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RESUMEN

Las distrofias musculares son un grupo de enfermedades hereditarias caracterizadas por
debilidad y atrofia muscular progresiva, que se pueden iniciar desde el nacimiento o hasta
la edad adulta, causadas por alteraciones en la membrana muscular durante el proceso de
contraccion, como sucede en las distrofias musculares que se producen por mutaciones en

los genes que codifican los componentes del Complejo Distrofina-Glicoproteinas (DGC).

Inicialmente, el diagnéstico de las distrofias musculares se hacia tomando en cuenta el
grupo de musculos involucrados, la gravedad, el modelo de herencia y progresion de la
enfermedad. Debido a que el fenotipo de los pacientes con distrofia muscular puede ser
muy similar y en ocasiones se sobreponen entre si, el diagndstico clinico representa un
problema serio. Sin embargo, el empleo de técnicas bioquimicas y de biologia molecular ha
permitido identificar varios genes y proteinas que integran el DGC y que estéan relacionados
con las distrofias musculares, abriendo la posibilidad de un diagnéstico mas certero en

pacien'tes con este tipo de patologias.

En el presente trabajo se analizé el patrén de expresion mediante inmunofluorescencia
indirecta de las proteinas distrofina, laminina y sarcoglicanos-a, -B, -y y -8 de 74 pacientes
con diagndstico sugerente de distrofia muscular, de los cuales 13 pacientes resultaron con
ausencia de la proteina distrofina, 12 con deficiencia de la proteina distrofina, 6 con
disminucién de las proteinas sarcoglicanos, 6 sin fibras musculares debido al proceso
avanzado de la enfermedad y 36 pacientes con presencia de todas las proteinas estudiadas.
Ademas se detectd una paciente con ausencia de la proteina laminina y se logré identificar
una nueva mutacién en este gen, misma que se detectd en varios miembros de la familia

afectada.



ABSTRACT

Muscular dystrophies are a group of hereditary diseases characterized by weakness and
progressive muscular atrophy, which can be initiated from the birth or to the adult age,
caused by alterations in the muscular membrane during the contraction process, as it
happens in the muscular dystrophies that take place by mutations in the genes that codify

the components of Dystrophin-Glycoproteins Complex (DGC).

Initially, the diagnosis of the muscular dystrophies was done taking into account the group
of involved muscles, the gravity, the model of inheritance and progression of the disease.
Because the phenotype of the patients with muscular dystrophy can be very similar and
sometimes overlap with each other, the clinical diagnosis represents a serious problem.
Nevertheless, the use of biochemical techniques and molecular biology has allowed to
identify several genes and proteins that integrate the DGC and that are related to muscular
dystrophies, opening the possibility of a more accurate diagnosis in patients with this type

of pathologies.

[n the present work the pattern of expression of the proteins dystrophin, laminin and
sarcoglycans-a, b-. g- and —d were analyzed by indirect immunofluorescence in 74 patients
with suggestive diagnosis of muscular dystrophy, from which 13 patients were deficient of
dystrophin, 12 with deficiency of the distrofina protein, 6 with diminution of the
sarcoglycans, 6 without muscular fibers due to the advanced process of the disease, and 36
patients with presence of all the studied proteins. In addition, a patient with absence of the
laminin protein was detected and it was possible to identify a new mutation in the laminin

gene, same that was detected in several members of the affected family.



INTRODUCCION

Generalidades:

El termino distrofia muscular se refiere a un grupo diverso de enfermedades, caracterizadas
por debilidad y atrofia muscular progresiva, en las cuales el defecto primario es observado
en el musculo esquelético con una evidente regeneracion de fibras, con nicleos centrales,
necrosis muscular y reemplazo de musculo por tejido conectivo y adiposo. Las distrofias
musculares se han clasificado de diferentes formas; de acuerdo con el tipo de musculos
involucrados, edad de inicio, progresion de la enfermedad y modelo de herencia. Sin
embargo, debido a la marcada diversidad genotipica y fenotipica, esta clasificacion tiene
deficiencias. A la fecha asciende a mas de treinta el nimero de genes involucrados o
responsables de las diferentes distrofias musculares (Tablal). La identificacion ce estos
genes ha llevado a cambios profundos en la clasificacion de distrofias musculares, con un

nuevo enfoque en la genética molecular (Cohn et al., 2000).

Con la identificacion de la distrofina y la subsecuente caracterizacién del complejo de
glicoproteinas asociadas a distrofina (DGC por sus siglas eﬁ ingles Dystrphin-Glycoprotein
Complex, fig 1), se ha dado el primer paso para la comprension de la patogénesis molecular
de las distintas distrofias musculares. E] DGC es un conjunto de proteinas que; conectan la
matriz extracelular con el citoesqueleto, cuya separaciéon causada por mutaciones en la
distrofina o en el subcomplejo de sarcoglicanos, causan inestabilidad en la membrana

muscular (sarcolema) durante el proceso de contraccion. Por otro lado, existen evidencias

que sugieren que alteraciones en el DGC, podrian causar errores en la transduccién de



sefiales celulares, y expresarse clinicamente como una distrofia muscular (Coral et al.,
1999).

El DGC se puede dividir en tres subcomplejos de acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas
(Campbell, 1995). El componente citoplasmatico consiste en un grupo de proteinas
periféricas a la membrana intracelular: la distrofina con peso molecular de 427 KDa, las
sintrofinas o, Bl ,B2, Y1 y y2 todas ellas con un peso molecular de 60 KDa y la a-
distrobrevina con un peso molecular de 80KDa. Tanto las sintrofinas como las
distrobrevinas se asocian al extremo carboxilo terminal de la distrofina o su homélogo
autosémico, la utrofina. El segundo subcomplejo en el DGC es el complejo distroglicano,
el cual esta compuesto de dos proteinas muy relacionadas; el distroglicano a con un peso
molecular de 156 KDa, y el distroglicano B con un peso de 43 KDa. El distroglicano o se
une a laminina en la matriz extracelular; mientras que el distroglicano B, una proteina
transmembranal, se une a la distrofina/utrofina en la cara intracelular de la membrana
citoplasmatica. El tercer complejo consiste de un grupo de proteinas transmembranales
llamadas sarcoglicanos (SG) a-, B-, y- , 3, € y { con pesos moleculares de 50, 43, 35, 35 50
y 40 KDa respectivamente (Etinger et al., 1997; Straub et al., 1999; Wheeler et al., 2002) ,
y una proteina llamada sarcospan con un peso molecular de 25 KDa ( Crosbie et al., 1997).
Estas proteinas en su conjunto conforman un subcomplejo denominado sarcoglicano-

sarcospan (SG-SSPN),



Tabla 1

Distrofias moleculares y clasificacion genética

Enfermedad Modo de herencia Locus Producto del Gene
Distrofias musculares ligadas a X

Duchenne/Becker XR Xp2l Distrofina
Emery-Dreifuss XR Xq28 Emerina

Distrofias musculares de cintura

Autosdmicas dominantes

LGMD 1 A AD 5q22-q34

LGMD 1B AD 1q1-21 Lamina A/C
LGMD 1C AD 3p25 Caveolina-3
LGMD 1D AD 6q22 ?

LGMD L E AD 7q ?
Autosdmicas recesivas

LGMD 2 A AR 15q15 Calpaina-3
LGMD 2B AR 2pl13 Disferlina
LGMD 2C AR 13q12 y-Sarcoglicano
LGMD 2D AR 17q12-q21 a-Sarcoglicano
LGMD 2E AR 4q12 B-Sarcoglicano
LGMD 2F AR 5q33-q34 8-Sarcoglicano
LGMD 2 G AR 17g11-q12 Teletonina (TCAP)
LGMD 2 H AR 9q3-q34 RIM 32
LGMD 21 AR 19q13.4 FKRP

LGMD 2]J AR 2q31 Titina

Distrofia muscular distal

Miopatia Miyoshi AR 2pl3 Disferlina
DistrofiaTibial muscular AD 2q31 Titina
Distrofia muscular congénita
Clésica o pura CMD AR 6q22 Laminina a-2
Fukuyama CMD AR 9931-33 Fukutina
Miopatia congenita integrina a7 AR 12q13 Integrina a7
Espina rigida CMD AR 1p35-36 Selenoproteina N
Enfermedad misculo-ojo-cerebro AR 1p32-p34 POMTGntl
Otras formas de distrofia muscular
Miopatia Bethelem AD 21q22 Colagena Vla |
AD 21q22 Colagena Vlia 2
AD 2q37 Colageno Via 3
Epidermis bulosa y MD AR 8q24-qter Plectina
Distrofia muscular oculofaringea AD 14q11.2-q13 Proteina unida a poli A
Distrofia muscular tacioescapulohumeral AD 4935 ?
Distrofia mioténica tipo AD 19913 Proteinasa Miotonica
Sindrome Walter-Warburg AR 9q34 POMTI
Emery-Dreifuss AD Iq11 Lamina A/C
Distrofia mioténica tipo 11 AD 3q21 ?

AD, autosémica dominante; AR, autosdémica recesiva; LGMD (del ingles limb-girdle musclar dystrophy) Distrofias
musculares de cintura; XR, recesiva unida al cromosoma X.( Cohn et al., 2000; Matheus D.K., 2003; Torricelli E.R.
2004).
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Figural. Organizacién celular de proteinas involucradas en las distrofias musculares.
Dentro del DGC de musculo estriado se identifican diversos subcomplejos, dentro de los
que destacan el complejo distroglicano y el complejo sarcoglicano-sarcospan; La
caracteristica estructural y funcional més relevante del DGC es la formaci6én de un puente
entre la matriz extracelular y citoesqueleto mediante su asociacién con lamininina-2 y F-
actina.

En México no se conoce la prevalencia de las distintas distrofias musculares en general, sin
embargo, se estima que la DMD que tiene una incidencia similar en todo el mundo | de
2500 a 4000 recién nacidos masculinos vivos. Por otro lado, los reportes de las

sarcoglicanopatias en paises europeos, arabes, asiaticos y del continente americano como



Estados Unidos y Brasil, no existen cifras de prevalecia, pero se cree que el 5% de los
pacientes diagnosticados como DMD corresponden a distrofias musculares de cintura
(Ozawa et al, 1998), En el caso de las distrofias musculares congénitas donde
aproximadamente el 50% de los pacientes diagnosticados con distrofia muscular congénita

muestran una deficiencia primaria de la proteina laminina -2 (Tome, 1998:Voit, 1997).

Distrofias musculares

Distrofinopatias

Las distrofinopatias son enfermedades causadas por mutaciones en el gen de la distrofina y
presenta dos formas principales: una grave denominada distrofia muscular de Duchenne
(DMD), cuya incidencia es de 1 en 3500 varones nacidos vivos (Werneck and Bonilla,
1990; Engel et al., 1994); y la distrofia muscular de Becker (DMB), que representa una
forma menos grave de la enfermedad con una incidencia menor de 1 en 18,500 varones
nacidos vivos (Grimm, 1986). El gene de la distrofina se sitia en el locus Xp21, ha sido
clonado y secuenciado (Monaco et al., 1986; Bakker et al., 1987; Hoffman et al., 1987;
Koening et al., 1987 y 1988; Worton, 1995). Es el gene mas grande descrito hasta ahora,
abarca 2,4 Mb (megabases) con 79 exones que codifican para un ARNm de 14kb (Koening
et al., 1987; Den Dunner et al., 1989; Tennyson et al., 1995). La distrofina tiene un peso
molecular de 427 KDa (Hoffman et al., 1987) y es una proteina citoesquelética situada en la
superficie interna de la membrana de fibras musculares (Fig 1) (Worton, 1995). La funcién
fisiologica de la distrofina no esta clara, aunque es esencial para el mantenimiento de
musculos normales durante el proceso de contraccion relajacion. En pacientes con DMD, la
distrofina se encuentra ausente en cantidades inferiores al 3%, con respecto a niveles

normales, mientras que en pacientes con DMB los niveles de distrofina representan 10 al




40% de los niveles normales de expresion, generalmente como una proteina truncada
parcialmente funcional (Hoffman et al., 1988).

Existen evidencias clinicas de la asociacion de las distrofias musculares con
cardiomiopatias. Es frecuente observar pacientes con DMD/DMB que desarrolian
cardiomiopatia dilatada, siendo mas alto el riesgo en los individuos con la forma benigna de
distrofia muscular (DMB), que comuinmente mueren por falla cardiaca (Cox y Kunkel,
1997). En situaciones especiales, mutaciones en el gen de la distrofina resultan en la
inactivacion del gen en el misculo cardiaco sin afeccion del musculo esquelético, dando

lugar a una cardiomiopatia dilatada ligada al cromosoma X (Muntoni et al., 1993).

Sarcoglicanopatias

El encontrar que la distrofina interactua con todo un grupo de proteinas, llevo a pensar a
varios grupos de investigacion que la deficiencia en algunos de los componentes del DGC
podrian ser causa de distrofias musculares genéticamente distintas pero fenotipicamente
similares a la DMD/DMB (Ervasti et al, 1990; Matsumura et al, 1999). Una serie de
investigaciones enfocadas a demostrar la hipétesis anterior pusieron en evidencia que la
deficiencia primaria en a, B, v, o 8- sarcoglicano es la causa de distintas distrofias
musculares, ahora denominadas sarcoglicanopatias (Angelini et al, 1999).

Actualmente, se ha demostmdo'que las distrofias musculares de cintura tipo 2D, 2E, 2C y
2F (LGMD2: por sus siglas en ingles lim-b girdle muscular dystrophy 2) son causadas por
mutaciones en los genes de a, B, v, & sarcoglicanos respectivamente (Ozawa et al, 1995). La
deficiencia primaria de cualquiera de estas proteinas en el musculo estriado de los
pacientes, provocada por las mutaciones en cada una de ellas, ocasiona la reduccién o

pérdida secundaria de los otros sarcoglicanos (Mizuno et al, 1995) y de sarcospan (Duclos



et al, 1998; Coral-Vazquez et al, 1999) y desestabiliza la unién del complejo distroglicano
al sarcolema (Tan et al, 1997). Esto tltimo sugiere que el complejo SG-SSPN fija a esta
proteina a la membrana muscular (Tan et al., 1997). Se postula que mutaciones en alguna
de estas proteinas desestabilizan la conexién entre la matriz extracelular y el citoesqueleto,
lo que induce inestabilidad del sarcolema y susceptibilidad de la fibra muscular a necrosis,
principal evento en la distrofia muscular.

