inflamatoria multisistémica de inicio neonatal, PAPA: Artritis pidgena, pioderma gangrenoso y acné, CRMO: Osteomielitis crénica multifocal
recurrente, AINEs: Medicamentos antiinflamatorios no esteroides, AD: autosémico dominante, AR: autosémico recesivo.
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Diagndstico de una enfermedad genética en la era NGS

El diagndstico de enfermedades genéticas implica tradicionalmente un examen clinico
integral que consta de, al menos, tres elementos principales [134]:
1. Examen fisico;
2. Antecedentes familiares detallados;
3. Resultados de pruebas clinicas, estudios especializados y de laboratorio (en el caso
que corresponda y estén disponibles).

Si bien un médico general o de cabecera no siempre tiene la capacidad de
determinar el diagnéstico definitivo de una enfermedad genética, su funcién es esencial en
recopilar los detalles de los antecedentes familiares, evaluar la posibilidad del desarrollo de
una enfermedad genética tras un diagndstico presuntivo, ordenar la realizaciéon de estudios
complementarios y, si es adecuado, remitir al paciente a un especialista en genética
médica. En este contexto, las tecnologias de secuenciacion de proxima generacion (NGS)
se introdujeron e insertaron sdélidamente en laboratorios y clinicas que ofrecian la
posibilidad de realizar analisis genéticos, luego de convertirse en un método confiable,
preciso y rentable aplicado tanto al diagnoéstico molecular como al descubrimiento de
nuevos genes asociados con patologias hereditarias de etiologia desconocida o complejas,
como las cardiomiopatias, arritmias cardiacas, trastornos del tejido conectivo o neuronales
y autismo, donde una gran cantidad de genes estan involucrados en un gran espectro
fenotipico. Dado que las plataformas de NGS permiten realizar la secuenciacién masiva y
paralela de diferentes regiones “target” u objetivo, se utilizan ampliamente tanto en el
diagnostico de enfermedades infecciosas, inmunes, trastornos poco frecuentes como en el
diagnostico prenatal no invasivo y, mas recientemente, en la toma de decisiones
terapéuticas para el tratamiento del cancer.

Es aqui donde los desafios que los médicos estan comenzando a enfrentar hoy en
dia contemplan la eleccidon de qué tipo de estrategia es la mas adecuada para aplicar a cada
caso clinico. Actualmente, hay tres opciones disponibles: paneles de genes dirigidos,

secuenciacion del exoma (WES), o secuenciacion del genoma completo (WGS).

Eleccién del mejor enfoque: paneles, WES o WGS

Los profesionales de la salud suelen plantearse si deben comenzar su analisis con
una prueba dirigida al diagnostico clinico presuntivo, o si, por el contrario, resulta preferible
iniciar la busqueda de un diagndstico solicitando directamente la secuenciacion del exoma o
genoma. El costo de una prueba de secuenciacion de multiples genes dirigida a una

determinada enfermedad generalmente varia de 150 a 1000 USD, dependiendo de la
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tecnologia seleccionada, la profundidad de secuenciacién y la empresa con la que se desea
trabajar. Por otro lado, las pruebas clinicas de secuenciacion del exoma varian entre 350 a
1000 USD, mientras que el costo de un genoma podria contemplarse entre 1000 a 2000 USD.

La secuenciacion dirigida de los genes de interés seleccionados ofrece una buena
cobertura, con una profundidad media de entre 300X-500X, dependiendo de las plataformas
y el numero de muestras analizadas, para asegurarse una cobertura pareja y completa de la
totalidad del panel analizado, que justifique el mayor precio y el objetivo acotado de genes
(regiones) a analizar. En el caso de existir, aquellas regiones especificas no detectadas, se
pueden secuenciar por la técnica de Sanger, con el fin de cubrir todas las regiones de interés
y/o validar los resultados obtenidos [135, 136]. Por ejemplo, las pruebas con PCR de largo
alcance se pueden realizar en paralelo para compensar las fallas de NGS en detectar aquellos
genes con pseudogenes, como es el caso del gen STRC14 [137]. Ademas, los laboratorios a
menudo complementan los paneles de genes con métodos de deteccion de variantes en el
numero de copias CNVs (del inglés, Copy Number Variation: variacién del nimero de copias)
para identificar grandes deleciones o inserciones y otros, que los servicios de secuenciacién
del exoma no detectan actualmente. Este enfoque de secuenciacion dirigida se ha adoptado
para determinados trastornos genéticos, que poseen un nimero chico o moderado de genes
asociados a los mismos, como es el caso de sordera no sindrémica, sindrome nefrético,
cardiomiopatias, enfermedades lisosomales o en el diagndstico de otras condiciones
mendelianas. Otra clara ventaja del uso del panel dirigido es la reduccion del nimero de
hallazgos incidentales y/o de variantes de significado incierto. Su principal limitacion es la
restriccion de busqueda de variantes a un numero acotado de genes, pudiendo perderse
informacion de relevancia. La aplicacion de paneles de secuenciacion masiva al diagnéstico
genético requiere del estudio de los genes asociados a la patologia, del disefio bioinformatico
del panel y de su validacion, que permita evaluar los parametros de calidad del mismo, como
la reproducibilidad, cobertura media, sensibilidad, especificidad, deteccion de deleciones e
indels ("insercion o delecion"), previa a su aplicacion en el diagndstico de enfermedades
genéticas. Dado que el campo genético se encuentra en constante cambio, la aparicion de
evidencia que relacione nuevos genes con un fenotipo clinico particular provocaria la
necesidad de redisefiar y revalidar el panel [137,138].

El Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica sugiere que los enfoques de
secuenciacién del genoma (WGS) o exoma completo (WES) deben reservarse para aquellos
casos en los que las pruebas dirigidas al diagndstico presuntivo (paneles) sean negativas, o
tengan pocas probabilidades de devolver un resultado positivo de forma adecuada y costo
efectiva [139]. En este contexto, el beneficio de la secuenciacién del exoma radica en proveer
una gran cantidad de informacion genética correspondiente a un elevado nimero de genes

(cerca de 18 mil), incluso si en la practica, la cobertura completa de todos los exones

33



codificantes no es factible. La cobertura tipica de los exones es aproximadamente del 90 al
95% [140]. Sin embargo, al analizar pequefos conjuntos de genes que estan implicados en
una determinada enfermedad, la cobertura puede ser mucho menor, y esto es algo que suele
y debe ser evaluado previo a la decisidn de realizar la secuenciacién. La aplicacion del WES
puede ser util, por ejemplo, en casos que presentan fenotipos complejos y heterogéneos y
que sugieren la existencia de multiples enfermedades o son poco claros y/o atipicos, o cuando
una prueba genética anterior no ha tenido éxito. Los estudios de WES, al incluir no sélo los
exones de aquellos genes asociados al fenotipo en estudio, también permiten la identificacion
de nuevos genes asociados a enfermedades con base molecular conocida, y/o la
identificacion de aquellos genes causales de una enfermedad genética para la cual los
mismos son desconocidos. Este enfoque permitid la identificacién de nuevas variantes en
genes responsables de numerosos sindromes, como el de Freeman-Sheldon, el Sindrome
de Miller y el Sindrome de Schinzel-Giedion. Otra ventaja del WES es que el andlisis de
variantes puede limitarse a los genes de interés, y posteriormente ampliarse si es necesario,
minimizando la posibilidad de deteccion de hallazgos incidentales o secundarios. En base a
estas ventajas, en muchos casos, se implementa el uso de WES como el primer analisis
genetico a realizar. Su costo moderado (comparado con WGS) hace usualmente posible el
analisis de trios (secuenciacion del caso indice y sus progenitores) de una forma costo
efectiva, facilitando la interpretacion de los datos y aumentando el rendimiento diagndstico
considerablemente (20-30%) y aun mas si se acompafia por alguna tecnologia de
secuenciacion de CNVs [141,142]. En cuanto a las contras de la utilizacion de WES, es
importante tener en cuenta que aproximadamente el 10% de las bases secuenciadas
obtienen una profundidad de lectura similar o menor a 20 (necesaria para un diagndéstico
certero), y que aproximadamente solo el 85% de los genes asociados a enfermedades
humanas presentes en la base de datos de OMIM recibe la cobertura adecuada. La cobertura
deficiente puede deberse a varios factores: que no se hayan alineado las sondas especificas
para ciertos genes, ya sea porque los genes no se eligieron para su inclusion durante el
desarrollo del ensayo o porque las secuencias repetitivas impidieron su inclusion, y/o
relacionado a las sondas con bajo rendimiento debido a la riqueza de GC o la baja calidad de
mapeo. Ademas, al igual que ocurre en los paneles de genes, las herramientas que han sido
desarrolladas para la deteccion de CNVs mediante WES siguen sin ser tan precisas como las
utilizadas para WGS [143,144]. Por estos motivos, entre otros, es posible que incluso para un
diagnostico presuntivo asociado claramente a una enfermedad genética, el estudio de WES
no permita identificar la variante responsable del fenotipo. Es por lo que, en ciertos casos,
surge la necesidad de recurrir a la secuenciacién del genoma completo.

La secuenciacion del genoma completo, conocida como WGS, se ha utilizado en gran

medida como una herramienta de investigacion, pero actualmente se esta introduciendo en
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el diagnodstico clinico. Es una estrategia que utiliza tecnologia innovadora y avanzada,
constituyendo una herramienta clave para llevar a cabo nuevos descubrimientos, obteniendo
todos los datos genéticos de un individuo en un solo experimento y accediendo a la deteccion
tanto de SNPs, SNVs y CNVs. Actualmente, los costos de secuenciacién y la capacidad de
coémputo para procesar y almacenar los datos crudos constituyen unas de las principales
desventajas de la utilizacion de WGS, asi también como el hallazgo de millones de variantes
de significado incierto, principalmente debido a la falta de informacion (frecuencia, evidencia
de correlacion genotipo-fenotipo, prediccion de patogenicidad, etc.) de variantes presentes
en regiones no codificantes, regulatorias o repetitivas. Por otro lado, la secuenciacion del
genoma completo tiene la ventaja de brindar una cobertura continua, permitir la identificacion
de variantes por fuera de los exones, mejorar la identificaciéon de CNVs y lograr una mayor
eficiencia diagndstica. La busqueda de variantes, como en WES, podria dirigirse inicialmente
a las regiones de interés, ya que la interpretacion de variantes en regiones intrénicas,
intergénicas o regulatorias es mucho mas compleja. Tales variantes podrian cobrar relevancia
en un futuro cercano, incrementando el valor de los datos obtenidos mediante WGS [145].
En resumen, cuando se comparan todas las opciones (Paneles, WES, WGS), parece
claro que la secuenciacion del genoma completo (WGS) constituye teéricamente el mejor
enfoque, ya que produce una mayor cantidad de datos gendémicos de un individuo. Ofrece
importantes ventajas: cobertura mas uniforme que WES y permite ademas la deteccion de
variantes intronicas y de CNVs, incluyendo pérdidas de un solo exén. Sin embargo, obtener
una cobertura suficiente incrementa los costos y el tiempo de analisis limita su
implementacion en el diagndstico genético de rutina, ya que se detectan miles de variantes
de dificil interpretacion. Por el contrario, el WES es considerablemente mas econdmico que
el WGS y sigue siendo considerado como una estrategia eficiente [146]. El analisis de paneles
representa una alternativa menos costosa, pero que solo tendra éxito si el gen que causa la
enfermedad esta incluido en el panel. La ventaja es, ademas del corto tiempo de resultado,
que permite una mayor cobertura a un coste menor que los enfoques de exoma o genoma y
reduce la posibilidad de hallazgos inespecificos o accidentales. Esto puede solucionarse en
WES y WGS dirigiendo el analisis a unos pocos genes seleccionados y conocidos y, si no se
encuentra nada clinicamente significativo, ampliando la busqueda de variantes a otros genes
relevantes y realizando modificaciones en la aplicacion de filtros durante el analisis
bioinformatico [145]. Por los motivos expuestos, en la presente tesis, hemos adoptado
principalmente un enfoque basado en WES con un analisis dirigido a paneles

asociados al diagnoéstico clinico presuntivo.
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Dificultad de implementacion local de estas tecnologias

Como muchos de los desarrollos tecnologicos, la Medicina de Precisiéon Genodmica
tiene su epicentro en paises europeos, Estados Unidos, Canada, Japdn y China, que
financian y fomentan el desarrollo de programas masivos que pretenden secuenciar cientos
de miles de genomas humanos. En los paises periféricos, como la Argentina y el resto de
Latinoamérica, aun no existen programas de esta envergadura, principalmente debido a la
escasez de recursos humanos formados en el area, a la falta de capital para el financiamiento
de proyectos de tal extension, y a la tendencia a adquirir este tipo de productos y servicios
tecnoldgicos en el exterior. Esto resulta en un acceso restringido y sobrevaluado al servicio.
Dicha situacion soélo puede ser maodificada con la formacion local de profesionales de la salud
(y otras disciplinas) en estas técnicas y la demostracion de casos de éxito realizados
localmente. Paradéjicamente, en Argentina y varios paises de Latinoamérica (Brasil, Chile,
Uruguay, etc.), se encuentra disponible la capacidad tecnoldgica para secuenciar genomas
humanos, y la misma se halla ampliamente subutilizada. La implementacion de estas potentes
tecnologias en laboratorios clinicos certificados o en Universidades presenta un gran desafio
debido a su complejidad, al gran volumen de datos generados, la dificultad del
almacenamiento y a las implicaciones médico-legales de los datos generados [147].
Particularmente, los costos de los reactivos y el mantenimiento de los equipos constituyen el
principal obstaculo ya que, aunque en los ultimos afios han comenzado a descender, se
encuentran en moneda extranjera, significando un alto y fluctuante costo para nuestro pais.
Ademas, un laboratorio molecular clinico debe cumplir con los diversos requisitos y pautas
de calidad, lo que ralentiza el proceso. Por otro lado, es importante destacar que la genémica
clinica es un area del conocimiento netamente interdisciplinaria que requiere del trabajo
conjunto y sinérgico de médicos, bioquimicos, bidlogos, estadisticos e informaticos en pos de

un objetivo comun, y que se encuentra en un incipiente desarrollo en la region.
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Objetivos

El objetivo principal de esta tesis fue poner a punto y desarrollar un protocolo general

de aplicacion de filtros sucesivos que permitiera facilitar la priorizacion y el analisis de

variantes genéticas derivadas de secuenciacion de exomas con la finalidad de llegar al

diagnostico genético-molecular de pacientes con fuerte sospecha de Enfermedades Poco

Frecuentes, ya sea en el marco de casos individuales, como en el contexto de proyectos de

secuenciacion clinica de mediana envergadura.

Especificamente nos propusimos:

Desarrollar el caso de una familia con numerosos miembros afectados que
evidenciaron un fenotipo poco frecuente y atipico, y resultaron ser portadores
de dos variantes en el gen AFG3L2.

Exponer y profundizar el caso de una paciente con un fenotipo autoinflamatorio
poco frecuente y atipico, portadora de dos variantes en el gen ISG15.
Analizar de forma global e integrada los resultados de la secuenciacion de 165
exomas de pacientes con diagnostico presuntivo de Enfermedades
Autoinflamatorias, en el marco del proyecto PAMPA, clasificando la

informacion obtenida de acuerdo a la relevancia de los resultados.
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Materiales y Métodos

Seleccion de Pacientes

La seleccion de pacientes se menciona en detalle en los capitulos I, Il y I, y se
adapté a los objetivos especificos.

Consentimiento informado

Todos los casos analizados formaron parte de: i) protocolos de investigacion
aprobados por los comités de ética de las instituciones que atendieron a los pacientes, con
los consentimientos informados correspondientes; o alternativamente ii) casos enmarcados
en un proceso de innovacion clinica donde, de acuerdo con los principios expresados en la
Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (AMM) [148], el médico responsable
del caso otorga y explica el consentimiento informado al paciente y/o a sus tutores, quienes

consienten de manera informada sobre la realizacion del estudio.
Protocolo para la Secuenciacion Exémica

Una vez seleccionados los casos, e informados el médico y paciente, se procedio a
la firma de los consentimientos informados y declaraciones juradas. Posteriormente, se derivo
a cada paciente a un laboratorio de analisis clinicos o al area de bioquimica del hospital
postulante para realizar la extraccion de una muestra de sangre periférica. La purificacion de
ADN de linfocitos circulantes la realizé, en la mayoria de los casos, un laboratorio tercerizado,
mediante la utilizacion de kits comerciales QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN), logrando una
concentracion final minima de 50 ng/ul y una pureza mayor a 1,8 en relacién de absorbancia
260nm/280nm. En algunos casos, las muestras de ADN fueron directamente aportadas por
las instituciones de los pacientes postulados. La captura exémica se realizd con el kit de
“Agilent SureSelect Human All Exon V5 (Caso I, Caso Il y Edicion PAMPA 2018)”, “Agilent
SureSelect Human All Exon V7 (Ediciones PAMPA 2019-2021)” y las muestras fueron
secuenciadas mediante la tecnologia “lllumina HiSeq 4000” con una longitud de lectura de
100 pares de bases y una profundidad promedio de 100X. Todas las muestras incorporadas
al Proyecto PAMPA fueron anonimizadas en todos los pasos, desde la extraccion de sangre

hasta la entrega de resultados finales al médico responsable.
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Hallazgos incidentales

En todos los casos, el analisis se limité a aquellos genes previamente consensuados
con el profesional como directamente relacionados con el diagndstico presuntivo, para
disminuir la posibilidad de hallazgos incidentales. En ninguno de los casos analizados para
esta tesis se presentd/reporté un hallazgo incidental.

Precision y tasa de error de un experimento de secuenciacion por NGS

Cuando se realiza un experimento de NGS, como ya se mencioné anteriormente, lo
que se termina secuenciando son pequefios fragmentos de aproximadamente 100 pb que se
denominan lecturas. Cada lectura es un fragmento al azar de la secuencia completa y la tasa
de error de éstas ronda el 0.1-1% por base leida. Es por esto que, en la practica, se deben
“leer” muchas lecturas superpuestas, lo que permite luego reconstruir informaticamente la
secuencia de ADN original. En este punto aparecen dos parametros claves que determinan
la resolucioén y tasa de error de un experimento de secuenciacion por NGS: i) la profundidad
(también conocida como cobertura vertical) y ii) la cobertura horizontal. El primero refiere al
numero promedio de lecturas que cubren a cada base dentro de la muestra de ADN -en otras
palabras, cuantas veces es leida (o secuenciada) cada base-, mientras que la segunda se
relaciona con la extension de la secuencia “leida” en relacién a la longitud total del ADN que
uno desea secuenciar. A modo de ejemplo, un genoma completo secuenciado al 90% de
cobertura horizontal y 60X de profundidad, significa que 9 de cada 10 bases del genoma
fueron leidas al menos una vez y que, en promedio, cada base en el genoma fue “leida” 60
veces. Cuando no se especifica lo contrario, la palabra “cobertura” suele utilizarse para hacer

referencia a la profundidad o cobertura vertical.

Analisis bioinformatico

Etapas generales

Se pre-procesaron los resultados que entregd el secuenciador- las lecturas y datos
asociados- utilizando un pipeline basado en las buenas practicas de GATK del Broad Institute
[149], que consistié en los siguientes pasos i) en control de calidad de las lecturas -con
descarte de las que no superaran el umbral minimo de calidad-, ii) mapeo-alineamiento, iii)
llamado de variantes. Luego se procedio a la anotacion de las variantes (iv) y, finalmente, al

analisis y priorizacion de las mismas en el contexto de la clinica de cada caso.

En primer lugar, se procedié a marcar las lecturas que pudieran ser producto de
duplicaciones de PCR por medio del software PICARD, se detectaron regiones con varias
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lecturas de baja calidad y se realizé un realineamiento local con el fin de detectar posibles
deleciones o inserciones pequefias. El siguiente paso consistié en detectar las diferencias
entre el consenso de las lecturas obtenidas y el genoma de referencia, en un proceso
denominado “llamado de variantes” (del inglés “variant calling”) mediante la herramienta
“Haplotype Caller’ de GATK. A partir de la informacion de calidad de las variantes se realizé
un filtrado, con el protocolo “Hard Filtering”, segun las recomendaciones detalladas por
GATK, con el fin de detectar y filtrar aquellas variantes llamadas de baja calidad (falsos
positivos). Como ultimo paso, se procedioé a anotar el VCF (vincular las variantes con datos
bioldgicos) con informacion externa de bases de datos utilizando el paquete de software
SnpEff/SnpSift [150] y Annovar [151]. Para ello se utilizaron las siguientes fuentes: dbSNP,
ExAC, 1000 Genomas, GnomAD para frecuencia poblacional [152], ClinVar [153] para la
relevancia clinica y Polyphen [154], SIFT [155] y Mutation Taster [156], entre otros, para las
predicciones de patogenicidad. La Figura 3 resume el procesamiento bioinformatico que tuvo
lugar, indicando los pasos seguidos y los programas utilizados que luego seran explicados

en detenimiento [149].

Genoma humano
% de referencia BAM “recalibrado”

v Y

Mapeo

FASTO “Crudos”

Llamado de
Variantes

BWA

SAM -
Estadisticas Filtros ‘ Haplotype PLATYPUS
L J | Caller” GATI
FASTQC PRINSEQ
Ordenamiento

PICARD x{m— /m— ver
rasre | “Pre-procesados” BAM » EHH ‘ E!H! ‘ E!ii!
\J
I Marcar
Duplicados
PICARD l
Realinacion
Indels
GATK $

Recalibracion de
calidad de bases
GATK

Figura 3: Esquema de pasos para la obtencién de variantes. Desde los archivos del
secuenciador “FASTQ” hasta los archivos de variantes “VCF”. Se detallan en italica y negrita los
distintos programas que se aplicaron en cada paso. Como llamador de variantes se utilizé el “Haplotype
Caller” de GATK.
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i) Control de calidad de las lecturas

- Analisis y preprocesamiento de los archivos “.fastq”

Como producto de la secuenciacién se obtuvo, para cada muestra, un conjunto de
lecturas (reads) en dos archivos con formato “.fastq”, similar a los archivos “.fasta” usualmente
utilizados para secuencias de nucledétidos, pero con la incorporacién de una linea al final con
informacion de la calidad de lectura para cada base. Un archivo FASTQ contiene multiples
lineas de texto, las cuales se agrupan cada 4 filas (o lineas) para representar cada lectura
(Figura 4).

Previamente, a los pasos de alineamiento y mapeo necesarios para reconstruir la
secuencia, debio controlarse la calidad de las lecturas. Para ello, se analizé la longitud
promedio de las mismas, el contenido de C-G -que debe ajustarse a la probabilidad esperada-
la calidad de lectura por base, etc. Un parametro importante es la cantidad de lecturas
repetidas, derivadas del proceso de duplicacion por PCR y no por fragmentacion al azar de
la muestra de ADN, que pueden influir erroneamente en el llamado de variantes. Sin embargo,

en caso de existir, son facilmente excluibles en pasos posteriores.

@sequence id
GAAAATGGCTTCGAAATTGGTTTTTTTAGCTCCCCACTTATGACACACTTCTCTGTAAATGA
+

CCCFFFEHGGHCG:GA: DHHE>EEHHHCDBD?BRFFFHHHHIJIJEHCFHGDEHGIJGIGII

Figura 4: Ejemplo de un archivo “.fastq”. La primera linea, precedida por un simbolo “@”
(arroba), contiene el identificador del read (generalmente consiste en el nombre del equipo, el id de la
flowcell utilizada, las coordenadas en la misma, si corresponde al par 1 o 2 -si es pair-end- y una
descripcion). La segunda contiene la secuencia de nucledtidos del read, de longitud variable
dependiendo del experimento de secuenciacion (representadas por las letras A, C, G y T). La tercera
linea es un separador, que contiene un simbolo “+” (suma), y la dltima linea indica la calidad de lectura
en el cual cada simbolo del alfabeto ASCII corresponde a un nivel de calidad en escala Phred,

determinada por el secuenciador en base a los resultados del proceso de secuenciacion.

Para obtener un andlisis general de las lecturas se utilizé el programa FastQC
(Babraham Institute. Version 0.11.4) con el fin de obtener estadisticas en relacion a la
cantidad de lecturas totales, el tamafo promedio, el contenido de C-G, la cantidad de lecturas
repetidas y el contenido de adaptadores que no se hayan filtrado en los pasos previos, entre
otros parametros. Como paso de filtrado, se decidid Unicamente eliminar las lecturas que

tengan un minimo de calidad de 10 promedio en valores de Phred score (lo que equivale a
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eliminar lecturas con menos del 90% de precision en las bases, 6 que se encuentra 1 error

cada 10 bases secuenciadas), en base al programa PRINSEQ version 0.20.4 [157].

ii) Mapeo y alineamiento contra el genoma humano de referencia

Una vez obtenidas las lecturas y controlada su calidad, fue necesario ordenarlas y
conocer su ubicacién en el genoma humano de referencia, lo que se conoce como proceso
de Mapeo. Es importante distinguir la diferencia entre dos conceptos importantes, similares y
complementarios, pero técnicamente diferentes: alineamiento y mapeo. En un
alineamiento, se comparan dos secuencias, estableciendo una correspondencia mutua de
bases. Por otro lado, al mapear una secuencia, se establece su posicion correspondiente
dada una secuencia de referencia (en este caso el genoma humano).

En los exomas, se vuelve enormemente util mapear primero las lecturas frente al
genoma de referencia humano, aportado por el Genome Reference Consortium (GRC). De
esta forma, se obtuvo un “ensamblado” con todas las lecturas superpuestas ubicadas en su
lugar correspondiente en el genoma de referencia (Figura 5). Desde la publicacion del primer
“borrador” del genoma humano en 2001, se han liberado numerosas versiones que mejoran
la informacién ya presentada, al completar baches en la secuencia o reemplazar bases por
aquellas mas representativas de todos los genomas analizados. Por esta razon, resulta
esencial decidir y aclarar con qué version del genoma humano de referencia se trabaja, y de
este modo obtener resultados comparables y transferibles. En esta tesis se usd en todos
casos el genoma de referencia GRCh37/hg19.

Al ubicar cada lectura en su posicidon correspondiente, se compara cada base del
genoma de referencia con aquellas presentes en las lecturas que se superponen en esa
region. Cualquier diferencia (significativa) identificada es reportada como una variante
(homocigota o heterocigota).

ACGATATTACACGTACACTCAAGTCGTTCGGAACCT  Referencia
ACGATATTACACGTACATTCAAGTCGT
ACAATATTACACGTACATTCAAGTCGT
ACGATATTACACGTACATTCAAGTCGT
CGATATTACACGTACATTCAAGTCGTT Lecturas
ATATTACACGTACATTCAAGTCCTTCG Alineadas

ATATTAAACGTACATTCAAGTCGTTCG
ATTACACGTACATTCAAGTTGTTCGGA

Llamado de variante

v homocigota T/T

Figura 5: Representacion de un mapeo de lecturas en relaciéon con la secuencia de
referencia. Cada lectura puede presentar pequefias diferencias con respecto a la referencia, pero
globalmente el alineamiento esta bien hecho. Esas diferencias pueden representar errores de la

secuenciacion o variantes reales presentes en la muestra. Los programas ‘llamadores de variantes”
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analizan las diferencias a lo largo de todas las lecturas secuenciadas y seleccionan aquellas que
representan una variacion significativa respecto a la referencia, identificandolas como variantes.

El resultado del proceso de alineamiento/mapeo -para el que se suelen utilizar
algoritmos de mapeo basados en la transformacion de Burrow-Wheeler- es un archivo de
formato “.sam” [158]. Se cred con el objetivo de constituir un formato genérico de
almacenamiento de alineamiento frente a secuencias de referencia, con la suficiente
flexibilidad para manejar lecturas derivadas de secuenciacion single 6 pair-end, compacto en
tamano y de eficiente acceso por diferentes fuentes. Consiste en un archivo de texto tabulado
que presenta un encabezado con informacion general del alineamiento y luego renglones
correspondientes a cada lectura alineada. Cada linea esta dividida en campos tales como
nombre del fragmento, nombre de la referencia, posicion de mapeo, calidad de mapeo, cédigo
CIGAR (codigo de como esta alineado a la referencia), la longitud del fragmento y su
secuencia, entre otros (Figura 6).

