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HALLAZGO POR ANALISIS MOLECULAR
DE EXOMA DE UNA MUTACION EN EL GEN
MYH7 RELACIONADO CON CARDIOPATIA
HIPERTROFICA
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Universidad Nacional de San Luis (UNSL), San Luis,
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La Miocardiopatia Hipertréfica Familiar (FHC, por
sus siglas en inglés) esta asociada con el desorden de
los miocitos y la fibrosis intersticial del miocardio y
podria provocar arritmias ventriculares e insuficiencia
cardiaca. La enfermedad es genéticamente
heterogénea, con un modo de herencia autosémico
dominante. El gen MYH7 situado en el brazo largo
del cromosoma 14 (14q12), codifica una proteina
cardiaca conocida como B-miosina de cadena pesada.
Esta proteina se encuentra en el musculo cardiaco y
en las fibras musculares esqueléticas de tipo I. Las
mutaciones este gen son responsables de hasta el
35% de los casos de cardiomiopatia hipertréfica
familiar. Ante el caso de un paciente de 11 afios en
estudio por sospecha de patologia neuromuscular. Se
solicitd estudio molecular dirigido a genes asociados
a distrofias musculares y miopatias. En el paciente en
estudio se ha detectado en heterocigosis una variante
constituida por una transicion de timina por citosina
en el ex6n 9 del gen MYH7 (c.788T>C) que a nivel de
la proteina generaria un cambio de aminoacido en la
posicion 263 (p.Ile263Thr) que ocurre en la region
de la proteina que corresponde al sitio de unién de
ATP. Esta variante de tipo missense se localiza en el
dominio funcional cabeza de miosina de la proteinay
ha sido observada a la fecha en poblacion general con
una frecuencia del 0,0004%. La patologia especifica
de la mutacién se presenta en una etapa temprana
de la enfermedad, lo que proporciona evidencia para
un enfoque centrado en la fisiopatologia para la
prevencion en familiares portadores de mutaciones
de riesgo.
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ACTUALIZACION DE LAS VARIANTES
PATOGENICAS EN PORFIRIA AGUDA
INTERMITENTE EN LA POBLACION
ARGENTINA
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Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias (CIPYP),
Universidad de Buenos Aires (UBA)-CONICET, CABA,
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La Porfiria Aguda Intermitente (PAI) es un
desorden genético autosémico dominante, debido
a una deficiencia de la Hidroximetilbilano Sintetasa
(HMBS). La PAI presenta crisis neuroabdominales
con riesgo de vida. Se identificaron al momento mas
de 520 mutaciones en el gen HMBS en el mundo. Dada
la heterogeneidad genética de la PAI, el objetivo fue
hacer un analisis de los 127 pacientes de familias no
relacionadas diagnosticados genéticamente en el
Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias.
El diagndstico de PAI se realiz6 midiendo parametros
bioquimicos (Ac. 5-amino levilico, porfobilindgeno,
porfirinas urinarias y en plasma, HMBS en sangre) y
la identificacién de la variante patogénica mediante
estudios genéticos. Se detectaron 49 variantes
patogénicas distintas, siendo una de novo. La variante
mas frecuente fue p.G111R (49%); con una frecuencia
mucho menor se detectaron las variantes: p.Q34P
(5,5%), p.R173W (4%) y c.202_203delCT (1,6%). El
resto de las variantes fueron privadas de cada familia.
Se encontraron tres familias con heterocigosis
compuesta y una familia con porfiria dual PAI/
Porfiria Cutanea Tardia. Se sumaron cuatro variantes
nuevas para la poblacién argentina, una de las cuales
no fue reportada previamente: p.(Leus9Cysfs*49).
La actividad enzimatica no siempre es de utilidad
diagnostica, ya que se observa solapamiento entre
los valores de pacientes PAI y de individuos sanos. El
diagndstico genético confirma la presuncién de PAI y
es de suma importancia para el asesoramiento médico
acerca del contacto con agentes desencadenantes y/o
de riesgo para evitar asi su expresion clinica en los
casos latentes.