La estructura primaria de o y de e-sarcoglicano indica que son proteinas transmembranales
del tipo [, mientras que B, y o §-sarcoglicanos son proteinas transmembranales de tipo 11.
Todos los sarcoglicanos tienen un dominio extracelular largo, un pequefio dominio
citoplasmatico y un solo dominio transmembranal. Algunos datos sugieren que o, B,y y &-
sarcoglicanos tienen sitios potenciales para fosforilacién en el dominio citoplasmico y B, ¥
y o-sarcoglicanos tiene un grupo de cisteinas en la region del carboxilo terminal localizada
extracelularmente, caracteristica encontrada frecuentemente en moléculas receptoras
(Matsumura et al, 1999). En el caso de « sarcoglicano, se ha demostrado que tiene una
funcién de ecto-adenosin trifosfatasa (ATPasa) y que el incremento de adenosina trifosfato
(ATP) extracelular podria contribuir a la sobrecarga de calcio y muerte de la fibra muscular
(Betto et al, 1999). Estudios recientes, tanto in vivo como in vitro, para evaluar la funcién
fisiologica del misculo esquelético de ratones deficientes eﬁ el y-sarcoglicano, mostraron
que el dafio muscular y la debilidad mecénica no son necesarios para el desarrollo de
alteraciones distroficas e;1 el miusculo esquelético (Hack et al, 1998). Por lo tanto, es
posible que algunas vias de sefializacion participan de forma importante en la patogénesis

de la distrofia muscular en ratones deficientes del y-sarcoglicano.



En el caso de e-sarcoglicano no se ha asociado a distrofia muscular pero pacientes con
mutaciones en el gen padecen distonia mioclonica caracterizada por movimientos
desordenados, con torticolis y calambres, algunos de ellos muestran anormalidades
psiquiatricas que incluyen ataques de panico y desarrollan actitud obsesiva compulsiva
(Zimprich et al, 2001). A la fecha, no se han detectado mutaciones en el gen humano de
sarcospan. Aunado a lo anterior, los ratones diferentes en este gen mantienen la expresion

de todos los sarcoglicanos y no desarrollan distrofia muscular (Lebakken et al., 2000).

En afios recientes, se han publicado algunos casos de pacientes distroficos con mutaciones
en B-, y- y d-sarcoglicano y cardiomiopatia (Moreira et al., 1988; 1999; Barresi et al.,
2000). Los pacientes con alteraciones en a-sarcoglicano rara vez desarrollan cardiomiopatia
leve (Melacini et al., 1999). En este contexto, es importante mencionar que la expresion de
o-sarcoglicano esta restringida al musculo esquelético y cardiaco (Roberds et al., 1994;
Noguchi et al.,, 1995); En contraste, B- y 8-sarcoglicano se expresan en otros tejidos
incluyendo células del musculo liso (Lim et al., 1995; Nigro et al., 1996). Asi mismo,
algunos estudios han mostrado que y-sarcoglicano también se expresa en musculo liso
vascular. Sin embargo, esta expresién es relativamente baja (Barresi et al, 2000). Por otro
lado, Matheuws indica que la expresion y la localizacidn de este sarcoglicano se limita al
muisculo esquelético al igual que alfa sarcoglicano (Matheuws et al, 2003).
Adicionalmente, se han identificado mutaciones en el gen §-sarcoglicano en pacientes con
miocardipatia dilatada familiar o esporadica en los que no se manifesté ningun tipo de

distrofia (Tsubata et al, 2000).



El uso de modelos animales para distrofias musculares causadas por mutaciones en & y -
sarcoglicano han puesto de manifiesto la importancia del complejo SG-SSPN en el musculo
liso vascular. La pérdida del complejo en este tejido en ratones que carecen de & y B-
sarcoglicano respectivamente causa alteracion en la funcidén vascular de las arterias
coronarias, con presencia de constricciones en la microvasculatura que inducen eventos
isquémicos intermitentes (Coral-Vazquez et al, 1999, Durbeej et al, 2000). Esto a su vez
inicia el desarrollo de miocardiopatia, que se ve favorecida por la inestabilidad de la
membrana del miocardiocito debido a la deficiencia del complejo SG-SSPN (Coral et al,
1999). Contrariamente, los ratones deficientes en o-sarcoglicano no muestran este tipo de
alteraciones cuando se realiza perfusion vascular (Coral.Vazquez et al, 1999; Duclos et al,
1998), lo cual concuerda con ausencia de este sarcoglicano en el musculo liso sano
(Noguchi et al, 1995). Ratones deficientes en y-sarcoglicano también desarrollan
cardiomiopatia en asociacion con la distrofia muscular (Hack et al, 1998). La explicacion
para este fendmeno podria derivar de la observaciéon de que este sarcoglicano también se
expresa en el masculo liso vascular (Barresi et al, 2000). Sin embargo, se ha encontrado
que y-sarcoglicano no esta presente en el complejo de musculo liso vascular (Matheuws et

al., 2003).

Distrofia muscular congénita causada por Laminina c-2 (merosina).

Aproximadamente el 50% de los pacientes diagnosticados con distrofia muscular congénita
(DMC) muestran una deficiencia primaria de laminina cadena a-2 (Tome et al., 1998:Voit,
1997), Sin embargo, estudios recientes muestran que una ausencia parcial del extremo

amino terminal de laminina a-2 puede estar asociada con formas menos graves de distrofias



musculares, con un inicio tardio al compararse con la forma clasica de la distrofia muscular
congénita (Allamand et al., 1997;Cohn et al., 1998;Tan et al., 1997). Un hallazgo
interesante en pacientes con deficiencia de laminina a-2 es el cambio en la materia blanca
del cerebro observado por imagen de resonancia magnética (Dubowitz, 1996 Dubowitz,
1995: Tan et al., 1997). El mecanismo responsable del desarrollo de estas alteraciones no se

ha entendido completamente.

La proteina laminina -2 junto con laminina Bl y vyl forman laminina 2, la cual es la
laminina especifica para el basamento de las membranas de las fibras del musculo
esquelético de adulto, células de Schwan y trofoblastos (Leivo et al., 1988). Esta laminina,
junto con coldgena IV, nidogéno y perlecan, forman el esqueleto estructural del sostén de
las membranas. En musculo esquelético laminina o-2 interactiia con a-distroglicano, un
componente del DGC y con el complejo transmembranal integrina «7B1. La ausencia
primaria de laminina ¢-2 promueve cambios secundarios en la composicién de proteinas en
el sarcolema y la matriz extracelular, de esta forma se ha observado que existe una pérdida
secundaria de o7 integrina. En consecuencia, es probable que existan en la miofibras al
menos dos sistemas de anclaje paralelos, pero independientes: el primero formado por el
basamento laminina-DGC (Figura 1), y el segundo constituido por el sistema de anclaje
laminina-2- integrina o7p1 (Figura 2). Es posible que ambos sistemas confieran estabilidad

fisico mecénica y participen en funciones de sefializacion.
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Figura 2. Sistema de anclaje constituido por ¢l complejo Jaminina-integrina. Posiblemente este sistema confiera
estabilidad fisico mecanica y tenga funciones de sefializacion.

Variacion intrafamiliar e interfamiliar.

Los distintos fenotipos observados en las diferentes distrofias musculares representan un
serio problema para su clasificacion y estudio. Esto se agrava cuando se descubre que una
mutacién especifica resulta con diferente fenotipo dentro de una misma familia. Como un
ejemplo claro de ello Bonne y cols. (2000) reportan una familia con una mutacién en el
gene de lamina A/C en la que algunos miembros desarrollan distrofia muscular mientras
que otros han desarrollado t{inicamente cardiomiopatfa. También han sido reportadas
familias en las cual una misma mutacién en disferlina resulta en distrofia muscular de
cintura 2By donde otros miembros de la misma familia desarrollan distrofia muscular

distal tipo Miyoshi (Ueyama et al., 2001). En otros casos diferentes mutaciones en LMNA
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pueden presentar no solo la distrofia muscular Emery-Dreifuss sino también cardiomiopatia
dilatada con defectos en la conduccion sin relacion con la musculatura (Fatkin et al., 1999).
La respuesta al fenomeno puede ser explicada por genes modificadores (Pennachio et al.,
2001) que haya posiblemente retrotransposones que interactiian (Whitelaw et al 2001), por
modificacién de proteinas en el plegamiento o uniones diferentes entre ellas (Norwood et

al., 2000) o en respuesta a los efectos de ciertos agentes infecciosos (Emery, 2002).

Incidencia

La DMD ha sido definida claramente en afios recientes, la incidencia ha sido establecida
sobre la base de unos 40 estudios incluyendo varios millones de varones vivos y esta es de
300X10 6 y en términos de poblacién total de nifios es de 60 X6 (Emery, 1991). La
incidencia para otras distrofias no ha sido establecida con certeza aunque clinica y
genéticamente han sido definidas (Darin et al., 2000).

Justificacién

Las distrofias musculares son un grupo de enfermedades genéticamente heterogéneas,
poseen una variabilidad fenotipica amplia aun dentro de una misma familia y tiene una
similitud de signos y sintomas, lo cual dificulta el diagnéstico clinico para identificarlas.
Por otra parte, en los tltimos diez afios se ha incrementado a mas de treinta el nimero de
genes responsables de distinﬁs distrofias. Lo anterior ha propiciado que se busquen
alternativas para un mejor diagndstico y una mayor comprension de la fisiopatologia de
estas enfermedades. Una de las herramientas que se han estado utilizando con éste fin es la
produccién y utilizacion de anticuerpos dirigidos contra las distintas proteinas involucradas
en distrofias musculares. Mediante el empleo de pruebas inmunohistoquimicas es posible

identificar en primera instancia la proteina ausente o defectuosa. Este es un paso previo
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muy importante para el andlisis posterior del gen y la determinacion de la mutacién
responsable de la enfermedad. Juntando todos estos datos es posible llegar a un diagnostico
més certero, y hacer la correlacion de las observaciones clinicas del padecimiento con el
defecto molecular. Con lo anterior se puede obtener la informacién que permita conocer

mas sobre los mecanismos moleculares de las distintas distrofias musculares.

En México se ha hecho poco con respecto al estudio de pacientes con distrofias musculares.
El realizar estos estudios en nuestro pais sentaria las bases para el analisis molecular de
estas patologias, ya que permitiria conocer las mutaciones y el efecto de éstas en la
expresién de las proteinas, asi como la correlacion entre el dafio molecular y las
caracteristicas clinicas de la enfermedad en los distintos pacientes. Ademas, esta
informacion resultaria de suma importancia para conocer mas sobre la fisiopatologia de las
distrofias musculares y aportaria conocimientos nuevos en cuanto a su asociacioén con las
cardiomiopatias.

Hipétesis.

En los pacientes diagnosticados clinicamente con distrofia muscular y con deficiencia o

ausencia de alguno de las de los miembros del DGC existe una mutacion a nivel de DNA.

Objetivo General
Analizar bioquimica y molecularmente la expresion de complejo distrofina-glicoproteinas

en un grupo de pacientes diagnosticado clinicamente con distrofia muscular.




Objetivos particulares

* Clasificar a un grupo de pacientes con distrofias musculares de acuerdo al patron de
herencia y las caracteristicas clinicas de la enfermedad.

* Creacion de un banco de muestras, DNA y biopsias musculares, de aquellos individuos
con distrofia muscular.

* Analisis de las biopsias de musculo mediante pruebas, bioquimicas e
inmunohistoquimicas para determinar la ausencia o reduccion de las proteinas que se han

asociado a distrofia muscular.

Estrategia Experimental:
Pacientes:
Los pacientes diagnosticados clinicamente con distrofia muscular, fueron captados en
diferentes hospitales del sector salud; Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional siglo
XXI-IMSS, Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Dr. Manuel Velasco Sudrez
(INNyN), Hospital Infantil de México, Instituto Nacional de Pediatria (INP), Instituto
Nacional de Ortopedia (INO), Hospital General de México y Centro Médico 20 de
Noviembre del ISSSTE.
Criterios de inclusion de pacientes

¢ Cuadro clinico compatible con distrofia muscular.

¢ Musculos involucrados.

e Niveles elevados de CPK.



e Biopsias muscular de cuadriceps o deltoides que histolégicamente presente
variacion en el tamafio de las fibras, necrosis y eventualmente reemplazo por grasa
y tejido conectivo y en algunos casos ntcleos centrales.

o Arbol genealdgico que muestra una segregacion sugestiva de herencia autosémica
recesiva o antecedente de padres consanguineos, herencia autosémica dominante o
herencia ligada al cromosoma X, que constituyen los modelos de herencia
conocidos en la distrofias musculares. Se incluyen también los casos aparentemente

esporadicos o casos aislados.

Biopsias musculares

Se tomaron biopsias musculares del cuadriceps o deltoides, de tamafio mayor a 5 mm de
didmetro y longitud. Las biopsias se montaron sobre corcho, donde la orientacién de las
fibras musculares seran orientadas perpendicularmente, para que los cortes fueran
transversales. Las biopsias de musculo esquelético de los pacientes y los controles, se
fijaron con medio de congelamiento Tissue Tek (JUNG), se sumergieron en isopentano (2-
Metilbutano, SIGMA) enfriado con nitrogeno liquido.

Inmunofluorescencia

Los cortes de musculo esquelético de 4 a 7y de ancho se realizaron transversalmente en un
criostato MICROM HMS550. Se colocaron en portaobjetos previamente tratados con Poli L
Lisina (SIGMA-ALDRICH). Se bloquearon con albiimina sérica bovina (BSA) al 5%
(SIGMA-Fraccion V), en Buffer de fosfato (PBS) al 10% por lhr, se incubaron con
diferentes anticuerpos primarios por 3 hr a temperatura ambiente o durante 12 hra 4 °C. Se

realizaron tres lavados posteriores con BSA al 1 % PBS al 10 %. El anticuerpo secundario



(CY-3 anti-raton y anti-cabra, Jackson ImmunoReacherch) se incubé en los cortes de
musculo esquelético por 1 hr, se lavaron nuevamente tres veces y finalmente se preservaron
las muestras con Vectashield (Vector whit DAPI) y finalmente se observaron en un
microscopio de fluorescencia (Olympus BX60).

Anticuerpos

Se usaron anticuerpos monoclonales anti-raton acloplados al flourocromo Cy3 -
Sarcoglicano (1:200) (NCL-a-SARC, Novocastra), B-Sarcoglicano (1:200) (NCL-b-SARC,
Novocastra), y—Sarcoglicano (1:200) (NCL-g-SARC, Novocastra), d—Sarcoglicano (1:200)
(NCL-d-SARC, novocastra), Distrofina N-terminal (1:200) (NCL-DYS-3, Novocastra),
Distrofina, C-teminal (1:200) (NCL-DYS2, Novocastra, y Laminina o-2 (1:1000) (NCL-
MEROSIN, Novocastra. Las diluciones se llevaron a cabo en PBS/BSA al 1%.