El SAM generado suele estar desordenado (el alineador agrega una linea por cada
lectura analizada segun aparecen las mismas en el fastQ original), por lo que, para que el
mismo pueda ser correctamente “leido” por futuros programas que trabajan de forma
secuencial, es necesario un proceso de “ordenado” por coordenadas. Ademas, para que el
archivo ocupe menos espacio de disco (un archivo SAM de un exoma humano puede llegar
a pesar 5 GB), se lo puede comprimir a su version binaria e indexada denominada BAM
(“.bam”), el cual ocupa menor espacio, pero no es accesible por un procesador de texto (no

es “human-readable” o legible por humanos).

Figura 6: Ejemplo de archivo en formato SAM. Comienza con un encabezado indicado con “@”, que
informan la versién del formato (VN), el tipo de ordenamiento de los alineamientos (SO, por coordenadas), y a
continuacion el listado de alineamientos. Por ejemplo, la primer linea especifica que el nombre del fragmento es
“r0001”, un flag de “99” (suma de numeros que indican la condicién del alineamiento), el nombre de la secuencia
de referencia “ref’, su posicion de mapeo “7” (en relacién a la referencia), su calidad de mapeo de “30”, su codigo
CIGAR “8M214M1D3M” - 8 match seguidos, 2 inserciones, 4 match, 1 delecién y 3 match -, la referencia del
siguiente read en el fragmento es la misma (=) y su posicién es “37”, la longitud observada del template es “39”,
la secuencia del fragmento es “TTAGATAAAGGATACTG”, y por ultimo la calidad de secuenciacion (representada

ks

igual que en el formato “.fastq”) en este caso no se almacend
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En nuestro caso, las lecturas de los “.fastq” procesados fueron alineados al genoma
humano de referencia version GRCh37.75 (GRCh37.p13, EnsEMBL release 75 - February
2014), utilizando el algoritmo BWA-MEM de BWA (Burrows-Wheeler Aligner) de modo de
obtener un mapeo en formato “.sam” (SAM/BAM format specification working group, 2013).
Este archivo fue ordenado y transformado a formato binario del SAM “.bam” mediante la

funcion SortSam del programa Picard (http://broadinstitute.github.io/picard/ Nov 2017), y se

obtuvieron estadisticas en cuanto al alineamiento con la opcion “flagstats” de SamTools [159].

También se calculd la profundidad de cobertura mediante el comando “depth” de SamTools.

- Procesamiento del archivo “.bam”

Como se menciond previamente, los multiples procesos de PCR realizados desde los
pasos de tagmentacion hasta la secuenciacion propiamente dicha, se pueden generar
duplicados que contribuyen a la profundidad de lectura de una forma ficticia. Las lecturas
duplicadas resultan no informativas y no deberian ser contadas como evidencia a favor o en
contra de una variante en particular. Estos duplicados por lo general no son eliminados, pero
son identificados y marcados con un “FLAG” en los archivos SAM o BAM para que los
programas llamadores de variantes (ver “Llamado de variantes”) no los tomen en cuenta a la
hora de establecer los genotipos para cada variante. Mediante el programa Piccard se
procedi6 a marcar los duplicados de PCR del archivo “.bam” mediante la opcién
“MarkDuplicates”.

Posteriormente al mapeo, se realiza ademas una realineacion local alrededor de los
indels encontrados, principalmente porque los algoritmos utilizados en los pasos iniciales de
mapeo tienden a producir varios tipos de artefactos en las regiones circundantes. En
particular, las lecturas que alinean con los bordes de los indels usualmente son mapeadas
con “mismatches” en las bases que podrian levantar falsa evidencia para el descubrimiento
de SNPs (single nucleotide polymorphisms 6 polimorfismos de nucleétido unico). El proceso
de realineamiento identifica la ubicacion mas consistente de las lecturas relativas al indel para
deshacerse de estos artificios. Este procedimiento ocurre en dos pasos, primero, se utiliza la
opcion “RealignerTargetCreator” de Genome Analysis Toolkit (GATK, version 3.5 - McKenna
et al. 2010), en el cual el programa identifica los intervalos que deben ser realineados y en un
segundo paso, mediante la opcién “IndelRealigner” del mismo paquete de herramientas, se
determina la secuencia consenso Optima y se realinean las lecturas.

Por ultimo, los algoritmos de llamado de variantes, se apoyan en los puntajes de
calidad asignados a cada base durante el proceso de secuenciacion, los cuales, equivalen a
una estimacion por base de los errores emitidos por los secuenciadores. Estos suelen ser
subestimaciones del error real en los datos debido al aporte de varias fuentes de error

sistematico. Se realiza entonces una recalibracion de los puntajes de calidad (BQSR, por
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Base Qualitiy Score Recalibration) en los que se aplica un proceso “machine learning” para
modelar estos errores empiricamente y ajustarlos a los puntajes de calidad. En consecuencia,
esto permite obtener valores de calidad mas precisos, aumentando la precisién de los
llamadores de variantes. Este paso también se realiza en dos etapas, primero generando un
modelo de la covariacion de los datos provistos con un set de variantes conocidas, utilizando
la opcion “BaseRecalibrator” y luego, se ajusta la calidad de las bases en la muestra
basandose en el modelo creado mediante la opcién “PrintReads”, ambos comandos son
herramientas de GATK.

iii) Llamado de variantes

Una vez mapeadas y alineadas las lecturas contra la referencia, se puede proseguir
a llamar las “variantes” (en inglés, Variant Calling), es decir, determinar los sitios que en la
muestra difieren con la referencia. La naturaleza de estas variantes puede ser de cambios de
un unico nucledtido (SNP), inserciones o deleciones (/nsertions, Deletions; INDELs) o
variantes estructurales (Structural Variants; SV) como las variantes del nimero de copias
(Copy Number Variations; CNVs). Los programas llamadores de variantes analizan las
regiones donde se presentan variaciones con respecto al genoma de referencia y seleccionan
aquellas que cumplan con determinados criterios que las hagan elegibles como “variantes
verdaderas”, tales como: calidad de la base secuenciada, calidad de mapeo y el nimero de
lecturas independientes que den evidencia a favor de su presencia. Esta informacién se suele
volcar a un archivo de formato tipo VCF (por sus siglas Variant Call Format) [160,161],
introducido por el consorcio responsable del proyecto 1000 Genomas [63]. El mismo, consiste
en un archivo de texto tabulado en el cual cada linea corresponde a una variante vy, al
eliminarse toda la informaciéon redundante con el genoma de referencia, solo se obtiene
informacion sobre las particularidades del ADN analizado, lo que lo hace mas compacto y
facil de leer (Figura 7).

Para cada variante, en un archivo VCF se informa: el nUmero cromosoma en el que
se encuentra (“CHROM?”), su posicién dentro del cromosoma (“POS”), un identificador (“ID”),
el nucledtido presente en en el genoma de referencia (‘REF’), el nucledtido presente en la
muestra secuenciada (“ALT”), la calidad de la secuenciacion (“QUAL”), un filtro personalizable
para la seleccién de variantes (“FILTER”), informacién adicional que se le quiera agregar a la
variante (“INFO”) y, por ultimo, un conjunto de campos que nos brindan informacion de las
lecturas y el genotipo de la variante (“FORMAT” que incluye un campo por cada muestra

representada en el VCF).
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#fileformat=VCFv4.0

##fileDate=20090805

##source=mylmputationProgramV3.1

##reference=1000GenomesPilot-NCBI36

##phasing=partial

##INFO=<ID=NS, ,Number=1,Type=Integer,Description="Number of Samples With Data">
##INFO=<ID=DP,Number=1,Type=Integer,Description="Total Depth">
##INFO=<ID=AF Number=. Type=Float, Description="Allele Frequency">
##INFO=<ID=AA Number=1,Type=String, Description="Ancestral Allele">
##INFO=<ID=DB,Number=0, Type=Flag,Description="dbSNP membership, build 129">
##INFO=<ID=H2 Number=0,Type=Flag,Description="HapMap2 membership">
##FILTER=<ID=q10,Description="Quality below 10">
#4#FILTER=<ID=s50,Description="Less than 50% of samples have data">
##FORMAT=<ID=GT,Number=1,Type=String,Description="Genotype">
##FORMAT=<ID=GQ,Number=1,Type=Integer,Description="Genotype Quality">
##FORMAT=<ID=DP ,Number=1,Type=Integer,Description="Read Depth">
##FORMAT=<ID=HQ,Number=2, Type=Integer,Description="Haplotype Quality">
#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT  NA 00001 NA00002

20 14370 rs6054257G A 29 PASS NS=2;DP=14;AF=0.5;DB;H2 GT:GQ:DP:HQ
0]0:48:1:51,51 1]0:48:8:51,51
20 17330 . i A 3 q10 NS=2;,DP=11;AF=0.017 GT:GQ:DP:HQ

0]0:49:3:58,50 0]1:3:5:65,3
20 1110696 rs6040355 A GT 67 PASS NS=2;,DP=10;AF=0.333,0.667;AA=T.DB
GT:GQ:DP:HQ 1|2:21:6:23,27 2|1:2:0:18,2

20 1230237 . T : 47 PASS NS=2,DP=13AA=T GT:GQ:DP:HQ
0]0:54:7:56,60 0]0:48:4:51,51
20 1234567 microsat! GTCT G,GTACT 50 PASS NS=2,DP=9,AA=G GT:GQ:DP

0/1:35:4 0/2:17:2

Figura 7: Fragmento de archivo VCF. El archivo VCF contiene un encabezado (header) que
nos brinda informacién acerca del contenido de los campos INFO y FORMAT. Cada linea del
encabezado indica el nombre de cada uno de estos contenidos y que tipo de valor se espera encontrar

(namero, lista, palabras, eftc.).

Para el llamado de variantes se utilizé la herramienta “HapotypeCaller” de GATK
(DePristo et al., 2011; Van der Auwera et al., 2013), programa capaz de llamar SNPs e Indels
de manera simultanea a través de un ensamblado de novo local, lo que implica que cuando
el programa encuentra una region que muestra senales de variacion, deja a un lado la
informacion existente del mapeo y reensambla completamente las lecturas en la regiéon. Este
procedimiento le confiere una mayor precision a la hora de descubrir variantes en regiones
dificiles como, por ejemplo, cuando contienen diferentes tipos de variantes cercanas entre si.
Ademas, al ser capaz de manejar informacion perteneciente a organismos no diploides, se
vuelve de utilidad para encontrar variantes con frecuencias menores a las tipicas
heterocigotas (es decir, posibles mosaicismos). El resultado de este proceso es la
obtencion de un archivo de tipo VCF para cada una de las muestras secuenciadas, que

incluye una lista de variantes.
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iv) Anotacion de variantes

Posteriormente, la anotacion de variantes o anotacién del VCF se basa en la
utilizacién de bases de datos con distinto tipo de informacion bioldégica. En un principio la
misma suele incluir informacion gendmica-molecular (gen, exoén, variante en secuencia
codificante y en la proteina, etc.), lo que se conoce como anotacion estructural, a la que
luego se agrega informacion funcional, como frecuencia poblacional, predicciones
bioinformaticas de patogenicidad/conservacion, informacion fenotipica o clinica vinculada a
la variante; etc. en el proceso que se conoce como anotacion funcional [162].

Para cada uno de los genes del exoma, se extrajeron de las bases de datos de Clinvar
[163], EXAC (Exome Aggregation Consortium, Version 0.3), dbSNP [165], InterVar [164] y
GnomAD [152] anotaciones de variantes de tipo SNP y pequefios Indels (Ver apartado
“‘llamado de variantes” para informacion sobre el formato VCF) y se combinaron en un unico
VCF con el algoritmo vcf-merge de VCFtools 1.13 [161].

El archivo VCF contiene un gran volumen de variantes, unas 50-100 mil para un
exoma. Analizar cada variante individualmente resultaria extremadamente laborioso, por lo
que es necesaria la aplicacion de filtros para la priorizacion de las mismas. Usualmente, es
deseable conocer la posicion de las variantes en el genoma; si caen dentro de la region
exonica un gen, si produce algun cambio en el marco de lectura, si introduce codones stop
prematuros, etc.

La informacion recopilada proveniente de bases de datos biolégicas esta asociada a
las variantes en el campo “INFO”, especificando los detalles de cada anotacién en el
encabezado.

Para anotar las variantes, se utilizo el programa de anotacion estructural y prediccion
de efectos “SnpEff’ version 4.2 [150], que agrega al campo “INFO” del vcf, informacion
pertinente a donde se encuentra la variante (cerca o dentro de un gen, en la zona regulatoria,
en un exon o intrén), el efecto que produce (cambios sindnimos o no sinénimos, pérdida de
cododn de iniciacion o aparicion de codon sftop prematuros, pérdida de sitios dadores o
aceptores de splicing, etc) y, le asigna un valor de efecto de patogenicidad LOW, MEDIUM o
HIGH para zonas codificantes, o MODIFIER para variantes en zonas mas inciertas.

De la misma manera, se utilizaron los siguientes programas de prediccion automatica
de patogenicidad: Polyphen [154], SIFT [155] y Mutation Taster [156], entre otros.

Las predicciones automaticas de este tipo son esenciales para interpretar
grandes conjuntos de datos que incluyen variantes genéticas nuevas o poco
frecuentes, y permiten dirigir el andlisis posterior a las variantes candidatas mas

prometedoras, ahorrando tiempo y recursos.
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Predictores bioinformaticos

Polyphen-2

PolyPhen-2 [154] es una herramienta automatica para la prediccion del posible
impacto de una sustitucién aminoacidica en la estabilidad, estructura y funcion de una
proteina humana utilizando consideraciones evolutivas estructurales y comparativas. La
prediccion se basa en una serie de caracteristicas estructurales, filogenéticas y de secuencia
que caracterizan la sustitucion. A continuacion, estima la probabilidad de que la mutacion sin
sentido sea perjudicial en funcion de una combinacion de todas estas propiedades. Para una
sustitucion de aminoacidos dada, PolyPhen-2 extrae varias caracteristicas de secuencia y
estructura del sitio de sustitucion, y las utiliza para “alimentar” a un clasificador probabilistico.
Las caracteristicas de PolyPhen-2 incluyen un alineamiento multiple de secuencias de
proteinas de alta calidad y un método de prediccién que emplea una clasificacion automatica
y es capaz de analizar grandes volumenes de datos producidos por proyectos de
secuenciacion de proxima generacion, gracias al soporte integrado para entornos
informaticos de alto rendimiento. Es uno de los métodos mas utilizados para la prediccion del

efecto de variantes.

SIFT

SIFT (por sus siglas en inglés Sorting Intolerant from Tolerant, [155]) es un programa
que se basa unicamente en la secuencia aminoacidica de una proteina y utiliza resultados de
identidad de secuencia para predecir el efecto de una sustitucién no sinénima a la funcion de
la proteina, es decir, si ésta es capaz de alterar el fenotipo. SIFT se aplica a bases de datos
de variantes humanas y puede distinguir variantes patogénicas de polimorfismos neutros.
Supone que los aminoacidos importantes se conservan en las familias de proteinas, por lo
que cambios en las posiciones conservadas evolutivamente tienden a predecirse como
nocivos. Por ejemplo, si una determinada posicion en un alineamiento de una familia de
proteinas solo contiene el aminoacido isoleucina, se supone que la isoleucina es necesaria
para la funcion de las mismas, por lo que se predice que un cambio de isoleucina por cualquier
otro aminoacido resultara perjudicial. Si, por el contrario, una posicion dada en un
alineamiento multiple contiene -en distintas proporciones- isoleucina, valina y leucina,
(aminoacidos hidrofébicos) entonces SIFT asume que, en efecto, esta posicion solo puede
contener aminoacidos con caracter hidrofébico. En esta posiciéon, los cambios a otros
aminoacidos hidrofébicos suelen predecirse como tolerados, pero se prevé que cambios a

otros tipos de residuos (tales como cargados o polares) afecten la funcion de la proteina.
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Para predecir si una sustitucion de aminoacido en una proteina afectara la funcién de
la proteina, SIFT considera entonces la posicion en la que ocurrié el cambio y el tipo de
sustitucion aminoacidica. En cuanto a las proteinas, dada una secuencia aminoacidica, SIFT
elige proteinas relacionadas -con alta identidad de secuencia- y obtiene un alineamiento
multiple. Basado en los aminoacidos que aparecen en cada posicion del alineamiento, SIFT
calcula la probabilidad de que un cambio de aminoacido en una posicion sea tolerado,
relativizado al aminoacido tolerado con mayor frecuencia. Si este valor normalizado es menor

que un valor de corte, se predice que la sustitucion sera perjudicial.

Mutation Taster

Mutation Taster [156] es una herramienta gratuita, basada en la evaluacién rapida del
potencial patogénico de alteraciones en la secuencia de ADN. Integra informacion de
diferentes bases de datos biomédicas y utiliza herramientas de analisis preestablecidas. Los
analisis comprenden la conservacion evolutiva, modificaciones en el sitio de empalme de los
exones, pérdida de caracteristicas de proteinas, y cambios que pueden afectar la cantidad
de ARNm. Los resultados de las pruebas luego son evaluados por un clasificador que predice
el potencial patogénico de la variante. Dependiendo de la naturaleza de la alteracion, Mutation
Taster elige entre tres modelos de prediccion diferentes, que estan dirigidos a alteraciones
"silenciosas" o intronicas, a alteraciones que afectan a un solo aminoacido o, a alteraciones

que causan cambios complejos en la secuencia de aminoacidos.

Bases de datos

Una base de datos bioldgica constituye un repertorio de informacion, resultado de
experimentos cientificos, literatura publicada, tecnologia de alto rendimiento y analisis
computacional. Las bases de datos biolégicas incluyen, en general, informacion sobre la
funcion, estructura y localizacion (tanto celular como cromosémica) de genes, efectos clinicos
de variantes, frecuencias poblacionales, clasificacion de variantes, relacion genotipo-fenotipo,

asi como similitudes de secuencias y estructuras biologicas.

Este tipo de bases de datos constituyen una herramienta esencial para almacenar,
estructurar, organizar, actualizar y manipular datos biolégicos. La variedad de éstos datos,

asi como también su rapido crecimiento, hacen a las bases de datos una herramienta clave.

Existe una gran variedad de bases de datos publicas, disponibles gratuitamente que
pueden ser consultadas libremente y suelen constituir una referencia obligada en el area de
la genética médica [166]. Como se explicd anteriormente, para la anotacién funcional de las

variantes se utiliza informacion de multiples bases de datos, ya sean las que contienen
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informacion asociadas a genes/proteinas (ENSEMBL, Uniprot), como aquellas que recopilan
informacion clinica de cada variante conocida, o previamente reportada (OMIM, ClinVar,
dbSNP). A continuacién, se mencionan algunas de las mas frecuentemente usadas y que

fueron utilizadas en esta tesis.

ENSEMBL

El proyecto ENSEMBL [167] se inici6 en 1999, unos afios antes de que se completara
el genoma humano. Este proyecto es un trabajo de colaboracion entre el European
Bioinformatic Institute (EMBL-EBI) [168] y el Wellcome Trust Sanger Institute [169], con el
objetivo de anotar automaticamente genomas de vertebrados y otras especies eucariotas,
integrar esta anotacion con otros datos bioldgicos, centralizar la informacién disponible y
poner todo esto a disposicién del publico a través de la web. Los conjuntos de genes de
ENSEMBL estan basados en la evidencia de las bases de datos de secuencias incluyendo
Uniprot [170] y RefSeq [171]. Cuando un transcripto de ENSEMBL es coincidente con un
transcripto en RefSeq, los dos transcriptos se vinculan. Mientras que los modelos de genes
ENSEMBL se anotan directamente en el genoma de referencia, RefSeq anota en las
secuencias de ARNm. En este trabajo de tesis se utilizo ENSEMBL para asignar y analizar

los transcriptos.

Uniprot

Uniprot (proveniente de Universal Protein) [170] es un repositorio central de datos
gratuito sobre secuencias proteicas y anotaciones funcionales relacionadas. Las bases de
datos que la componen son UniprotKB (Uniprot Knowledgebase), UniRef (Uniprot Reference
Cluster) y Uniprot Archive (UniParc).

Esta interfaz nos permite buscar informaciéon funcional sobre proteinas con
abundantes anotaciones. A su vez, UniprotKB esta dividida en dos partes, segun sus entradas
hayan sido manualmente curadas (Swiss-Prot) o subidas de manera automatica (TrEMBL).

La informacion de la proteina -expresada por el gen afectado- contenida en Uniprot
es sumamente importante porque nos da herramientas para intentar comprender el efecto
que puede tener una determinada variante sobre la funcién proteica y constituye un valor
agregado a la hora de priorizar las variantes, y de asignarles significancia clinica. La
informacion a la que podemos acceder en cada entrada de Uniprot esta dividida en diferentes
secciones. La primera proporciona informacion util sobre la funcién de la proteina,
principalmente conocimientos biolégicos (actividad catalitica de la enzima, propiedades

biofisicas y fisicoquimicas, vias metabdlicas asociadas, localizacion de sitios activos).
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También se informan los sitios de union para cualquier grupo quimico (coenzima, grupo
prostético, etc.), se describe la interaccion entre un aminoacido y otra entidad quimica, entre
otras. De este modo es posible conocer si la variante analizada afecta a un aminoacido
involucrado en los sitios importantes de la proteina, potencialmente perturbando su funcién.
Ofra seccion interesante proporciona informacion sobre variantes conocidas previamente
reportadas, y las enfermedades y fenotipos asociados a las mismas, que se extrae de la
literatura cientifica y de la base de datos OMIM (descrita mas abajo).

Asimismo, Uniprot provee informacion sobre la expresion proteica, especificidad
tisular, expresion de isoformas, interaccion con otras proteinas (o complejos de proteinas),
estructura terciaria y secundaria. Por ultimo, se encuentra una seccion de secuencias donde
se muestra la secuencia candnica de la proteina y todas las isoformas descritas en la

literatura, incluyendo sus longitudes y pesos moleculares.

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)

Como se mencion6 anteriormente, OMIM [1] es un amplio compendio de genes
humanos y sus fenotipos asociados. Cataloga todas las enfermedades que posean un
componente genético y genera relaciones bibliograficas con otras bases de datos gendmicas.
A cada entrada OMIM se le asigna un numero unico de seis digitos cuyo primer digito indica
si su herencia es autosdmica, ligada al X, ligada al Y o mitocondrial. Ademas, las entradas se
clasifican de acuerdo si contienen informacion sobre genes, fenotipos o ambos. Esto se
denota por el simbolo que precede a un numero “MIM”. Un asterisco (*) antes de un numero
de entrada indica un gen de secuencia conocida, el simbolo numeral (#) indica que es una
entrada descriptiva de un fenotipo, un signo mas (+) contiene tanto la descripcion de un gen
de secuencia conocida como el fenotipo asociado y el simbolo de porcentaje (%) describe un
fenotipo mendeliano confirmado para el cual no se conoce la base molecular subyacente.

Cada entrada de OMIM tiene un resumen de texto completo de el fenotipo y/o gen
determinado, y numerosos enlaces a otras bases de datos genéticas, referencias de PubMed,
bases de datos de variantes genéticas y especificas de locus, MapViewer, GeneTests,
ClinVar y grupos de apoyo para pacientes, entre otros. Esta base de datos es sumamente
importante el trabajo de gendmica clinica ya que es la que utilizamos principalmente para
evaluar cuan buena es la coincidencia entre el fenotipo observado en el paciente, y el fenotipo
esperado (segun la descripcion de OMIM) para un paciente con una variante dada que

estamos evaluando como potencial candidata a ser diagndstica.
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dbSNP

La base de datos de polimorfismos de un solo nucleétido es un archivo publico gratuito
que contiene informacion sobre la variacién genética dentro y entre diferentes especies,
desarrollada por el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica en colaboracién con el
Instituto Nacional de Investigacién del Genoma Humano. dbSNP (dbSNP: the NCBI database
of genetic variation) contiene variaciones humanas de un solo nucledétido, microsatélites e
inserciones y deleciones pequefias, junto con links a publicaciones, frecuencia poblacional,
consecuencia molecular e informacion de mapeo gendmico, tanto para polimorfismos como
para variantes clinicas. Desde su creacion en septiembre de 1998, la base de datos dbSNP
ha servido como depdsito central y publico de variantes genéticas. Una vez identificadas y
catalogadas dichas variaciones en la base de datos, otros laboratorios pueden utilizar la
informacion de la secuencia en torno al polimorfismo y las condiciones experimentales
especificas para otras aplicaciones de investigacion. Al igual que todos los recursos del NCBI,
los datos de dbSNP estan disponibles de forma gratuita y en una variedad de formas. Si bien
en los albores de la presente tesis, dbSNP era ampliamente utilizada por ejemplo para
conocer la frecuencia poblacional de una variante en estudio, en la actualidad para el estudio
de genomas humanos, su uso ha sido reemplazado por bases de datos poblacionales, como
ExAC y GnomAD.

Clinical Variants (ClinVar)

Esta plataforma fue desarrollada para facilitar el acceso a la interpretacion de la
relacion entre variantes y fenotipos médicamente relevantes [163]. La base de datos esta
estrechamente relacionada con dbSNP y dbVar, que aportan informacién sobre la ubicacion
de las variantes en el genoma humano, y se basa en las descripciones fenotipicas incluidas
en MedGen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/medgen). El contenido de ClinVar
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar/) se divide en cinco categorias principales: remitente,
variante, fenotipo, interpretacién y evidencia. La combinacién unica entre remitente, variacion
y fenotipo determina una unidad de registro y se le asigna una entrada con el formato
SCV000000000.0 (SCV). El remitente puede actualizar la informacion enviada en cualquier
momento, en cuyo caso se le asigna una nueva version. Para facilitar la evaluacion de la
relevancia médica de cada variante reportada, ClinVar agrega informacién de otras bases de
datos de NCBI e informa si hay interpretaciones clinicas contradictorias. Los datos estan
disponibles en multiples formatos que incluyen presentaciones con detalles del fenotipo,
interpretacion de significado funcional y clinico, metodologia utilizada para capturar las

variantes y evidencia de respaldo. En este sentido, ClinVar representa los distintos valores
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de significancia clinica con un cédigo numérico (ASN.1), de acuerdo con las recomendaciones

del Colegio Americano de Genética Médica y Genomica [77].

Tabla 2. Numeracién correspondiente a cada una de las categorias incluidas en
ClinVar.

Categoria
0 Desconocido o de Significancia Incierta
1 Sin respaldo (incluye a los casos donde la
informacion respaldatoria no esta
disponible o el remitente es desconocido)

2 Benignas Benign

3 Probablemente benignas

4 Probablemente patogénicas

5 Patogénicas Pathogenic

6 Responden a drogas

7 Histocompatibilidad Histocompatibility
255 Otros Other

Es importante notar que cada variante puede haber sido reportada con mas de una
categoria, y si los remitentes no estan de acuerdo con la interpretacion del significado clinico,
el registro es catalogado como con reportes en conflicto. Dicho de otro modo, si un remitente
envia una variante y la clasifica como benigna, y otro remitente la clasifica como patogénica,
ClinVar la terminara reportando como de “registro en conflicto”. Por otro lado, las entradas se
clasifican también segun la forma de obtencion de datos (por ejemplo, pruebas clinicas,
evaluacioén e investigacion de la literatura) y el nivel o estado de revision (presentacion unica,
panel de expertos, etc.). De esta forma, ClinVar brinda a todos los usuarios acceso a un
conjunto mas amplio de interpretaciones clinicas y a un sitio integral que permite obtener
datos actuales e historicos de las variantes. En gendmica clinica y en esta tesis, utilizaremos
ClinVar principalmente como un catalogo de referencia de variantes conocidas y con una
clasificacion ACMG determinada. De este modo, para aquellas variantes encontradas en un
paciente particular, que ya se encuentren catalogadas en ClinVar, tendremos una

clasificacion independiente que sustente (o0 no) la derivada de nuestro analisis.
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Infevers

Infevers [172] (Internet Fevers; htips://infevers.umai-montpellier.fr/web/) es un sitio

web dedicado al registro de variantes responsables de enfermedades autoinflamatorias
hereditarias que se cred en 2001 y desde entonces no ha dejado de evolucionar. Recopila
informacion actualizada sobre variantes responsables de trastornos inflamatorios
hereditarios: es decir, Fiebre Mediterrdnea Familiar (FMF), TRAPS (Sindrome Asociado al
Receptor 1A del TNF), HIDS (Sindrome de HiperlgD), MWS (Sindrome de Muckle-Wells)/FCU
(Urticaria Fria Familiar)/CINCA (Sindrome Cutaneo y Articular Neurolégico Infantil Crénico),
entre otros. Los colaboradores, médicos o investigadores envian sus variantes novedosas a
través de un formulario. En funcion de la enfermedad de la que se trate, se solicita
automaticamente a un miembro del consejo editorial que examine y valide las nuevas
propuestas a través de una interfaz web segura especial. Si se acepta, la nueva mutacién
esta disponible en el sitio web de Infevers y el descubridor, al que se informa por correo
electronico, es acreditado con su nombre y la fecha del descubrimiento. El portal INFEVERS
proporciona a investigadores y médicos un lugar de acceso comun a la informacién sobre
enfermedades autoinflamatorias, lo que permite obtener una visidn general rapida de los
defectos genéticos descubiertos hasta el momento. Ademas, es interactivo y ampliable en
funcién de los ultimos genes descubiertos. Actualmente, incluye 48 genes y contiene mas de
2600 variantes de secuencia. Para cada gen, el portal ofrece: 1) una lista tabular de las
variantes que pueden ordenarse segun varios parametros; 2) un grafico de genes que ofrece
una representacion esquematica de las variantes a lo largo del gen; 3) un analisis estadistico
de los datos segun el fenotipo, el tipo de alteracion y la localizacién de la mutacion en el gen;
4) las secuencias de ADNc y ADNg de cada gen, que muestran los cambios de nucleétidos a
lo largo de la secuencia, con un cddigo basado en colores que resalta los dominios del gen,
el codoén start y stop de terminacion; y 5) un menu de "descarga" que pone a disposicion de
los usuarios todas las tablas y figuras. La base de datos se curd para cumplir con las
directrices de nomenclatura del Comité de Nomenclatura Genética de HUGO (HGNC) y del
HGVS.