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DISENO DE UNA PCR ALELO ESPECIFICA
PARA LA GENOTIPIFICACION DEL
RS62471572 (A>G) DEL GEN KLF14,
POSIBLEMENTE ASOCIADO A DIABETES
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La Diabetes Mellitus (DM) es uno de los principales
problemas de salud publica en el mundo. La forma
mas frecuente de la enfermedad es la DM Tipo 2
(DMT2), determinada tanto por multiples factores
ambientales como por una marcada predisposicion
genética. El KLF14 es un gen fuertemente asociado
con DMT2, obesidad y la regulacién de sefializacion
lipidica. El polimorfismo rs62471572 (A>G) del KLF14
es una variante transcriptémica upstream 3’ UTR,
con un MAF de 0,35. El objetivo de este trabajo fue
disefiar y optimizar una PCR alelo especifica para el
rs62471572 del gen KLF14 con el fin de realizar un
estudio de genotipificacion de la poblacién con DMT2
enlaciudad de San Luis. Se disefiaron dos pares primers
especificos para cada uno de los alelos con el software
PRIMER1 y se probaron a diferentes temperaturas de
hibridacién y concentracion. Se realizé6 ademas una
curvade concentracion de ADN. Los amplicones fueron
observados en geles de agarosa al 3% con Ecogel
como colorante. Solo se logré la amplificacion de uno
de los pares de primers disefiados. Los parametros
elegidos fueron: 10 uM de primers, 80 ng de ADN
extraido de sangre periférica y 1X de Master mix
PCR Pegasus (Productos Bio-Ldgicos). Se realizaron
39 ciclos en el termociclador (BioRad): 95° C por 40
segundos, 61° C por 45 segundos y 72° C por 1 minuto.
La técnica desarrollada en nuestro laboratorio para
el genotipificacion rs62471572 (A/G) del gen KLF14
podria ahorrar tiempo y ser rentable en comparacion
con los métodos disponibles para estudios de SNPs,
pudiendo ser empleado en una investigacion futura
de la poblacién con DMT2.
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ESTUDIO PRELIMINAR DEL RS290804 DE
KLF14 Y SU ASOCIACION A DIABETES
MELLITUS TIPO 2 EN LA POBLACION DE
SAN LUIS
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La Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT?2) es consecuencia
de una compleja interaccién entre multiples genes
y diversos factores ambientales. Se ha demostrado
que el patréon de expresion de miembros de los KLF
se altera durante la DMT2 y se sugiere que KLF14 es
un regulador transcripcional metabdlico clave. Este
gen se ubica en el cromosoma 7 y una de sus variantes
es el rs290804 (C/T), ubicado a ~1,9kb upstream del
comienzo de dicho gen, del cual no hay informacién
publicada hasta la actualidad de su relacién con la
DMT2. El propésito del presente estudio preliminar
fue la deteccidon del rs290804 (C/T) y evaluar su
posible asociacién con la DMT2 en una poblacién de
San Luis. Se utilizaron muestras de sangre periférica
de 60 pacientes que asistieron al Hospital San Luis,
de los cuales 41 pertenecen al grupo de pacientes
controles y 19 al grupo de pacientes diabéticos. Se
realizd la extraccion de ADN de sangre periférica con
un kit comercial (Roche) siguiendo las indicaciones
del fabricante. Se disefiaron cebadores especificos
para cada alelo con el software Primer1. Se realizé una
PCR alelo especifica para identificar los alelos Cy T en
la poblacion estudiada. Esta técnica fue previamente
desarrollada en el laboratorio. Los resultados se
analizaron en geles de agarosa al 3% con Ecogel. Se
observo que la distribucion y las frecuencias relativas
de este polimorfismo no fueron significativas entre
los grupos diabético y control, ni presentaron relacion
con la dislipidemia diabética. Estas son conclusiones
preliminares y se espera poder continuar aumentando
el tamafio muestral.