Extraccién de DNA

El DNA gendmico fue extraido de linfocitos de sangre periférica por el siguiente método:
Se centrifugaron 5 ml de sangre por 10 minutos a 2500 rpm, se recuperé los linfocitos y se
lavaron con buffer de lisis de células rojas (RCLB) hasta que se observaron sélo linfocitos.
Posteriormente se resuspendioé la pastilla en 180 ul de NaCL 5mM y 90ul de dodecil
sulfato de sodio (SDS) al 10% agitando vigorosamente. Se incubd a temperatura ambiente
cinco minutos y posteriormente se agregaron 615.9ul de NaCl saturado, se incubd por 5
min a temperatura ambiente, nuevamente se centrifugo a 15 mil rpm por 15 min. Se
recuper6 el sobrenadante, y el DNA se precipité y se homogenizé con dos volimenes de
etanol absoluto, para incubarse otros 5 min a temperatura ambiente, el DNA precipitado se
lavé con etanol al 70%, tres veces a 15 Krpm durante 5 min, se removié el alcohol y se

resuspendio la pastilla con 60ul agua destilada.



El DNA se cuantificé en un espectrofotémetro (Ultrospec 2000 Pharmacia-biotech) a una
longitud de onda de 260nm y se verificd el grado de pureza con la relacion de longitudes
de honda 260/280 nm. La integridad se verifico en gel de agarosa 1% tefiido con bromuro
de etidio.

Andlisis molecular de LAMA2

Una vez obtenido el DNA se amplificaron por PCR (Touchdown) (Don et al., 1991;Hecker
and Roux 1996) los 64 exones del gen LAMA2. Cada amplificacién fue hecha usando
100ng de DNA gendémico en reacciones de 25 ul. Los productos de PCR fueron analizados
por electroforeSis en geles de agarosa al 2% y purificados por un sistema de extraccion
rapida a través de gel (Marligen Bioscience ). Los productos fueron secuenciados usando
el Big Dye (Applied Biosystems) y secuenciados automaticamente el equipo Applied
Biosystems Automated Sequencer 3700 y usando primers para la secuenciacion,
(Guicheney et al., 1998)

Para la amplificaciéon de exdn 54 del gen LAMA2, las condiciones de PCR fueron,
desnaturalizacién 94 °C por 30s, alineamiento 58 °C por 30 s, polimerizacion 72 °C por 30
s, durante 32 ciclos, los oligonucleotidos 5° TGT CTA CTC TTC CTT TTCCT 3" F y
para el R fue 5'TGC ATT ATC AGC TAG GTG TG 3’, que pertenecen al exon 54 del
gene LAMA-2

Secuenciacién radiactiva.

Con el fin de realizar la secuenciacién manual, el primer 5° se marco ¥32 (PerkinElmer)
para esto fue utilizada la cinasa T4 (BioLabs), incubando 10 min a 37 °C y posteriormente

durante 5 min.a 90 °C para desnaturalizar la enzima. Posteriormente se realizo PCR en las

18



condiciones antes mencionadas. La secuenciacion se llevé a cabo en geles de
poliacrilamida al 8% con medidas de 20 cm de ancho por 45 c¢m de largo. Se le agregaron
4p de muestra a cada carril, se corrié durante tres horas a 1900 Volts / 70 Wats. Finalmente
el gel se transfirio a un papel filtro el cual se puso en contacto con una placa

autoradiografica.



Resultados

En este trabajo se reunieron los datos clinicos de 74 pacientes con diagndstico sugerente de
distrofia muscular. Se tomaron biopsias de musculo deltoides o cuadriceps para analizar el
patron de expresion de algunas de las proteinas que integran el DGC, especificamente las
proteinas del complejo sarcoglicano, distrofina y laminina. Las biopsias también se
sometieron a tincion con Hematoxilina y Eosina para distinguir algunas de sus
caracteristicas a nivel celular.

Se estudiaron 49 pacientes masculinos y 25 femeninos, de un total de 74 pacientes: de los
cuales 37 corresponden a edad pediatrica (0-15 afios), y 35 adultos.

Del total de pacientes analizados por inmunofluorescencia con anticuerpos para deteccion
de a, -B, -y, -8 sarcoglicanos, laminina alfa 2 y distrofina (Tabla 2), se detectaron 13
pacientes con ausencia de distrofina, 12 con deficiencia de esta misma proteina ya sea por
el extremo amino, carboxilo 0 en ambos extremos (Tabla 3). Se detecté un paciente con
ausencia de laminina, 6 pacientes con disminucién de alguno de los sarcoglicanos
(Sarcoglicanopatias), 6 pacientes con ausencia de fibras musculares, asi como 36 pacientes

que presentaban las proteinas estudiadas normales y un paciente con ausencia de laminina.

Cantidad de pacientes Estado de las proteinas estudiadas.
13 Ausencia de la proteina distrofina
12 Disminucién de al proteina distrofina en

los extremo amino, carboxilo o en ambos.

6 Disminucidn de las proteinas sarcoglicanos
1 Ausencia de la proteina laminina

6 Sin fibras musculares

36 Presencia de todas las proteinas estudiadas. |

74 Total de pacientes estudiados.

Tabla 2. Total de pacientes estudiados. Columna uno, numero de pacientes estudiados; columna dos estado de las
proteinas estudiadas.
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Pacientes con ausencia de la proteina distrofina

Los 13 pacientes que no presentaron la proteina distrofina son del género masculino (Tabla

3), el intervalo de edad es entre los 7 meses y los 15 afios de edad, la musculatura

involucrada fue en extremidades distales y proximales, la mayoria contaba con parametros

de CPK altos y el diagnostico clinico fué acertado, en algunos de ellos se detecto la

disminucién de inmunofluorescencia de las proteinas sarcoglicanos.

Numero | Figuras Edad CPK Musculos Dx observaciones

de afios (UL) involucrados
aciente
1 3 15 2800 Distal / Proximal DMD Bajo en SG
2 4 5 Alta ND Distrofia
3 5 9 25270 Distal / Proximal DMD Bajo en SG
4 6 7 meses ND No Determinado Distrofia
5 7 6 260 Hipotonia Dis/Congéni
ta
6 8 7 4500 Proximal Distrofia Bajo en SG
7 9 3 ND Distal / Proximal DMD
8 10 14 3865 Distal / Proximal Distrofia Bajo en SG
9 11 6 ND Proximal DMD Bajo en SG
10 12 14 ND Proximal Cinturas | Bajo en Gama-
SG

11 13 6 ND Proximal y Distal | Distrofia Bajo en SG
12 14 9 10214 Proximal y Distal DMD Bajo en SG
13 15 7 6385 Proximal y Distal DMD Bajo en SG

Tabla 3. Pacientes con ausencia de la proteina distrofina. Primera columna numero de paciente; segunda columna
edad de los pacientes en afios; tercera columna fosfocinasa de creatinina; Cuarta columna Dx diagnostico previo y
ultima columna presencia o ausencia de otras proteinas del DGC.

En estos pacientes se encontré un patroén de inmunofluorescencia anormal compatible con

distrofia muscular de Duchenne. Nueve de los pacientes con ausencia de la proteina

distrofina, (1, 3, 6, 8, 9, 10, 11, 12 y 13; figuras 3, 5, 8, 10, 12, 13, 14, y 15




respectivamente) también presentan deficiencias en las proteinas del complejo
sarcoglicano. Los pacientes 1, 3, 6, 9, 11, 12 y 13 (figuras 3, 5, 8, I1, 13, 14 y 15
respectivamente) presentan deficiencia de los cuatro sarcoglicanos en grados diferentes
(Tabla 4). Una deficiencia marcada se observo en las cuatro proteinas de los pacientes 9 y
13 figuras. Respecto al paciente 3 presenta disminucién en sarcoglicanos pero con una
mayor disminucion en beta y delta sarcoglicanos. El paciente nimero 6 presenta

disminucién en los cuatro sarcoglicanos pero en mayor proporcion beta sarcoglicano.

Numero de|Deficiente en «-|Deficiente en B-|Deficiente en y-| Deficiente en

paciente SG SG SG 5-SG
1 ++ ++ ++ ++
3 ++ + + ++
6 ++ + ++ ++
8 + + +++ +++
9 + + + +
10 +++ ++ + ++
11 ++ ++ ++ ++
12 ++ ++ ++ ++
13 + + + +

Tabla 4. Pacientes sin distrofina y bajos en Sarcoglicanos. Tres cruces inmunofluorescencia normal (+++). Dos
cruces sefial de inmunofluorescencia bajo (++). Una cruz sefial de inmunofluorescencia escasa (+).

El paciente 8 presenta disminucion en alfa y beta sarcoglicanos y finalmente el paciente 10

presenta disminucion solo en gama sarcoglicano.
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Paciente 1

distrofina laminina

Figura 3. Inmunofluorescencia indirecta del paciente 1. Varon de 15 afios de edad, con debilidad
generalizada, CPK de 2800. Las imagenes de inmunofluorescencia muestran la proteina ausente
para distrofina, extremo amino (NH) y carboxilo (COOH), ademas deficiente en la tincién para
las cuatro proteinas sarcoglicanos —, -B, -y y -9, para merosina normal. C: musculo normal P:
musculo paciente. Caso tnico en la familia.
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Paciente 2

distrofina laminina

Figura 4. Inmunofluorescencia indirecta del paciente 2. Varén de cinco afios de edad. las
imagenes de inmunofluorescencia muestra ausencia de la proteina distrofina, el extremo amino
(NH) y en el extremocarboxilo (COOH) presenta dos células revertantes marcadas con una
flecha, las demdas imagenes para las diferentes proteinas —a. —f, -y y -9 sarcoglicanos observa
tincion normal, al igual que laminina. P: musculo paciente C:musculo normal, caso Unico en la
familia.
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Paciente - 3

distrofina laminina

Figura 5. Imégenes de inmunofluorescencia del paciente 3. Varén de 9 afios con CPK de 25270
y debilidad generalizada,. Imagenes de Inmunofluorescencia muestran ausencia total de la
proteina distrofina en ambos extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), con deficiencia en los
cuatro sarcoglicanos pero mas marcado en beta (B) y gama (y) sarcoglicanos, para la proteina
laminina se encuentra normal. P: misculo del paciente C: misculo normal. Caso Unico en la
familia.
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Paciente - 4

distrofina laminina

Figura 6. Imagenes de inmunofluorescencia del paciente 4. Varén de 7 meses de edad. Las
imagenes de inmunofluorescencia muestran ausencia de la proteina distrofina extremo amino
(NH) y carboxilo (COOH), para laminina y los cuatro sarcoglicanos-a, -B, -y y -8 la tincion
fue normal. C: musculo normal. P: musculo de paciente. Caso tnico en la familia
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Paciente- 5

distrofina Jaminina

Figura 7. Imagenes de inmunofluorescencia del paciente 5. Varén de 6 afios, las imagenes de
inmunofluorescencia muestran la tincién para la proteina distrofina es ausente para el extremo
amino (NH) y carboxilo (COOH), para los cuatro sarcoglicanos —a, -B, -y y -8, para laminina
es normal. P: musculo paciente. C: musculo normal. Caso inico en la familia.
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Paciente 6

distrofina laminina

Figura 8. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 6. Varon de 7 afios de
edad, con CPK 4500, con musculatura proximal afectada. Imagenes de inmunofluorescencia
muestran ausencia de la proteina distrofina para ambos extremos amino (NH) y carboxilo
(COOH), los cuatro sarcoglicanos —a, -3, -y y -8 presentan disminucién en la tincién, en la
proteina beta sarcoglicano se acentia la disminucion. Para la proteina laminina se presenta
una tincién normal. C: musculo normal P: misculo paciente. Caso unico en la familia.

28




Paciente 7

distrofina laminina

Figura 9. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 7. Varon de 3 afios, con
debilidad generalizada. Las imagenes de inmunofluorescencia se observan con ausencia total
de la proteina distrofina extremo amino (NH) y extremo carboxilo (COOH), la tincion es
normal para laminina y los cuatro sarcoglicanos -, -B, -y y -8. C: misculo normal. P: misculo
del paciente. Caso Ginico en la familia.
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Paciente - 8

Distrofina Laminina

Figura 10. Imégenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 8. Vaarén de 14 afios, con
musculatura proximal y distal afectada con 3865 de CPK. Las imagenes de inmunofluorescencia
muestran la ausencia de la proteina distrofina extremo amino (NH) y extremo carboxilo (COOH).
Los sarcoglicanos alfa (o) y beta (B) se encuentran disminuidos, para gama (y) y deita (8)
normales al igual que la tincidn para la proteina laminina. C: misculo normal. P: musculo del
paciente. Caso unico en la familia.




Paciente - 9

distrofina laminina

Figura 11. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 9. Varén de 6 afios con
musculatura proximal afectada. Las iméagenes de inmunofluorescencia muestran la ausencia de la
proteina distrofina en el extremo amino (NH) y el extremo carboxilo (COOH), los cuatro
sarcoglicanos —a, -B, -8 y -y con deficiencias severas, para laminina la tincién es normal. P:
musculo de paciente. C: misculo normal. Caso tnico en la familia.




Paciente ~ 10

distrofina laminina

Figura 12. Inmunofluorescencia indirecta del paciente 10. Varén de 14 afios, con afeccion proximal
de la musculatura. Imégenes de inmunofluorescencia muestran la ausencia de la proteina distrofina
en su extremo amino (NH) y carboxilo (COOH), para la proteina gama (y) sarcoglicano la tincién es
deficiente, para alfa (a), beta (B) y delta (y) sarcoglicanos y laminina la tincion es normal. P:
musculo del paciente. C: misculo normal. Caso unico en la familia.
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Paciente - 11

distrofina laminina

Figura 13. Imdigenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 11. Varén de 6 afios con
musculatura proximal y distal afectada. Las imagenes de inmunofluorescencia muestran la ausencia
de la proteina distrofina extremo amino (NH) y carboxilo (COOH), las tincién de alfa (a ), beta (B),
gama (y) y delta () sarcoglincanos se encuentra disminuida a diferencia de laminina que se
encuentra normal. C: musculo normal. P: musculo del paciente. Caso Unico en la familia.