Registro Eurofever

La base de datos Infevers otorga informacién sobre variantes encontradas en genes
asociados con enfermedades autoinflamatorias, aunque sin proporcionar asociaciones
genotipo-fenotipo, sino solo el fenotipo clinico del primer o los primeros pacientes descritos
para cada variante. Las enfermedades autoinflamatorias constituyen una familia en expansion
de afecciones diferentes. Sin embargo, existe un grado considerable de solapamiento en su

etiologia, manifestaciones clinicas y tratamiento. El Grupo de Trabajo de Enfermedades
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Autoinflamatorias de PReS, en colaboracion con PRINTO (por sus siglas en inglés, Paediatric

Rheumatology INternational Trials Organisation), ha creado el registro internacional Eurofever

[84] (https://www.printo.it/eurofever/reqistry), de enfermedades autoinflamatorias con el
objetivo de desarrollar asociaciones genotipo-fenotipo observadas en pacientes con fiebres
recurrentes hereditarias. El principal objetivo consistid en recopilar informacién sobre la
presentacion clinica, edad media de inicio, evolucién de la enfermedad (recurrente o crénica),
duracion media de los episodios de fiebre, manifestaciones asociadas y atipicas,
complicaciones médicas y respuesta al tratamiento de pacientes afectados por las principales
enfermedades autoinflamatorias. Por esta razén, esta herramienta es complementaria a la
base de datos Infevers.

En 2019 se propuso un nuevo conjunto de criterios de clasificacion basados en la
evidencia Eurofever/PRINTO (EPCC), en el contexto del proyecto INSAID fundado por E-rare,
para todas las fiebres recurrentes hereditarias. Por primera vez, una combinacion de variables
tanto genéticas como clinicas permitié establecer criterios de clasificacion especificos. En
particular y como ejemplo, permitié identificar dos grupos distintos de pacientes con Fiebre
Mediterranea Familiar (FMF), que difirieron en caracteristicas clinicas, enfoque terapéutico y
respuesta al tratamiento. Los pacientes EPCC+ evidenciaron caracteristicas tipicas de la
FMF, mientras que los pacientes EPCC- presentaron un fenotipo mas variable, con un menor

porcentaje de respuesta a la colchicina [173].

Protocolo de priorizacion de variantes

En linea con nuestro principal objetivo, buscamos establecer un protocolo general
para facilitar el proceso de priorizacion y analisis de variantes, basandonos en la informacién
previamente asociada a las mismas durante el proceso de anotacion. El mismo fue disefiado
durante el desarrollo de la tesis en base a la experiencia previa y a las caracteristicas
esperables de variantes asociadas a enfermedades mendelianas poco frecuentes. El
protocolo pretendio sistematizar el analisis de los exomas aplicando secuencialmente grupos
de filtros (descritos en la Figura 8), que permitieran comenzar la busqueda de variantes
relevantes siendo lo mas estrictos posible (y obteniendo un numero reducido de variantes que
pudieran ser facilmente estudiadas en profundidad), y luego ampliando la busqueda en la
medida en que no se obtuvieran variantes candidatas con clara relevancia clinica.

La aplicacion de filtros sucesivos fue adaptada a cada caso particular, teniendo en
cuenta: los genes candidato seleccionados, la posible presencia de variantes previamente
reportadas como patogénicas o probablemente patogénicas en bases de datos, el potencial
impacto de las variantes a nivel molecular, el modelo de herencia sospechado -en

consecuencia, la cigosidad esperada de las variantes-, y su correspondiente frecuencia (por
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ejemplo, se espera que la frecuencia sea mayor para variantes que en homocigosis estan
asociadas a enfermedades recesivas, ya que en heterocigosis no ocasionan la enfermedad
y los individuos heterocigotas suelen ser portadores sanos, mientras que se espera que la
frecuencia de variantes asociadas a enfermedades dominantes sea menor y extremadamente
baja -0 nula- en el caso de variantes de novo). Para la aplicacion iterativa de filtros, se utilizd
la herramienta informatica B_Platform, desarrollada en conjunto por el grupo de investigacién
del director de tesis y Bitgenia, en la cual se sube el VCF anotado (la lista de alrededor de
100 mil variantes identificadas en un exoma y toda la informacion asociada a cada una de
ellas). Este software funciona dentro de un servidor accesible por la red que facilita consultas
y aplicacion de filtros iterativos definidos por el usuario sobre los datos de variantes exéomicas.
Adicionalmente, permite resaltar y/o consultar en bases de datos externas la informacion
dispuesta en la anotacion para cada variante. El disefio de los filtros, el orden iterativo y
sucesivo de aplicacién de los mismos, y la valoracion de las caracteristicas analizadas para
cada variante, que es usuario dependiente, son el corazén del protocolo general de
priorizacion y andlisis de variantes.

A partir de la Historia Clinica de cada caso particular, y con el aporte de los médicos
postulantes, se seleccionaron genes candidatos a albergar variantes patogénicas que
pudieran explicar cada patologia. En el caso del Proyecto PAMPA, el panel de genes fue
preestablecido y actualizado anualmente, en conjunto con el Advisory Board. Los paneles de
genes analizados se mencionan en los capitulos correspondientes.

Cada variante fue categorizada, en primer lugar, en funcién de su impacto a nivel
molecular. Se le asigné un impacto alto a aquellas variantes que resultaran en ganancia o
pérdida de codones de inicio o finalizacién de la traduccion y/o cambios en el marco de
lectura. El impacto se consider6 moderado cuando las modificaciones a nivel proteico
involucraron cambios no sindnimos de un Unico aminoacido y/o pequefas inserciones o
deleciones que mantuvieron el marco de lectura. El resto se considero de bajo impacto. Para
cada una de las variantes seleccionadas se analizé luego su frecuencia poblacional (si la
hubiera), la evidencia previa de asociaciones clinicas, (para lo cual se utilizo la calificacion de
ClinVar considerando que valores de ClinSig 4 o 5, se corresponden con las categorias
“Probably pathogenic” y “Pathogenic”’ respectivamente), el efecto fenotipico previsto, el
modelo de herencia para variantes ya reportadas en ese gen segun OMIM vy, si fuera posible,
el efecto sobre la estructura y funcién proteica (predicciones de algoritmos bioinformaticos y
modelado de estructuras proteicas).

En primer lugar, nuestro protocolo de priorizacion sugiri6 comenzar el andlisis con la
busqueda de variantes con reportes previos de patogenicidad en bases de datos de
asociaciones clinicas (por ejemplo, ClinVar). En segundo lugar, de no obtenerse resultados

relevantes con la aplicacion del primer conjunto de filtros, o con el objetivo de descartar la
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presencia de otra/s variante/s potencialmente interesante/s, se recomendd continuar con la
busqueda de variantes noveles (sin respaldo de asociacién a enfermedades en bases de
datos clinicas) presentes en los genes candidatos, que tuvieran alto impacto y baja frecuencia
poblacional, de acuerdo con el modelo de herencia (para esto se disefd el filtro compuesto
correspondiente y se lo implemento en el software de analisis). En el caso de no detectarse
variantes de interés con la aplicacién de estos filtros, se suele terminar el analisis con la
busqueda de variantes noveles de impacto alto o moderado por fuera del panel de genes
propuesto, pero en genes relacionados indirectamente con la patologia. Los mismos pueden
obtenerse facilmente a partir de paneles comerciales preexistentes asociados, por ejemplo,
a enfermedades similares o diagndsticos diferenciales, pueden ser facilitados o sugeridos por
los profesionales médicos a cargo o pueden encontrarse utilizando programas especificos
que asocian signos y sintomas (fenotipo) con potenciales genes de interés (con un score de
probabilidad). Ejemplos de estos programas lo constituyen VarElect [186] o Phenomizer [185].

Los resultados obtenidos a partir de la aplicacion de grupos de filtros se analizan de
forma detallada y aquellas variantes que presentan caracteristicas de interés son las
priorizadas, y consideradas como variantes candidatas. Estas variantes son luego
investigadas individualmente utilizando bases de datos y herramientas de evaluacion
funcional (que incluyen los proporcionados por NCBI, ENSEMBL, Varsome [174], UniProt,
LitVar [175], Infevers [176], Eurofever Project [84] y LOVD [177], entre otros) e incluidas en
un reporte final que se le proporciona al médico a cargo.

Todos los casos mencionados en la presente tesis fueron sometidos al protocolo de
priorizacion de variantes mencionado previamente, con la finalidad de facilitar este proceso
descartando variantes que no cumplieran con los requisitos para ser consideradas como
“patogénicas”, “posiblemente patogénicas” o de “significado incierto” segun los criterios del
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), y de enriquecer los resultados

con aquellas variantes candidatas a ser las causales de la sintomatologia presentada.
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Figura 8: Esquema de priorizacion de variantes. En base a la historia clinica, se
seleccionaron genes candidatos (Caso | y Il). En primer lugar se buscaron variantes reportadas
previamente como patogénicas (P) o probablemente patogénicas (PP) en ClinVar dentro de los
mismos. Luego, se analizaron variantes de alto impacto y baja frecuencia poblacional, segtn el modelo
de herencia/cigosidad esperado/a 6 ndveles en los genes candidatos. De no encontrarse resultados
de relevancia, se continué con la busqueda de variantes de impacto alto o moderado en genes
indirectamente relacionados a la patologia (que pudieran explicar parcialmente los signos y sintomas

evidenciados por el paciente en estudio).

- Andlisis de variantes estructurales

Aunque los llamadores de variantes son eficaces a la hora de descubrir variantes de
pequeia longitud como SNP o pequefos Indels, resultan ineficaces en detectar variantes de
mayor alcance, como en el caso de grandes deleciones, duplicaciones, inversiones y
translocaciones. En esta tesis y, debido a la técnica de captura y profundidad de
secuenciacion utilizada, no fue recomendable analizar la presencia de variantes estructurales
y unicamente se llevd a cabo la busqueda de CNVs a través de la utilizacion de algoritmos
especializados (DECoN [178, 179] y OncoCNV [180]) en pocos casos en los que los médicos
postulantes o integrantes del Advisory Board asi lo solicitaron. No se encontraron variantes

de numero de copias en ninguno de esos casos.

58



- Validaciéon de Resultados

Aunque un estudio reciente genero discusion en la comunidad cientifica ya que sugirio
que los resultados de la aplicacidon de técnicas de secuenciacién masiva deberian ser
considerados imperfectos, pero altamente fiables por si solos [181], cuando se encuentran
variantes potencialmente patogénicas, los protocolos de trabajo actuales sugieren verificar la
presencia de la/s mismal/s en el paciente (o en el trio, de ser posible), mediante la aplicacién
de otra tecnologia de secuenciacion, idealmente Sanger (gold standard). Es importante tener
en cuenta las limitaciones (baja calidad de las secuencias en los primeros 15-40 pb y la
incapacidad de distinguir SNPs en segmentos largos > 1000 pb), el tipo de variante y la
proporcion de alelos mutados (especialmente en la deteccion de mutaciones somaticas), de
modo de abordar de forma 6ptima la validacion [182]. El andlisis en los padres permite
establecer, ademas, de manera precisa, el modelo de herencia de la variante. Asimismo, la
secuenciacion por Sanger continta siendo también la técnica de eleccion para el estudio de
variantes conocidas en rutinas de diagndstico prenatal.

La evaluacién de la segregacion familiar de las variantes encontradas en los casos |
y Il se llevo a cabo y los resultados se detallan en los apartados correspondientes, mientras
que la validacion por Sanger se terciarizé y llevo a cabo en algunos casos de PAMPA en los
cuales pudo obtenerse financiamiento.

Para la familia del Caso |, los primers fueron disefiados como muestra la Tabla 3, de
forma de capturar la region flanqueante a las variantes detectadas en los exones 4 y 16 y
fueron encargados a Macrogen. También se indica la temperatura a la que se realizé la PCR
partiendo del ADN gendémico de cada integrante de la familia y la longitud en pb del producto
esperado.

Los pasos seguidos se resumen a continuacion:

1. Ampliacién mediante PCR de las regiones flanqueantes a las variantes investigadas
en el gen AFG3L2.

2. Preparacion de las reacciones de secuenciacion de ADN y separacion de bandas por
electroforesis capilar.

3. Envio de tacos conteniendo los productos de PCR de interés para su secuenciacion
en Macrogen.

4. Analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas por comparacién con las
secuencias de referencia utilizando FinchTv.

METODO: PCR / SECUENCIACION EN ABI310 (SANGER)
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Tabla 3. Primers Fw y Rv disefados y especificaciones de PCR. Se utilizaron los siguientes pares

de primers para validar la presencia o ausencia de las variantes del exén 4 y 16, detectadas en el

probando 1.5 por secuenciaciéon exémica, en el resto de los familiares.

Exon Temperatura Primer Fw Primer Rv Longitud del
PCR (5°a3) (5°a3) producto de PCR
4 58°C AGC CTC CCT GATTGG | CTC TGG GCC ACC ATC 340 pb
TAA GC ATA ACC
16 60°C AGG TGT TAT GCC TGG | ACA TCA GAA CGA ACG 520 pb
GCTTC GAC CC

Para el Caso I, la validacion de la segregacion de las variantes fue realizada en el

Laboratorio de Genética humana y Enfermedades infecciosas, INSERM, Paris, Francia. Para
los pocos casos de PAMPA validados, la secuenciacion por Sanger fue terciarizada al
Laboratorio VZ.
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Resultados

Caso I:

Paciente con sospecha clinica de Neurodegeneracion
asociada a Pantotenato Quinasa (PKAN)

Introduccion

Se presentod el caso particular de un paciente (l1.5) de 19 afios al momento de la
consulta (afio 2018), con una alteracion de la marcha de progresion lenta y dificultades de
aprendizaje, siendo el quinto de 8 hermanos, hijo de padres no consanguineos. La
exploracion fisica de los hermanos II.1, 11.4, 11.5 y 1.6 reveld ataxia cerebelosa, signos
piramidales, nistagmo y disminucion de la sensacion vibratoria en miembros inferiores. El
paciente Il.1, vardn de 27 afios, presento los signos mas graves, ademas de disartria, marcha

espastica, cambios de comportamiento y estrabismo (Figura 9).

1.1
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Figura 9: Familiograma. Se grafica la historia familiar de la que se dispone para favorecer la

determinacion del modelo de herencia autosoémico recesivo.

Dada la evolucion clinica y los estudios realizados hasta ese momento, el profesional
a cargo propuso como diagnostico clinico presuntivo Neurodegeneracion asociada a
Pantotenato Quinasa (PKAN, por sus siglas en inglés). PKAN constituye una enfermedad
poco frecuente de herencia autosémica recesiva que suele presentarse en las primeras
décadas de vida y se caracteriza por depésito de hierro en los ganglios basales, causando
disfuncion extrapiramidal progresiva. Las manifestaciones clinicas suelen ser diversas y se
caracterizan por: distonia progresiva, alteracion del habla, retinopatia pigmentaria y déficit
cognitivo. Sin embargo, alrededor del 25% de los pacientes presentan un curso atipico,
caracterizado por un inicio mas tardio de los sintomas (> 10 afios), trastornos psiquiatricos y

progresion gradual de la enfermedad [183]. El signo clasico de “ojo de tigre” (EOT, por sus
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siglas en inglés) se evidencia en las imagenes ponderadas en T2, en la resonancia magnética
cerebral y hace referencia a una alta intensidad de sefal central en la cara anteromedial del
globo palido y a una baja intensidad de sefal circundante debido al exceso de hierro. Aunque
el signo de EOT se considera casi patognomonico de la neurodegeneracion asociada a
pantotenato quinasa, también se ha descrito en otros trastornos e incluso en un adulto sano
[184].

La resonancia magnética (RM) cerebral de los 4 hermanos afectados reveld el signo
de ojo de tigre en las imagenes ponderadas en T2, pero no se detecté la acumulacién
excesiva de hierro esperada en T2* ni en la imagen de susceptibilidad (SWI) -una nueva
técnica que utiliza las diferencias de susceptibilidad magnética del tejido para generar un
contraste unico- (Figura 10). Los resultados del examen fisico y la resonancia magnética
cerebral del resto de los hermanos y de los padres resultaron normales.

Figura 10: Resonancias magnéticas cerebrales. Sefial hiperintensa central de ambos GP
en imagenes axiales ponderadas en T2 (A = paciente 1.1, B = paciente Il.4, C = paciente 1.5, D =
paciente 11.6) sin sefal hipointensa circundante sobre susceptibilidad (E = paciente Il.1) o imagen
ponderada en T2* (F = paciente 1.4, G = paciente 1.5, H = paciente 11.6). RM cerebral del paciente II.5:
C) sefial hiperintensa del borde posterior del nucleo lenticular en la imagen axial potenciada en T2; )
atrofia del vermis en la imagen sagital ponderada en T1; J) sefial hiperintensa de GP y SN en el plano
coronal oblicuo; K) sefal hipointensa de SN en imagen axial ponderada en T1; L) leve senal
hiperintensa de ambos nucleos dentados en la imagen axial ponderada en T2.

Referencias: GP= globo palido, SN= sustancia negra.

62



En la Tabla 4 se detalla la clinica evidenciada y los hallazgos en la resonancia magnética nuclear de los cuatro pacientes.

Tabla 4. Signos, sintomas y hallazgos en la RMN de los pacientes estudiados. Referencias: TG= triglicéridos, GP= globo palido, SN= sustancia

negra, LN = nucleo lenticular. DN = nucleo dentado, NCS / EMG = estudio de conduccion nerviosa / electromiografia. EAS: edad de aparicion de sintomas,

EA: edad actual.

Paciente/ EAS/EA Signos piramidales Signos Cerebelares Otras manifestaciones Hallazgos en la RMN
Género clinicas
1.1/ 8 anos/ Clonus de tobillo bilateral, Ataxia apendicular, TG Estrabismo, dificultad de GP: EOT-like %°/| sefal en T2*/SWI
masculino 30 afos escotoma en altas frecuencias alterados, nistagmo evocado aprendizaje, cambios de SN: | sefal T1,
bilateral, clonus bilateral por por la mirada, disartria. comportamiento *, 1 sefial T2-FLAIR, “*°/| sefial T2*/SWI
debajo de la rodilla, marcha | Sensacion vibratoria en miembros Cerebelo: atrofia leve del vermis superior y
espastica. inferiores, Romberg (+) hemisferios cerebelosos adyacentes.
1.4/ Desconocido/ Ataxia de miembros superiores LUL ataxia, TG alterados, | Sensacion vibratoria en miembros GP: EOT-like *°/| sefial en T2*/SWI
masculino 25 afos derechos, escotoma en altas nistagmo evocado por la inferiores bilateral, Romberg (+), SN: | sefhal T1,
frecuencias del oido derecho, mirada. NCS / EMG: polineuropatia axonal 1 sefial T2-FLAIR, “°/| sefial T2*/SWI
clonus de rodilla bilateral de miembros superiores e Cerebelo: atrofia leve del vermis superior y
inferiores. hemisferios cerebelosos adyacentes.
1.5/ 8 afos/ Clonus de rodilla bilateral. Ataxia de miembros Dificultad de aprendizaje *, GP: EOT-like %°/| sefal en T2*/SWI
masculino 21 afos inferiores, TG alterados, | Sensacion vibratoria en miembros LN: 1 sefial en T2/FLAIR borde posterior
nistagmo evocado por la inferiores. SN: | signal T1, 1 sefial T2-FLAIR, *°/| sefial
mirada. T2*/SWI
Cerebelo: atrofia leve del vermis superior y
hemisferios cerebelosos adyacentes.
DN: leve sefal hiperintensa T2-FLAIR
1.6/ Desconocido/ | Clonus de rodilla y tobillo derecho. Ataxia apendicular; TG | Sensacion vibratoria en miembros GP: EOT-like ¥°/| sefial en T2*/SWI
masculino 19 afios alterados, nistagmo evocado inferiores, pes cavus bilateral, SN: | sefial T1, 1 sefial T2-FLAIR, ¥°/| sefial

por la mirada.

Romberg (+)

T2*/SWI.
Cerebelo: atrofia leve del vermis superior y de los

hemisferios cerebelosos adyacentes.
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El diagnostico de PKAN se basa en una evaluacion clinica exhaustiva y en la
realizacion de varias pruebas especializadas. El examen neurolégico esta dirigido a evaluar
distonia, rigidez, movimientos anormales, espasticidad y el desarrollo del habla y lenguaje.
También es apropiado el examen oftalmoldgico para evaluar una posible retinopatia. El
diagnostico se confirma con la realizacion de un examen genético, con el que se esperan
detectar variantes en el gen PANK2. Aproximadamente el 95% de los pacientes son
portadores de dos variantes en heterocigosis identificables en este gen y sélo el 5% poseen
una unica mutacion en homocigosis. En algunos casos, la secuenciacion dirigida del gen
PANK?2 es solicitada por el médico. Sin embargo, también existen opciones de paneles
multigénicos o secuenciacion del exoma completo para abarcar el analisis de genes
asociados con otras enfermedades neurodegenerativas por acumulacion cerebral de hierro
(NBIA), ayudando a descartar -o confirmar- diagnosticos diferenciales. Las NBIA se definen
como un grupo de trastornos extrapiramidales progresivos con evidencia radiografica de
acumulacion focal de hierro en el cerebro, generalmente en los ganglios basales. Los distintos
tipos de NBIA se incluyen en la Tabla 5.

Teniendo en cuenta la gran variedad de sindromes que podrian explicar total o
parcialmente los signos y sintomas evidenciados por el probando 11.5, el médico solicitd la

secuenciacion de su exoma completo, el cual fue financiado por el Hospital del Cruce.

Tabla 5. Tipos de enfermedades asociadas con Neurodegeneracion con acumulacién
cerebral de hierro (NBIA). Referencias: MDH = Modelo de herencia; AD = Autosomico dominante; AR

= Autosomico recesivo; XL= Ligada al X.

Nombre de la

Gen L. MDH Progresion
condicion
ATP13A2 Sindrome de Kufor- AR NBIA de aparlmc?n tardia, I.entamer'\te progreglva con
Rakeb inicio después de la primera década de vida.
Neurodegeneracion
C190rf12 asociada a las proteinas AR Inicio temprano (durante la 12 década) o aparicion tardia

de la membrana (después de la 12 década), NBIA lentamente progresiva.
mitocondrial (MPAN)

NBIA de aparicion tardia, lentamente progresiva con

cp Aceruloplasminemia AR inicio después de la primera década de vida.
Neurodegeneracion NBIA de inicio temprano, lentamente progresivo con
CoASY asociada a la proteina AR inicio durantepla ri’mera décadapdegvida
COASY (CoPAN) P '
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DCAF17 Sindrome de AR NBIA de inicio temprano, lentamente progresivo con
Woodhouse-Sakati inicio durante la primera década de vida.

Neurodegeneracion
asociada a la hidroxilasa NBIA de inicio temprano, lentamente progresivo con
FA2H L AR - . ) )
de acidos grasos inicio durante la primera década de vida.
(FAHN)
FTL Neuroferritinopatia AD NBIA de aparicion tardia, lentamente progresiva con

inicio después de la primera década de vida.

Neurodegeneracion
asociada a pantotenato
quinasa (PKAN) atipica

NBIA de aparicion tardia, lentamente progresiva con
inicio después de la primera década de vida.

PANK2 AR

Neurodegeneracion NBIA de inicio temprano rapidamente progresivo con
asociada a pantotenato inicio durante la primera década de vida.

quinasa (PKAN) clasica

Distrofia neuroaxonal NBIA de inicio temprano, lentamente progresivo con
atipica inicio durante la primera década de vida.
Distrofia neuroaxonal NBIA de inicio temprano, rapidamente progresivo con
infantil inicio durante la primera década de vida.
PLA2G6 AR

Distonia-parkinsonismo
asociado a PLA2G6
NBIA de aparicion tardia, lentamente progresiva con
inicio después de la primera década de vida.

Neurodegeneracion
NBIA de inicio temprano, lentamente progresivo con

asociada a proteinas de inicio durante la primera década de vida.

WDR45 hélice beta (BPAN) XL

NBIA de aparicion tardia, lentamente progresiva con

Desconocido NBIA Idiopatica i inicio después de la primera década de vida.

Como el objetivo final consistid en encontrar variantes con alta probabilidad de ser
patogénicas, resultdé imprescindible buscar genes candidatos presentes en paneles
comerciales preexistentes e interiorizarnos con casos similares mediante la lectura de
bibliografia especifica, a fin de generar una base de datos propia que nos permitiera comparar

los datos obtenidos del analisis del paciente con los reportados previamente. Puede asumirse

65



que las variantes previamente publicadas representan un set de datos independientes, asi
como también permiten identificar la presencia de “hot-spots” mutacionales, exones o
dominios proteicos mayormente afectados, y los tipos de efectos fenotipicos mas
comunmente observados en los pacientes. De esta forma, dada la historia clinica, la hipotesis
del profesional y teniendo en cuenta el familiograma y la fuerte sospecha de enfermedad

recesiva, pudimos establecer la siguiente lista de genes a analizar (Tabla 6).

Tabla 6. Paneles de genes seleccionados. Se construyeron en funcion de la sospecha clinica

y los signos y sintomas del paciente y sus familiares afectados.

Panel Genes contemplados

Panel para NBIA | ATP13A2, C190rf12, CP, COASY, DCAF17, FA2H, FTL, PANK2, PLA2G6, WDR45.