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TETRA-PRIMER ARMS-PCR PARA EL RS
3087465 DEL GEN TGFBR2: DISENO Y
OPTIMIZACION
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El gen TGFBR2 esta ubicado en el cromosoma 3. Entre
las variantes notificadas de este gen, el rs3087465
(-875 A/G) se encuentra en la regién promotora, y se
la asocia a cancer colorrectal, enfermedades renales,
inflamacion, entre otras, pero no a la Diabetes. Este
polimorfismo posiblemente altere un sitio Sp1 el cual
puede estar vinculado directamente con KLF14, gen
que tiene una relacion directa con la Diabetes Mellitus
Tipo 2 (DMT?2), por lo cual nos interesa estudiarlo.
El objetivo de este trabajo fue disefiar una Tetra-
primer ARMS-PCR para el rs3087465 del gen TGFBR2.
Para ello, disefiamos dos pares de primers especificos
utilizando el software PRIMER 1. Realizamos un
gradiente de temperatura, una curva de concentracion
de primers'y probamos la Taq Pegasus (Productos Bio-
Loégicos) y Taq Master Mix PCR Pegasus (Productos
Bio-Logicos). Los amplicones fueron observados en
geles de agarosa al 3% con ECO-Gel como colorante.
Los mejores resultados se obtuvieron utilizando 1X
de Master Mix PCR Pegasus (Productos Bio-Ldgicos),
primer Fordward Outer 7,51M, primer Rever Outer
10uM, primer Fordward Inner 10uM, y primer Rever
Inner 10uM, y 80 ng de ADN extraido de sangre
periférica. En el termociclador (BioRad) se realiz6 un
ciclo de desnaturalizacion a 95° C por 3 minutos, 40
ciclos de 95° C por 40 segundos, 61° C por 45 segundos
y 72° C por 1 minuto, y un ciclo de extensién a 72° C
por 5 minutos. Esta técnica nos permitira realizar
la genotipificacion de la poblacion con DMT2 de la
ciudad de San Luis de una manera mas rapida y con
un menor costo.
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OBTENCION DE PERFILES GENETICOS
A PARTIR DE RESTOS DE DISPOSITIVOS
POST-EXPLOSION

Corominas F, V. Brizuelqg, Y. Tonda, G. Pascual, M.J.
Muhamed, J. Ronelli, M. Seara, P. Noseda. Policia Federal
Argentina. E-mail: adn.gpfa@gmail.com

Existen miultiples factores externos de influencia
negativa para el ADN como las altas temperaturas,
producto de la explosiéon por detonaciéon. Con
el objetivo de perfeccionar la técnica forense de
recuperacion de ADN a partir de restos de objetos
explosivos post detonacion, se realizé un ejercicio
practico en condiciones semi-controladas, en el
Campo “10 de Noviembre”, donde se detonaron tres
dispositivos de fabricacién casera, en el marco del
curso “Investigacion de Post — Explosion” dictado por la
Brigada de Explosivos de la Policia Federal Argentina,
y un ejercicio controlado puertas adentro, en forma
conjunta entre el area de Biologia Molecular y dicha
Brigada. En ambos experimentos, muestras de sangre
y de ADN de contacto fueron “plantadas” en los
dispositivos por personal del Laboratorio de Biologia
Molecular. Luego de la explosiéon los materiales
fueron recolectados, limpiados superficialmente e
hisopados. Serealiz6 extracciéon de ADN por columnas;
los extractos fueron cuantificados y posteriormente
amplificados. La electroforesis capilar se llevd a cabo
en Genetic Analyzer 3500 y los electroferogramas
fueron analizados mediante el software GeneMapper.
Como resultado del ejercicio semi-controlado, solo
se recuper6 uno de los explosivos y del mismo se
obtuvo un perfil completo de la sangre implantada
y un perfil incompleto del ADN de toque. Por otro
lado, se recuperaron perfiles completos del ejercicio
controlado. Estas practicas permitieron perfeccionar
un protocolo de analisis de restos de explosivos para
posibles intervenciones futuras de este laboratorio.