Paciente - 12

distrofina laminina

Figura 14. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 12, Var6n de 9 afios con CPK
de 10214 con musculatura distal y proximal afectada. Imagenes de inmunofluorescencia muestran
ausencia de la proteina distrofina extremo amino (NH) y extremo carboxilo (COOH), con
deficiencia en la tincion para las cuatro proteinas de los sarcoglicanos —, -B, -y y -9, para
laminina la fluorescencia es normal. C: musculo normal. P: musculo del paciente. Caso {inico en
la familia.




Paciente 13

distrofina laminina

Figura 15. Imégenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 13. Varén de 7 afios de edad,
con CPK de 6385, con musculatura proximal y distal afectada. Las imagenes de
inmunofluorescencia muestran la ausencia de la proteina distrofina extremo amino (NH) y extremo
carboxilo (COOH), las cuatro proteinas de los sarcoglicanos —a, -B, -y y -8 se encuentran
deficientes y la tincién para laminina se encuentra normal. P: musculo del paciente. C: musculo
normal. Caso Unico en la familia.
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Pacientes con deficiencia de la proteina distrofina

Se analizaron 12 pacientes con disminucion de la proteina distrofina, once del sexo
masculino y un paciente femenino, el intervalo de edad de los pacientes con disminucion de
distrofina fue entre 5 y 37 afios, la mayoria de los pacientes sufrian debilitamiento de
extremidades proximales, la CPK detectada en sangre fue alta, el diagndstico clinico previo
en este caso 8 de 11 fueron acertados (Tabla 5).

Los pacientes que presentaron normal el extremo carboxilo de la proteina distrofina fueron
15,21, 23 y 25 con disminucién del extremo amino en igual proporcién. Los pacientes 16y
17 tienen disminucién en los dos extremos acentudndose en el extremo amino. Los
pacientes 18 y 19 mostraron disminucion en los dos extremos de la proteina distrofina. El
paciente 20 presentd deficiencia en los dos extremos, aunque mds acentuado en el extremo
carboxilo, finalmente el paciente 24 mostré ausencia del extremo amino y deficiente el

extremo carboxilo (Tabla 6).

Paciente |figura| Edad | Genero | CPK |Consanguinidad | Musculos | Diagnéstico
No. (U/L) afectados previo
14 16 11 M 4021 Negativo P Dist/Neuropatia
15 17 33 M 1521 NoD P Cinturas
16 18 5 M 155 Negativo P Dist/Neuropatia
17 19 32 M 25270 Negativo P DMB/Cinturas
18 20 27 M NoD Negativo P Dist
19 21 9 F 7717 NoD P DMD o DMB
20 22 8 M 1375 NoD P DMD
21 23 9 M 14050 Negativo P DMB
22 24 29 M 1086 Negativo D/P DMB
23 25 28 M 286 Negativo P DMB/Cinturas
24 26 15 M NoD NoD No D DMB
25 27 37 M 162 Negativo D/P DMB

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de pacientes con deficiencia en la proteina distrofina. Columna uno numero de
paciente; Columna dos edad de los pacientes en afios; columna tres genero; Columna cuatro CPK (fosfocinasa de
creatinina); Columna cinco consanguinidad ND (no determinado): Columna seis musculatura afectada, P(
proximal) y D (dital); Séptima columna, diagnostico previo.
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No de paciente NOOH COOH Observaciones
14 ++ -
15 ++ -+ Bajo en v,8-SG
16 + ++ Bajo en SG
17 + ++ Bajo en SG
18 + +
19 + + Bajo en SG
20 ++ +
21 ++ +++
22 ++ +
23 + +++
24 - ++ ]
25 ++ +++

Tabla 6. Expresidn del extremo amino y carboxilo en pacientes deficientes de distrofina; Columna uno, niimero de
paciente; Columna dos, extremo amino (NOOH); Columna tres cxtremo carboxilo (COOH) ; Columna cuatro,

expresion de otras proteinas.

En el grupo de pacientes que tuvieron disminucion de la proteina distrofina, cuatro

pacientes adicionalmente mostraron la expresion deficiente de los sarcoglicanos en

diferentes grados, para las cuatro proteinas (pacientes 15, 16, 17 y 19).

El paciente 15 presentd disminucién de gama sarcoglicano, los pacientes 16 y 17

presentaron disminucion de las cuatro proteinas, acentuandose en alfa y delta sarcoglicanos,

el paciente 19 tuvo disminucién en los cuatro sarcoglicanos con mayor deficiencia en alfa

sarcoglicano, el paciente 23 presentd la misma deficiencia para los cuatro sarcoglicanos

(Tabla 7).
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Nimero de| Deficiente en a- | Deficiente en B-| Deficiente en y-| Deficiente en
SG SG SG 5-SG

paciente

15 +++ +++ ++ ++

16 + ++ ++ +

17 + ++ ++ +

19 + ++ ++ ++

23 ++ ++ ++ ++

Tabla 7. Pacientes con deficiencia de la proteina distrofina y bajos en Sarcoglicanos. Tres

cruces

inmunofluorescencia normal(+++), Dos cruces seiial de inmunofluorescencia bajo (++), Una cruz, seiial de
inmunofluorescencia escasa (+).
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Paciente 14

distrofina Jaminina
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Figura 16. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 14. Var6n de 11 aflos de
edad con CPK de 402, imagenes de inmunofluorescencia muestran una ausencia de tincioén para
la proteina distrofina, para el extremo amino (NH) y una deficiencia para el extremo carboxilo
(COOH). La fluorescencia normal para laminina y los cuatro sarcoglicanos —a, -B, -y y -8. P:
miusculo del paciente. C: musculo normal. Caso Unico en la familia.
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Paciente 15

distrofina laminina

Figura 17. Imé4genes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 15. Vardn de 33 afios, con
musculatura proximal afectada y CPK 252]. Las imagenes de inmunofluorescencia muestran
deficiencia del extremo amino (NH) de la proteina distrofina y una leve disminucion del extremo
carboxilo (COOH), la proteina gama (y) y delta (§) sarcoglicanos se encuentran disminuidos en
comparacion con alfa (a) y beta (B) sarcoglicanos que se encuentran normales, al igual que la
proteina laminina. P: misculo del paciente. C: musculo normal. Caso unico en la familia.
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Paciente 16

Distrofina Laminina

Figura 18. Imédgenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 16. Varén de 5 arios, con
musculatura proximal afectada. Imagenes de inmunofluorescencia muestran deficiencia de la
proteina distrofina presentando mayor deficiencia den el extremo amino (NH) que en el carboxilo
(COOH), en los sarcoglicanos la deficiencia se observa en las cuatro proteinas —¢, -B, -y ¥y -5,
acentuandose mas en alfa (a) y delta (§) sarcoglicanos, para laminina la tincion es normal. P:
miusculo del paciente. C: musculo normal. Caso tnico en la familia.
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Paciente 17

distrofina laminina

Figura 19. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 17. Varén de 32 afios, con
deficiencia de musculos proximales, CPK de 25270. Imigenes de inmunofluorescencia muestran
deficiencia de la proteina distrofina con una menor tincién del extremo amino (NH) que del carboxilo
{COOR), los sarcoglicanos deficientes alfa (a) y delta (8), los sarcoglicanos beta (B) y gama (y) con
mayor presencia que los dos anteriores, para laminina la tincién es normal. C: musculo normal. P:
musculo del paciente. Caso nico en la familia.
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Paciente 18

Distrofina Laminina

Figura 20. Iméagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 18. Varén de 27 afios, con
deficiencia de musculatura proximal. Imagenes de inmunofluorescencia muestran deficiencia de la
proteina distrofina en igual proporcién para el extremo amino (NH) y el extremo carboxilo (COOH),
los sarcoglicanos — o, -B, -y y -8 se encuentran con una tincién normal, al igual que laminina. C:
musculo normal. P: musculo del paciente. Caso Unico en la familia.
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Paciente 19

distrofina laminina

COOH

Figura 21. Iméagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 19. Femenino de 9 afios, con
musculatura proximal afectada, CPK de 7717. Imagenes de inmunofluorescencia de la distrofina en
ambos extremos de la proteina extremo amino (NH) y carboxilo (COOH), los cuatro sarcoglicanos
deficientes, aunque alfa (o) se observa mas deficiente que beta (B), gama (y) y delta (0)
sarcoglicano, para la proteina laminina la fluorescencia se presenta normal. C: milsculo normal. P:
musculo del paciente. Caso tnico en la familia.




Paciente 20

distrofina laminina

Figura 22. Imdgenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 20. Varén de 8 afios,
musculatura proximal afectada, CPK de 1375. Imagenes de inmunofluorescencia muestran a la
proteina distrofina deficiente para el extremo amino (NH) y con menor intensidad el extremo
carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a ,-B,-y y -8 es normal, al igual que para laminina. C:
musculo normal. P: musculo del paciente. Caso unico en la familia.
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Paciente 21

distrofina laminina

Figura 23. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 21. Varén de 9 afios,
musculatura afectada proximal, CPK 14050. Imagenes de inmunofluorescencia muestran
deficiencia de la proteina distrofina para el extremo amino (NH) de la proteina, para el carboxilo
(COOH) es normal, los sarcoglicanos —a, -B,-y y -8 se observan normales al igual que para la
proteina laminina. C: musculo normal. P: musculo del paciente. Caso tnico en la familia.
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Paciente 22

distrofina Jaminina

Figura 24. Imégenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 22. Varén de 29 afios, con
musculatura proximal y distal afectados, CPK 1086. Imagenes de inmunofluorescencia muestran
que el extremo amino (NH) de la proteina distrofina se encuentra afectado, para el extremo
carboxilo (COOH) en mayor proporcion. Los sarcoglicanos —a, -B ~y y —b se encuentran normales,
al igual que la tincidn para la proteina laminina. C: miisculo normal. P: musculo del paciente. Caso
Unico en la familia.
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Paciente 23

distrofina laminina

Figura 25. Inmunofluorescencia indirecta del paciente 23. Varon de 28 afios de edad, con CPK de
286, sin consanguinidad, y musculatura proximal afectada. Imagenes de inmunofluorescencia
muestran sefial para las proteinas estudiadas —a, -8, -y y -6 sarcoglicanos y laminina) excepto para
los extremos amino (NH) y carboxilo de la proteina distrofina (COOH) que presentan disminucion
en la tincién. P: misculo del paciente. C: musculo normal. Caso tnico en la familia.
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Paciente 24

distrofina Jaminina

Figura 26. Iméigenes de inmunofluorescencia .indirecta del paciente 24.Vardén de 15 afios, sin
consanguinidad, con progresién lenta de la enfermedad. Imagenes de inmunofluorescencia
muestran deficiencia para distrofina en su extremo amino (NH) y ausencia en el extremo carboxilo
(COOH) en contraste con la presencia de los sarcoglicanos —a, - —y y -5 al igual que laminina. C:
misculo normal. P: misculo del paciente. Caso tnico en la familia.
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Paciente — 25

distrofina laminina
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Figura 27. Iméagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 25. Var6én de 35 aiios, CPK
162, con musculatura distal y proximal afectada, con progresién lenta de la enfermedad, con un
hermano afectado. Iméagenes de inmunofluorescencia muestran la presencia de todas las proteinas
estudiadas ( -a, -B, -y y -8 sarcoglicanos y laminina) excepto para proteina distrofina en el
extremo amino (NH) de la proteina, para el extremo carboxilo (COOH) se encuentra normal. C:
miusculo normal. P: musculo del paciente.

50




Pacientes con deficiencia en las proteinas sarcoglicanos

De los seis pacientes con deficiencia de las proteinas sarcoglicanos, cuatro son femeninos
y las edades oscilan entre los 17 y los 54 afios, la CPK es elevada, la musculatura
involucrada no es especifica de alguna region, la evolucion de los pacientes es lenta en la

mayoria de los casos (tabla 8).

Paciente figuras CPK Musculatura Evolucién de la
afectada enfermedad

26 28 N/D P Lenta
27 29 N/D PyD No determinada
28 30 1375 P Lenta
29 31 N/D DyP Lenta
30 32 10370 P Lenta
31 33 3691 P Lenta

Tabla 8. Pacientes con deficiencia en las proteinas sarcoglicanos; columna uno numero de pacientes; columna dos
figuras; columna tres CPK (fosfocinaza de creatinina); columna cuatro musculatura afectada P (proximal) y D
(distal); columna cinco evolucién de la erfermedad.

Los pacientes deficientes de las proteinas sarcoglicanos muestran resuitados completamente
diferentes entre si. El paciente numero 26 presenta ausencia de la proteina
gama sarcoglicano, los sarcoglicanos  y & con disminucion al igual que en los extremos
amino y carboxilo de distrofina, las pacientes 27 unicamente tiene deficiencia en beta
sarcoglicano. El paciente 28 presenta las cuatro proteinas sarcoglicanos con deficiencia
pero, con una marcada deficiencia en la proteina alfa sarcoglicano. El paciente 29 sélo se
encontrd deficiencia de alfa sarcoglicano. El paciente 30 presenta deficiencia en alfa y
gama sarcoglicano a diferencia del paciente 31 que sélo presentd deficiencia acentuada en

delta sarcoglicano (Tabla 9).

51




No de a-SG B-SG 7-SG 5-SG
paciente Edad Genero

26 17 M +++ ++ - ++
27 34 F +++ + +++ ++
28 54 F + ++ ++ ++
29 25 F + +++ +++ 4+
30 18 F ++ +++ ++ +++
31 31 M +++ +++ +++ +

Tabla 9. Expresién de sarcoglicanos en pacientes deficientes de estas proteinas , columna uno nimero de paciente;
columna dos edad en aftos; columna tres género M (masculino) y F (femenino); columnas cuatro, cinco, seis y siete,
expresién de sarcoglicanos, (-) ausente, Tres cruces inmunoflucrescencia normal(+++), Dos cruces sefial de

inmunofluorescencia bajo (++), Una cruz, sefial de inmunofluorescencia escasa (+).
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Paciente - 26

distrofina laminina

Figura 28. Iméagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 26. Varén de 17 afios, con
musculatura proximal afectada con evolucién lenta de la enfermedad, Imégenes de
inmunofluorescencia muestran normales a todas las proteinas, distrofina extremo amino (NH) y
carboxilo (COOH), laminina y alfa (o) sarcoglicano, en comparacién con beta (B) al y delta (8)
sarcoglicanos que se encuentran disminuidos, finalmente gama (y) sarcoglicano que se encuentra
ausente de tincion. El arbol genealdgico muestra antecedentes de una generacion anterior. C:
musculo normal. P: musculo del paciente.
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Paciente 27

distrofina laminina

Figura 29. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 27. Femenino de 34 afios.
Imagenes de inmunofluorescencia muestran a la proteina distarofina extremo amino (NH) y
extremo carboxilo (COOH) con tincién normal al igual que laminina, a diferencia de la proteina
beta (B) sarcoglicano que se encuentra deficiente, alfa (o), delta(d) y gama (y) sarcoglicanos con
tincion normal. P: musculo del paciente. C: masculo normal. Caso Gnico en la familia.
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Paciente 28

distrofina laminina

Figura 30. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 28. Femenino de 54 afios de
edad, CPK 1375, con musculatura proximal afectada, con evolucion lenta de la enfermedad.
Iméagenes de inmunofluorescencia muestran a las proteina distrofina extremo amino (NH) y
extremo carboxilo (COOH) con tincion normal al igual que laminina, para las protc?mas
sarcoglicanos deficientes en beta (B), delta (8) y gama () sarcoglicanos, con mayor deficiencia en
alfa (o) sarcoglicano. C: musculo normal. P: musculo del paciente. Caso tnico en la familia
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Paciente - 29

distrofina laminina

Figura 31. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 29. Femenino de 25 afios, con
musculatura distal y proximal afectada, con evolucion lenta de la enfermedad. Imagenes de
inmunofluorescencia muestran para la proteina distrofina extremo amino (NH) y carboxilo
(COOH), laminina, -B, -y y -8 sarcoglicanos con tincién normal, en contraste con o-—
sarcoglicano que se encuentra deficiente. C: miisculo normal. P: musculo del paciente. Caso tinico
en la familia.