Panel asociado a | ABCD1, AFG3L2, ALDH18A1, ALS2, AP4B1, AP4E1, AP4M1, AP4S1, AP5Z1,
ARG1, ATAD3A, ATL1, ATP2B4, B4GALNT1, BICD2, BSCL2, BTD, C19orf12,
CAPN1, COASY, CTNNB1, CYP27A1, CYP2U1, CYP7B1, DDHD1, DDHD2,
espastica DSTYK, ERLIN2, FA2H, FARS2, FXN, GALC, GBA2, GBE1, GCH1, GJC2, HACET,
HSPD1, IBA57, KDM5C, KIF1A, KIF1C, KIF5A, KLC2, L1CAM, L2HGDH, MARS2,
NIPA1, NT5C2, PAH, PLP1, PNPLA6, REEP1, RTN2, SACS, SETX, SLC16A2,
SLC25A15, SLC33A1, SPAST, SPG11, SPG21, SPG7, SPR, TECPR2, TH,
VAMP1, VPS37A, WASHC5, ZFYVE26, ZFYVE27, MTRFR, DARS1, RARST,
SPG20 (SPART).

paraparesia

Genes AARS2, ABCB7, ABCD1, ABHD12, ACOX1, ADGRG1, AFG3L2, AHI1, ALS2,
ANO10, AP5Z1, APP, APTX, ATCAY, ATM, ATN1, ATP13A2, ATP1A3,
ATP6AP2, ATP8A2, ATXN1, ATXN2, ATXN3, ATXN7, ATXN8, ATXN8OS, AUH,
acuerdo a los BSCL2, C190rf12, C90rf72, CA8, CACNA1A, CC2D2A, CEP290, CLN6, COASY,
CP, CTC1, CTDP1, CYP27A1, CYP7B1, DARS2, DCAF17, DDC, DNAJCS,
DNM1L, DNMT1, EIF2B5, ELOVL4, ERLIN2, FA2H, FAM126A, FBXO7, FGF14,
sintomas del FTL, FUS, FXN, GAD1, GAN, GBA1, GBA2, GBE1, GCH1, GJB1, GJB2, GJC2,
paciente? GRID2, GRM1, GRN, HSD17B4, HTRA1, HTT, IFT140, IFT172, INPP5E, ITM2B,

ITPR1, JPH3, KCNA1, KCNC3, KIF1A, KIF1C, L2HGDH, LMNB1, LRRK2, MAG,
MAPT, MARS2, MECP2, MFN2, MRE11, MTFMT, MTPAP, NAGA, NALCN,
NDUFS4, NDUFV1, NOP56, NPC1, NPC2, OPA3, OPTN, PANK2, PARK7,
PAX6, PDGFB, PDGFRB, PDYN, PIK3R5, PINK1, PLA2G6, PLP1, PMPCA,
PNKP, PNPLA6, POLG, POLR3A, POLR3B, PPARGC1A, PRKCG, PRNP,
PSEN1, PSEN2, RNF216, RPGRIP1L, RRM2B, RUBCN, SACS, SCN1A,
SCN2A, SCN8A, SDHA, SDHD, SETX, SIL1, SLC17A5, SLC19A3, SLC1A3,
SLC20A2, SLC25A15, SLC2A1, SLC6A3, SNCA, SOD1, SPAST, SPG11,
SPG21, SPG7, SPR, SPTBN2, SQSTM1, STUB1, SURF1, SYNE1, SYT14,
TARDBP, TBP, TCTN2, TGM6, TH, TMEM67, TP53, TPP1, TREM2, TTBK2,
TTPA, TWNK, UCHL1, VCP, VLDLR, VPS13A, VPS13C, WDR45, WDR81,
WWOX, XPR1, ZFYVE26, ZNF592.

priorizados de

signos y

2 Se utilizaron dos herramientas bioinformaticas (Phenomizer, VarElect) para encontrar genes
directamente asociados a los siguientes términos: Signos piramidales + Bradiquinesia + Ataxia
cerebelosa + Disminucién de sensibilidad en miembros inferiores + Cambios de personalidad +
Discapacidad intelectual.
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Previamente a la extraccion de la muestra de sangre del paciente, se determind la
cobertura del kit de captura exdmico utilizado para los genes candidatos. Los resultados
mostraron que el kit Agilent V5 presenté un buen porcentaje de cobertura tedrica de los
exones codificantes de los genes a estudiar, minimizando la posibilidad de perder informacion

de relevancia que pudiera estar presente en regiones no capturadas.

Analisis bioinformatico

Priorizacion de variantes

Una vez recibidos los datos de la secuenciacion exdmica del paciente 1.5, los mismos
fueron procesados de acuerdo con el pipeline bioinformatico descrito en Materiales y Métodos
y comenzamos con el andlisis de las variantes detectadas utilizando la herramienta
B_platform (https://www.bitgenia.com/b-platform/). Se obtuvieron inicialmente un total de
114.817 variantes. La busqueda comenzé en el grupo de genes asociados a NBIA y no arrojo
hallazgos significativos, ya que todas las variantes encontradas resultaron
benignas/probablemente benignas. Este primer paso permiti6 descartar la presencia de
variantes relevantes en las regiones codificantes del gen PANK2, directamente asociada con
la sospecha diagndstica del profesional responsable del caso. En segundo lugar, se procedié
a utilizar el panel de paraparesia espastica, a partir de la sugerencia del médico postulante,
teniendo en cuenta el fenotipo evidenciado por el paciente. Nuevamente, la busqueda no
arrojo resultados interesantes y la mayoria de las variantes detectadas en esos genes
resultaron ser benignas/probablemente benignas, o de significado incierto con una cigosidad
diferente a la esperada para la/s condicidn/es estudiadas. Finalmente, luego de debatir los
resultados obtenidos, decidimos seguir adelante buscando en Phenomizer [185] genes que
pudieran estar directamente asociados a los signos/sintomas distintivos del paciente, entre
ellos: signos piramidales, bradiquinesia, ataxia cerebelosa, disminucién de sensibilidad en
miembros inferiores, cambios de personalidad y discapacidad intelectual. Se aplicé un
segundo filtro sobre los genes obtenidos utilizando el programa VarElect [186] y
seleccionamos unicamente aquellos con un alto score de asociacién con la lista de sintomas
mencionada. Una vez definido este tercer panel de genes a estudiar, aplicamos filtros
adicionales de impacto alto/moderado y baja frecuencia poblacional (<0,001). De esta
manera, detectamos dos variantes néveles (ausentes de bases de datos poblacionales) en el
gen AFG3L2 (OMIM: 604581), que podrian explicar a priori, con un modelo de herencia
heterocigota compuesto, el cuadro del paciente. Las variantes halladas fueron
AFG3L2(NM_006796.3):c.383G>A - p.(Trp128Ter) y AFG3L2(NM_006796.3):c.2083A>G -
p.(Arg695Gly) (Tabla 7/Figura 11).
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Tabla 7. Variantes detectadas (Genoma de referencia: GRCh37) en el paciente 1.5 y su

clasificacién de acuerdo con los criterios del ACMG.

Crom. Pos. Gen Variante Exoén Transcripto Clasificacion ACMG
18 12367291 | AFG3L2 C>T 4 ENST00000537174 Patogénica
c.383G>A PVS1, PP3, PM2

p.(Trp128Ter)

18 12337432 | AFG3L2 T>C 16 ENST00000537174 Probablemente
c.2083A>G patogénica
p.(Arg695Gly) PM1, PM2, PM3,
PP2, PP3
C>T T>C
c.383G>A c.2083A>G
p.Trp128* p.Arg695Gly
12 367;‘.‘90 bv' 1 7.205 bp 12 337.1430 bp 12 ':3"-‘25 bp
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Figura 11: Visualizacién de las variantes detectadas en el archivo BAM. Ambas variantes

se observaron en heterocigosis.

La primera variante se tratdé de un cambio de nucleétido Unico G>A en la region
codificante (NM_006796.3) del exon 4, que produjo la ganancia de un codon stop prematuro
en el residuo 128 de la proteina resultante, constituyendo una variante de pérdida de funcion,
mecanismo que fue previamente asociado al desarrollo patolégico (PVS1). La misma posee
muy baja frecuencia poblacional (PM2, ausente de la base de datos de GhomAD), cuenta con
prediccion patogénica por numerosos algoritmos bioinformaticos BayesDel addAF, DANN,
EIGEN, FATHMM-MKL y MutationTaster (PP3) y no se encuentra reportada previamente en
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bases de datos y/o publicaciones cientificas. Por otro lado, la segunda variante hallada,
correspondio a un cambio de nucledtido unico A>G en de la region codificante (NM_006796.3)
del exén 16, que produjo la sustitucion del aminoacido Arginina (R) 695 por Glicina (G) en un
hot-spot mutacional (PM1) de la proteina resultante. La misma posee muy baja frecuencia
poblacional (PM2, ausente de la base de datos de GnomAD), cuenta con prediccion de
patogenicidad por los algoritmos bioinformaticos BayesDel addAF, DANN, DEOGENZ2,
FATHMM-MKL, LIST-S2, M-CAP, MutationAssessor, MutationTaster y SIFT (PP3) y no se
encuentra previamente reportada en bases de datos y/o publicaciones cientificas.
Adicionalmente, es importante destacar que el residuo R695 se encuentra al comienzo de
una alfa hélice del dominio de peptidasa (Figura 12). Como se observa en la Figura 13,
AFG3L2 es una proteina altamente conservada, la Arginina esta presente en todos los
vertebrados e incluso en bacterias. Como modelo, encontramos la estructura cristalina de la
proteina FtsH homdloga de T. thermophilus (PDB id: 2DHR) - proteasa dependiente de ATP
asociada a la membrana plasmatica-, que muestra una Lisina en esa posicion. La proteina
AFG3L1 también es muy similar, esta altamente conservada, y alberga Glutamina (Q) o Acido
glutamico (E) en su lugar. Curiosamente, otras variantes patogénicas en el mismo dominio y
exon (exén 16), especialmente las mas cercanas a la posicion 695, dan como resultado
cambios significativos en la carga y polaridad del residuo. Un ejemplo concreto lo constituyen
las variantes E691K, A694E, E700K y R702Q (Figura 15). Nuestra hipotesis es que la variante
R695G podria desestabilizar la hélice (un hecho que también esta respaldado por la
prediccion del impacto del cambio en la estructura secundaria, ya que la Glicina es un residuo
que desfavorece la formacion de hélices) y/o que los residuos cargados en esta region
resultan claves para el establecimiento de asociaciones o interacciones proteina/proteina

adecuadas.
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Figura 12: Estructura cristalina de la proteina Thermus thermophilus FTSH (PDB id:

2DHR). El residuo Lys541 es homdlogo a Arg695 en la proteina AFG3L2 del Homo sapiens. El residuo

Alab540 es homdlogo del Ala694 de AFG3L2, cuya mutaciéon se ha informado previamente como

patogénica [187]. Ser536 es un residuo altamente conservado en toda la superfamilia peptidasa_M41.
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Figura 13: Alineamiento multiple de proteinas homélogas a AFG3L2 en diferentes

especies. El rectangulo rojo marca la posicién del residuo 695 en la proteina humana.
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Validacion de la segregacion familiar

Se llevd a cabo la validacién por técnica de Sanger de la presencia/ausencia de ambas
variantes en el extenso grupo familiar, siguiendo los pasos mencionados en Materiales y
Métodos, obteniéndose la segregacion evidenciada en la Figura 14. De esta forma, se
confirmd que todos los hermanos afectados de la familia resultaron portadores de ambas
variantes (PP1, PM3), mientras que cada progenitor fue portador de una unica variante en
heterocigosis. Esto confirmd que las variantes se encontraban en trans en los individuos

afectados, es decir, en alelos diferentes.
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p.Arg695Gly p.Arg695Gly  p.Arg695Gly p.Arg695Gly
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Figura 14: Segregacion familiar de las variantes detectadas. A) Se evidencia la co-
segregacion de ambas variantes en los hermanos afectados (cuadrados rellenos). B) Cromatograma
resultante del método de PCR / secuenciacion en ABI310 (SANGER) que valida la presencia de la
variante en el Exon 4 en el paciente 1.5 C) Cromatograma resultante del método de PCR /
secuenciacion en ABI310 (SANGER) que valida la presencia de la variante en el Exén 16 en el paciente
I1.5.

Este hallazgo resulto crucial a la hora de reevaluar la relevancia diagnéstica de estas
variantes, permitiéndole al médico postulante analizar en mayor profundidad los hallazgos
informados y establecer una mejor correlacion del genotipo hallado con el fenotipo observado.
Para facilitar esta tarea, decidimos realizar una busqueda bibliografica exhaustiva de

variantes previamente reportadas en el gen AFG3L2.

Correlacion genotipo- fenotipo

El gen de tipo 3 de la familia ATPasa (AFG3L2) se encuentra localizado en la regién
cromosdémica 18p11.21 y codifica para una subunidad de la proteasa m-AAA mitocondrial
(ATPasa asociada a varias actividades celulares), localizada en la membrana interna
mitocondrial. La metaloproteasa AAA participa en la calidad del control proteolitico y en
actividades similares a las de las chaperonas, degradando proteinas mal plegadas y
promoviendo el ensamblado de los complejos participantes en la cadena respiratoria [188].
AFG3L2 forma complejos homo o heterooligoméricos con SPG7, otra proteasa m-AAA cuyas
variantes conducen a una forma relativamente frecuente de paraplejia espastica familiar. El
complejo SPG7-AFG3L2 esta involucrado en varias vias cruciales para la correcta funcion

mitocondrial, incluyendo el control de calidad de las proteinas mitocondriales y la
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homeostasis. La pérdida de funcién de AFG3L2 puede conducir a alteraciones en la sintesis
de proteinas mitocondriales, respiracion celular, mantenimiento de redes mitocondriales,
transporte axonal, asi como disfunciones en el flujo de Ca?* y muerte celular inducida por Ca?*
[189].

Se ha reportado que la mayoria de las variantes de cambio de aminoacido (missense)
detectadas en este gen fueron clasificadas como patogénicas [190-192], lo que sugiere que
es un gen poco tolerante a variantes de este tipo (PP2).

Variantes en el gen AFG3L2 son responsables de las formas SCA28 y SPAX5 de
ataxia espinocerebelosa [187, 193]. Las ataxias espinocerebelosas (SCA, del inglés,
SpinoCerebellar Ataxia) representan un grupo clinica y genéticamente heterogéneo de
trastornos neuroldgicos hereditarios con fenotipos superpuestos y muy variables,
caracterizados por incoordinacion progresiva, disartria y alteracion de movimientos oculares.

La Ataxia Espinocerebelosa de tipo 28 (SCA28, OMIM: 610246) es un subtipo muy
poco comun de Ataxia Cerebelosa autosémica dominante de tipo 1 (ADCA tipo I). Se
caracteriza por inicio juvenil y ataxia cerebelosa de progresion lenta debida a la degeneracion
de las células de Purkinje. Su prevalencia es desconocida, pero la SCA28 representa
aproximadamente el 1,5% de todos los casos europeos de ataxia cerebelar de herencia
autosémica dominante [194]. Algunos pacientes muestran deterioro cognitivo y, en etapas
mas avanzadas de la enfermedad, se han descrito también oftalmoparesia, ptosis y signos
piramidales como sintomas adicionales. La SCA28 ha sido localizada en el locus 18p11.22-
q11.2 y su pronostico es relativamente bueno, los pacientes pueden caminar sin asistencia
hasta la séptima década de vida. Adicionalmente, los estados epilépticos y las convulsiones
intratables que pudieran poner en riesgo sus vidas o la probabilidad de una disfagia grave
son poco frecuentes.

Hasta la fecha, se han identificado 13 variantes de cambio de aminoacido (missense)
heterocigotas en familias de ascendencia francesa, italiana y alemana (Figura 15). En la
mayoria de los casos, las variantes se detectaron en los exones 15 y 16, con una sola
excepcion (c.1295A> C, p.N432T) detectada en el exdn 10 [187]. Los estudios funcionales de
la proteasa m-AAA codificada con alguna variante en los exones 15 0 16 revelaron un dominio
peptidasa M41 en el extremo C-terminal anormal que comprometia la estabilidad y la actividad
proteolitica del complejo m-AAA, posiblemente a través de un proceso dominante negativo.
Por el contrario, la mutacion localizada en el exén 10, modificéd la estructura de entrada del
canal, en la que los sustratos se extraen para degradarlos [187]. Ademas, se han informado
dos deleciones en el gen AFG3L2 en pacientes con SCA28, una del gen completo [195] y
otra que incluy6 desde el exén 14 hasta el 16 [196], asi como una variante de cambio en el
marco de lectura en el exén 15, que elimind los ultimos 144 aminoacidos [197]. Por lo tanto,

la haploinsuficiencia de AFG3L2 constituye una de las posibles causas de SCA28.
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Adicionalmente, se informd una nueva mutacién ¢.346A>G, p.G116R en el dominio N-
terminal de la proteina AFG3L2 en un paciente que presentd mioclonias espontaneas
asociadas a signos piramidales. Hasta el momento de la publicacion, el paciente no present6
ataxia cerebelosa, anomalias oculomotoras ni déficits sensoriales [198].

Por otro lado, la Ataxia Espastica-5 (SPAX5, OMIM: 614487) constituye un trastorno
neurodegenerativo autosémico recesivo que se caracteriza por el inicio en la infancia de
paraparesia espastica lentamente progresiva de las extremidades inferiores y ataxia
cerebelosa (con disartria, dificultad para tragar, degeneracion motora), junto con neuropatia
sensitivo-motora (que incluye debilidad muscular y amiotrofia distal en las extremidades
inferiores) y epilepsia mioclénica progresiva. También se pueden asociar signos oculares
(ptosis, apraxia oculomotora), dismetria, disdiadococinesia, movimientos distonicos vy
mioclonias [199]. La primera variante asociada a SPAX5 (c.1847G>A, Y616C) se detect6 en
homocigosis en 2 hermanos con ataxia espastica de inicio temprano. La variante Y616C
interfiere, pero no inhibe completamente, la actividad de la proteasa m-AAA homo-oligomérica
[193]. Posteriormente, se describié una mutacién homocigota (c.1875G>A, M625l) en 2
pacientes italianos no emparentados con un fenotipo leve y un historial clinico de ataxia
diferente, ninguno de los cuales presento espasticidad o neuropatia temprana [200]. Ambas
variantes mencionadas se localizaron en el exén 15. Adicionalmente, se reportaron hermanos
sauditas que evidenciaron apraxia oculomotora, caracteristicas extrapiramidales y epilepsia
mioclonica [201].

Finalmente, Caporali y col. (2020) publicaron un case report donde 2 pacientes con
atrofia optica (OPA12, OMIM: 618977) resultaron portadores de variantes bialélicas en el
dominio ATPasa (dominio AAA). Ambos presentaron pérdida de visidn, déficit en la visién de
los colores, fotofobia, discos oOpticos palidos, disminucion del grosor de la capa de fibras
nerviosas de la retina, ataxia, espasticidad, mioclonias, corea, distonia y signos cerebelosos
[202]. La distribucion de variantes patogénicas asociadas con atrofia éptica aislada, que se
localizan predominantemente en el dominio ATPasa, es distinta de las asociadas con SCA28
y SPAX5, que se localizan principalmente en el dominio proteolitico [203].

Hasta la fecha de nuestra publicacion, sélo se habian informado 9 pacientes con
variantes autosomicas recesivas en el gen AFG3L2, sumandose luego los dos pacientes
informados por Caporali et al. 2020 [202]. A diferencia de los pacientes estudiados en este
trabajo de tesis, todos resultaron portadores de variantes homocigotas y presentaron una
edad de inicio mas temprana, una progresion clinica mas rapida y epilepsia mioclénica
progresiva, mientras que ninguno de ellos evidencié el signo del ojo de tigre en las imagenes
de resonancia magnética.

En levaduras, variantes homocigotas en el gen AFG3L2 alteraron la respiracion

mitocondrial, la actividad de la citocromo c oxidasa y la actividad proteolitica del complejo de
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metaloproteasa m-AAA. Es probable que estas deficiencias condujeran al compromiso de la

cadena respiratoria y a una mayor generacion de especies reactivas de oxigeno, lo que podria

conducir a la degeneracion de las células de Purkinje y a la disfuncion cerebelosa [204].
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Figura 15. Distribucion de variantes conocidas en la proteina AFG3L2. La estructura del

gen AFG3L2 (17 exones) y la proteina (dominios y posiciones de aminoacidos) se describen en la parte

superior e inferior de la figura, respectivamente, con todas las variantes patogénicas informadas hasta
la fecha en AFG3L2 (NM_006796.3). Las variantes patogénicas asociadas con fenotipos de Atrofia
Optica (rojo), Ataxia Espinocerebelosa 28 (SCA28; negro) y Sindrome de Ataxia Espéstica 5 (SPAX5;
azul) [203] se indican con diferentes colores. La variante G116R (violeta) se encontré en un paciente

con mioclonia y signos piramidales. Las variantes informadas en este estudio se indicaron en verde y

negrita. Las variantes bialélicas estan subrayadas.

En la Tabla 8 se resumen las caracteristicas y hallazgos clinicos de los pacientes

reportados hasta la fecha, portadores de variantes patogénicas en homocigosis o

heterocigosis compuesta en el gen AFG3L2.
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Tabla 8. Casos de pacientes reportados en la literatura cientifica. Se contemplan aquellos pacientes con variantes bialélicas en el gen AFG3L2
previamente reportados en la literatura (en orden cronolégico), incluyendo un resumen de los pacientes presentados en esta tesis. P=paciente, G=género,
El=edad de inicio; C=consanguinidad; A=ancestria; EMP=epilepsia mioclénica progresiva; GTC=generalizadas tonicoclénicas;, MI=miembros inferiores;

l=disminuido; NAA=N-acetil aspartato; mtDNA= DNA mitocondrial; EEG=electroencefalografia; 1=elevado; MRS=espectroscopia de resonancia magnética;

Hz=hertz; EOT=signo “ojo de tigre”; NCS / EMG= estudio de conduccién nerviosa / electromiografia; MS=miembros superiores.

Mutacion en

Autores P/G/EI C/A Hallazgos clinicos Hallazgos RMN Otros hallazgos
AFG3L2
Marcha espastica. EMP, GTC y
convulsiones mioclonicas a los 8
anos. Disartria, disfagia y marcha Atrofia moderada del Paciente IV-1:
con asistencia. Paraparesia con cerebelo / pontino, leve neuropatia sensitivo-motora
V-t/masculin/ atrofia distal LL. Ultimo examen: adelgazamiento del cuerpo axonal de MI. Biopsia del
. ataxia cerebelosa, ptosis, apraxia calloso, | valores de NAA nervio
2 afios oculomotora, distonia, mioclonias en pontino y cerebelo. sural: “bulbo de cebolla”.
inducidas por estimulos, con Madre con leve Biopsia muscular
Pierson TM cognicioén normal. atrofia de cerebelo. (microscopia
etal, 2011 Si/Colombianos c.1847G>A electrénica): mitocondrias
[193] c.1847G>A fuera

1V-2/masculino/

2 afios

Marcha espastica, nunca camino
independientemente. EMP, GTC y
convulsiones mioclonicas a los 8
anos. Disartria, disfagia.
Paraparesia con atrofia distal MI.
Fallecié de neumonia a los 13

afos.

No disponible

de lugar con gotitas de lipidos,

| ndmero de copias de
ADNmt.

EEG: EMP.

Estudios funcionales en

levaduras y fibroblastos de

pacientes.
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Mioclonias severas y convulsiones

PME62-1/ tonicoclénicas, ataxia, ligero
. . . . ] . . c.1875G>A
masculino/ No/ Italianos deterioro cognitivo. En silla de No disponible
B ) i ) c.1875G>A
10 afios ruedas por mioclonias y ataxia a
Muona M . -1.75-Mb mutacién homocigota
los 22 afios.
etal., 2015 Voo = : con polimorfismos idénticos
ioclonias y ataxia progresiva.
[205] y prog flanqueando la regién.
PME32-1/ Convulsiones tonicoclénicas a los
. . . . . . c.1875G>A
femenino/ No/ Italianos 22 afos. Defecto cognitivo leve. No disponible
B . ) c.1875G>A
10 afios Silla de ruedas a partir de los 48
afnos.
Hitos de regresién, espasmos Sefial hiperintensa en
IV.2/femenino/ infantiles, epilepsia refractaria, putamen bilateral y nucleos Afectacion retiniana bilateral por
8 meses microcefalia, espasticidad. Vivo, 5 caudados con tlactato en electrorretinograma. 1 lactato
afios. MRS. sanguineo. El EEG evolucion6 de
Hitos de regresién, espasmos un patron hipsarritmico a una
IV.3/masculino/ infantiles, epilepsia refractaria, o actividad moderada bien
. . . B Sefial hiperintensa en
6 meses microcefalia, espasticidad. Murié a los " organizada y moderadamente
~ ] putamen. )
2 afos y medio. bien desarrollada de 4 a 5 Hz,
Eskandrani IV 5/femenino/ Hitos de regresioén, convulsiones c.1714G>A bilateralmente sincrénico y
Aetal, 8 ’ Si/ Sauditas mioclonicas, epilepsia refractaria, Sefial hiperintensa en c.1714G>A simétrico, con delta ritmico de alta
meses
2017 [201] microcefalia, espasticidad. Vivo, 5 afios | putamen. amplitud con frecuentes picos

IV.7/masculino/

7 meses

1V.8/femenino/

8 meses

Hitos de regresién, espasmos
infantiles, epilepsia refractaria,
microcefalia, espasticidad. Vivo, 4 afios

y medio

Sefal hiperintensa en

putamen.

Hitos de regresién, espasmos
infantiles, epilepsia refractaria,
microcefalia, espasticidad. Muri6 a los

8 afios.

Sefal hiperintensa en
putamen bilateral y nucleos

caudados.

superpuestos maximos en el area

occipital.

Paciente IV.7: fibroblastos
cutaneos con | actividad del
complejo I /1ll'y IV de la cadena

respiratoria mitocondrial.
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Calandra
CRetal.,

2020 [206]

11.1/masculino/

8 afios

Il.4/masculino/

desconocido

11.5/masculino/

8 afios

11.6/masculino/

desconocido

No/Europeos-

Americanos

Dificultad de aprendizaje; cambios
de comportamiento lentamente
progresivos, marcha espastica y
ataxica; signos piramidales; ataxia
cerebelosa apendicular; disartria;
nistagmo evocado por la mirada;
disminucion de la sensacion
vibratoria en MI; Signo de

Romberg (+). Vivo, 28 afos.

Ataxia cerebelosa troncal y
apendicular leve, signos
piramidales de MlI, disminucién de
la sensacion vibratoria de Ml;
nistagmo evocado por la mirada;
Signo de Romberg (+). Vivo, 23

afos.

Signo similar a EOT;
Atrofia leve del vermis
cerebeloso; sefial
hipointensa en imagen
ponderada en T1 de la

sustancia negra.

Dificultad de aprendizaje, ataxia
cerebelosa de MI, marcha
levemente atéxica, signos
piramidales en MI, disminucién de
la sensacion vibratoria en M,
nistagmo evocado por la mirada.

Vivo, 19 afnos.

idem 11.1 y 114 incluyendo
sefial hiperintensa del
borde posterior del niucleo
lenticular y del nacleo
dentado en imagen

ponderada en T2.

Ataxia cerebelosa apendicular y
troncal leve, signos piramidales de
MI, nistagmo evocado por la mirada,
pie cavo bilateral, signo de Romberg

(+). Vivo, 17 afios.

Signo similar a EOT;
Atrofia leve del vermis
cerebeloso, sefial
hipointensa en imagen
ponderada en T1 de la

sustancia negra.

¢.383G>A
¢.2083A>G

Paciente 11.4 NCS / EMG:

polineuropatia axonal

sensitivo-motora de Ml y MS.
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Caporali L
et al., 2020

[202]

Presento atrofia optica desde los 2
anos de edad, que dio lugar a
ceguera bilateral a los 15 afios.
Padecié mioclonias infantiles de las

extremidades desde los 8 afios y un

No se observaron otras

Familia 6 1I- . anomalias neurolégicas y el | ¢.1385C>T
. trastorno progresivo de la marcha ]
|/femenino/ o . - examen oftalmoldgico y la c.1858C>A
- espastica-ataxica desde los 15 afios. . .
36 afios resonancia magnética
A los 35 afios presento ceguera,
. cerebral fueron negativos.
ataxia cerebelosa de leve a -
moderada, paraespasticidad,
mioclonias de las extremidades y
corea de las manos.
Desde los 4 afios con dificultad para A los 6 anos, la resonancia
caminar y ataxia de la marcha. magnética reveld
Luego desarrollé6 movimientos hiperintensidad en T2 en
- hipercinéticos involuntarios de las putamen, globos palidos y
Familia 11, - . ) ) ¢.1901_1902delCT
) extremidades superiores y una sustancia negra. El
I/masculino/ . . o o . c.916A>G
18 & postura distonica. El déficit visual se | seguimiento por resonancia
afos

hizo evidente a los 9 afios y se
detecto atrofia optica. Ahora
presenta ataxia, dismetria, disartria y

distonia.

magnética mostro afectacion
del nacleo caudado (11
afos) y del subtalamo (14

afios).
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Discusion

En el presente caso, se encontraron dos variantes (p.Trp128Ter y p.Arg695Gly) en el

gen AFG3L2 a partir de la secuenciacion exdémica del paciente estudiado, que contaron con

el potencial de explicar el fenotipo observado y aportar informacién de relevancia a nivel

molecular. Resulta importante mencionar que el analisis de dicho nos resulté sumamente

complejo, por lo que creemos importante mencionar los desafios con los que nos

encontramos durante el estudio de esta familia, teniendo en cuenta los siguientes aspectos:

La sospecha diagnostica inicial del médico, que era orientativa de un grupo de
desordenes asociados a NBIA. Al no encontrar variantes de relevancia en este
grupo de 10 genes, particularmente en PANK2, se tuvieron multiples reuniones
con el médico, que propiciaron un mejor entendimiento de la clinica y facilitaron
las busquedas sucesivas de genes relacionados con paraparesia espastica
(75 genes) o potencialmente relacionados con la clinica del paciente usando
herramientas disponibles en linea para su incorporacién al estudio,
adicionando 178 genes al analisis, entre los cuales se encontraba AFG3L2.
La disponibilidad reducida de informacion de relevancia asociada a las
principales variantes candidatas encontradas como resultado de la aplicacién
de los filtros en la plataforma usada para el analisis del caso en el afio 2018.
Esto resulto inevitablemente en la necesidad de buscar informacion adicional
en diversas bases de datos de forma manual, lo que conllevo un mayor tiempo
de analisis y le asocio un mayor nivel de dificultad a este caso. Adicionalmente,
el dificil acceso a herramientas que facilitaran la clasificacion de variantes al
momento del analisis del caso resulté ser otro obstaculo (desconocimiento o
inaccesibilidad a clasificadores semi-automaticos como Intervar o Varsome).
Actualmente, la plataforma cuenta con mayor informacion que, a simple vista,
permite descartar o priorizar variantes sin necesidad de recurrir a un analisis
exhaustivo adicional (por ejemplo, clasificacion semiautomatica segun criterios
de la ACMG, asignaciéon de frecuencia poblacional segun GenomAD, 1000
genomas y de frecuencia poblacional local, mas de 10 predictores
bioinformaticos de patogenicidad, links a bases de datos de interés como
ClinVar, PMED, UniProt y estadisticas comparativas con casos previos).