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DESAFIOS EN EL DIAGNOSTICO
GENETICO DE PACIENTES CON
HIPOACUSIA HEREDITARIA MEDIANTE
WES: LOS SINDROMES OCULTOS
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La hipoacusia es el desorden sensorial mas comin
que afecta a 1:500 nacidos. A la fecha, mas de 100
genes se relacionan con las formas no sindrémicas.
La técnica Whole Exome Sequencing (WES) es una
alternativa beneficiosa para analizarlos y permite
ampliar el estudio a otros genes y revelar un sindrome
en pacientes que no han desarrollado atn los signos
extra cocleares. El objetivo del trabajo es identificar
las causas genéticas en 50 pacientes argentinos.
La técnica de WES fue realizada luego de excluir las
variantes frecuentes en los genes GJB2-GJB6. Se
diagnosticé a 21/50 pacientes (44%). Cabe destacar,
que en cuatro casos que presentaban hipoacusia no
sindromica al momento de la consulta resultaron
con variantes patogénicas en genes relacionados con
distintos sindromes: dos Usher, uno Perrault y uno
Waardenburg. Por ejemplo, en un caso se detectaron
variantes patogénicas en USH2A en un paciente
que soélo presentaba hipoacusia, lo cual permiti6 la
redefinicién clinica y la toma de medidas médicas
inmediatas. En otro caso, un paciente con retinitis
incipiente e hipoacusia, habia resultado negativo
para los genes de Usher. Sin embargo, la deteccién
de una amelogénesis imperfecta en su hermana
llev a re-analizar el exoma y detectar dos variantes
en PEX6, relacionado con Heimler. Estos resultados
demuestran las ventajas del seguimiento clinico del
paciente, asi como también el re-analisis periddico de
los datos del exoma en pacientes sin diagnéstico. De
esta manera, se arriba a una mayor tasa diagnostica
y un adecuado asesoramiento genético mejorando la
calidad de vida del paciente.
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GENOMAS DE REFERENCIA DE LA
POBLACION ARGENTINA. AVANCES
DEL ENSAYO PILOTO DEL PROGRAMA
POBLAR
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J. Campos? H. Dopazo'. 'CONICET, Argenting; 2Universidad
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La construccién de una referencia genémica diversa
es un tema de discusion recurrente en los estudios de
genémica humana con aplicaciones en biomedicina.
PoblAr es el Programa de Referencia y Biobanco
Genomico de la Poblacién Argentina, dependiente de
la Secretaria de Planeamiento y Politicas en Ciencia,
Tecnologia e Innovacién del MINCyT. En febrero de
2023 nos propusimos avanzar en un ensayo piloto
con el objetivo de poner a punto las herramientas de
analisis gendmico y bioinformatico que permitiran
caracterizar un minimo de 300 genomas completos de
alta profundidad (30X) que representen la diversidad
de haplotipos humanos de nuestras poblaciones.
Los métodos de andlisis utilizados estan basados en
scripts optimizados de software libre y secuenciacion
en plataforma Illumina Novaseq6000. En este trabajo
se muestran los resultados logrados utilizando 100
genomas seleccionados por presentar indicios de un
alto porcentaje de ancestria genética amerindia. Nos
enfocaremos en los resultados de secuenciacién de
alta profundidad y en las ventajas de utilizar genomas
completamente secuenciados de baja cobertura (1-
2X) para imputar la ancestria genética amerindia,
escasamente representada en las bases de datos de
diversidad del mundo. Los métodos y herramientas
ensayados en institutos de salud e investigacion de
nuestro pais conformaran el estandar de produccion
y andlisis de datos que se utilizard en la Fase I del
Programa, la cual sumara mas de 1.800 muestras
humanas en el biobanco PoblAr.
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