56




Paciente - 30

distrofina laminina

Figura 32. Inmunofluorescencia indirecta del paciente 30. Femenino de 18 afios, CPK de 10370,
con musculatura proximal afectada y evolucién lenta de la enfermedad. Imagenes de
inmunofluorescencia muestran la proteina distrofina extremo amino (NH) y extremo carboxilo
(COOH), laminina, beta (B) y delta (8) sarcoglicanos se encuentran con tincién normal, en
contraste con alfa (o) y gama (y) sarcoglicanos que se encuentran disminuida su tincién. C:
misculo normal. P: musculo del paciente. Caso unico en la familia.
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Paciente - 31

Distrofina Laminina
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Figura 33. Inmunofluorescencia indirecta del paciente 31. Varén de 31 afios, CPK 3691, con
musculatura proximal afectada, evolucion lenta de la enfermedad, con existencia de
consanguinidad. Imagenes de inmunofluorescencia muestran la presencia normal de todas las
proteinas estudiadas —a, -B y —y sarcoglicanos, excepto para delta (8) sarcoglicano que se encuentra
disminuida la tincion. P: musculo del paciente. C: musculo normal.
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Pacientes en los que no se encontré deficiencia para las proteinas estudiadas.

De los 36 pacientes incluidos en este apartado, 19 son masculinos y 17 femeninos la edad

varia desde ocho meses hasta los 45 afios, los datos de CPK siempre fueron elevados por

enzima de lo normal, la musculatura involucrada fué tanto proximal como distal, la

evolucién de la enfermedad se registra entre lenta y moderada, la consanguinidad sélo se

presento en el paciente 52, también se registraron los pacientes 63 y 65 con antecedentes de

distrofia muscular. El diagnostico final de los pacientes con presencia de todas las proteinas

estudiadas no se ha podido concluir, debido a que no se cuenta con los anticuerpos

especificos para otras proteinas involucradas con distrofia muscular (Tabla 10).

CPK Musculatura Diagndstico
Paciente/ Figura edad Género (U/L) afectada Progresion Consanguinidad previo
32-34 8/12 F Alta D/P lenta no Hipotonia
33-35 22 F 493 P lenta no Distrofia
34-36 2 F 258 /P No D No D Distrofia
35-37 25 M elevada DiP lenta No D Miyoshi
36-38 29 M 362 D lenta no cinturas
37-39 35 M 162 PID lenta no Becker
3840 8 F 137 P/ID No D no Cinturas
3941 20 F No D ? No D No D Cinturas
40-42 8 F 979 P Lenta No Distrofi
4143 14 M 43 P lenta no Miotoni
42-44 4 M 369 P Moderad: No Coggm
4345 45 M No D [ lenta no Cinturas
44-46 29 M 10630 P lenta no Cinturas
4547 Kk} F 90 P lenta No Cinturas
4648 29 F 1115 P/D Moderad NO Cintura
4749 9 F 284 D/P lenta no DMD
48-50 10 M 635 PID lenta no DMD
49-51 29 F 1115 P Moderada no Cinturas
50-52 7 F 7273 PID No D No D
51-53 21 M 11674 P Lenta no cintura
52-54 17 M 290 P Lenta no distrofia
53-55 ] M 7293 No D Ne D No D congénite
54-56 22 F 1358 P lenta si Disferlinopatia
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55-57 7 F 37 P lenta No D DMB
56-58 i3 M 1277 PID lenta No Cinturas
57-59 19 F NoD P lenta No Disferlinopatia
58-60 22 F 4600 D lenta No cinturas
59-61 7 M 1569 P lenta No D DMD
60-62 3 M NOD P lenta No D DMD
61-63 29 M 1093 P/D lenta No Distrofia cinturas
62-64 29 M 185 P/D lenta No Distrofia
63-65 I M 198 PD Moderada No DMD
64-66 43 M 2800 P lenta No Distrofia miotonica
65-67 3 F 509 PID lenta No distrofia
66-68 6 M 390 P Moderada NO DMD
67-69 22 F 6727 P/D Moderada No Cintura

Tabla 10. Pacientes con presencia de todas las proteinas; columna uno, niimero de paciente; columna dos, edad en
afios; columna tres genero; columna cuatro, CPK (fosfocinasa de creatinina); columna cinco, musculatura afectada
P (proximal) y D (distal); columna seis; progresién de la enfermedad; columna siete, consanguinidad ND (no

determinada);

tico previo.

ocho, diag
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Paciente - 32

Distrofina Laminina

Figura 34. Imégenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 32. Femenino de 8 meses de
edad, musculatura involucrada distal y proximal, con evolucién rapida de la enfermedad.
Imégenes de inmunofluorescencia muestran a todas las proteinas —a, -B, -y y -5 sarcoglicanos,
distrofina extremo amino (NH) y carboxilo (COOH) y laminina con tinciones normales. P:
musculo del paciente. C: musculo normal. Caso tinico en la familia.
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Paciente33

Distrofina L.aminina

Figura 35. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 33. Femenino de 22 afios, con
musculatura proximal afectada, CPK de 943. Imégenes de inmunofluorescencia muestran los
extremos de la proteina amino (NH) y carboxilo (COOH) distrofina normal, para los
sarcoglicanos —a, -f, -0 y —y la tincion es normal, al igual que para la proteina laminina. Ausente
para la proteina disferlina (resultado no mostardo). C: musculo normal. P: musculo del paciente.
Caso tnico en la familia.




Paciente 34

Distrofina Laminina

Figura 36. Iméagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 34. Femenino de dos afios,
con musculatura distal y proximal afectada, CPK de 258, Imagenes de inmunofluorescencia
muestran que la proteina distrofina se presenta normal para los extremos amino (NH) y carboxilo
(COOH), al igual para los sarcoglicanos —u, -, ~y y -8, para la proteina laminina la tincion es
normal. P: misculo del paciente. C: musculo normal. Caso unico en la familia.




Paciente — 35

Distrofina Laminina

Figura 37. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 35. Varon de 25 afios, con CPK
elevada, musculatura involucrada distal y proximal, con progresion lenta de la enfermedad.
Imagenes de inmunofluorescencia muestran la presencia de todas las proteinas estudiadas,
distrofina extremos amino (NH) y carboxilo (COOH) de la proteina, al igual para los sarcoglicanos
-a, -, —y y -0, para la proteina laminina la tincién es normal. P: musculo del paciente. C: musculo
normal. Caso tnico en la familia.
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Paciente — 36

Distrofina Laminina

Figura 38. Iméagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 36. Var6n de 29 afios, CPK
de 362, con musculatura involucrada distal, con progresion de la enfermedad lenta. Imégenes de
inmunofluorescencia muestran que la proteina distrofina se presenta normal para los extremos
amino (NH) y carboxilo (COOH), al igual para los sarcoglicanos —a, -B, —y y 9., para la
proteina laminina la tincién es normal. P: musculo del paciente. C: muisculo normal. Caso nico
en la familia,




Paciente — 37

Laminina

Figura 39. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 37. Varén de 9 afios, CPK 867,
musculatura involucrada proximal, con progresion lenta de la enfermedad, sin consanguinidad.
Imégenes de inmunofluorescencia muestran que la proteina distrofina se presenta normal para los
extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), al igual para los sarcoglicanos —a, -B, —y y -8, para la
proteina laminina la tincién es normal. P: misculo del paciente. C: misculo normal. Caso tnico en
la familia.
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Paciente — 38

Distrofina Laminina

Figura 40. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del pzciente 38. Femenino de 8 afios, CPK
137, con musculatura distal y proximal afectada, con progresion lenta de la enfermedad, sin
consanguinidad. Iméagenes de inmunofluorescencia muestran que la proteina distrofina se presenta
normal para los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), al igual para los sarcoglicanos —a, -f, -
Y y -8, para la proteina laminina la tincién es normal. P: musculo del paciente. C: musculo normal.
Caso tunico en la familia.




Paciente - 39

Distrofina Laminina

Figura 41. Imégenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 39. Femenino de 20 afios.
Imégenes de inmunofluorescencia muestran que la proteina distrofina se presenta normal para los
extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), al igual para los sarcoglicanos —a, -B, -y y -0, excepto
para laminina que no fue determinada. P: misculo del paciente. C: musculo normal. Caso Gnico en

la familia.
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Paciente 40

Distrofina Laminina

Figura 42. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 40. Femenino de 8 afios, con
debilidad proximal, progresion lenta de la enfermedad, CPK 509, sin consanguinidad. Iméagenes
de inmunofluorescencia muestran a la proteina distrofina normal para los extremos amino (NH) y
carboxilo (COOH), al igual para los sarcoglicanos —, -B, =y y -0, para la proteina laminina la
tincion es normal. P: musculo del paciente. C: musculo normal. Caso tinico en la familia.

69




Paciente 41

distrofina laminina

Figura 43. Iméagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 41. Varon de 14 afios, con
CPK normal, musculatura proximal afectada, con progresion lenta de la enfermedad, sin
consanguinidad. Imagenes de inmunofluorescencia de la proteina distrofina se observa normal
para los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), al igual para los sarcoglicanos —a, -, =y y -
3, para la proteina laminina la tincién es normal. P: musculo del paciente. C: misculo normal.
Caso tnico en la familia.
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Paciente — 42

distrofina laminina

Figura 44. Imégenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 42. Varén de 4 afios, CPK 369,
musculatura proximal afectada, evolucién de la enfermedad moderada, sin consanguinidad. Las
imégenes de inmunofluorescencia muestran a la proteina distrofina normal para los extremos
amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —, -, —y y —9 la tinci6én es normal, para
la proteina laminina se presenta normal. P: misculo del paciente. C: misculo normal. Caso tnico
en la familia,
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Paciente - 43

Distrofina Laminina

Figura 45. Iméagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 43. Varon de 45 afios,
musculatura proximal afectada, evolucion de la enfermedad lenta, sin consanguinidad. Imégenes
de inmunofluorescencia muestran la proteina distrofina normal para los extremos amino (NH) y
carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -, =y y —0 la tincién es normal, para la proteina

laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C: musculo normal. Caso tnico en la
familia.




Paciente — 44

Distrofina Laminina

Figura 46. Iméagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 44, Varén de 29 afios, con
CPK de 10630, con musculatura proximal afectada, evolucién de la enfermedad lenta, sin
consanguinidad. Iméagenes de inmunofluorescencia muestran a la proteina distrofina normal para
los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —, -, —y v -9 la tincion es
normal, para la proteina laminina se presenta normal. P: misculo del paciente. C: misculo
normal. Caso tinico en la familia.




Paciente - 45

Distrofina Laminina

Figura 47. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 45. Femenino de 33 afios, CPK
de 90, con musculatura proximal afectada, evolucion lenta de la enfermedad y sin consanguinidad.
Imagenes de inmunofluorescencia muestran a la proteina distrofina normal para los extremos
amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -B, —y y -8 la tincién es normal, para
la proteina laminina se presenta normal. P: muasculo del paciente. C: misculo normal. Caso tinico
en la familia.
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Paciente — 46

distrofina laminina

Figura 48. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 46. Femenino de 29 afios, CPK
1115, musculatura distal y proximal afectada, con evolucién de la enfermedad moderada y sin
consanguinidad. Imégenes de inmunofluorescencia muestran a la proteina distrofina normal para
los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -, —y y —0 la tincion es
normal, para la proteina laminina se presenta normal. P:musculo del paciente. C: musculo normal.
Caso tinico en la familia.
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Paciente — 47

Distrofina Laminina

Figura 49. Iméagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 47. Femenino de 9 afios, con
musculatura afectada distal y proximal con evolucion lenta de la enfermedad. Imagenes de
inmunofluorescencia muestran a la proteina distrofina normal para los extremos amino (NH) y
carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -B, —y y -9 la tincion es normal, para la proteina
laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C: misculo normal. Caso tnico en la
familia.
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Paciente - 48

Distrofina Laminina

Figura 50. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 48. Varén de 10 afios, CPK 635,
musculatura involucrada distal y proximal, con evolucién lenta de la enfermedad, sin
consanguinidad. Imagenes de inmunofluorescencia muestran a la proteina distrofina normal para los
extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —o, -, —y y - la tincion es
normal, para la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C: misculo normal.
Caso tnico en la familia.
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Paciente - 49

Distrofina Laminina

Figura 51. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 49. Femenino de 29 afios, CPK
1115, con musculatura proximal afectada, con evolucién de la enfermedad moderada, sin
consanguinidad. Imagenes de inmunofluorescencia muestran a la proteina distrofina normal para
los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —, -B, —y y -9 la tincidn es
normal, para la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C: musculo normal.
Caso tnico en la familia.
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Paciente - 50

Distrofina Laminina

Figura 52. Iméagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 50. Femenino de 7 meses,
CPK de 7273, con musculatura distal y proximal afectada. Imdgenes de inmunofluorescencia
muestran a la proteina distrofina normal para los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para
los sarcoglicanos —a, -B, =y y -0 la tincién es normal, para la proteina laminina se presenta
normal. P: musculo del paciente. C: misculo normal. Caso tinico en la familia.
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Paciente - 51

distrofina laminina

Figura 53. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 51. Varén de 22 afios, CPK de
11674, con musculatura proximal afectada y evolucion lenta de la enfermedad. Imagenes de
inmunofluorescencia muestran a la proteina distrofina normal para los extremos amino (NH) y
carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -, —y y -8 la tincién es normal, para la proteina
laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C: misculo normal. Caso tnico en la familia.
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Paciente - 52

Distrofina Laminina

rigura 54. Imégenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 52. Varon de 17 afios, CPK de
290, con musculatura proximal afectada, con evolucién lenta de la enfermedad, sin
consanguinidad. Imégenes de inmunofluorescencia muestran a la proteina distrofina normal para
los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -B, —y y -9 la tincion es
normal, para la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C: misculo
normal. Caso tinico en la familia.
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Paciente 53

Distrofina Laminina

Figura 55. Imégenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 53. Varén de 6 afios, CPK de
7293, sin consanguinidad. Iméagenes de inmunofluorescencia muestran a la proteina distrofina
normal para los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -B, =y y -9
la tincion es normal, para la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C:
musculo normal. Caso unico en la familia,




Paciente — 54

Distrofina Laminina

25 22 20

Figura 56. Imégenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 54. Femenino de 22 afios, CPK
de 1358, con musculatura distal afectada, escapulas haladas e hiperlordosis, con evolucién de la
enfermedad lenta, consanguinidad positiva y antecedentes. Imégenes de inmunofluorescencia
muestran a la proteina distrofina normal para los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para
los sarcoglicanos —a, -B, —y y -8 la tincion es normal, para la proteina laminina se presenta normal.
P: musculo del paciente. C: muisculo normal.
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Paciente — 55

Distrofina Laminina

Figura 57. Imégenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 55. Femenino de 7 afios con
musculatura proximal afectada y CPK 370. Imdgenes de inmunofluorescencia muestran a la
proteina distrofina normal para los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los
sarcoglicanos —a, -B, —y y -0 la tinci6n es normal, para la proteina laminina se presenta normal. P:
musculo del paciente. C: musculo normal. Caso tinico en la familia.