La compleja correlacion genotipo-fenotipo, teniendo en cuenta lo previamente
reportado para variantes bialélicas en el gen AFG3L2 hasta principios del afio
2018, donde solo se habian descrito 9 pacientes con ataxia espastica 5 de

herencia recesiva. A diferencia de lo observado para el caso analizado, todos
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ellos tenian una edad de inicio mas temprana, una progresion clinica mas
rapida y/o epilepsia miocldnica progresiva. Mas recientemente, cerca de la
fecha de la publicacién del Case Report, se reporté un paciente con variantes
en heterocigosis compuesta en AFG3L2, que presentaba varias caracteristicas
comunes con el fenotipo de ataxia espinocerebelosa tipo 28, usualmente de
herencia autosdomica dominante. La misma asocia un fenotipo mas leve e
incluye ataxia de la marcha y de las extremidades de aparicion tardia y
progresion muy lenta que provoca problemas de coordinaciéon y equilibrio,
disartria, ptosis, nistagmo y oftalmoparesia. Sin embargo, las manifestaciones
clinicas de la madre heterocigota no fueron concluyentes y el padre del
paciente no estuvo disponible para la evaluacion clinica.

Inicialmente, el profesional a cargo consideré una forma atipica de PKAN como el
diagndstico mas probable debido a la presencia del signo ojo de tigre (EOT-like) -lesion
temprana en el globo palido que se torna en un area de gliosis-. También existia la posibilidad
de deleciones mas grandes en PANKZ2 no detectadas por la secuenciacién del exoma. Sin
embargo, la ausencia de acumulacion excesiva de hierro en el globo palido tras al menos 15
anos de enfermedad argumenta fuertemente en contra de la posibilidad de NBIA. Se
sospechd que la ataxia espinocerebelar -trastornos progresivos de herencia autosémica
dominante en los que el cerebelo degenera lentamente, a menudo acompafiados de cambios
degenerativos en el tronco encefalico y otras partes del sistema nervioso central- y la
paraplejia espastica hereditaria como posibles diagnosticos, pero en ninguno de los dos se
considerd una fenocopia de imagen del signo EOT. Esto nos llevd a considerar el mejor
enfoque diagndstico y a ampliar el espectro fenotipico asociado con variantes bialélicas en el
gen AFG3L2 con la descripcion de los cuatro hermanos reportados en este caso, que
presentaron ataxia espastica con signo del ojo del tigre, aportando informacién novedosa que
permitio la publicacién de un Case Report en la revista Parkinsonism & Related Disorders en
el afio 2020 [206].

El trabajo y la dedicacion puestas en este caso no solo le brindaron a una gran familia
la posibilidad de recibir un potencial diagnéstico molecular y la posible causa subyacente al
fenotipo de los integrantes afectados, sino también un nuevo punto de partida que incluyo

asesoramiento genético y la evaluacion de posibles estrategias terapéuticas.
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Caso II:

Paciente con sospecha de Enfermedad Autoinflamatoria

Introduccion

Este caso incluye a una paciente con lesiones cutaneas ulcerativas y enfermedad
pulmonar. La paciente nacié en 2013 de una familia argentina no consanguinea, que se
completa con un hermano menor sano y un hermanastro paterno sano (Figura 16). Recibi6
la vacuna BCG (Bacillus Calmette—Guérin) al nacer. A los 6 meses de edad presento lesiones
ulceradas papulo-ulcerativas en cuello y axilas. En ese momento ingresé en el hospital y
recibio tratamiento antibiotico sin respuesta clinica, seguido de resolucién espontanea 2
meses después. Entre los 6 y los 15 meses de edad, y debido a las ulceras cutaneas
recurrentes, inicialmente se sospechd que presentaba BCG-itis - una reaccion poco
frecuente, secundaria a la vacunacién, que se manifiesta localmente como lesiones
polimorfas granulomatosas-. Al afio de edad presentd novedosas lesiones similares en region
inguinal y genitales externos, de localizacion bilateral y asimétrica y sin respuesta a
tratamientos locales ni sistémicos. Las lesiones mostraron cicatrizacion lenta (3 meses) y la
biopsia informé ulceracion de dermis y epidermis, con necrosis de hipodermis subyacente y
sin reaccién inflamatoria. Las reacciones acido-Schiff periddicas, bacilos acido-alcohol
resistentes y Ziehl-Neelsen fueron negativas. Los cultivos para bacterias pidgenas,
micobacterias y hongos también fueron negativos. La inmunofluorescencia de muestras de

piel fue negativa para inmunoglobulinas A, G, My C3.

O+ ‘O

’

Figura 16: Familiograma. Se grafica la historia familiar, que permite sospechar de un modelo

de herencia recesivo.

A partir de los 2 anos y 8 meses de edad, la paciente comenzo a tener manifestaciones
respiratorias que incluian sibilancias recurrentes y neumonias (siete episodios aislados y no
relacionados en el lapso de 4 afos). Tres de ellos requirieron hospitalizacion, antibiéticos y

oxigenoterapia (por un periodo de 5 dias en promedio); mientras que uno presentd imagenes
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indicativas de una neumonia necrosante con pruebas microbiolégicas negativas. Se mantuvo
asintomatica entre episodios. La tomografia computarizada (TC) de pulmdn y térax (Figura
17a) mostré algunas lesiones inespecificas y residuales, mientras que la TC cerebral
evidencio calcificaciones de los ganglios basales (Figura 17b). Por las manifestaciones
pulmonares se sospechd nuevamente infeccion por micobacterias. Sin embargo, los médicos
descartaron BCG-itis, ya que: (i) no se aislaron especies de micobacterias (u otros
microorganismos) de biopsias de piel o de multiples lavados broncoalveolares (BAL); (ii) las
lesiones cutaneas cicatrizaron sin el uso de ningun tratamiento antimicobacteriano, y (iii) las
manifestaciones pulmonares, aunque parecian progresivas, se presentaron en multiples

episodios y afectaron diferentes secciones del parénquima pulmonar.

Figura 17. a) Tomografia computarizada de térax. Areas focales bilaterales de
consolidaciones parenquimatosas, algunas de ellas con broncograma aéreo y de aspecto nodular,
distribuidas en las porciones periféricas de las zonas inferiores. También se observa engrosamiento
septal generalizado bilateral y cambios en el arbol periférico en ambos pulmones. Se encontré
atrapamiento de aire lobular al espirar. b) Tomografia computarizada del cerebro. En las imagenes
se muestran calcificaciones a nivel de los ntcleos caudados, nucleos lenticulares y regién subcortical

de ambos I6bulos frontales.
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Las pruebas de laboratorio mostraron reactantes de fase aguda elevados,
principalmente la velocidad de sedimentacién globular (VSG). El nimero y porcentaje de
células T, B y NK mostré estar en un rango adecuado para la edad, asi como Igs, C3 y C4.
Ademas, se encontré una respuesta inadecuada de anticuerpos a algunos antigenos
proteicos y polisacaridos. El ensayo de dihidrorodamina en neutréfilos fue normal. El estudio
autoinmune reveld anticoagulante lupico positivo transitorio y auto-anticuerpo inespecifico de
ASMA. Debido al cuadro multisistémico de la paciente, que afecté predominantemente a la
piel (Ulceras cronicas y recurrentes) y al tracto respiratorio inferior (enfermedad pulmonar
asociada a hipoxia y lesiones persistentes a pesar del tratamiento adecuado), se sospechéd
inicialmente que la paciente tenia una enfermedad autoinflamatoria. Durante el afio 2020, la
paciente presento talla y peso adecuados para su edad. Las lesiones en cicatrizacién todavia
estuvieron presentes en regiones retroauriculares, cervicales, axilares e inguinales bilaterales
y en labios mayores, con lipoatrofia asociada. Presentd una denticidn retrasada y peculiar con
ausencia de caninos y sin otras anomalias. Ademas, evidencié enfermedad pulmonar crénica
con insuficiencia respiratoria hipoxémica y fue tratada con oxigenoterapia en su domicilio (0,5
L/min en suefio y 1 L/min durante el dia) [207].

De acuerdo con la fuerte sospecha diagnostica de enfermedad autoinflamatoria
indefinida de origen genético y en base a la historia clinica proporcionada, se contempld la
utilizacion de paneles asociados a Enfermedades Autoinflamatorias e Inmunodeficiencias
Primarias (Tabla 9). Como en todos los casos y previamente a la extraccion de muestra de la
paciente, se determind la cobertura del kit de captura exdémico para los genes candidatos.
Los resultados mostraron que el kit Agilent V5 presentaba un buen porcentaje de cobertura
tedrica de los genes a estudiar, minimizando la posible pérdida de informacion relevante que
pudiera estar presente en regiones no capturadas (por ejemplo: intrones, regiones
promotoras, 5'UTR, 3'UTR, zonas repetitivas, etc.).
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Tabla 9. Paneles de genes seleccionados. Se muestran los paneles priorizados en funcién

de la sospecha clinica y el fenotipo evidenciado.

Autoinflamatorias

Panel Genes contemplados
Panel para ACP5, ADAM17, ADAR, ADGRE2, AGBL3, AP1S3, CARD14, CARD15, CECR1
Enfermedades CIAS1, COPA, DDX58, DNASE?2, IFIH1, IL10, IL10RA, IL10RB, IL1RN, IL36RN,

LPIN2, MEFV, MVK, NALP12, NALP3, NCSTN, NLRC4, NLRP1, NLRP12, NLRPS3,
NLRP7, NOD2, OSMR, OTULIN, PLCG2, POLA1, POMP, PSMA3, PSMB4, PSMBS,
PSMB9, PSMG2, PSTPIP1, RBCK1, RNASEH2A, RNASEH2B, RNASEH2C,
RNF31, SAMHD1, SH3BP2, SHARPIN, SLC29A3, TMEM173, TNFAIPS,
TNFRSF11A, TNFRSF1A, TREX1, TRNT1, USP18, WDR1.

Panel de
Inmunodeficiencias

primarias

ACD, ACP5, ADA, ADA2, ADAM17, ADAR, AICDA, AIRE, AK2, AP3B1, ATM, B2M,
BCL10, BLNK, BLOC1S6, BTK, CARD11, CARD14, CARD9, CASP10, CASPS,
CD247, CD27, CD3E, CD3G, CD40LG, CD79A, CD79B, CD8A, CDK1, CEBPE,
CHD?7, CIITA, CLPB, COPA, CR2, CSF3R, CTC1, CTLA4, CTPS1, CTSC, CXCR4,
CYBA, CYBB, DCLRE1A, DCLRE1B, DNMT3B, DOCK2, DOCKS8, ELANE, EPGS5,
FADD, FAS, FASLG, FERMT3, FOXN1, FOXP3, FPR1, G6PC3, GATA2, GFI1,
HAX1, ICOS, IFIH1, IFNGR1, IFNGR2, IGLL1, IKBKB, IL10RA, IL10RB, IL12B,
IL12RB1, IL17F, IL17RA, IL17RC, IL1RN, IL21, IL21R, IL2RA, IL2RG, IL36RN, IL7R,
IRAK4, IRF7, IRF8, ISG15, ITCH, ITGB2, ITK, JAGN1, JAK3, LAMTOR?2, LCK, LIG4,
LPIN2, LRBA, LYST, MAGT1, MALT1, MAP3K14, MEFV, MOGS, MVK, MYD88,
NBN, NCF2, NCF4, NFAT5, NFKB2, NFKBIA, NHEJ1, NHP2, NLRC4, NLRP12,
NLRP3, NOD2, NOP10, ORAI1, PARN, PGM3, PIK3CD, PIK3R1, PLCG2, PMS2,
PNP, POLE, PRF1, PRKCD, PSMBS8, PSTPIP1, PTPRC, RAB27A, RAC2, RAGT,
RAG2, RBCK1, RFX5, RFXANK, RFXAP, RHOH, RNASEH2A, RNASEH2B,
RNASEH2C, RORC, RTEL1, SAMHD1, SEMA3E, SH2D1A, SH3BP2, SLC29A3,
SLC35C1, SLC37A4, SLC7A7, SMARCAL1, SP110, SPINKS, STAT1, STAT2,
STAT3, STATSB, STIM1, STK4, STX11, STXBP2, TAP1, TAP2, TAPBP, TAZ,
TBK1, TCN2, TERC, TERT, TICAM1, TINF2, TLR3, TMC6, TMC8, TMEM173,
TNFRSF13B, TNFRSF13C, TNFRSF1A, TNFRSF4, TNFSF12, TPP2, TRAFS3,
TRAF3IP2, TREX1, TRNT1, TTC7A, TYK2, UNC13D, UNC93B1, UNG, VPS13B,
VPS45, WAS, WIPF1, XIAP, ZAP70, ZBTB24.
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Analisis bioinformatico

Priorizacion de variantes

Realizamos la secuenciacién del exoma de la paciente, procesamos los datos y
comenzamos el andlisis con la herramienta B_platform. Se obtuvieron un total de 100.341
variantes. El primer analisis se centrd en los genes del panel de EAI, buscando variantes con
potencial impacto molecular, de acuerdo con la sospecha diagndstica. La busqueda no arrojé
hallazgos significativos, y no se encontraron variantes previamente reportadas como
patogénicas, probablemente patogénicas o VUS (de significado incierto), dentro de los genes
directamente relacionados con patologias autoinflamatorias. Decidimos entonces, con el aval
del equipo médico, buscar variantes de impacto alto/moderado y baja frecuencia (<0,001) en
genes asociados con Inmunodeficiencias Primarias, de acuerdo con los signos y sintomas
descritos, de manera tal de ampliar la sospecha diagnéstica. De esta forma, se logré la
deteccion de dos variantes de alto impacto en heterocigosis en el gen ISG15 (OMIM: 147571)

(Tabla 10, Figura 18), del inglés “interferon-stimulated gene 15.

Tabla 10. Variantes detectadas (Genoma de referencia: GRCh37 (hg19)) en la paciente y su

clasificacion de acuerdo con los criterios ACMG.

Crom. Pos. Gen Variante Exén Transcripto Clasificacion ACMG
1 949644 ISG15 AC>A 2 ENST00000379389 Patogénica
c.285delC PVS1, PS3, PM2,
p.(Tyr96ThrfsTer5) PM3
1 949659 ISG15 €.299_312del 2 ENST00000379389 Patogénica
p.(Leu100Argfs) PVS1, PS3, PM2,
PM3
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Figura 18: Visualizacion de las variantes detectadas en el archivo BAM. Ambas se

observaron en heterocigosis.

La primera variante (NM_005101.4):c.285del, también conocida como c.284del,
corresponde a una delecion de un solo nucleétido que produce un cambio en el marco de
lectura en el ex6n 2 (p.Tyr96Thrfs*5) con la consecuente ganancia de un codén stop
prematuro rio abajo del residuo Treonina 95.

La segunda variante, (NM_005101.4):c.299 312del, también conocida como
¢.297_313del, corresponde a una delecion de 14 nucledtidos, que modifica el tamario de la
proteina resultante y también produce el desplazamiento del marco de lectura rio abajo del
residuo Leucina 100.

Ambas variantes se localizaron dentro del dominio proteico Ubiquitina-like 2 (Figura
19), presentaron muy baja frecuencia poblacional (ausentes en la base de datos
poblacionales como GnomAD) y no se reportaron previamente en bases de datos clinicas ni

publicaciones cientificas.
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Segun los criterios del ACMG, ambas variantes se clasificaron como patogénicas, de
acuerdo a la combinacion de los siguientes criterios:

- PVS1 (patogénico muy fuerte), ya que ambas son variantes nulas.

- PS3 (patogénico fuerte 3), cuando células HEK293T fueron transfectadas con cada
una de las variantes identificadas en este caso, se encontré6 que ninguna condujo a la
produccion de proteina ISG15 detectable, dando como resultado la pérdida de expresion de
acuerdo con el sistema de sobreexpresion in vitro disefiado por Dusan y col., en el que se
compararon ambas variantes con la forma wild type de 1ISG15. Por su parte, la variante
€.299_312del afecto los niveles de mRNA de ISG15, produciéndose su degradacion por el
mecanismo non-stop decay.

- PM2 (patogénico moderado 2), por sus bajas frecuencias poblacionales (sin reportes
0 muy baja frecuencia de alelos en bases de datos como EXAC o GhomAD);

- PM3 (patogénico moderado 3), ya que se confirmd por secuenciacion de Sanger que

la paciente heredd ambas variantes en frans, cada una a partir de un progenitor (Figura 22).

Dominio de
conjugacion

curowr (L oeit - (TUBR T LRLRGG |
maduro WT LRLRGG
Thr95
c.285delC _i— Regiones afectadas

LeLi100 l

Figura 19: ISG15 consta de dos dominios ubl (azul) que estan unidos por un residuo de

prolina. ISG15 se sintetiza como un precursor de 17 kDa que se procesa proteoliticamente en una
forma madura de 15 kDa. Este procesamiento expone un motivo LRLRGG carboxi-terminal, requerido
para ISGylation (amarillo). La variante c.285delC produce un desplazamiento de marco de lectura
después del residuo Treonina 95, dando como resultado la ganancia de un codoén stop prematuro rio
abajo. La variante ¢.299_312del produce un desplazamiento del marco de lectura después del residuo
Leucina 100.

ISG15 es un miembro de la familia de la ubiquitina, que incluye también a los
modificadores similares a la ubiquitina (Ubls). La ubiquitina y los Ubls intervienen en la
regulacion de diversas actividades celulares, como la estabilidad de las proteinas, el trafico
intracelular, el control del ciclo celular y la modulacion inmunitaria. Mientras que algunas Ubls
estan constitutivamente presentes en la célula, otras son inducidas por diferentes estimulos
[208]. ISG15 es una de las proteinas similares a la ubiquitina mas fuerte y rapidamente
inducidas, que existe en tres estados distintos: libre dentro de la célula, secretada al espacio
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extracelular o conjugada con proteinas target. ISG15 y los miembros de la cascada
enzimatica (E1, E2 y E3), que median la conjugacion de la ISG15 (ISGilacion) con un residuo
de lisina de las proteinas target, son fuertemente inducidos por los interferones de tipo I. Se
ha avanzado en la definicién de algunos de los mecanismos por los que la ISGilacion de
proteinas tanto virales como del huésped inhibe la replicacion viral y las estrategias de
evasion viral que han evolucionado para eludir la accién de ISG15, pero los ultimos avances
en este campo han puesto de manifiesto la complejidad de esta via [209]. Ademas, ISG15
existe como una proteina no conjugada que funciona como una citoquina y puede interactuar
con varias proteinas intracelulares mediante interacciones no covalentes, regulando la
replicacion viral y las respuestas inmunitarias del huésped [210]. La forma de 1SG15
secretada puede inducir la proliferacion de células NK 'y actuar como factor quimiotactico para
los neutréfilos y como citoquina inductora de IFN-gamma, desempefiando un papel esencial
en la inmunidad antimicrobiana. Por otro lado, los principales mecanismos de accion
conocidos mediante los cuales ISG15 ejerce su efecto protector frente a las infecciones
virales son: la inhibicion de la salida del virus, la conjugacién con proteinas virales y la
modificacion de proteinas celulares [211].

La proteina 1ISG15 esta compuesta por dos repeticiones en tandem de dominios
ubiquitina, el dominio N-terminal es necesario para la transferencia, mediada por la ligasa E3,
de ISG15 desde la enzima E2 UbCHS8 a sus sustratos, aunque es prescindible en los pasos
de activacion y transtiolacion [212]. Los dos dominios de ubiquitina de ISG15 juegan papeles
criticos en la ISGilacién, que es unico entre los modificadores de ubiquitina y similares a la
ubiquitina.

Ambas variantes frameshifts interrumpen claramente el segundo dominio, provocando
la pérdida del extremo C-terminal que contiene una secuencia de aminoacidos muy
conservada Leu Arg Leu Arg Gly Gly (LRLRGG), correspondiente al sitio de I1SGilacion, y
evitando la produccion de proteina ISG15 detectable [213] (Figuras 19 y 20). En comparacion
con la ubiquitina, que se encuentra altamente conservada entre distintas especies (cerca del
100% de identidad), la proteina ISG15 tiene una conservacion entre especies relativamente
baja. Su ausencia en numerosas especies eucariotas sugiere que no es un gen esencial,
posibilitando su diversificacion a lo largo de la evolucién. Las variantes patogénicas en el gen
ISG15 son una de las causas recientemente definidas de un grupo de Interferonopatias de
tipo I [214].
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Dominio de
conjugacion

Figura 20. Estructura cristalografica de ISG15 humano. El area afectada por las variantes
se resalté en verde. Thr95 marca el comienzo del cambio del marco de lectura asociado a la variante
285 _del. Leu100 marca el comienzo del cambio del marco de lectura asociado a la variante
299 312del. El extremo C-terminal de la estructura corresponde a los primeros 3 residuos del dominio

de conjugacion (LRL).

Variantes bialélicas de pérdida de funcién en el gen ISG15 se describieron
inicialmente en pacientes con Inmunodeficiencia 38 (OMIM: 616126), un trastorno autosémico
recesivo que confiere Susceptibilidad mendeliana sindrémica a las enfermedades
micobacterianas (MSMD), y que afecta a aproximadamente 1 de cada 50.000 individuos
expuestos a micobacterias ambientales o a cepas de la vacuna BCG [215].
Sorprendentemente, y a pesar de las funciones antivirales de ISG15 descritas en ratones, los
pacientes descritos hasta la fecha no presentan fenotipo de susceptibilidad viral [215]. Sin
embargo, la deficiencia hereditaria de ISG15 se ha manifestado con dos presentaciones
distintas hasta la fecha: susceptibilidad a la enfermedad micobacteriana y calcificaciones
intracraneales por la produccion hipomorfica de interferon-Il (IFN-1I) o respuesta excesiva a

IFN-I, respectivamente (Figura 21).
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ISG15

Mutations: ¢.4-1G>A | c.285delC ¢.310G>A

c.83T>A  €.299_312del ¢.352C>T
T Type | IFN signaling l Type Il IFN
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Figura 21. Figura extraida del abstract grafico del trabajo de Martin-Fernandez et al.
[216]. Panel superior: variantes reportadas. Panel inferior: efectos moleculares de las
variantes en la sefializacion del Interferdn de tipo | y Il y fenotipicos generales.

Las pruebas genéticas realizadas en pacientes con pérdida de expresion de ISG15
han revelado la importancia de esta proteina en la regulacion de la respuesta al interferon de
tipo |. Desde el punto de vista bioquimico, la falta de ISG15 intracelular da lugar a niveles
inestables de USP18 [214,217], un potente regulador negativo del receptor de IFN-I,
favoreciendo la sefalizacién continua de JAK-STAT downstream [218] y a un aumento de los
niveles de expresion de genes estimulados por interferén (ISG) en la sangre.

El circuito ISG15-IFN-y opera principalmente entre los granulocitos y las células NK
[219]. La expresion elevada de ISG y la calcificacion cerebral son caracteristicas consistentes
en pacientes con variantes patogénicas bialélicas en ISG15, que presentan a su vez, un fuerte
solapamiento neurorradiolégico con el Sindrome de Aicardi-Goutieres (AGS) [220]. Los
meédicos mencionaron cierta similitud con pacientes con Vasculopatia asociada a STING de
inicio en la infancia (conocida como sindrome SAVI, por sus siglas en inglés), un fenotipo
inflamatorio sistémico de inicio temprano caracterizado por una vasculopatia cutanea grave y
una importante enfermedad pulmonar intersticial. EI sindrome SAVI suele ser causado por
una mayor sensibilidad o activacion independiente del ligando (constitutiva) de un

componente receptor no nucleico (por ejemplo, una molécula adaptadora) de la via de
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senalizacién inducida por el IFN, como en el caso de las variantes patogénicas de novo y
heredadas en el gen TMEM173, que codifica para la proteina STING (estimuladora de los
genes del interferon) [221].

Gracias al hallazgo de ambas variantes, se establecio una colaboracién con cientificos
del Imagine Institute, INSERM, Universidad de Paris, Francia y del Icahn School of Medicine
at Mount Sinai, NY, USA. Ambos grupos vienen estudiando la proteina ISG15 hace afios y
encontraron que celularmente, se observé una sorprendente especificidad en la respuesta de
IFN-I, que anteriormente se suponia que era universal. En sangre periférica, las células
mieloides mostraron las firmas de IFN-I mas sélidas. En la piel afectada, la sefializacion de
IFN-I se observa en los queratinocitos de la epidermis, el endotelio y los monocitos y
macrofagos de la dermis. Estos hallazgos permitieron identificar cuales son las células
especificas que causan la inflamacion circulatoria y dermatolégica y, de esta manera, amplian
el espectro clinico de la deficiencia de ISG15 a presentaciones dermatoldgicas como un tercer

fenotipo codominante, junto con manifestaciones infecciosas y neurolégicas [216].

A €.299_312del c.285delC

LI

W c.285deiC

€.299 312del

B ¢.285delC ¢.299 312del
( CGl GIGCGGCIGACGCAGACCGIGG
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Figura 22. A. Segregacion familiar de las variantes por Sanger. Se evidencia la co-

segregacion de ambas variantes en la paciente (indicada con una flecha). Cada progenitor es portador
de una variante en heterocigosis. B. Cromatogramas de la secuencia parcial de ISG15 en la
paciente. Se muestran las secuencias de ADN de los alelos wild type (WT, tipo salvaje) e ISG15

mutados.
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En la Tabla 11 se resumen las caracteristicas y hallazgos clinicos de los pacientes
portadores de variantes bialélicas en ISG15 previamente reportados en la literatura,

incluyendo a la paciente presentada en esta tesis.
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Tabla 11. Casos de pacientes reportados previamente en la literatura cientifica (Science 2012 [215], Nature 2015 [214], Cell Report 2020 [216]).
MSMD=Susceptibilidad mendeliana a micobacterias; IBCG= calcificacion de los ganglios basales. Los pacientes de China e Iran son hermanos. ** Estas

variantes se han reportado en el Cell Report como c.284dely ¢.297_313del.