84




Paciente — 56

distrofina Laminina

Figura 58. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 56. Var6n de 33 afios, CPK de
1277, musculatura distal y proximal afectada, con evolucién lenta de la enfermedad, sin
consanguinidad. Imagenes de inmunofluorescencia muestran a la proteina distrofina normal para
los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -B, =y y -0 la tincién es
normal, para la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C: musculo
normal. Caso tnico en la familia.
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Paciente- 57

distrofina laminina

COOH NH

Figura 59. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 57. Femenino de 19 afios,
musculatura afectada proximal, con evolucion lenta de la enfermedad, sin consanguinidad.
Imagenes de inmunofluorescencia de la proteina distrofina se presenta normal para los extremos
amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -, —y y -8 la tincion es normal,
para la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C: musculo normal. Caso
unico en la familia.
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Paciente — 58

distrofina laminina

Figura 60. Imé4genes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 58. Femenino de 22 afios, CPK
4600, con musculatura afectada distal, sin consanguinidad. Imagenes de inmunofluorescencia
muestran a la proteina distrofina con tincién normal para los extremos amino (NH) y carboxilo
(COOH), para los sarcoglicanos —q, -f, —y y -9 la tincion es normal, para la proteina laminina se
presenta normal. P: musculo del paciente. C: musculo normal. Caso unico en la familia,
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Paciente — 59

distrofina laminina

Figura 61. Imégenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 59. Var6n de 7 afios, CPK
1569, musculatura proximal afectada. Iméagenes de inmunofluorescecia muestran a la proteina
distrofina normal para los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —,
-B, —y y -9 la tinci6én es normal, para la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del
paciente. C: misculo normal. Caso tnico en la familia.




Paciente — 60

distrofina laminina

Figura 62. Imégenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 60. Varén de 3 afios, con
musculatura proximal afectada y con evolucién lenta de la enfermedad. Imagenes de
inmunofluorescencia muestran a la proteina distrofina que se presenta normal para los extremos
amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -B, —y y -0 la tincion es normal, para
la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C: musculo normal. Caso dnico
en la familia.
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Paciente — 61

distrofina laminina

Figura 63. Imdgenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 61.Varon de 29 afios, CPK
1093, musculatura distal y proximal afectada, evolucién de la enfermedad lenta, sin
consanguinidad. Imagenes de inmunofluorescencia de la proteina distrofina se presenta normal para
los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -, —y y -9 la tincion es
normal, para la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C: misculo normal.
Caso tnico en la familia.
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Paciente — 62

distrofina laminina

Figura 64. Iméagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 62. Varén de 29 afios, con
musculatura proximal y distal afectada con evolucion lenta de la enfermedad y sin consanguinidad.
Imégenes de inmunofluorescencia de la proteina distrofina se presenta normal para los extremos
amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -f, —y y -9 la tincion es normal, para
la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C: misculo normal. Caso tnico
en la familia,
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Paciente — 63

Distrofina

Laminina

Figura 65. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 63. Varén de 1 afio, CPK 198,
musculatura distal y proximal afectada, evolucién lenta de la enfermedad, con antecedentes de
distrofia muscular en tres hermanos. Imégenes de inmunofluorescencia muestran a la proteina
distrofina normal para los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —, -
B, —y y -0 la tincién es normal, para la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del
paciente. C: misculo normal.




Paciente - 64

distrofina laminina

Figura 66. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 64. Varon de 43 afios, CPK
2800, con musculatura proximal afectada, con evolucién lenta de la enfermedad y sin
consanguinidad. Imagenes de inmunofluorescencia de la proteina distrofina se encuentra normal
para los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -B, -y y -9 la
tincion es normal, para la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C:
musculo normal. Caso tinico en la familia.




Paciente — 65

distrofina laminina

00
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Figura 67. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 65. Femenino de 3 afios, CPK
509, con musculatura proximal y distal afectada, con evolucién lenta de la enfermedad y sin
consanguinidad. El arbol genealégico muestra el tipo de transmision de la enfermedad como
autosomica dominante. Imagenes de inmunofluorescencia de la proteina distrofina se encuentra
normal para los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —, -B, =y y -0 la
tincion es normal, para la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C: musculo
normal.
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Paciente — 66

distrofina laminina

Figura 68. Imagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 66. Varén de 6 aiios, con CPK
390, musculatura proximal afectada, con evolucién moderada de la enfermedad, sin
consanguinidad. Imagenes de inmunofluorescencia de la proteina distrofina se encuentra normal
para los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -B, =y y -0 la
tincién es normal, para la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del paciente. C:
musculo normal. Caso tinico en la familia.




Paciente — 67

distrofina

laminina

Figura 69. Iméagenes de inmunofluorescencia indirecta del paciente 67. Femenino de 22 afios,
CPK 6727, musculatura distal y proximal afectada, con evolucién moderada de la enfermedad,
sin consanguinidad. Iméagenes de inmunofluorescenciade la proteina distrofina se encuentra
normal para los extremos amino (NH) y carboxilo (COOH), para los sarcoglicanos —a, -B, =y ¥
—0 la tincién es normal, para la proteina laminina se presenta normal. P: musculo del paciente.
C: musculo normal. Caso tnico en la familia.
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Pacientes sin fibras musculares.

Se analizaron 6 pacientes, que debido al proceso avanzado de la enfermedad no se pudieron

observar fibras musculares por medio de inmunofluorescencia, dos pacientes femeninos y

cuatro pacientes masculinos, la edad de los pacientes varia entre 1 y 32 afios, los datos de

evolucion de la enfermedad no son constantes y el diagnéstico preliminar no fue posible

probarlo.

Paciente/ Edad(afios) Genero CPK Evolucion de la | Diagnostico
Figura (UL) enfermedad | previo
68-70 30 M 479 Lenta Cinturas
69-71 9 M 2211 Moderada Sin
70-72 32 F 1256 Lenta D-Becker
71-73 27 M NoD Lenta D-Becker
72-74 1 F NoD Répida Distrofia
73-75 5 M NoD No D Duchenne

Tabla 11. Pacientes sin fibras musculares; columna uno, niimero de paciente; columna dos, edad en afios; columna
tres, genero; columna cuatro, CKP (fosfocinasa de cretinina); columna cinco, evolucion de la enfermedad ND (no
determinada); columna seis, diagnostico previo.
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Sin fibras musculares

distrofina

laminina

Figura 70. Sin fibras musculares. C: misculo normal. P: musculo del paciente.
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Paciente con ausencia de la proteina merosina

La paciente 74 con edad de 8 meses, segundo hijo de una pareja consanguinea nacida en un
pueblo pequefio del Estado de Hidalgo en donde la endogamia es muy alta debido a lo
aislado de la zona. Se logro obtener el arbol genealdgico de la paciente de cuatro

generaciones anteriores (fig 71)

Figura 71. Arbol genealégico de la paciente 74. Donde se muestra la existencia de consanguinidad entre la

generacién Il y IV, asi como antecedente de la enfermedad en la generacién V-1,

La paciente fu€ valorada en el Hospital de Pediatria del Centro Medico Nacional siglo XXI
del IMSS presentando para el primer mes de vida hipotonia, irritabilidad, con movimientos
reducidos espontdneos y succiéon débil. La exploracion fisica mostré reduccion de la

musculatura de la cintura, contracturas en tobillos, rodillas y muiiecas. Las extremidades
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superiores e inferiores se encontraban hipertroficas, CPK en suero fue de 2897 U/l y
lactato deshidrogenasa de 454 U/I.

Las imdgenes de resonancia magnética nuclear (IRM) realizadas en los hemisferios
cerebrales de la paciente 74 muestran una sefial baja en T1, imagenes favorables y una
intensidad alta de sefial en T2, las imagenes de mielinizacion, corresponden a un patron de
edad de 3 meses (fig 72), estas son areas de hiperintensidad periventricular que

corresponden a dreas de desmielinizacion.

Figura 72, Imégenes de resonancia magnética de hemisferios cerebrales de la paciente 74. Mostrando una baja
intensidad de sefial en T1 y una alta intensidad de sefial en T2, las im#genes muestran un patrén de mielinizacion
deficiente para la edad de la paciente 74.
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La biopsia muscular reveld atrofia con escasas fibras pequefias y fibras que alternan con
fibras musculares hipertroficas dafiadas, incremento del tejido conectivo y centralizacién de

nucleos celulares.

Anilisis de inmunofluorescencia del paciente.

La criosecciones de musculo esquelético de la biopsia del paciente como la de el control,
son de cuadriceps, se trataron con los anticuerpos monoclonales de «a-, B-, y- , &-
sarcoglicanos , distrofina exteremo amino y merosina alfa-2. La inmunotincién mostré una
ausencia de la proteina merosina alfa-2 en la superficie de las fibras musculares del
paciente {fig 73) en contraste, fué€ posible observar la expresion de todos los sarcoglicanos

(-, B-, y-, 8-) y distrofina.

Contol

Control
S RA L

5-SG

LAM

DYS,

Figura 73. Imfigenes de inmunofluorescencia del paciente 74. Donde se observa sefial positiva tanto del control
como del paciente 74 en las proteinas a-, B-, y-, 8-sarcoglicanos y distrofina a diferencia de la proteina merosina
que se encuentra sin sefial.
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Las caracteristicas clinicas y los resultados de la inmunofluorescencia del paciente, llevaron
a analizar la expresion del gene de laminina 2, el gen cuenta con 64 exones que fueron
amplificados por PCR touch-down, los productos de DNA fueron obtenidos y secuenciados
automaticamente. La secuencia nucleotidica del exdn 54 del DNA del paciente reveld la
presencia de un punto de mutacion homocigoto en una posicion nucleotidica 7781 (Fig.74)
la mutacién fue una transicién de C por T que causa reemplazo de un residuo de arginina

por un coddn de paro, en la posicién del aminoacido 2578 (R2578X)

Normal Heterocigoto Mutante

Lys Arg Lys Stop
Gh Al AC GAAG ) 2

Figura 74. Electroferogramas de la secuencia nucleotidica del exdn 54 del gen LAMA 2. Donde se muestra la
secuencia normal, el heterocigoto y el mutante.
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Para confirmar la mutacion se llevd a cabo una secuenciacion manual. (Fig. 75) mostrando
una condicién heterocigota del exén 54 del gen LAMA2 en el DNA de los padres de la

paciente.

ATCG ATCG

BN ENE NN

Figura 75. S iacién automatizada y manual del exén 54 del gen LAMA 2 de los padres de Iz paciente 74. A
condicién heterocigota en un alectroferogrdma; B misma condicién heterocigota en una secuenciacién manual.
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Algunos miembros que conforman la familia del paciente 74 en los cuales, fué posible
determinar la presencia de la mutacién, obteniéndose las secuencias nucleotidicas del exdn
54 del gen LAMA2, los individuos II-1, 11-4, de igual forma para los individuos III-1, IV-1
y 1V-2, el individuo III-2 fue inferida la portacién de la mutacion debido a que no fué
posible realizarle el estudio, a los individuos IV-3 al 6 se determind que no son portadores

de la mutacion. (Fig.76)

PEDIGRI

v

Figura 76. Pedigri de la paciente 74. Los puntos obscuros muestran a los portadores de la mutacién, en la
generacién II ( individuos I y 4), en la generacion IlI (individuos 1 y 2) de esta generacién al individuo 2 no se le
realizd el andlisis de portadores de la mutaciu, sin embargo debido a la forma de transmisién de la enfermedad se
de por hecho que es portador; generacién IV individuos del 1 al 6 se les realizd el analisis de portadores de Ia
mutacion, pero solo resultaron positivos los individuos I y 2; la generacién V el individuo 2 es la paciente74.
homocigota para la mutacién, el individuo 1 fallecido con las mismas caracteristicas clinicas del individuo 2 de la
misma generacion.
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Discusion.

Las distrofias musculares son enfermedades que se caracterizan por producir atrofia
muscular progresiva (Van der Kooi et al., 1996). Son de inicio y grado variables y se
pueden manifestar en etapas que van desde el nacimiento hasta la edad adulta, siguiendo
diversos modelos de herencia mendeliana. Algunas de ellas son ocasionadas por
mutaciones en los genes que codifican las proteinas que integran el complejo distrofina
glicoproteina (CGD) en la membrana de la fibra muscular. Esto origina que la interaccion
entre los componentes del complejo sea fragil, lo que conduce a defectos de integridad del

sarcolema y a la degradacion de la fibra muscular (Vainzof et al., 1999).

El diagnédstico de las distrofias musculares es complicado debido a que los signos y
sintomas se sobreponen y en ocasiones son muy similares entre las diferentes distrofias,
actualmente es factible identificar a las proteinas defectuosas mediante pruebas de
inmunofluorescencia con anticuerpos especificos, lo que determina la posibilidad de

establecer un diagndstico més certero en estos pacientes.