Presentacion clinica Hallazgos genéticos
Pais de Otros
Paciente L . .
origen Vacunacion | Lesiones L . . L Comentarios
Calcificacion | Herencia Variantes detectadas Caracterizacion
BCG cutaneas
PI ileosi
) Epilepsia.
femenino
De los
Pl ganglios c.163C >T, ) )
China ) No No AR Pérdida de expresion -
femenino basales p.GIn55*
Pl
femenino
Linfadenopatia luego de
) Paciente Indetermi c.379G>T, o y vacunacion con BCG (MSMD)
Turquia ) Intracraneal AR Pérdida de expresion y .
femenino nado p.Glu127* Lesion herpética en la zona
escapular.
PI Linfadenitis cercana al sitio de
) No Intracraneal AR
masculino vacunacion (MSMD).
Si ¢.336_337insG, Pérdida de expresion
Iran - . . .
p.Leu114fs Ulceras y linfadenopatias
PII
) No Intracraneal AR postulantes luego de
masculino
vacunacion con BCG.
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Sin BCGitis después de la

Paciente ¢.285delC, p.Tyr96fs y 3
de sexo vacunacioén con BCG al nacer,
De los €.299_312del, o y ) ) ) .
femenino ) Pérdida de expresion Manifestaciones respiratorias
Argentina Si Si ganglios AR p.Leu100Argfs ) )
reportada Pérdida de expresion recurrentes y neumonias,
basales (NM_005101.4, )
en esta " ulceraciones cutaneas de
tesis GRCh37(hg19) )
pierna y vulva.
Paciente ¢c.310G>A, p.Val104Met y Pérdida de funcion Lesiones cutaneas en el area
us de sexo No Si Intracraneal AR
) c.352C>T, p.GIn118* Pérdida de expresion inguinal.
femenino
Cerebelares y
Paciente . s . . .
de los c.285del, p.Tyr96fs y Pérdida de expresion Ulceras cutaneas de pierna,
Espafa de sexo No Si . AR e y ) y )
femenino ganglios c.83T>A, p.Leu28GIn Pérdida de funcion vulva, ingle y regioén perianal.
basales
Linfadenopatias inguinales
luego de vacunacion con BCG
(MSMD)
PI c.4-1G>A ) ) )
) Si Si Intracraneal Pérdida de expresion Lesiones en el cuello y
masculino p. Gly2AlafsTer4* ) o )
Arabia regiones inguinales y alopecia
Saudita AR en la region occipitoparietal
izquierda del cuero cabelludo.
PIl ) o ) ) Lesiones cutaneas en la axila
) Si Si Intracraneal Alteraciones de splicing Pérdida de expresion
masculino derecha.
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Discusion

En este caso, la ampliacion del analisis del exoma de la paciente incluyendo genes
asociados a Inmunodeficiencias Primarias, favorecié la detecciéon de dos variantes
(p.Tyr96ThrfsTer5 y p.Leu100Argfs) de alto impacto en el gen /ISG15. Las mismas se
incluyeron en el reporte y la médica dermatdloga postulante del Hospital Militar fue la
encargada de informar a la familia. Unos meses después, recibimos novedades del sector de
Inmunologia del Hospital Garrahan, contdndonos que la paciente se encontraba en
seguimiento por pediatras e inmundlogos e internada. Adicionalmente, nos informaron que
estaban en comunicacion con el Instituto de Paris y el Icahn School of Medicine at Mount
Sinai, quienes se encontraban estudiando pacientes con fenotipos similares y variantes en
ISG15. Como se mencion6 anteriormente, la deficiencia de ISG15 consiste en dos formas
clinicas superpuestas: un fenotipo de inmunodeficiencia y una interferonopatia de tipo | [222].
Se describiod por primera vez en dos familias de Turquia e Iran como una susceptibilidad
mendeliana a la enfermedad micobacteriana (MSMD) [215], en los cuales las variantes
detectadas alteraron la secrecion leucocitaria de ISG15. Al inducir el IFNy, ISG15 desempena
un papel esencial en la optimizacion de la respuesta inmunitaria antimicobacteriana de los
linfocitos Th1 y los macréfagos [223]. También regula negativamente la via de sefalizacion
IFNR mediante la estabilizacion de USP18 [224] y se ha descrito una regulacion positiva del
IFN tipo |, caracterizada principalmente por un fenotipo neuroldgico con calcificaciones de los
ganglios basales y epilepsia [225]. Recientemente, nuestros colaboradores notificaron
variantes de pérdida de funcion de ISG15 y signos de activacion de IFN en queratinocitos,
células endoteliales cutaneas y células mieloides de sangre periférica en cinco pacientes
afectados por lesiones ulcerosas cutaneas en las zonas perianal, inguinal, cuero cabelludo,
cuello y axilar. Estos hallazgos pueden sugerir otro fenotipo con un patrén Unico de
localizacion cutanea de la inflamacion vasculopatica [216].

Como resultado del hallazgo de un fenotipo novedoso, se pudo establecer un trabajo
multidisciplinario con las instituciones mencionadas y al mismo tiempo, incluir a la paciente
en un Case report que permitio reportar la ampliacion del fenotipo asociado a la presencia de
variantes bialélicas en ese gen. El mismo se caracteriz6é por incluir enfermedad pulmonar
recurrente y manifestaciones inflamatorias cutaneas, con la particularidad de no evidenciar
infecciones micobacterianas.

Los estudios y experimentos llevados a cabo por los colaboradores del Instituto de
Paris y el Icahn School of Medicine at Mount Sinai permitieron destacar el papel de ISG15
como factor inmunomodulador, cuyas variantes de pérdida de funcién pueden dar lugar a

presentaciones clinicas heterogéneas. Gracias a su trabajo, se pudo establecer que ambas
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variantes detectadas en esta paciente provocaron la pérdida completa de la produccion y, por
lo tanto, funcion de la proteina resultante.

Nuestro trabajo resalta la capacidad de la secuenciacidon exdmica de permitir la
deteccién de variantes patogénicas en pacientes con disregulacion inmune con gran
precision, facilitando el arribo a un diagnostico certero, incluso en casos aislados (no
familiares). En esta ocasion, como se mencion6 anteriormente, la deteccion de estas
variantes permitio la ampliacion del fenotipo reportado para pacientes con variantes bialélicas
en ISG15. En lo que respecta al mecanismo molecular que conduce a la enfermedad, la
hipétesis de los profesionales es que podria haber un factor disparador como la infeccion, el
estrés o eventos de vacunacion que podria desencadenar las manifestaciones inflamatorias
de la enfermedad multisistémica observada, que inicialmente aparecié con ulceraciones en
la piel y continu6 con afectacion pulmonar. Los médicos plantearon iniciar un tratamiento con
inhibidor de JAK/STAT (JAKinib), inhibidor de la via de sefalizacion intracelular Janus
kinase/signal transducer and activator of transcription, pero lamentablemente perdieron el
seguimiento de la paciente y no pudieron evaluar la eficacia del tratamiento pensado con el

objetivo de mejorar sus cuadros pulmonares.
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Caso III:

Proyecto PAMPA

Introduccion

El concepto de enfermedad autoinflamatoria sistémica (EAI) fue propuesto en 1999
por el doctor Kastner para agrupar algunas enfermedades poco frecuentes con
manifestaciones clinicas similares (episodios febriles e inflamatorios recurrentes), y se
establecié que la ausencia de autoanticuerpos a titulos elevados o de células T especificas
de antigenos propios, eran caracteristicas diferenciales respecto de las enfermedades
autoinmunes [226]. Desde entonces, el numero de enfermedades autoinflamatorias
hereditarias ha ido aumentando progresivamente, debido principalmente a un creciente
conocimiento del funcionamiento del sistema inmune, y a los avances en genética humana.

En la Tabla 12 se incluyen algunos ejemplos de EAI poligénicas o multifactoriales y se
las distingue de las formas monogénicas, divididas en tres grupos: Infammosomopatias,
Interferonopatias y Relopatias. Adicionalmente, se las clasifica de una manera grafica
teniendo en cuenta la via afectada, sus manifestaciones clinicas mas destacadas, y el target
terapéutico [227-231].
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Tabla 12. Enfermedades autoinflamatorias monogénicas y poligénicas: clasificacion, via afectada, manifestaciones clinicas caracteristicas y target

terapéutico [227-231].

Monogénicas

Poligénicas

Clinica y tratamiento

Fiebre y rash
Distinto espectro de
severidad

Calcificacion CNS,
vasculopatia y fibrosis
acral y pulmonar

Granuloma, Uveitis, Ulceras

Sobreactivacion del
inflamasoma

Respuesta aumentada a
IFN

Ubiquitilacién anormal

Tratamiento:
Inhibidores de IL-1

Tratamiento:
Inhibidores JAK

Tratamiento:
Anti-TNF

Inflamasomopatias Interferonopatias Relopatias Otras
- FMF - Sindrome de
- HIDS/MKD Aicardi-Goutiéres - BA]?O. "
- TRAPS - SAVI T oot e
- CAPS - CANDLE Sindrome de Blau
- PAPA - Sindrome COPA )
DADA2
Via afectada
DIRA
) . NF-kB DITRA
IL-1 IFN tipo | IL-1, IL-6, TNF

Sindrome de Majeed
Deficiencia de ADAM17

Querubismo

Enfermedad de Behget
PFAPA

CRMO/CNO

Sindrome SAPHO (forma
esporadica)

Enfermedad de Crohn,
colitis ulcerosa

AlJs/ Enfermedad de Still
Sindrome de Schnitzler
Psoriasis/artritis psoriasica
Gota

Otras
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FMF, Fiebre Mediterranea Familiar; MKD/HIDS, Deficiencia de mevalonato quinasa (Sindrome de hiper-IgD); TRAPS, Sindrome Periddico Asociado al
Receptor del Factor de Necrosis Tumoral; CAPS, Sindrome de Fiebre Periddica Asociada a Criopirina; PAPA, Sindrome de artritis pidgena estéril, pioderma
gangrenoso y acné; SAVI, Vasculopatia asociada a STING con inicio en la infancia; Sindrome de dermatosis neutrofilica cronica atipica con lipodistrofia y
temperatura elevada; HA20, Haploinsuficiencia A20; DADAZ2, Deficiencia de la adenosina desaminasa-2; DIRA, Deficiencia del antagonista del receptor de la
Interleucina 1; DITRA, Deficiencia del antagonista del receptor de la Interleucina-36; PFAPA, Fiebre periddica asociada a adenitis, faringitis y estomatitis aftosa;
CNO/CRMO, Osteomielitis cronica no bacteriana/osteomielitis cronica multifocal recurrente; AlJs, Artritis idiopatica juvenil sistémica; SAPHO, Sinovitis, Acné,
Pustulosis, Hiperostosis y Osteitis; NF-kB, Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas; TNF, Factor de necrosis tumoral,

IFN: Interferdn, IL: interleucina.
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Como se muestra en la Tabla 12 y segun su origen, las Enfermedades autoinflamatorias se

pueden clasificar en [232]:

Enfermedades autoinflamatorias monogénicas: son aquellas causadas por variantes
en genes que codifican proteinas implicadas en vias inflamatorias, cuya alteracion
conduce a una respuesta inflamatoria sistémica exagerada por la produccién
descontrolada de citocinas proinflamatorias, principalmente la IL-1f3, en el caso de las
inflamasomopatias (FMF, TRAPs, MKD y CAPS). La mayoria son heredadas y sigue
un patrén de herencia mendeliano dominante o recesivo, aunque algunas
enfermedades se han descrito asociadas a variantes de novo. Generalmente, se
presentan durante la infancia o adolescencia, pero en algunas ocasiones alcanzan la
edad adulta debido al retraso diagnéstico. Se caracterizan por episodios de inflamacién
sistémica organo-especifica, con un amplio espectro de las caracteristicas
inflamatorias.

Enfermedades autoinflamatorias poligénicas o multifactoriales: son enfermedades que
presentan una base autoinflamatoria pero etiologia genética desconocida [233].
Algunas de ellas estan mediadas por la IL-1, ya que responden a su bloqueo especifico.
Entre éstas se encuentran el Sindrome de PFAPA [234], Osteomielitis cronica no
bacteriana/osteomielitis cronica multifocal recurrente (CRMO/CNO), la Enfermedad de
Crohn, la Artritis Idiopética Juvenil Sistémica (AlJ sistémica), la enfermedad de Still del
adulto, el Sindrome de Schnitzler [233], el Sindrome SAPHO (acrénimo de sinovitis,
acné, pustulosis, hiperostosis y osteitis) y la gota, entre otras.

Enfermedades autoinflamatorias indiferenciadas (o indefinidas): corresponden a
cuadros o sindromes clinicos que cursan con fiebre recurrente o persistente,
normalmente junto a otras manifestaciones inflamatorias, en los que se han descartado
las causas infecciosas, neoplasicas y autoinmunes, y el estudio genético es negativo
0 no concluyente (p.ej. presencia de variantes benignas o de penetrancia incompleta,
no asociadas con la expresion clinica). Ademas, suelen responder a farmacos
utilizados en las enfermedades monogénicas, como la colchicina, dosis altas de
glucocorticoides y/o agentes anti-IL-1. Actualmente, se reconoce que un fenotipo
autoinflamatorio clasico o atipico, también puede ser ocasionado por variantes
determinantes de mosaicismos somaticos, gonadales o gonosomales [234,235]. Los
pacientes sin variantes identificables contindan siendo un enigma y el mosaicismo
somatico podria proveer una explicacion a algunos de estos dilemas clinicos,
generando nuevos desafios en la comprension y el tratamiento de las enfermedades
de transmision genética [236].

Actualmente, el diagndstico de las EAIl es clinico y se basa en las caracteristicas

fenotipicas evidenciadas en los pacientes. Las EAl mas frecuentes se asocian a fiebre
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periédica, erupciones cutaneas, compromiso de serosas y elevacion de reactantes de fase
aguda (RFA). Sin embargo, existe una gran variabilidad clinica y los autoanticuerpos, aunque
usualmente ausentes, pueden observarse en ciertos sindromes [237].

La variabilidad clinica de las EAI, y el elevado niumero de genes asociados a las
mismas convierte a este grupo de desérdenes en un caso ideal para su abordaje por
técnicas de secuenciacion masiva. Como se mencion6 anteriormente, el diagnéstico
genético es sumamente importante, pero debe ser realizado e interpretado correctamente. Por
lo tanto, es necesario contar con un equipo profesional con acceso a tecnologias adecuadas
y con la experiencia suficiente en la interpretacion y validacion de mutaciones de significado
incierto y de nuevas variantes, que se detectan con mucha frecuencia. El correcto diagndstico,
permite en muchos casos un abordaje terapéutico con agentes biolégicos que bloquean
citocinas proinflamatorias, particularmente IL-13 [238], anti-TNF [239] y bloqueantes de IFN
[240,241], que han demostrado ser efectivos en muchos pacientes.

A comienzos del afio 2018 se comenzo6 a gestar el Programa Argentino de Medicina
de Precision en enfermedades Autoinflamatorias, -mejor conocido como PAMPA
(https://apps.bitgenia.com/pampal/)-, con el apoyo de Novartis y el acompafiamiento de un
consejo asesor (Advisory Board), compuesto por médicos y bioquimicos especializados en
Diagnostico molecular, Inmunologia y Reumatologia. En esta tesis se incluyeron resultados
obtenidos durante tres Ediciones del Proyecto, que incorporé a mas de 160 pacientes con
sospecha de EAI, con el principal objetivo de brindarles la posibilidad de acceder a un
diagnostico preciso de forma gratuita. De esta forma, se promovi6 la oportunidad de recibir un

tratamiento adecuado en el contexto de una verdadera medicina personalizada.

Materiales y Métodos

La difusion del proyecto tuvo un enorme impacto en todo el territorio argentino y
permitié la inclusién de pacientes provenientes de instituciones de salud tanto publicas como
privadas a lo largo y ancho del pais. La postulacion de casos fue realizada a través de un
formulario online por diversos profesionales de la salud, especializados en identificar
pacientes con sospecha de Enfermedad Autoinflamatoria. La postulacion de los casos incluyd
ademas la firma por parte de los pacientes del consentimiento informado correspondiente, y
la aprobacion del mismo por parte del comité de ética de la institucién postulante (ver seccion
correspondiente). Como criterio de seleccion se dio prioridad a aquellos casos en los cuales
el profesional médico tuviera una fuerte sospecha clinica de EAI. Los escenarios clinicos mas
frecuentes de presentacion de estas enfermedades, en funcidn de lo establecido por Federici
y Gattorno [242], fueron adaptados a las ediciones de PAMPA y contemplaron la inclusion de

pacientes con:
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Fiebre recurrente o periddica;

Fiebre crénicay eczema;

Formas atipicas de artritis recurrente o crénica;
Lesiones pustulosas e inflamacién sistémica;

Lesiones osteoliticas inflamatorias estériles;

Lesiones cutaneas afebriles.

En todos estos escenarios, el ejercicio clinico de diagndstico diferencial con
enfermedades infecciosas, inflamatorias autoinmunes, y oncoldgicas resultdé fundamental
para enfocar el diagndstico de estas entidades. Se descartaron aquellos casos con una fuerte
sospecha de enfermedad multifactorial o que tuvieran una alta probabilidad de ser causados
por modificaciones genéticas no detectables por medio de la secuenciacion exémica. Todos
los casos postulados fueron analizados en profundidad por los integrantes del Advisory Board
y se seleccionaron aquellos que cumplieron con los criterios de inclusién. La totalidad de los
casos analizados formaron parte de: i) protocolos investigacion aprobados por los comités de
ética de las instituciones que atienden los pacientes, con los consentimientos informados
correspondientes; o alternativamente ii) casos enmarcados en un proceso de innovacién
clinica [243] dénde el médico responsable del caso otorga y explica el consentimiento
informado al paciente. El analisis se limitd a aquellos genes previamente consensuados con
el profesional como directamente relacionados con el diagndstico presuntivo, para disminuir
la posibilidad de hallazgos incidentales.

Una vez aprobado el caso, e informados el médico y paciente, se solicitd la firma del
consentimiento informado y la declaracion jurada. Luego se procedié con la extraccion de una
muestra de sangre periférica y a la purificacion de ADN de linfocitos circulantes en cada caso,
generalmente mediante la utilizacion de kits comerciales QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) -
tercerizado a laboratorio asociado VZ o a la institucién/laboratorio del Hospital al cual

pertenecia el paciente-.

La captura exémica se realizé con el kit de “Agilent SureSelect Human All Exon V5
(Edicion 2018)”, “Agilent SureSelect Human All Exon V7 (Edicion 2019-2020)" y las muestras
fueron secuenciadas mediante la tecnologia “lllumina HiSeq 4000” con una longitud de lectura
de 100 pares de bases y una profundidad promedio de 100X. Todas las muestras fueron
anonimizadas en todos los pasos del analisis, desde la extraccion de sangre hasta la entrega

de resultados finales al médico responsable.

Para la priorizacion de variantes se utilizd un panel de genes asociados a EAI, que
fueron determinados por el Advisory Board y actualizados anualmente. El panel principal

incluyo, entre otros, los genes contenidos en la Tabla 13.
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Tabla 13. Panel de genes asociados con enfermedades autoinflamatorias.

Panel Genes contemplados

Enfermedades | ACP5, ACTB, ADAM17, ADAR, ADGRE2, AGBL3, AP1S3,
Autoinflamatorias | ARPC1B, CARD14, CECR1, COPA, DDX58, DNASE2, EGFR,
IFIH1, ILT10RA, IL10RB, IL1RN, IL36RN, ISG15, LACC1, LPIN2,
MEFV, MVK, NCSTN, NLRC4, NLRP1, NLRP12, NLRP3, NLRP7,
NOD2, OSMR, OTULIN, PLCG2, POLA1, POMP, PSMA3, PSMB4,
PSMB8, PSMB9, PSMG2, PSTPIP1, RBCK1, RELA, RNASEH?2A,
RNASEH2B, RNASEH2C, RNF31, SAMHD1, SH3BP2, SHARPIN,
SLC29A3, STIM1, TMEM173, TNFAIP3, TNFRSF11A, TNFRSF1A,
TREX1, TRNT1, USP18, WDR1.

En caso de no encontrar variantes de relevancia clinica en el panel principal, se
procedi6 a analizar un panel ampliado en aquellos casos en los que el médico postulante asi
lo autorizd, contemplando el estudio adicional de genes de interés para cada caso en
particular. En general, la busqueda adicional se concentrd en paneles de Inmunodeficiencias
primarias, Enfermedades autoinmunes o Enfermedad inflamatoria intestinal, de acuerdo con
la historia clinica del paciente en cuestién y en funcién de las sugerencias y recomendaciones
realizadas por el Advisory Board y la médica genetista del equipo. Todos los casos fueron
sometidos al protocolo de priorizacién de variantes disefiado previamente. Ademas, se busco
informacion adicional en Infevers [172,176,244,245] para cada una de las variantes
encontradas dentro de los genes incluidos en esa base de datos. Finalmente, para las
variantes reportadas en pacientes con FMF, MKD, TRAPS y CAPS, también se recurrio a las
bases de datos Eurofevers [246], que recientemente incluyo informacion sobre la correlacion
genotipo-fenotipo de estas entidades. Procesados y analizados los datos, se generd un
reporte de resultados que fue presentado al profesional médico correspondiente, quién fue
responsable de entregarle una copia a la familia, orientarlos en la correcta interpretacion de

los datos y brindarles el asesoramiento genético pertinente.
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Resultados

En el marco de las tres primeras ediciones del proyecto PAMPA se postularon un total
de 239 casos, de los cuales 165 fueron aprobados para proceder con la secuenciacion
exdémica. En concordancia con las prevalencias reportadas en Orphanet [247] para las
enfermedades autoinflamatorias mas frecuentes, se obtuvo un mayor numero de
postulaciones con sospecha de FMF (1-5/10.000), seguidos por casos con sospecha de
TRAPS (Alemania: 1/1.785.000) y, posteriormente de CAPS (Francia: 1/360.000, USA: 1-
2/1.000.000). Adicionalmente, se incluyeron pacientes con sospecha de enfermedades muy
poco frecuentes, entre las que podemos resaltar los Sindromes de DIRA/DITRA, PAPA, Blau,
Espondilo Condrodisplasia y Sindrome H (< 1/1.000.000). En la Figura 23 se puede observar
el numero de casos totales postulados, y aceptados de acuerdo con el diagndstico presuntivo.
Es importante remarcar también el caracter federal del proyecto, resaltando que se recibieron
casos provenientes de numerosas provincias argentinas.

Para analizar la eficiencia diagnostica, cada caso fue clasificado en una de las
siguientes categorias: “positivo”, “hipotesis de trabajo” y “negativo”, de acuerdo al grado de
asociacion entre el diagndstico presuntivo (o los sintomas) del paciente y el fenotipo patolégico
reportado para defectos en el gen donde se encontraron la(s) variante(s) potencialmente
diagnostica(s), y teniendo en cuenta también el tipo y nivel de evidencia disponible para cada

una de las variantes reportadas (Ver Tabla 14).

Por Diagnéstico presuntivo

DIAGNOSTICO PRESUNTIVO
DE LOS TRES PROYECTOS

FMF 13 8 12 40
TRAPS 10 4 7 -
CcAPS 9 2 1
HIDS/DEFICIENCIA MVK 5 7 5 30
PFAPA ATIPICO 2 3 2 s
DIRA/DITRA 3 3 0
20
PAPA 3 1 0
CANDILE 4 1 1 15
CAPE 0 2 2
10

Sindrome de Blau 1 1 0
Sindrome de Behcet 2 2 5
SAM recurrente 4 4 2 .
Ofros (SPENCD, SAVI) 6 17 16 s2250s5588331¢8
TOTAL 60 55 50 &Ugéﬁméug‘f%

=z &( o g - £
Otros: Haplinsuficiencia A20, Kawasak, Pitirasis rubra pilaris, FIRES, gz° $£32
Enfermedad de Still, Sindrome de COPA, Al sistémica atipica, Sindrome H, & 5 2
Psoriasis, Vasculitis, Paniculitis Lopica, CRMO S 5

3

-

Figura 23. Numero de casos aceptados agrupados en funcion del diagnéstico tentativo.
Se observa un mayor numero de postulaciones de las EAl mas frecuentes, en concordancia con lo
esperado. Asimismo, llama la atencién el gran numero de postulaciones recibidas con sospechas

diagndsticas muy poco frecuentes.
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Se consideraron como “positivos” aquellos casos en los que se informd una (o mas)
variantes directamente relacionadas con la sospecha clinica y/o con el fenotipo evidenciado
por el paciente, pudiendo considerarse el resultado como diagnéstico. De acuerdo con este
criterio, el porcentaje de casos diagnosticados fue del 16%.

Aquellos casos en los que se informaron alguna/s potencial/es variante/s que podria/n
considerarse como “hipoétesis de trabajo”, y explicar parcialmente el fenotipo observado fueron
agrupados en la segunda categoria, abarcando éstas al 34% de los casos.

Finalmente, se consideraron como resultados “negativos” aquellos casos donde no se
encontré ninguna variante relevante para ser informada, tanto en el/los gen/es directamente
relacionados con la sospecha clinica, como en otros genes que podrian asociarse con los
signos y sintomas de los pacientes estudiados (50%).

Los resultados de la Tabla 15 muestran 16 variantes interesantes encontradas,
potencialmente asociadas a EAI, en 12 de los genes candidato estudiados (MEFV, NLRPS3,
MVK, NOD2, RIPK1, ACP5, SLC29A3, ISG15, TRAP1, COPA, NLRP12 y ADA?2). Estos
hallazgos resaltan la relevancia de este tipo de estudios sistematicos para ampliar el
conocimiento de la genética molecular subyacente a las EAIl, y demuestra un gran potencial

para lograr una mayor eficiencia diagndstica futura.
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Tabla 14. Numero de casos “positivos”, “hipétesis de trabajo” y “negativos” en funcién

del criterio mencionado.

Resultado Observaciones Numero de casos
Positivo Se consideran como resultados ’positivos” aquellos Pampa 1:
casos en los cuales se informaron una o mas variantes 14
directamente relacionadas con el diagnéstico clinico
presuntivo. Pampa 2:
3
Pampa 3:
9
Total:
26
Hipétesis de Se consideran como ‘Hipodtesis de trabajo” aquellos Pampa 1:
trabajo donde se informaron alguna/s potencial/es variante/s 15
que podria/n explicar parcialmente el fenotipo
observado. Pampa 2:
16
Pampa 3:
25
Total:
56
Negativo Se consideran como resultados ‘negativos” aquellos Pampa 1:
casos donde no se encontré ninguna variante relevante 31
para ser informada tanto en el/los gen/es directamente
relacionados con la sospecha clinica, como en otros Pampa 2:
genes que podrian estar asociados con los signos y 36
sintomas evidenciados.
Pampa 3:
16
Total:
83
Total Numero total de casos incorporados, secuenciados, 165
procesados y analizados para todas las ediciones del
Proyecto.
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Tabla 15. Variantes detectadas en genes seleccionados. Se distinguen el numero de
variantes previamente reportadas como patogénicas o probablemente patogénicas en la
literatura/bases de datos de aquellas ‘noveles” que presentaron evidencia de asociacion con
Enfermedades Autoinflamatorias. D: Numero de variantes totales detectadas. PR: Numero de

variantes previamente reportadas en la literatura como Patogénicas o Probablemente patogénicas.

Gen D PR Variantes Noveles potencialmente asociadas con EAI

NM_000243.2:¢.2230G>T - p.(Ala744Ser)
Clasificacion ACMG:
MEFV vUS
10 3 1 (PM1, PM2, PP2, BP4)

NM_001079821.2:c.980G>A - p.(Arg327GIn)
Clasificacion ACMG:
NLRP3 VvUS

7 5 1 (PM2, BP4)

NM_022162.2:¢.1558C>T - p.(His520Tyr)
Clasificacion ACMG:
NOD2 Probablemente patogénica
5 - 1 (PS2, PM1, PM2, PP3)

NM_000431.4:c.151C>T - p.(Leu51Phe)
Clasificacion ACMG:
MVK VvUS
3 4 1 (PM2, PP2, PP3)

NM_018344.5:¢c.728T>G - p.(Leu243Arg)
Clasificacion ACMG:
vus
(PM2, PM1, PP3)
NM_018344.5:c.1077_1084delCCTATGTG - p.(Asp359fs)
Clasificacion ACMG:
Patogénica
SLC29A3 2 - 2 (PVS1, PM2, PP3)

NM_001111036.3:c.632T>C - p.(lle211Thr)
Clasificacion ACMG:
Probablemente Patogénica
ACP5 2 1 1 (PM1, PM2, PP2, PP3)
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ISG15

RIPK1

COPA

NLRP12

TRAP1

ADA2
(CECR1)

AP1S3

NM_005101.4:c.285del- p.(Tyr96ThrfsTer5)
Clasificacion ACMG:
Patogénica
(PVS1, PS3, PM2, PM3)

NM_005101.4:¢c.299_312del- p.(Leu100Argfs)
Clasificacion ACMG:
Patogénica
(PVS1, PS3, PM2, PM3, PP3)

NM_003804.6:¢.1814T>G- p.(Leu605Arg)
Clasificacion ACMG:
Probablemente Patogénica
(PM1, PM2, PP2, PP3)

NM_001098398.2:c.718T>G - p.(Trp240Gly)
Clasificacion ACMG:
vus
(PM5, PM2, PP3, BP1)

NM_001277126.2:c.1463_1471del - p.(Gly488_Asp490del)
Clasificacion ACMG:
vus
(PM2, PM4, PP3)

NM_001277126.1:c.3154C>T- p.(Arg1052Ter)
Clasificacion ACMG:
Patogénica
(PVS1, PM2, PP3)

NM_016292.2:¢.319T>G - p.(Ser107Ala)
Clasificacion ACMG:
vus
(PM2, PP3, BP1)
NM_016292.2:c.1711G>A - p.(Ala571Thr)
Clasificacion ACMG:
VUS/Probablemente benigna
(PM2, BP1,BP4)

NM_001282225.2:c.145C>T- p.(Arg49Trp)
Clasificacion ACMG:
Probablemente Patogénica
(PM5, PM1, PM2, PP2, PP3)
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RBCK1 1 - -

TNFAIP3 2 - -

TNFRSF1A 2 - -

PSTPIP1 2 - -

TNFRSF11A 1 - -

De los casos mencionados en la Tabla 14, se seleccionaron 6 que resultaron de
particular interés por las caracteristicas particulares de la relacion genotipo-fenotipo. La
descripcion clinica detallada y relevancia de los hallazgos moleculares reportados en 6 casos
seleccionados por su representatividad se encuentran incluidos en los BOX 1-6.

BOX 1

Paciente de sexo femenino de 35 afos a la fecha, con fiebre autolimitada y episodica de
inicio temprano, dolor articular y abdominal, artritis, rash, urticaria, aftas, enfermedad intestinal
indeterminada, alteracion general del crecimiento, adenitis, hepatomegalia y esplenomegalia,
reactantes de fase aguda persistentemente elevados y leucocitosis episodica. Se descartaron ALPS,
Enfermedad celiaca, AlJ sistémica, enfermedades infecciosas y linfoproliferativas. El cariotipo
evidencié6 mosaicismo para Sindrome de Turner. Como diagnéstico tentativo, los médicos
postulantes contemplaron Deficiencia de Mevalonato Kinasa y, como alternativo, Sindrome
autoinflamatorio asociado a la criopirina (CAPS).

A partir de la secuenciacion exdomica de la paciente se buscaron variantes con probada
patogenicidad dentro del panel de genes asociados con Enfermedades Autoinflamatorias,
principalmente en MVK (asociado a Deficiencia de Mevalonato Kinasa) y NLRP3 (asociado a CAPS).

Se encontraron dos variantes de tipo missense en heterocigosis en el gen MVK (OMIM:
251170), que codifica para la mevalonato quinasa, una enzima que participa en la sintesis de
isoprenoides y colesterol.

La primera variante NM_000431.3:¢.803T>C - p.(Iso268Thr) produjo un cambio en la region
codificante (ENST00000228510) del exon 9, provocando la sustitucion del residuo Isoleucina 268 por
Treonina dentro del dominio conservado C-terminal GHMP kinasa. La misma posee prediccion
patogénica por numerosos algoritmos bioinformaticos, se encuentra reportada en Infevers, UniProt y
ClinVar como patogénica, asociada con Sindrome de hiperinmunoglobulina D (HIDS; OMIM: 260920)
y Aciduria Mevaldnica (OMIM: 610377). Sander et. al. realizé estudios in vitro en bacterias E. coli,
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comparando el porcentaje de actividad residual de la proteina mevalonato kinasa en bacterias
portadoras de la variante 1268T en funcion de la actividad maxima registrada en bacterias wild type
para el gen MVK, concluyendo que la misma produce un efecto deletéreo y reduce la actividad de la
proteina resultante. Por estas razones, esta variante se clasifica como patogénica.

La segunda variante, NM_000431.3:c.644G>A - p.(Arg215GIn), corresponde a un cambio en
la region codificante (ENST00000228510) del exon 7, produciendo la sustitucion del residuo Arginina
215 por Glutamina dentro del tercer dominio S5. La misma posee prediccion patogénica por
numerosos predictores bioinformaticos y se encuentra reportada en Infevers y UniProt como
patogénica, en base a estudios funcionales, asociada a HIDS (OMIM: 260920). Por estas razones,
esta variante se clasifica como probablemente patogénica.

Variantes en homocigosis o heterocigosis compuesta en este gen son responsables del
Sindrome de Hiperinmunoglobulina D (HIDS; OMIM: 260920) y de un fenotipo mas grave conocido
como Aciduria Mevalonica (OMIM: 610377), ambos se tratan de trastornos autoinflamatorios de
herencia autosémica recesiva, caracterizados principalmente por episodios recurrentes de fiebre
asociada a linfadenopatia, artralgia, enfermedad inflamatoria intestinal y rash [248]. La aciduria
mevaldnica se caracteriza ademas por dismorfologia, retraso psicomotor, ataxia cerebelosa
progresiva y crisis febriles recurrentes, que suelen manifestarse en la primera infancia [249]. La
deficiencia de MVK (MKD) conduce al agotamiento del geranilgeranil pirofosfato, lo que resulta en la
inactivacion de RhoA [250]. Dado que la inactivacion de RhoA activa el inflamasoma, la MKD conduce
a una inflamasomopatia [251].

Este es un ejemplo de un caso exitoso, donde se hallaron variantes que se alinean con el
diagnéstico tentativo y permitieron descartar el alternativo. Se ha demostrado que el tratamiento con
antagonistas del receptor de interleucina 1 (por ejemplo, Anakinra) dio lugar a la remision a largo
plazo de las caracteristicas digestivas y a la mejora de los marcadores inflamatorios en varios
pacientes con HIDS, resultando también en una alternativa terapéutica disponible [252].
Adicionalmente, el tratamiento con Canakinumab, un anticuerpo monoclonal anti-IL-18, resulta eficaz

para la MKD, lo que sugiere que la IL-1B es un mediador comun de estas enfermedades [253].

111




BOX 2

Otro ejemplo de diagnéstico exitoso y certero lo comprende el caso de un paciente pediatrico
que comienza a ser estudiado por baja talla, atribuida a displasia esquelética, espondilodisplasia
(platispondilia) metafisaria (ensanchamiento metafisario incipiente), fiebre prolongada asociada a
episodio infeccioso >20 dias (agudo) y picos esporadicos intermitentes, sin frecuencia establecida.
Adicionalmente, presenté hepatomegalia, RFA elevados y leucocitosis recurrente. Se sospeché de
Espondiloencondrodisplasia (SPENCD) basandose en la presencia de displasia esquelética, baja
talla y disregulacion inmune: hepatitis con disminucion persistente de niveles de complemento, picos
febriles intermitentes, marcadores inflamatorios moderadamente elevados e inmunodeficiencia
humoral con impacto celular.

A partir de la secuenciacion exémica del paciente se buscaron variantes con probada
patogenicidad dentro del panel de genes asociados con Enfermedades Autoinflamatorias,
principalmente en ACP5 (asociado a SPENCD).

Se encontraron dos variantes de tipo missense en heterocigosis en el gen ACP5 (OMIM:
171640), que codifica para la enzima Tartrato-resistente acido fosfatasa tipo 5 (TRAP), principal
regulador de la actividad de la osteopontina. La osteopontina fosforilada, una proteina implicada en
la reabsorcion 6sea y en la regulacion inmunitaria, se acumula en el suero, la orina y las células en
cultivo de individuos con deficiencia de TRAP. Las células dendriticas derivadas de los pacientes
presentan un perfil de citoquinas alterado y son mas potentes que células control a la hora de
estimular la proliferacion de células T alogénicas en cultivos mixtos de linfocitos [254].

La primera variante detectada, ACP5(NM_001111036.3):c.632T>C - p.(lle211Thr),
corresponde a un cambio A>G en la region codificante (ENST00000218758) del exén nimero 6 y
produce la sustitucion del residuo Isoleucina 211 por Treonina en la proteina resultante. La variante
posee muy baja frecuencia poblacional en la base de datos de GnomAD (ausencia de homocigotas),
cuenta con prediccidon patogénica por numerosos algoritmos bioinformaticos y se encuentra
previamente reportada en ClinVar como variante de significado incierto, resultando su clasificacion
final de significado incierto.

La segunda variante, ACP5(NM_001111036.3):c.791T>A - p.(Met264Lys) corresponde a un
cambio A>T en la region codificante (ENST00000218758) del exén numero 7, produciendo la
sustitucion del residuo Metionina 264 por una Lisina en la proteina resultante. La variante posee muy
baja frecuencia poblacional en la base de datos de GnomAD (ausencia de homocigotas) y se
encuentra previamente reportada como patogénica en homocigosis en Uniprot, asociada a la
espondiloencondrodisplasia con desregulacion inmune (SPENCDI - OMIM: 607944). En ClinVar
posee una clasificacion de significado incierto, contando con una entrada de significado incierto y
una patogénica. Sin embargo, la clasificacion final de la variante es probablemente patogénica.

Variantes bialélicas en el gen ACP5 se asocian a Espondiloencondrodisplasia con
disregulacion immune, una displasia inmuno 6sea que combina las lesiones 6seas metafisarias y
vertebrales tipicas de la espondiloencondrodisplasia (SPENCD) con disfuncion inmunitaria y

afectacion neuroldgica. Se presenta con afectacion esquelética caracteristica, baja estatura,
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micromelia rizomélica, aumento de la lordosis lumbar, térax en tonel, dismorfias faciales y torpeza
motora [254]. La afectacion del sistema nervioso central incluye espasticidad, retraso mental y
calcificaciones cerebrales, y la desregulacion inmunitaria varia desde la autoinmunidad hasta la
inmunodeficiencia. Se ha observado una gran variabilidad en las manifestaciones esqueléticas,
neurologicas y autoinmunitarias en diferentes combinaciones, incluso entre integrantes de una
misma familia [255].

El fenotipo de la paciente asocia displasia esquelética, estatura baja, platispondilia y
hepatomegalia con episodios de fiebre podria explicarse por las variantes identificadas en el gen
ACPS5, de confirmarse la presencia de las mismas en trans (no se llevé a cabo confirmacion por

Sanger).
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BOX 3

Paciente de sexo masculino de 49 afos a la fecha, con fiebre autolimitada y recurrente, dolor
articular, artritis, rash, maculopapular, urticaria, hipoacusia neurosensorial, conjuntivitis, adenopatias,
reactantes de fase aguda elevados y leucocitosis recurrente. Posee diagnoéstico de artritis reumatoide
seronegativa. El cuerpo médico contemplé como diagnéstico tentativo el Sindrome de Muckle-Wells.

A partir de la secuenciacion exémica de la paciente, se buscaron variantes con probada
patogenicidad dentro del panel de genes asociados con Enfermedades Autoinflamatorias,
principalmente en el gen NLRP3 (asociado con el Sindrome de Muckle-Wells).

Se detectd una variante en heterocigosis en el gen NLRP3 (OMIM: 606416),
NM_001079821.2:c.784C>T - p.(Arg262Ter), que corresponde a la ganancia de un codon stop
prematuro en algunos transcriptos y al cambio de aminoacido de la Arginina en la posicién 262 por
un Triptéfano en otros, con muy baja frecuencia poblacional (sin reporte en GnomAD) y prediccion
patogénica por numerosos algoritmos bioinformaticos. Esta variante produce un cambio en la regién
codificante (ENST00000336119) del residuo Arginina 262 por un Triptéfano o por un codén terminal
en el gen NLRP3, en el cual la mayoria de las variantes nonsense estan reportadas como un
mecanismo conocido del desarrollo de la enfermedad. La misma se ubica en el exén 3, dentro del
dominio proteico de union a nucleétidos NACHT y se encuentra reportada en Infevers, Eurofevers y
ClinVar como patogénica, asociada al Sindrome periédico asociado a la criopirina (CAPS, OMIM:
191900), una enfermedad inflamatoria caracterizada por erupcién cutanea episddica, artralgias y
fiebre asociadas a sordera neurosensorial de inicio tardio y amiloidosis renal. Por lo mencionado
anteriormente, la variante se clasifica como patogénica.

A través del modelado tridimensional de la proteina codificada por el gen NLRP3, se ha
demostrado que variantes en el exon 3 pueden afectar la unién a nucleétidos y la oligomerizacion de
las proteinas que forman parte del inflamasoma, produciendo la disfuncion de este complejo
multiproteico. NLRP3 controla la secrecion de citoquinas inflamatorias IL-13/18 y la piroptosis
mediante el ensamblaje del inflamasoma [256]. Variantes patogénicas en NLRP3 (como la reportada
en este caso) conducen a una activacion prolongada del inflamasoma y estan relacionadas con un
grupo de sindromes de fiebres periddicas poco frecuentes de herencia autosémica dominante,
conocidos como criopirinopatias, entre los que se encuentran CINCA/NOMID, Sindrome de Muckle-
Wells y Sindrome inflamatorio familiar por frio de tipo 1. De esta manera, el hallazgo concuerda con
la orientacion diagnodstica tentativa y explica la sintomatologia clinica presentada por el paciente.

Se realizé secuenciacion por Sanger (terciarizada) usando un par de primers especificos
para validar la presencia/ausencia de esta variante en el hijo sintomatico del paciente. La misma fue
detectada también en heterocigosis y reportada.

De esta forma, la secuenciacion exémica no solo revelé la presencia de una variante
patogénica en el probando, sino que también favorecio la identificacion de la misma en su hijo
sintomatico por secuenciacion dirigida por Sanger, permitiéndole al médico responsable arribar a un
diagnodstico molecular certero, evaluar potenciales terapias o enfoques terapéuticos para los

familiares afectados y derivarlos para asesoramiento genético.
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BOX 4

Paciente pediatrico de sexo femenino, sin historia familiar de relevancia, con artritis
exuberante de carpos y tobillos (bilateral) y tenosinovitis marcada, dolor articular, rash maculopapular
generalizado, sarcoidosis confirmada por biopsia cutanea, BAAR negativo y PAS negativo para
elementos micéticos. Los médicos a cargo propusieron como diagnoéstico tentativo el Sindrome de
Blau.

A partir de la secuenciacion exémica de la paciente, se buscaron variantes con probada
patogenicidad dentro del panel de genes asociados con Enfermedades Autoinflamatorias,
principalmente en el gen NOD2 (asociado con el Sindrome de Blau).

Como se esperaba, se detectdé una variante en heterocigosis en el gen NOD2
(OMIM:605956), NM_022162.2:¢c.1558C>T - p.(His520Tyr), que produce un cambio de nucledtido
unico C>T en el exdn 4, generando la sustitucion del residuo Histidina 520 por Tirosina en la proteina
resultante. La misma posee muy baja frecuencia poblacional (ausencia de homocigotas en GnomAD),
cuenta con prediccion patogénica por varios algoritmos bioinformaticos y se encuentra reportada en
Infevers como probablemente patogénica, habiéndose detectado en un paciente sintomatico con
diagndstico de Sindrome de Blau (OMIM: 186580), un trastorno de herencia autosémica dominante
que se caracteriza por incluir, entre los sintomas principales, artritis granulomatosa, uveitis y rash
[257]. El sindrome de Blau se asocia, usualmente, a polimorfismos de nucleétido Unico de ganancia
de funcion en el dominio NACHT del receptor inmune innato NOD2. NOD2 es un miembro de la
familia de receptores de reconocimiento de patrones NLR citosdlicos y constituye una proteina
activada por el componente dipeptido murmil [258]. Una vez activa, interactia con el receptor
adaptador RIP2, para iniciar vias de senalizacion proinflamatorias que involucran el factor nuclear
kappa B (NF-kB) y quinasas de estrés. De esta manera, desempefia un papel importante en la
respuesta a la infeccion bacteriana, incluida la activacion de la autofagia [258,259].

Adicionalmente, se analizé la segregacion de la variante en el trio (paciente y ambos padres),
demostrando la presencia de esta en heterocigosis Unicamente en la paciente (de novo). Este
hallazgo aporté la evidencia necesaria que permitio reclasificar esta variante de tipo VUS a
probablemente patogénica, de acuerdo con las recomendaciones y guias del ACMG. Este caso
representa un ejemplo interesante en el cual la sospecha diagnéstica del profesional a cargo se
termina confirmando mediante la deteccion de una variante probablemente patogénica a partir de la
secuenciacion del exoma de la paciente, en conjunto con el analisis de la segregacion familiar de la

misma por Sanger.
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BOX 5

Paciente pediatrico de sexo femenino, sin historia familiar de relevancia, que entre los
sintomas principales presento fiebre episodica, dolor 6seo, dismorfias faciales y osteoarticulares,
rash, lipodistrofia, alteracion general del crecimiento, esplenomegalia, reactantes de fase aguda
elevados y persistentes. Como diagndstico clinico tentativo se contemplé CANDLE y, como
alternativo, Sindrome H.

A partir de la secuenciacion exomica de la paciente se buscaron variantes con probada
patogenicidad dentro del panel de genes asociados con Enfermedades Autoinflamatorias,
principalmente en los genes PSMB4, PSMA3, PSMB9, PSMB8 (asociados con CANDLE) y SLC29A3
(asociado con Sindrome H).

Se detectaron dos variantes en heterocigosis en el gen SLC29A3 (OMIM: 612373), que
codifica para un transportador que regula el influjo y eflujo de nucledsidos, localizado en las
membranas de lisosomas, mitocondrias y otras organelas intracelulares.

La primera variante NM_018344.5:c.728T>G - p.(Leu243Arg) produce un cambio de
nucledtido unico en la region codificante del exon 5, generando la sustitucion del residuo Leucina 243
por Arginina (un cambio significativo desde una perspectiva bioquimica), dentro del dominio
transportador de nucledsidos [260]. La misma posee muy baja frecuencia poblacional, cuenta con
prediccion patogénica por numerosos algoritmos bioinformaticos y no se encuentra previamente
descrita en bases de datos ni publicaciones cientificas.

La segunda variante, NM_018344.5:c.1077_1084delCCTATGTG - p.(Asp359fs),
corresponde a una delecion de 8 nucledtidos, que produce el desplazamiento del marco de lectura
en la region codificante del exén 6 y la ganancia de un codon stop prematuro. La misma posee muy
baja frecuencia poblacional y no se encuentra reportada en bases de datos clinicas ni publicaciones
cientificas.

La primera variante se clasificé como de significado incierto (por falta de evidencia adicional
y no por poseer propiedades que se asocian con una variante benigna) y la segunda, como
probablemente patogénica.

Variantes en homocigosis o heterocigosis compuesta en el gen SLC29A3 estan asociadas
con el Sindrome de histiocitosis con linfadenopatia (OMIM: 602782), un grupo de condiciones que
incluye al Sindrome H y produce signos y sintomas multisistémicos compartidos. Una caracteristica
comun es la histiocitosis, crecimiento y acumulacion de histiocitos en los tejidos, especialmente en
los ganglios linfaticos del cuello, causando inflamacion (linfadenopatia). Otros sintomas pueden
incluir parches cutaneos hiperpigmentados con hipertricosis, diabetes, anomalias cardiacas,
hipogonadismo, hepatoesplenomegalia, bajo peso y estatura y pérdida de la audicion [261].

Variantes patogénicas en el gen SLC29A3 que reducen o eliminan la actividad de la proteina
codificada, conducen a la acumulacion de nucledsidos en los lisosomas y otras estructuras celulares,
resultando perjudicial para las mismas y afectando la produccién de energia celular.

La enfermedad autoinflamatoria causada por la presencia de ambas variantes en SLC29A3

genero en la paciente un estado de inflamacion crénica con compromiso multisistémico progresivo y
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severo:

expresion de IL-6, los inhibidores de IL-6 (por ejemplo, Tocilizumab) han demostrado ser beneficiosos
en estos pacientes. Por tal motivo inicié tratamiento con Tocilizumab 8 mg/Kg/dosis cada 15 dias

segun recomendaciones para Sindrome H.

cabo, ya que ninguno de los progenitores se encontré disponible para el analisis. Sin embargo, los
hallazgos informados aportaron informacion de relevancia consistente con la sospecha clinica
alternativa, posibilitando el arribo a un diagnoéstico molecular preciso y ampliando el espectro

fenotipico del poco frecuente Sindrome H.

Hematolégico: Anemia,

Dermatoldgico: hipertricosis, hiperpigmentacion, cambios esclerodermiformes,
Oftalmoldgico: opacidades corneales.

Oseo: osteopenia, camptodactilia, contracturas,

Endocrinoldgico: hipocrecimiento severo, hasta el momento la nifia sélo hizo hiperglicemias
pero se debe monitorizar por su riesgo aumentado de diabetes mellitus,

Ginecoldgico: hipogonadismo hipogonadotrofico,

Cardiaco: taquiarritmia ventricular mejorada pero aun con riesgo aumentado de muerte subita
de origen cardiaco y necesidad de controles permanentes con cardiologia y arritmologia,

Dado que uno de los importantes efectos de las variantes en SLC29A3 es aumentar la

En este caso, la validacion de la segregacion familiar de las variantes no pudo llevarse a
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BOX 6

Paciente de sexo femenino de 17 afios a la fecha. Entre los sintomas principales presenta
fiebres episddicas, dolor articular, dolor abdominal, artritis, osteomielitis estéril, inflamacion intestinal
indeterminada, uveitis, adenopatias, esplenomegalia, reactantes de fase aguda elevados y
leucocitosis recurrente. El diagnéstico clinico tentativo de los médicos postulantes fue el de Sindrome
de artritis piégena estéril, pioderma gangrenoso y acné (PAPA).

A partir de la secuenciacion exomica de la paciente se buscaron variantes con probada
patogenicidad dentro del panel de genes asociados con Enfermedades Autoinflamatorias,
principalmente en el gen PSTPIP1 (asociado al Sindrome de PAPA).

Para nuestra sorpresa y la de los médicos a cargo, se encontraron dos variantes patogénicas
en el gen MEFV (OMIM: 608107).

La primera variante NM_000243.2:c.2040G>A - p.(Met680lle) constituye un cambio de
nucledtido unico G>A en la region codificante (ENST00000219596) del exén 10, produciendo la
sustitucion del residuo Metionina 680 por Isoleucina, mientras que la segunda variante
NM_000243.2:c.2080A>G - p.(Met694Val) genera un cambio de nucledtido unico A>G en la region
codificante (ENST00000219596) del exén 10, provocando la sustitucion del residuo Metionina 694
por Valina en la proteina resultante.

Ambas poseen baja frecuencia poblacional, pero se las suele encontrar en poblaciones
armenias, y fueron reportadas en Infevers y ClinVar como patogénicas, asociadas con Fiebre
Mediterranea Familiar (FMF, OMIM: 608107), un trastorno autoinflamatorio de herencia autosémica
dominante o autosémica recesiva que presenta, entre los sintomas principales, dolor abdominal,
fiebre, artritis y dolor de pecho [262]. Se ha reportado que variantes de alta penetrancia en el exén
10, que se ubican dentro del dominio PRYSPRY -particularmente p.M680l y p.M694V- producen
fenotipos graves en nifos, pudiendo presentar eritema similar a la erisipela, uUlceras cutaneas,
esplenomegalia, vasculitis, dolor muscular recurrente aislado y osteomielitis multifocal recurrente
cronica (CRMO) [263].

El gen MEFV tiene 10 exones y codifica para la pirina (0 marenostrina), una proteina que se
expresa principalmente en neutrofilos, eosinéfilos y monocitos activados por citocinas, modula el
procesamiento de IL-1(, la activacion de NF-kB y regula la actividad de varias proteinas target
involucradas en inmunidad innata y en procesos de autofagia (principalmente de componentes del
inflamasoma), apoptosis e inflamacion [264]. Asimismo, la pirina recluta y se une a la prolina-serina-
treonina fosfatasa 1 (codificada por el gen PSTPIP1) y ambas interactian con proteinas de actina en
el proceso de migracion celular.

Dado que las variantes asociadas a la enfermedad en PSTPIP1 mejoran la union de la pirina,
se cree que el sindrome de PAPA y la FMF comparten una etiopatogenia comun.

Varias formas de artritis se asocian con fiebre mediterranea familiar, incluida la
mono/oligoartritis aguda en extremidades inferiores, espondilitis anquilosante, sacroileitis, artritis de
la articulacion de la cadera y artritis crénica juvenil. Las complicaciones graves que amenazan la vida,

como la obstruccién intestinal, la amiloidosis renal y los sintomas infrecuentes resultan, en algunas
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ocasiones, la Unica forma de manifestacion de la fiebre mediterranea familiar [265]. Particularmente,
la variante p.M694V -tanto en homocigosis como en heterocigosis- esta asociada con amiloidosis
[266].

Numerosas publicaciones han sefalado que la FMF no puede ni debe considerarse una
enfermedad con sintomas universales [267]. La asociacion de variantes en el gen MEFV con
trastornos que comparten uno o varios sintomas con Fiebre Mediterranea Familiar sugiere que las
mismas podrian contribuir, en diferentes individuos, a manifestaciones fenotipicas complejas e
indicativas de otro sindrome autoinflamatorio [266].

Al igual que en la FMF, los pacientes con sindrome de PAPA desarrollan derrames estériles
ricos en neutrdfilos en las articulaciones. Las manifestaciones cutaneas del sindrome de PAPA
incluyen acné quistico, abscesos estériles en los sitios de inyecciones y lesiones ulcerativas
purulentas en expansion conocidas como pioderma gangrenoso. Aunque estos hallazgos son mas
dramaticos de lo que se suelen observar en la FMF, las manifestaciones cutaneas de ambos se
consideran dermatosis neutrofilicas [268].

Las similitudes clinicas entre el sindrome de FMF y PAPA pueden estar relacionadas con el
hecho de que estos trastornos son causados por variantes respectivas en pirinay PSTPIP1, proteinas
con una distribucién celular y subcelular similar que interactdan entre si [269].

Este caso constituyo un claro ejemplo en el cual la sospecha diagndstica basada en la clinica

de la paciente no coincidio con el diagnéstico molecular. El mismo le brindé al cuerpo médico

y a sus familiares un nuevo horizonte y los orientd hacia un diagndstico certero de Fiebre

Mediterranea Familiar atipico. En este caso, se sugirié la validacion de la presencia de las

variantes por Sanger en la paciente y sus padres (para validar segregacion en trans). Sin

embargo, a la fecha, desconocemos si se llevé a cabo.

Desde una perspectiva molecular es de destacar que la mayoria de las variantes
reportadas corresponden a variantes missense (una totalidad de 12, siendo las restantes 3
frameshift y 1 nonsense) y que por lo tanto son las mas dificiles de interpretar y de asignar
criterios de patogenicidad. Para profundizar este analisis y en el marco de una colaboracion
interna, en la Figura 24 se muestra un score de patogenicidad que utiliza informacioén de las
distintas bases de datos como GnomAD, Clinvar y el analisis de la conservacion a lo largo de
las proteinas para los genes NLRP3, ISG15, NOD2 y MEFV. Con esta informacién se
establecié un score que varia entre 0-1, el cual permite determinar zonas mas o menos
propensas a poseer variantes patogénicas o benignas. Como se puede observar para los 4
genes, todos presentan regiones donde las variantes tienden a ser patogénicas y regiones
donde las mismas tienden a ser benignas. Interesantemente, las regiones benignas suelen
ubicarse en los extremos, y especificamente en zonas con ausencia de dominios. La
utilizacion de este analisis en relacidon con su contribucion para la clasificacién de variantes se

hace evidente al analizar las variantes previamente reportadas (PR) y las potencialmente
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noveles encontradas en estos 4 genes en el presente trabajo. Para NLRP3, las variantes se
ubican en zonas neutras (amarillas) o con tendencia a ser patogénicas (Naranja/Rojo),
encontrando la variante p.Arg327GIn en una zona naranja, lo que sostiene su valor
diagnodstico. Lo mismo ocurre con las variantes noveles encontradas en /ISG15, NOD2 y

MEFV, que se localizan en zonas con alta probabilidad de patogenicidad.
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Figura 24: Representacion gréfica del score de patogenicidad a lo largo de la secuencia
codificante de los genes NLRP3, ISG15, NOD2 y MEFV. Naranja/Rojo indica mayor probabilidad de
variante patogénica, Verde indica mayor probabilidad de variante benigna. Para cada uno de los genes
se indican las variantes noveles (circulos negros) y previamente reportadas (circulos grises)

encontradas en los pacientes estudiados.
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Discusion

Las enfermedades autoinflamatorias comprenden una amplia gama de sindromes
causados por una desregulacion de la respuesta inmune innata. Son dificiles de diagnosticar
debido a su heterogeneidad fenotipica y expresividad variable. Por esta razon, el origen
genético de la enfermedad sigue siendo indeterminado para una proporcién importante de
pacientes y/o puede ser pasado por alto con facilidad. Normalmente, los pacientes acuden a
multiples especialistas antes de obtener una sospecha diagnéstica, para lo que resulta clave
la evaluacién del fenotipo observado y el analisis de los estudios realizados. Es importante
sefialar que se trata de diagnosticos de "alto valor", ya que la mayoria de estos sindromes
pueden controlarse de forma muy eficaz, mejorando drasticamente la calidad de vida y
proporcionando proteccién contra el desarrollo de complicaciones irreversibles como la
amiloidosis AA [100]. Este grupo de enfermedades constituye un ejemplo de éxito de la
medicina traslacional inversa y han contribuido a desarrollar enormemente nuestra
comprension del sistema inmune innato.