Con la” finalidad de determinar, si los pacientes con distrofia muscular presentan
alteraciones en algunas de las proteinas del DGC, distrofina, sarcoglicanos y laminina se
realizd un andlisis mediante inmunofluorescencia indirecta en biopsias de musculo
esquelético de 74 pacientes y se logré determinar una mutacién en una paciente con

ausencia de merosina, asi como a los portadores de la mutacién dentro de la familia.
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Se encontraron 13 pacientes con ausencia de la proteina distrofina, con edad peditrica
entre 7 meses y 15 afios, lo que coincide con lo ya descrito ( Emery, 1993), con una CPK de
el doble en magnitud de lo normal para la mayoria de los pacientes, musculatura general

afectada y diagnosticados acertadamente en mas del 50% para DMD.

Los resuitados de la ausencia de la proteina distrofina de los paciente 1 al 13 para el
extremo amino y carboxilo, se deben probablemente a las mutaciones sobre el gen DMD
que tiene un efecto en la expresion de la proteina, en este caso, como se encuentra
totalmente ausente, se ha postulado que los pacientes con DMD tienen eliminaciones que
dan origen a mutaciones sin sentido, resultando en una proteina truncada (Koening et al.,

1989).

Nueve pacientes con ausencia de distrofina presentaron disminucién de complejo
sarcoglicano, en al menos uno de los cuatro sarcoglicanos, los pacientes son 1, 3, 7, 6, 8,
9, 10, 11, 12 y 13. Diversos estudios han demostrado que la distrofina se encuentra
asociada a un conjunto de proteinas formando un grupo de proteinas asociadas a distrofina
(Ervasti et al., 1990; Yoshida et al., 1990). Cuando no hay presencia de la proteina
distrofina, otras proteinas del complejo de proteinas asociadas a distrofina son desplazadas
del sarcolema como consecuencia secundaria, lo que conduce a la degeneracion progresiva
del musculo y ocasiona problemas con la capacidad de regeneracion y finalmente son
sustituidas por tejido adiposo y tejido conectivo fibroso (Blake et al., 2002; Porter JD,

2000).
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El rompimiento del enlace que une a la matriz extracelular con el citoesqueleto
(Ibraghimov-Beskovnaya et al., 1992) causado por mutaciones en la distrofina o en los
sarcoglicanos produce inestabilidad en el sarcolema, lo cual induce a las fibras musculares
a ser susceptibles a necrdsis al alterar el mecanismo regulador de calcio, evento principal en
las distrofias musculares (Ibraghimov-Beskovnaya et al., 1992; Tay et al,, 1990). El
incremento de calcio intracelular deriva en la activacién de proteasas especificas que

provocan la necrdsis.

De los 74 pacientes estudiados en este trabajo, el grupo mas abundante de los confirmados
en cuanto al diagnostico, es el de los pacientes con ausencia de la proteina distrofina que no
presentaron aparentemente antecedentes. Sin embargo se propone realizar un estudio de
portadores para conocer este dato. Los pacientes con DMD tienen una incidencia similar en
todo el mundo, debido a que el gen de distrofina es altamente susceptible de mutaciones
espontédneas. Aunque los datos reportados tienen algunas variaciones, generalmente existe |
paciente con DMD por cada 2500 a 4000 recién nacidos masculinos vivos,
independientemente de la raza. La mayor parte de los casos presenta una historia familiar
positiva de distrofia muscular, es decir, corresponden a casos heredados. Sin embargo, se
ha determinado que un tercio de los casos corresponden a mutaciones de novo en el gen
DMD. No obstante, se ha sugerido que la incidencia de DMD/DMB tiende a disminuir en
paises industrializados, debido al acceso que las familias tienen para recibir asesoramiento

genético ( Ozawa et al., 1998).

La diferencia en la tincion observada entre los casos DMD y DMB se explica por la

naturaleza de las mutaciones; es decir, aquellas que rompen el marco de lectura del gen
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determinan la ausencia de la proteina distrofina; mientras que las que lo mantienen,
producen una proteina truncada parcialmente funcional (deficiente), la cual preserva el
extremo carboxilo o amino. Esto explica las diferencias clinicas y de inmunofluorescencia
entre las dos entidades y la variabilidad observada en los casos de DMB (Sewry, 2000). En
este trabajo se encontraron pacientes con disminucion de la proteina distrofina. Para el
extremo amino normal no se presentd ningln paciente, para el extremo carboxilo cuatro
pacientes fueron normales y ocho pacientes resultaron deficientes en ambos extremos de la

proteina distrofina en diferentes gados.

La DMB se caracteriza por la debilidad muscular menos grave. Los pacientes con
DMD/DMB pueden llegar a presentar retraso mental no progresivo causado, tal vez, por la

expresion anormal de la distrofina de cerebro (Blake et al., 2000; Mehler, et al., 2000).

La edad de los pacientes con deficiencia de la proteina distrofina en este estudio se
encuentra entre la segunda y tercera década de edad lo que corresponde con lo ya descrito
(Emery, 2002). Seis pacientes con disminucién de la proteina distrofina se encuentran en la
primera década de vida, este dato concuerda con la falta de correlacion entre las
eliminaciones y la gravedad de la enfermedad (Love et al., 1989), ya que existen casos de
pacientes con DMB, cuyo analisis molecular mostré la presencia de eliminaciones mayores,
al menos dos exones mas que en individuos con DMB. También se ha observado casos en
los que una misma eliminacion causo manifestaciones clinicas diferentes. Para explicar lo
anterior se ha postulado que los pacientes con DMD tienen eliminaciones que dan origen a
mutaciones sin sentido, resultando en proteinas truncadas. Contrariamente, en los

individuos con DMB las eliminaciones dejan un marco de lectura abierto, o que permite
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una proteina parcialmente funcional (Koening et al., 1989). Como evidencia de estas
hipétesis se demostré por inmunotranferencia de proteinas de biopsias de musculo
esquelético, que la distrofina esta ausente o drasticamente reducida (< 3%) en pacientes

con DMD vy presente (>10%) en pacientes con DMB (Hoffman et al., 1988).

Una paciente femenina se encuentra incluida con deficiencia en de la proteina distrofina la
edad es de 9 afios, presenta deficiencia para las proteinas sarcoglicanos, y posee menor
inmunofluorescencia en proteina distrofina, se han descrito tres formas para la distrofia
muscular de Duchenne- Becker en mujeres, la nimero uno por el sindrome de Tomer. dos:
Traslocacion del cromosama X con un cromosoma autosémico y tres: por inactivacion

preferencial del cromosoma X (Lescaut et al., 2004).

En cinco pacientes ademas de la disminucién de la proteina distrofina se detectd, que las
proteinas del complejo sarcoglicano se encontraban con deficiencia, debido a que la
distrofina se encuentra asociada a un conjunto de proteinas formando un grupo de proteinas

asociadas a distrofina (Ervasti et al., 1990; Yoshida et al., 1990).

Las distrofias musculares de cintura se dividen en dos, tipo | ( DMC1) para referirse a las
autosémicas dominantes y de tipo 2 (DMC2) para aquellas que siguen un modelo de
herencia autosémico recesivo, de las cuales ha surgido el grupo denominado
sarcoglicanopatias, pues se ha identificado que son distrofias musculares que se originan

por mutaciones en los genes que codifican los sarcoglicanos o, B, Yy & ; clinicamente se
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caracterizan por producir debilidad de los masculos de las cinturas pélvica y escapular,

siguiendo un modelo de herencia autosdmico recesivo ( Bushby, 1996).

En este trabajo se observaron seis pacientes con disminucion de las proteinas sarcoglicanos
s6lo una es del género femenino. Solo uno preresenta consanguinidad y otro diferente
presenta antecedentes familiares. Para describirlos comenzaremos con el paciente en el que
se encuentra ausente la proteina y- sarcoglicano, asi como la disminucién B y 8-
sarcoglicanos, al igual que los anticuerpos para distrofina en ambos extremos para el
dominio amino terminal y el dominio carboxilo terminal. En éste paciente se propone que
existe una deficiencia primaria de y-sarcoglicano o distrofia muscular de cintura tipo 2C,
debido a la ausencia total de la proteina, a diferencia de las otras que se encuentran
disminuidas. Se han descrito pacientes con el mismo patrén de inmunofluorescencia y para
explicar esta variacion se ha sugerido que se debe a que los sarcoglicanos B y & se
encuentran fuertemente asociados en el sarcolema, funcionando como una unidad, lo que
origina que la reduccién de uno afecte al otro, a diferencia de o y y-sarcoglicanos que no

parecen tener efectos sobre los otros miembros del complejo (Vainzof et al., 1999).

Aunque éste paciente no se presenta como caso Gnico en la familia ya que un tio materno
presenta sintomas, resulta importante tomar en consideracion que existe una marcada
variabilidad en la expresion de la DMC2C, tanto intrafamiliar como entre una familia y otra
(Ben Hamida et al., 1996). Esta variacion en parte puede explicarse por el tipo de
mutaciones que se presentan. La mayoria corresponde a deleciones o inserciones que

alteran el marco de lectura del gen y que conducen a falta de sintesis o a la produccién de
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una proteina truncada; esto se asocia con un genotipo grave, como lo que sucede con una
mutacién que se presenta muy comunmente en el gen, la delta-521T. Sin embargo, se han
descrito otro tipo de mutaciones que originan manifestaciones leves de la enfermedad
(Nowak et al., 2000).

Para el paciente 27 solo la proteina beta sarcoglicano se encuentra deficiente, para el
paciente 29 la disminucion se presenta en alfa y para el paciente 31 sélo en delta
sarcoglicano, siendo muy comun que el sarcoglicano que posee la mutacion primaria sea el
que esta ausente o mas severamente reducido, de tal manera que la expresion de los
sarcoglicanos en la inmunofluorescencia pueda variar, pudiéndose detectar grados variables
que van desde ausencia total a reduccion leve. Sin verse afectada la expresion de la
distrofina (Sewry, 2000). Este resultado contradice lo que se pensaba con respecto a la
integracion de las proteinas sarcoglicano, es decir que la ausencia de una de las proteinas
sarcoglicano conducia a la disminucién generalizada de todo el complejo (Noguchi et al.,
2000). Esta teoria condujo a que el andlisis de inmufluorescencia para detectar
sarcoglicanopatias se usara Unicamente el anticuerpo a-sarcoglicano, dando por hecho que

el resto de las proteinas se encontraran disminuidas (Pogue et al., 2001).

El paciente 28 presenta disminucidn de los cuatro sarcoglicanos, pero mas marcadamente
de alfa sarcoglicano, para el paciente 30 presenta dos sarcoglicanos deficientes alfa y gama
sarcoglicanos, para estos pacientes se propone una inmunoelectrotransferencia que por
medio de una reaccion colorimétrica se observaria la proteina que ésta en menor cantidad lo

que conduciria a la proteina con la mutacion primaria, se enfatiza que existe gran

variabilidad en el fenotipo asociado a mutaciones en los genes sarcoglicano y ésla
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variabilidad no necesariamente se explica por el tipo de mutacion o por el gen que se

encuentra mutado (Andrew et al., 2000).

Seria de gran importancia identificar las mutaciones responsables en estos pacientes para la

caracterizacion del espectro mutacional en los genes sarcoglicanos en pacientes mexicanos.

Los pacientes estudiados en quienes no se encontraron anormalidades de
inmunofluorescencia, no podemos excluir la posibilidad de distrofia muscular, si se toma en
cuenta que se utilizaron anticuerpos para identificar seis diferentes proteinas relacionadas
con distrofia muscular; Actualmente se han reconocido diferentes distrofias musculares de
cintura, cinco autosémicas dominantes, ocho autosdémicas recesivas, distrofias musculares
distales, distrofias musculares congénitas y las ampliamente descritas DMD-DMB ligadas
al cromosoma X; Dentro de estos grupos hay una gran diversidad de mecanismos
involucrados en la fisiopatologia, relacionados no solo al defecto primario del gen, sino a
otros factores tanto genéticos como ambientales, que pueden influir en los efectos de una

mutacién (Bushby, 1999).

Asi por ejemplo, el paciente ( 54 ) presenta los sintomas y signos de una distrofia muscular,
el pedigri deja ver muy poco del modo de transmision, correspondiente a una distrofia
recesiva, con antecedentes de una hermana, el diagnéstico previo describe una distrofia de
cinturas posiblemente causada por la deficiencia o ausencia de una de las proteinas como
disferlina, teletonina o calpaina-3 donde el modo de transmision es recesivo. La paciente 57

es un caso unico en la familia, no se presenta consanguinidad, sin embargo presenta un
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cuadro clinico de una disferlinopatia (Comunicacién personal Dr L.Ruano), que facilmente

se corroboraria con un anticuerpo dirigido hacia la proteina disferlina.

El paciente numero 65 muestra signos y sintomas de distrofia muscular sin consanguinidad,
pero con antecedentes, el arbol genealdgico muestra el modo de transmision de la
enfermedad como autosémica dominante lo cual llevaria a pensar en cualquiera de las
distrofias de cintura de tipo I, titina , coldgena VI, proteinaza mioténica etc.(Cohn et al.,

2000).

La paciente 78 con edad de 8 meses de edad y muerta a los 12 meses, provenia de una
familia consanguinea, con fenotipo clasico de distrofia muscular congénita (DMC) minca
camind y las imdgenes de resonancia magnética (IRM) presenta cambios en la materia
blanca del cerebro, como se ha reportado en personas con ausencia total de laminina o.-2

(Tome et al., 1994; Voit, 1997).

Resultados obtenidos por inmunofluorescencia con un anticuerpo que reconoce laminina
a-2 confirmaron la ausencia de la proteina en la superficie de la fibra muscular. En
contraste con a, B, v, & sarcoglicanos y distrofina que se encontraron presentes en la
membrana muscular. Por ensayo de inmunofluorescencia, no fué posible determinar donde
se encontraba la alteracion en la expresion de esta proteina, sin embargo, Jones et al.,
(1998) reporta un caso con la ausencia de laminina a-2 con tefiido anormal de distrofina y

a- sarcoglicano.
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Pegogaro et al (1998) observé en un estudio de pacientes con ausencia de laminina o-2,
que la mayoria presentaba mutaciones primarias en LAMA2. Sin embargo, esto no ha sido
siempre determinado que la ausencia de laminina «-2 es debido a la mutacién primaria de
LAMA2 (Pegogaro et al., 1998; Guicheney et al., 1998). Jones et al ( 2001) muestra en una
serie de casos en donde las mutaciones confirmadas con la anormalidad primaria de
laminina a-2, han sido de solo el 25 % de los casos.