El Proyecto PAMPA naci6 en el 2018 y sus tres primeras ediciones permitieron estudiar
los exomas de 165 pacientes con sospecha de Enfermedades Autoinflamatorias, con el
objetivo de identificar variantes que pudieran explicar los fenotipos observados y probar las
ventajas y limitaciones del exoma “panelizado” aplicado al diagndstico molecular. A pesar de
su principal limitacion de no incluir CNVs, regiones intronicas, regulatorias, intergénicas,
secuencias de pseudogenes y repetitivas, la secuenciacion exdmica resultd un enfoque
apropiado para detectar probables variantes causales de enfermedades autoinflamatorias.

Si bien los resultados de los Proyectos PAMPA no incluyeron una cantidad de casos
suficiente como para realizar afirmaciones estadisticamente significativas sobre la capacidad
de la secuenciacion exdmica para diagnosticar de manera precisa las causas moleculares de
las EAI, permitieron avanzar en el descubrimiento de nuevos genes y/o la deteccion de nuevas
variantes potencialmente patogénicas en genes con conocida asociacion con estas
enfermedades. Adicionalmente, se pusieron a prueba las capacidades locales con sus
virtudes y dificultades, para la implementacién de estas tecnologias en contextos de
investigacion cientifica e innovacion clinica, y compararlos con experiencias similares
realizadas en paises centrales. Los resultados de este capitulo muestran que la tasa de éxito
-casos donde se arribd a un diagndstico molecular— se estimé entre un 16-34% [53],
evidenciando que tanto los procesos, como la eficiencia y calidad diagndstica son
equivalentes a aquellos observados a nivel internacional [54,270].

El programa posibilitd el hallazgo de algunas variantes noveles, que ademas de
permitir establecer un potencial diagnostico, constituyeron interesantes hipotesis de trabajo.

Mediante la realizacion de estudios funcionales posteriores -como se ha realizado para las
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variantes detectadas en ISG715- se buscd profundizar nuestra comprension de los
mecanismos asociados a la etiopatologia molecular de las EAI y al funcionamiento del sistema
inmune a nivel molecular-celular. Ademas, el andlisis de las variantes noveles de tipo
missense (tanto las reportadas como las descartadas), en el contexto de aquellas conocidas
y asignadas como Patogénicas o Benignas, permiti6 obtener una mayor comprensién del
potencial efecto de las mismas, contribuyendo a evaluar una gran cantidad de variantes de
significado incierto detectadas regularmente en estos genes.

Finalmente, y desde una perspectiva sociolédgica, la experiencia de estos proyectos
permitid darle peso y reforzar la siguiente filosofia de trabajo interdisciplinario: si bien la
divisién de tareas es un proceso logico, practico y adecuado para muchos trabajos, tales como
el relevamiento de la historia clinica por parte del médico, la toma y procesamiento de la
muestra por el bioquimico de laboratorio, el procesamiento de datos por parte del
bioinformatico, la priorizacion de variantes por parte de bioquimicos/bidlogos
moleculares/médicos genetistas y finalmente la interpretacion de las mismas y devolucion al
paciente por parte del médico; la eficiencia y las chances de éxito se maximizan cuando todos
los profesionales trabajan en conjunto. Particularmente, esto se evidencia tanto en la etapa
de postulacion y seleccion de pacientes como en la priorizacién e interpretaciéon de las
variantes, la cual requiere integrar conocimientos asociados al experimento de NGS
(cobertura, profundidad, calidad de la variante, entre otras), al impacto a nivel molecular de
las mismas y, por supuesto, a su potencial relacion con la clinica. Adicionalmente, queremos
resaltar que la probabilidad de éxito se vio incrementada en aquellos casos en los que se
evidencio la identificacion de un diagnostico presuntivo preciso, y el profundo conocimiento
de los genes asociados a enfermedades autoinflamatorias por parte del equipo médico
postulante.

A lo largo de estos afios de experiencia, destacamos el compromiso del equipo de
Novartis y Bitgenia, del Advisory Board y de cada médico postulante; pero por sobre todas las
cosas el caracter federal del Programa, que brindd la posibilidad a pacientes de diversos
puntos del pais y de instituciones publicas o privadas de formar parte de un programa de
medicina de precision gratuito.

El Proyecto PAMPA tuvo un enorme impacto, cambiando el enfoque terapéutico de
muchos de los pacientes incorporados, algunos de los cuales fueron mencionados en el
Capitulo Il y los boxes 1-6. EI mismo sigue vigente hoy en dia, culminando a fines de marzo
con la quinta Edicién y comenzando a planear la recepcion de postulaciones de la sexta
version, demostrando su enorme éxito y difusidon entre reumatdlogos, inmundlogos y clinicos

del pais y sentando las bases para la implementacion del Proyecto Condor en Colombia.
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Discusion

La identificacion de variantes patogénicas en la secuencia de ADN de pacientes con
enfermedades hereditarias poco frecuentes es una de los principales aportes de la genética
humana a la clinica. Las técnicas de secuenciacion de proxima generacion permiten la
secuenciacion de cientos de genes candidatos, genomas o exomas completos, conduciendo
inevitablemente a la deteccidn de un gran niumero de variantes, etapa en la que la evaluacion
de la patogenicidad de cada una de ellas resulta crucial para arribar a un diagnéstico molecular
certero. Particularmente, la secuenciacion exémica resulta un enfoque util para identificar
variantes que producen enfermedades monogénicas (Bamshad et al., 2011), ya que la
mayoria de las patologias mendelianas son causadas por variantes presentes en la region
codificante (exones) de un unico gen.

La gendmica, mediante la aplicacion de tecnologias de NGS, ha cambiado el
paradigma de la medicina en los siguientes aspectos fundamentales: la prevencion, el
diagnostico, y el tratamiento de un amplio espectro de enfermedades, incluidas las
condiciones genéticas, patologias cronicas y enfermedades infecciosas, y se prevé que en un
futuro cercano su creciente aplicacion en la clinica generara resultados favorables para lograr
el diagndstico molecular en un numero mayor de pacientes y a un menor costo, potenciando
la revolucién de la medicina personalizada y de precision.

Como el objetivo del diagnostico clinico consiste en proporcionar a los médicos
informacion fiable -en tiempos razonables y a un costo aceptable-, la secuenciacion de
préxima generacion constituye -sin duda- uno de los avances tecnolégicos mas significativos
de los ultimos 30 afos que permite la confirmacion de diagndsticos clinicos presuntivos a
través de: la caracterizacién molecular de los genes involucrados, la correlacion fenotipo-
genotipo, la identificacién de los portadores de la mutacién en la familia, el aporte de
asesoramiento genético, y el establecimiento de terapias personalizadas o tratamientos
particulares.

En cuanto a la prevencion, el genoma del individuo puede contribuir, al menos
parcialmente en el potencial -o riesgo- de desarrollar enfermedades complejas de alta
prevalencia en el adulto, como por ejemplo las Enfermedades cardiovasculares, Diabetes tipo
2, Obesidad, Alzheimer, Parkinson o Cancer, entre otras. El analisis de riesgo diferencial le
permite al paciente tomar acciones preventivas, que incluyen cambios de habitos poco
saludables, abandono del tabaquismo, ajustes en la dieta y aumento de la frecuencia de
ejercicio fisico, etc.

En el diagndstico, principalmente de las Enfermedades poco frecuentes, es donde las
tecnologias NGS tuvieron un mayor impacto, al permitirnos buscar y encontrar de manera

precisa la/s variante/s responsable/s del desarrollo de la enfermedad, entregando al paciente
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y su familia un diagnéstico molecular certero en un porcentaje moderado de los casos. En
algunos, el diagnostico molecular le permite al médico encontrar e implementar un tratamiento
adecuado (por ejemplo, en el caso de pacientes con enfermedades autoinflamatorias clasicas,
donde se suelen usar anticuerpos monoclonales, esteroides o colchicina). Algunos
tratamientos farmacolégicos también pueden adaptarse a los pacientes en funcién de sus
caracteristicas genéticas, con el objetivo de mejorar la eficacia, optimizar su uso y reducir sus
efectos secundarios. Este es el paradigma de la farmacogendmica, que estudia las bases
moleculares de las diferencias individuales en la respuesta a los farmacos y pueden atribuirse
a variantes, alteraciones epigenéticas o polimorfismos genéticos.

En este contexto, la bioinformatica, disciplina que utiliza bases de datos y algoritmos
para analizar proteinas, genes y genomas, cobra enorme relevancia y se vuelve fundamental.
A medida que la exploramos como herramienta para el estudio de patologias hereditarias,
constantemente nos enfrentamos con la complejidad inherente a todos los sistemas
biolégicos. Incluso cuando se descubre el gen que, debido a la presencia de variantes
patogénicas, produce una enfermedad, nuestro desafio es intentar conectar el genotipo con
el fenotipo, integrando y sintetizando informacién del contexto bioldgico digitalizada en una
amplia variedad de bases de datos bioldgicas, con las que debemos trabajar e integrar
informaticamente.

Resulta importante resaltar, para el tipo de estudios presentados en esta tesis, la
necesidad y relevancia de las distintas etapas de procesamiento y analisis bioinformatico que
permitieron el arribo exitoso a un diagndstico molecular en la mayoria de los casos. En tal
sentido, la obtencion de lecturas a partir del experimento de secuenciacion, el mapeo contra
el genoma de referencia, el llamado de variantes, la anotacion funcional -que permite el
analisis contextual de las variantes encontradas en relacién con la informacién disponible en
las bases de datos consultadas-, la prediccion de patogenicidad por parte de algoritmos
bioinformaticos e incluso el aprovechamiento de herramientas de clasificacion automaticas,
fueron elementos fundamentales en el analisis de los datos. Nuestra hipétesis de trabajo es
que una de las cuestiones claves del éxito de la implementacion de tecnologias NGS al
diagnéstico, no radica unicamente en contar con una herramienta o plataforma sdlida que
permita la integracion de datos gendmicos y su analisis, sino también resaltar la importancia
del desarrollo de un protocolo de priorizacion de variantes. De esta manera, el analisis de las
variantes requirio de una serie de pasos que permitiera y facilitara obtener, a partir de todas
las lecturas crudas obtenidas del secuenciador, unas pocas variantes candidatas interesantes
para analizar con mayor profundidad. Esto fue posible gracias a la implementacion de un
esquema o flujo de priorizacién de variantes.

Con este trabajo, buscamos cubrir principalmente la necesidad de los pacientes y sus

familias de llegar a un diagndstico certero, que les permitiera establecer un nuevo punto de
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partida y les facilitara el acceso a un tratamiento personalizado (en el caso de estar
disponible). Los resultados obtenidos permitieron arribar a conclusiones interesantes y, en
algunos casos, posibilitaron definir y delinear fenotipos novedosos.

El resultado exitoso y la descripcion, tanto de casos individuales en profundidad, como
de las generalidades derivadas de un analisis de multiples casos para un grupo de
enfermedades acotadas, permite la reflexion sobre varios de los aspectos importantes
asociados al proceso y resultados obtenidos.

El primer caso, lo comprende un paciente que se presenté a la consulta con una
alteracion de la marcha de progresion lenta y dificultades de aprendizaje. Resulto ser el quinto
de ocho hermanos, todos hijos de una pareja estable no consanguinea. Cinco integrantes
presentaron ataxia cerebelosa, signos piramidales, nistagmo y disminucién de la sensacion
vibratoria en miembros inferiores. Inicialmente, el neurdélogo considerd una forma atipica de
neurodegeneracion asociada a pantotenato-quinasa (PKAN), una enfermedad caracterizada
por la degeneracién progresiva del sistema nervioso con acumulacién de hierro en el cerebro,
como el diagnostico mas probable, debido a la presencia del signo “ojo de tigre” en la
resonancia magnética nuclear (en secuencias ponderadas en T2 consiste en un foco
hiperintenso en la porcion anteromedial del globo palido, rodeado de un area hipointensa que
cubre las porciones posteriores de este nucleo [271,272]). Sin embargo, la ausencia de
acumulacion de hierro en el cerebro y la deteccidon de dos variantes heterocigotas en el gen
AFG3L2, posibilitaron el cambio de enfoque, el arribo a un diagnéstico certero y la posterior
publicacion de un Case Report [206].

En segundo lugar, decidimos dedicar un capitulo particular al caso de una paciente
con fiebre aguda y autolimitada, pioderma gangrenoso, Ulceras recidivantes en regiones de
pliegues, neumonia intersticial, alteracion general del crecimiento, adenitis, leucocitosis
episodica y vasculitis leucocitoclastica con cambios hipdxicos e isquémicos secundarios, con
alta sospecha de Enfermedad autoinflamatoria monogénica. La deteccion de dos variantes en
heterocigosis en el gen ISG15, en un cuadro heterocigota compuesto, posibilitd la deteccion
y publicacién de un fenotipo atipico [207]. En este contexto, la incorporacion de esta paciente
al Proyecto PAMPA y la implementacion de tecnologias de secuenciacion masiva permitio
brindar un diagndstico certero a la familia y la publicacidn de trabajos conjuntos con el instituto
INSERM de Paris y la Universidad de Rockefeller en Estados Unidos [216].

El Proyecto PAMPA, en cada una de sus ediciones, comprendio el estudio genémico
de pacientes con Enfermedades autoinflamatorias (EAIl). Estas engloban un conjunto de
condiciones heterogéneas caracterizadas por la presencia de inflamacion sistémica crénica o
recurrente, definida por la sobreactivacion de mediadores y células del sistema inmune innato,
como consecuencia de una disregulacion del control del proceso inflamatorio. Muchos de los

sindromes autoinflamatorios exhiben caracteristicas inflamatorias sistémicas y/u organicas
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especificas tales como fiebre periddica recurrente y episédica, serositis, artritis y/o inflamacion
cutanea, sobreproduccion de IL-1B y activacion de células inmunes innatas, particularmente
monocitos. La variabilidad clinica (heterogeneidad fenotipica) de las EAI, y el elevado nimero
de genes asociados al desarrollo de las mismas convierte a este grupo de desérdenes en un
caso ideal para su abordaje por técnicas de secuenciacion masiva.

En todos los casos, resulté extremadamente importante contar con el apoyo de los
médicos postulantes. Una adecuada valoracion del paciente que deviniera en la entrega de
una historia clinica completa y entendible, incluyendo una descripcion detallada de los signos,
sintomas y sospecha diagndstica constituyé un punto de partida fundamental para el analisis
de las miles de variantes obtenidas del experimento de secuenciacion. Esto nos permitio
adquirir una rapida comprension inicial del caso y facilito la seleccion de los principales genes
a estudiar, con el consecuente impacto en el nimero de variantes a priorizar. Como resultado,
particularmente en el Caso |, la importante contribucion del médico a cargo maximizé las
chances de encontrar variantes que pudieran explicar el fenotipo del paciente y de todos sus
familiares afectados y posibilité la ampliacion de los fenotipos asociados a variantes bialélicas
en el gen AFG3L2. Tanto en el Caso | como en el Il se realizaron extensas busquedas
bibliograficas y comparaciones entre fenotipos previamente reportados en la literatura y los
presentados por los pacientes. Por su parte, el enfoque de PAMPA con un panel predefinido
acotado para un grupo especifico de enfermedades permitio poner a prueba la potencia de un

enfoque tipo panel que aumentd de manera significativa la eficiencia del analisis.

Desafios en el diagnostico molecular de enfermedades mendelianas por NGS

Los principales desafios en el diagnéstico molecular de enfermedades monogénicas
los constituyen:

- Laclasificacion final de las variantes de significado incierto (VUS), ya sea
como benignas o patogénicas. La mayoria de las variantes detectadas en un
estudio genémico (ya sea de panel, exoma, o genoma) son variantes benignas,
o VUS. Una variante suele ser clasificada como VUS cuando el conocimiento
disponible sobre la misma no es suficiente para decidir si pudiera (o no) ser
responsable de la patologia. Este es un enorme obstaculo al momento de
decidir su relevancia en la clinica. Si bien, la constante aplicacion de NGS en
esta area genera un aumento continuo en la cantidad de variantes sobre las
que se conoce e informa un efecto deletéreo, y que por lo tanto pueden ser
clasificadas como patogénicas, el numero de variantes en la practica es casi
infinito, y en el corto o mediano plazo es imposible que todas hayan sido

analizadas. Es por esta razéon que se deben desarrollar nuevas y mejores
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metodologias que faciliten el proceso de clasificacion y estudio de variantes.
Por un lado, existe un creciente desarrollo de métodos bioinformaticos para la
valoracion de variantes, que son cada vez mas precisos y complejos, y han
incorporado recientemente elementos de Inteligencia Artificial, mejorando de
manera significativa su performance. Sin embargo, la mayoria de los métodos
no son capaces de proveer informacion relevante para aquellas variantes que
no han sido previamente reportadas en la literatura, o que no se encuentran
dentro de un dominio proteico conservado o poseen muy baja frecuencia
poblacional, que es donde mas se los necesita. A esto se le suma la
inexistencia de bases de datos publicas sistematizadas de ensayos funcionales
de variantes en genes/proteinas, o de variantes que alteran el proceso de
splicing.

Otro punto relevante, es la correcta priorizacion de genes. Contar con una
lista de genes candidatos en funcion del fenotipo patolégico observado en el
paciente resulta fundamental para acotar la cantidad de variantes y
asegurarnos de que la busqueda se realice en regiones codificantes de interés.
Actualmente, si bien existen diversas herramientas (findZebra, phenomizer,
VarElect, etc.) que permiten, dada una lista de signos y sintomas, obtener una
lista de genes candidatos, las mismas son poco precisas, y suelen devolver
largas listas de genes. Por lo tanto, el avance en el desarrollo de modelos
cuantitativos que faciliten la priorizacion y valoracion de los genes en funcion
de la historia clinica ingresada resultaria de gran ayuda y ahorraria mucho del
tiempo invertido en la busqueda del panel de genes candidatos a estudiar en
cada caso.

Identificacion de variaciones en el numero de copias (CNV, copy number
variants) a partir de NGS. Los CNV constituyen un tipo de variantes
estructurales, como deleciones, duplicaciones, inserciones, inversiones vy
translocaciones, que implican un cambio en el nimero de copias respecto al
genoma de referencia. Aunque son relativamente comunes en la estructura de
nuestros genomas y contribuyen en gran medida a la variabilidad
interindividual, también ha sido probada su implicacion en un gran numero de
enfermedades como Autismo, Parkinson, Alzheimer, Enfermedades
mitocondriales o Cancer, entre otras. La patogenicidad de un CNV depende del
tipo, tamanio y ubicacion del mismo [273]. Dependiendo de si existiera un CNV
de ganancia o pérdida de material genético, el mismo provocaria
triplosensibilidad o haploinsuficiencia, respectivamente. El tamafio es

importante, porque cuanto mas grande sea el CNV, mas genes se veran

127



afectados y el efecto causado sera mas deletéreo. La ubicacion también es
muy importante: los CNV intergénicos, es decir, los que se producen entre
genes, no suelen ser patogénicos, mientras que los que abarcan regiones
codificantes si lo son. La técnica estandar para detectar este tipo de variantes
es MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) o la utilizacion de
hibridacion gendmica completa por microarreglos (CGH microarray). Sin
embargo, cuando tenemos datos de secuenciacibn NGS, algunos CNV
también pueden ser detectados de forma fiable dependiendo de su localizacion
y tamafo [274]. Para ello, se recurre a herramientas como DECoN [179],
ONCOCNYV [180] o VarScan2 [275] que permiten identificarlas de forma
comparativa. Normalmente se utilizan como minimo 20 muestras de una misma
corrida, es decir, que las muestras utilizadas en el calculo idealmente deben
tener las mismas condiciones experimentales. Resultaria interesante
incorporar el analisis de CNVs como un estudio complementario al de NGS,
enfocado en los genes candidatos de interés, especialmente en aquellos casos
en los que no se encontraron variantes de nucledtido Unico o
deleciones/inserciones pequenas y el reporte de resultados resulté Negativo.
Esto se aplico a ciertos casos en los cuales la sospecha diagndstica era
fuertemente orientativa de una enfermedad en particular - asociada a un grupo
de genes reducidos- y el resultado del exoma resultdé negativo. En todos esos
casos, no se hallaron CNVs reportables.

Ademas de las complejidades y dificultades mencionadas, también
resulta relevante discutir que el andlisis de los datos procedentes de la
secuenciaciéon exémica, particularmente el andlisis de CNVs presenta
limitaciones que deben ser tenidas en cuenta, ya que pueden afectar a la
precision de los resultados [276,277]. Entre ellas podemos destacar:

- Solo permite definir desequilibrios de informaciéon gendmica, mientras
que los reordenamientos que no impliquen una pérdida o ganancia
neta, como las inversiones o translocaciones balanceadas, pasaran
desapercibidas.

- No se dispone de la secuencia de todo el genoma, por lo que se ve
afectada la deteccién de alteraciones que incluyen regiones no
capturadas (intrones y regiones intergénicas).

- La preparacion de la biblioteca y el proceso de captura pueden dar lugar
a regiones con distintas profundidades y cobertura de secuenciacion.

- Las secuencias repetitivas dificultan el mapeo unico de las lecturas

procedentes de la secuenciacion.
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- La caracterizacion de CNVs sigue siendo complicada, por lo que es
necesario conocer y tener presente sus limitaciones. Ademas, resulta
clave llevar a cabo una correcta validacion de aquellas variantes
encontradas, especialmente en el entorno clinico. El desarrollo de
bases de datos de acceso publico, tanto en individuos controles como
en pacientes, contribuira en el futuro a dilucidar el verdadero significado

de todas las CNVs analizadas.

Perspectivas a futuro

De cara al futuro, y en base a lo observado en las ultimas décadas, esperamos que
los avances tecnolégicos den paso a métodos de secuenciacidn mas rapidos y precisos. Se
busca que las futuras plataformas de secuenciacién requieran menos cantidad de ADN y
reactivos, y sean portatiles para su uso en diagnosticos médicos, agricolas, ecolégicos y otras
investigaciones de campo. Los avances en bioinformatica, robética, manipulacion de liquidos
y preparacion de acidos nucleicos contribuiran a facilitarlo.

Sin embargo, para la mayoria de las aplicaciones cotidianas, muchos investigadores
siguen prefiriendo el alto rendimiento, la alta precision y la fiabilidad de las técnicas de lectura
corta bien establecidas, como las que ofrece lllumina. El bajo costo por base y la diversidad
de configuraciones de preparacion de bibliotecas hacen que la secuenciacion de lectura corta
sea ventajosa para una amplia gama de aplicaciones clinicas y de investigacion.

El avance vertiginoso de las tecnologias de secuenciacién masiva se dirige hacia el
diagndstico con especificidad cercana al 100% al mejorar los algoritmos bioinformaticos, en
donde no sea necesaria la confirmacion de variantes patogénicas mediante secuenciacion por
Sanger, y esto permita el estudio de cualquier trastorno molecular en un unico proceso,
incluyendo el andlisis de variantes estructurales y secuencias repetitivas. Se espera que el
estudio del genoma se aplique a la deteccion de variantes patogénicas en regiones no
estudiadas por los métodos actuales y permita profundizar el conocimiento sobre la influencia
de las regiones reguladoras, teniendo el potencial de transformarse en una prueba genética
para el diagnéstico y seguimiento de pacientes. Adicionalmente, se esperan mejoras o
avances en los algoritmos o bases de datos que aporten informacion de relevancia a la hora
de clasificar las variantes VUS y permitan encontrar una relacion fenotipo-genotipo clara.

De la misma manera, la evolucion de bases de datos poblacionales (que adicionen
informacion de otras etnias/poblaciones), el avance en el estudio de mecanismos moleculares,
funcionales y elementos regulatorios involucrados en enfermedades y el desarrollo del
transcriptoma y metiloma, aportaran a la medicina personalizada desde el diagndstico hasta

el tratamiento, introduciendo nuevas oportunidades y retos. No obstante, en funcion de los
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constantes desarrollos e innovaciones de las tecnologias NGS, es inminente la necesidad de
modificar la formacion de los médicos, educar a los pacientes y mejorar la comunicacion entre
asesores genéticos, investigadores, cientificos clinicos, informaticos y médicos. Asimismo,
resulta indispensable continuar profundizando y avanzando en la interpretacion de las
variantes, el almacenamiento de los datos bioinformaticos y los procedimientos de
consentimiento informado para las pruebas genéticas. En este contexto, es necesaria la
formacion de equipos transdisciplinarios que puedan integrar el conocimiento de distintos
campos, para el eficiente desarrollo de un proyecto que incluya tecnologias de nueva
generacion en la practica clinica. Esto tendra el potencial de implementar colaboraciones que
acerquen a profesionales (médicos-cientificos) de las distintas disciplinas y ambitos
profesionales (hospital-instituto/universidad) a fin de generar un lenguaje comun que permita

el flujo eficiente de conocimiento.
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Anexo 1

Publicaciones en revistas especializadas y presentaciones a congresos relacionados con el

presente trabajo de tesis.

Congresos

® XVII Congreso Latinoamericano de Genética, ALAG. Pdster: MUTACIONES NOVELES EN
GEN /SG15 DEFINIENDO EL ESPECTRO FENOTIPICO DE INMUNODEFICIENCIA
ASOCIADA A MICOBACTERIAS EN HUMANOS”. Mendoza-Argentina.

Publicaciones

® CUATRO ANOS DE PAMPA: DIAGNOSTICO MOLECULAR DE ENFERMEDADES
AUTOINFLAMATORIAS EN ARGENTINA, publicado en la revista Quimica Viva en
Agosto 2022.

® Keitelman IA, Shiromizu CM, Zgajnar NR, Danielian S, Jancic CC, Marti MA, Fuentes
F, Yancoski J, Vera Aguilar D, Rosso DA, Goris V, Buda G, Katsicas MM, Galigniana
MD, Galletti JG, Sabbione F, Trevani AS. The interplay between serine proteases and
caspase-1 regulates the autophagy-mediated secretion of Interleukin-1 beta in human
neutrophils. Front Immunol. 2022 Aug 25;13:832306. doi:
10.3389/fimmu.2022.832306. PMID: 36091026; PMCID: PMC9458071.

® Buda, G., Valdez, R.M., Biagioli, G. et al. Inflammatory cutaneous lesions and
pulmonary manifestations in a new patient with autosomal recessive ISG15 deficiency
case report. Allergy Asthma Clin Immunol 16, 77 (2020).
https://doi.org/10.1186/s13223-020-00473-7

® Martin-Fernandez M, Bravo Garcia-Morato M, Gruber C, Murias Loza S, Malik MNH,
Alsohime F, Alakeel A, Valdez R, Buta S, Buda G, Marti MA, Larralde M, Boisson B,
Feito Rodriguez M, Qiu X, Chrabieh M, Al Ayed M, Al Muhsen S, Desai JV, Ferre EMN,
Rosenzweig SD, Amador-Borrero B, Bravo-Gallego LY, Olmer R, Merkert S, Bret M,
Sood AK, Al-Rabiaah A, Temsah MH, Halwani R, Hernandez M, Pessler F, Casanova
JL, Bustamante J, Lionakis MS, Bogunovic D. Systemic Type | IFN Inflammation in
Human ISG15 Deficiency Leads to Necrotizing Skin Lesions. Cell Rep. 2020 May
12;31(6):107633. doi: 10.1016/j.celrep.2020.107633. PMID: 32402279; PMCID:
PMC7331931.

® (Calandra CR, Buda G, Vishnopolska SA, Oliveri J, Olivieri FA, Pérez Millan Ml, Biagioli
G, Miquelini LA, Pellene AL, Marti MA. Spastic ataxia with eye-of-the-tiger-like sign in
4 siblings due to novel compound heterozygous AFG3L2 mutation. Parkinsonism Relat
Disord. 2020 Apr;73:52-54. doi: 10.1016/j.parkreldis.2020.03.020. Epub 2020 Mar 24.
PMID: 32248051.
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