La paciente descrita en nuestro estudio tiene una mutacién homocigota que corresponde a
una substitucién de C por T, produciendo un codon paro (R2578X). La cual esta localizada
en el carboxilo terminal de laminina -2 y predice la pérdida de 532 aminoécidos, la cual
no permite la unién de merosina con alfa distroglicano (Yamada et al., 1994). La
interrupcion de la conexién entre la matriz extracelular con el citoesqueleto puede conducir
a la membrana basal a la inestabilidad y a la fibra muscular a la necrosis (Xu et al. 1994;
Campbell 1995; Minetti et al. 1996; Osari et al. 1996). Pacientes con similar fenotipo y
mutaciones en otros codones de dominio G de laminina -2 han sido reportados (Pegogaro
et al. 1998; Allamand and Guicheney. 2002).

Analisis de portadores de la mutacién en parientes muestran que la abuela paterna, un
bisabuelo materno, y una hermana de la madre son portadoras de la mutacion. Estos
resultados sugieren que la mutacion fue originada en al menos tres generaciones anteriores

y ha sido segregada en una pequefia comunidad endogamica.
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Conclusiones.

Se analizaron por caracteristicas clinicas compatibles con distrofia muscular, estudios
bioquimicos tales como niveles séricos elevados de CPK, alteraciones histopatolégicas por
microscopia compuesta e inmunofluorescencia indirecta a 74 pacientes diagnosticados
clinicamente con distrofia muscular.

Trece pacientes resultaron con ausencia de la proteina distrofina, 12 con deficiencia de la
proteina distrofina, 6 con deficiencia en sarcoglicanos, 36 pacientes con presencia de todas
las proteinas estudiadas y seis pacientes que no fué posible hacerles el estudio debido alo
avanzado de la enfermedad y finalmente un paciente con ausencia de merosina que como
resultado se public6 (Anexol).

Se clasificd por grupos a los pacientes de acuerdo a los resultados de inmunofluorescencia
indirecta que se les realizo.

Se cre¢ un banco de biopsias musculares de todos los pacientes, incluso de aquellos
individuos a los cuales no fue posible establecer el tipo de distrofia muscular.

Fué posible determinar a nivel de mutacién a una paciente con distrofia muscular
congénita, y a los portadores dentro de la familia de la paciente, a los cuales se le

proporciond asesoramiento genético.

Finalmente se encontr6é un mayor niimero de casos con DMD-DMB, mientras que los casos
de distrofia muscular de cintura y distrofia muscular congénita se presentaron con menos
frecuencia en los pacientes estudiados.

El diagnéstico por inmunofluorescencia es una herramienta 0til para establecer un

diagnostico mas certero en pacientes con distrofias musculares.
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Abstract The congenital muscular dystrophies (CMDs) are
a heterogeneous group of autosomal recessive disorders.
Approximately one half of cases diagnosed with classic
CMD show primary deficiency of the laminin a2 chain of
merosin. Complete absence of this protein is usually associ-
ated with a severe phenotype characterized by drastic
muscle weakness and characteristic changes in white matter
in cerebral magnetic resonance imaging (MRI). Here we
report an 8-month-old Mexican female infant, from a con-
sanguineous family, with classical CMD. Serum creatine
kinase was elevated, muscle biopsy showed dystrophic
changes, and there were abnormalities in brain MRI.
Immunofluorescence analysis demonstrated the complete
absence of laminin a2. In contrast, expression of a-, B-, y-,
and d-sarcoglycans and dystrophin, all components of the
dystrophin-glycoprotein complex, appeared normal. A
homozygous C — T substitution at position 7781 that
generated a stop codon in the G domain of the protein
was identified by mutation analysis of the laminin a2 gene
(LAMA?2). Sequence analysis on available DNA samples of
the family showed that parents and other relatives were
carriers of the mutation.

Key words Congenital muscular dystrophy - Laminin a2 -
Merosin - LAMA2 - Immunofluorescence - Mutation

R.M. Coral-Vazquez () - H. Rosas-Vargas - P. Meza-Espinosa -
1. Mendoza - J.C. Huicochea - F. Salamanca

Unit of Medical Research in Human Genetics, Children’s Hospital,
XXI Century National Medicat Center-IMSS, AV Cuauhtemoc No.
330, Col. Doctores, Delegacion Cuauhtemoc, Mexico City 06725,
Mexico

Tel. +52-55-627-6941; Fax +52-55-761-0952

e-mail: rmcoral@correo.unam.mx

G. Ramon
Pathology Department, Children’s Hospital, XXI Century National
Medical Center-IMSS, Mexico City, Mexico

The first two authors conltributed equally to this work.

Introduction

Congenital muscular dystrophies (CMDs) are a heteroge-
neous group of neuromuscular disorders characterized by
muscular dystrophy and are further divided according to
different degrees of central nervous system involvement
(Banker 1994). In this group is included classic or pure
CMD (OMIM 156225), Fukuyama CMD (OMIM 253800),
a7 integrin congenital myopathy (OMIM 600536), rigid
spin CMD (OMIM 602771), and muscle-eye-brain disease
(OMIM 253280). The classic form of CMD without mental
deficiency presents muscle weakness with hypotonia and
weakness at birth or within the first few months of life
(Tome et al. 1994). Levels of serum creatine kinase (CK)
are normal or moderately raised. Although intelligence
remains normal, magnetic resonance imaging (MRI) of
the brain shows white matter changes (Tome et al. 1994;
Dubowitz 1994). Deficient expression of the laminin o2
chain has been identified in approximately 50% of cases
with classical CMD (Sewry et al. 1995). Laminin a2 CMD,
also known as merosin-deficient CMD (MDCIlA),
shows autosomal recessive inheritance (Tome et al. 1994);
the locus of the gene (LAMA2) was located by linkage
analysis on 6q2 (Hillarie et al. 1994; Naom et al. 1997)
and is composed of 64 exons (Zhang et al. 1996). Partici-
pation of LAMA2 in CMD was also determined by
identification of mutations in the gene in some patients
(Helbling-Leclerc et al. 1995, Pegoraro et al. 1996;
Guicheney et al. 1998).

It has been observed that the severe phenotype is
caused by mutations that drastically affect the expression of
LAMA?2 or the structure of the protein (Nissinen et al. 1996;
Pegoraro et al. 1996; Guichenney et al. 1998; Pegoraro
et al. 1998). On the other hand, a wide range of milder
phenotypes in CMD patients are caused by partial merosin
deficiency, which can be produced by an in-frame dele-
tion in LAMA2 (Allamand et al. 1997), or mutations
that permit production of a partially functional protein or
a reduced amount of normal protein (Naom et al. 1998,
2000).
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Fig. 1. A Pedigree of the consan-
guineous family affected with
congenital muscular dystrophy.

Arrow and fifled ellipse indicate

index case; ellipses and boxes with

center dor represent carriers of I
mutation. B Automated partial

nucleotide sequence of LAMA?2

exon 54. The patient (right panel} 3L
has a C — T substitution at posi-

tion 7781, which changes arginine

to a stop codon (R2578X). The

parents (IV-1, iV-2) and other v
relatives (II-1, 114, and IV.3)

were C/T heterozygous (:niddle

panel). Individual 1I1-1 was not \Y
analyzed but is an obligate carrier B

Normal

Lys Arg
EAAAAC CAAS

In this study, we report a homozygous new mutation in
a sibling from a consanguineous Mexican family. The
mutation, located on exon 54, corresponds to a substitution
(C7781T) that produces a stop codon (Arg2578Stop) and
therefore absence of the protein, which may eliminate one
half of the globular domain, avoiding the linkage between
merosin and the dystrophin—glycoprotein complex. Ab-
sence of the protein induces a severe CMD phenotype.

Patient and methods
Patient

The patient was admitted to the Hospital de Pediatria,
Centro Medico Nacional Siglo XXI-IMSS when she was 8
months of age. This Mexican infant was the second child of
healthy consanguineous parents (Fig. 1A). From the first
month of life, the patient was hypotonic with poor intake,
irritability, reduced spontaneous movements, and poor suc-
tion. Physical examination showed markedly generalized
muscle weakness in limb-girdle muscles; contractures of
elbows, wrists, knees, and ankles; and bilateral talipes
equinovarus. Upper and lower extremities were hyper-
trophic. Serum CK concentration was 2897 U/l and lactate
dehydrogenase was 454 U/l. An MRI scan of the cercbral
hemispheres and brainstem with a low signal intensity in T1-

Heterozygous Mutant

T Lys
CAARANER NG

Stop
G RAAATE ARG

Fig. 2. Cerebral magnetic resonance imaging scan (T2-weighted
image) of the patient. The transversal images show palchy areas
of T2 hyperintensity of white matter

weighted images and a high signal intensity in T2-weighted
images showed a myelinization pattern that corresponded to
the age of 3 months (Fig. 2). There were areas of periven-
tricular hyperintensity that corresponded to areas of demy-
elinization. A muscle biopsy specimen depicted diffuse
atrophy of fibers with scarce, small rounded muscle fibers
that alternated with several hypertrophic muscle fibers.




Fig. 3. Immunocytochemical an-
alysis of normal and patient mu-
scle. Skeletal muscle cryosections
were stained with monoclonal
antibodies against a-, B-, y-, and
d-sarcoglycan (SG). dystrophin
C-terminus (DYS), and laminin
a2 as described in “Patient and
Methods™. Laminin a2 protein
was absent on the surface of the
patient’s skeletal muscle fibers

Immunofluorescence analysis

Skeletal muscle biopsies from patient and control quadri-
ceps were frozen rapidly in liquid nitrogen-isopentane.
Seven-micrometer muscle cryosections were blocked with
5% bovine serum albumin in phosphate-buffered solution
(PBS) for 1h, and were then incubated with distinct primary
antibodies for 3h. After several washes with PBS, sections
were incubated with Cy3-secondary antibody (goat anti-
mouse, Jackson ImmunoResearch, WestGrove, PA, USA)
(1:250) for 1h. After rinsing with PBS, sections were
mounted on Vectashield (Vector, Burlingame, CA, USA)
and observed under an Olympus BX60 fluorescence
microscope.

Aantibodies

Mouse monoclonal antibodies were used against a-
sarcoglycan (1:200) (NCL-a-SARC, Novocastra, Benton
Lane, Newcastle, UK), B-sarcoglycan (1:200) (NCL-b-
SARC, Novocastra), y-sarcoglycan (1:200) (NCL-g-SARC,
Novocastra), &-sarcoglycan (1:200) (NCL-d-SARC,
Novocastra), dystrophin N-terminus (1:200) (NCL-DYS3,
Novocastra), dystrophin C-terminus (1:200) (NCL-DYS2,
Novocastra), and laminin a2 chain (1:1000) (NCL-
MEROSIN, Novocastra).

Molecular analysis of LAMAZ2

Genomic DNA was extracted from peripheral blood lym-
phocytes as described by Kempter (1992). Polymerase chain
reaction (PCR) amplification of LAMAZ2 64 exons was car-
ried out using primers and PCR touchdown conditions de-
signed by Guicheney et al. (1998). Each amplification was
performed using 100ng of genomic DNA in a 25-ul reac-
tion. PCR products were analyzed on 2% agarose electro-
phoresis gel and purified by Rapid Gel Extraction System
(Marligen Bioscience, ljamsville, MD, USA). Purified prod-
ucts were sequenced using a Big Dye kit (Applied
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Biosystems, Foster City, CA, USA), an Applied Biosystems
Automated Sequencer 3700, and the same primers as for
PCR amplification.

Results

The patient was born into a consanguineous family in a
small Mexican town and all clinical characteristics pointed
to a diagnosis of classical CMD. Furthermore, hema-
toxilin:eosin staining of muscle sections of the child showed
histopatology compatible with dystrophic changes charac-
terized by fibrotic tissue, increase of fatic connective tis-
sue, and few small surviving fibers (data not shown). To
explore the possibility of merosin-deficient CMD (Tome
et al. 1994), we analyzed cryosections of muscle biopsy
by immunofluorescence using monoclonal antibody (see
“Patient and Methods™) directed against laminin o2.
Immunostaining demonstrated a total absence of protein on
the surface of the patient’s muscle fibers (Fig. 3). In con-
trast, although there were very few small muscle fibers, it
was possible to observed expression of all sarcoglycans
(a-, B-, y-, and 8-) and dystrophin (Fig. 3).

All clinical features and protein expression results on the
patient’s muscle prompted us to analyze the laminin a2
gene. Each 64 exons of the gene were amplified by touch-
down PCR (Guicheney et al. 1998) and a sequence of DNA
products was obtained by automated sequencing. The
nucleotide sequence of exon 54 in the patient’s DNA re-
vealed the presence of homozygous new point mutations at
nucleotide position 7781 (Fig. 1B). The mutation wasa C —
T transition that caused reptacement of an arginine residue
with a stop codon at amino acid position 2578 (R2578X).

To determine the presence of the mutation in other fam-
ily members, we obtained an exon 54 nucleotide sequence
of individuals [1-1, I1-4, I'V-1, IV-2, and IV-3 (Fig. 1A B).
The patient’s parents, obligate carriers, were heterozygous
for the nonsense mutation, in addition to individuals II-1,
I1-4, and IV-1. Nevertheless, it was not possible to study
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other family members; thus, the carrier state of individual
I[II-1 was inferred by the segregation pattern of the
mutation.

Discussion

The first studies on laminin a2 deficiency CMD reported
patients with a similar phenotype (Tome et al. 1994,
Helbling-Leclerc et al. 1995; Dubowitz 1996) characterized
by the presence of muscle weakness and hypotonia, a
severe clinical course with inability to achieve independent
ambulation, and abnormal white matter signal by MRI
(Tome et al. 1994). In recent years, there have been several
reports showing variability in the clinical phenotype associ-
ated with laminin a2 deficiency. In these cases, patients less
severely affected presented a clinical course characterized
by late-onset muscle weakness, achievement of ambulation,
and a CK level below 1000 U/, with and without neuronal
migration defects in MRI (Herrmann et al. 1996; Mora et al.
1996; Allamand et al. 1997; Naom et al. 1997; Morandi et al.
1999). Severe phenotypes can be induced by mutations
that completely avoid expression of the protein (Helbling-
Leclerc et al. 1995; Nissinen et al. 1996; Pegoraro et al. 1996;
Guicheney et al. 1998; Pegoraro et al. 1998); milder CMD
phenotypes have been observed in patients with mutations
that induce production of a reduced amount of normal
protein or expression of a partially functional protein
(Allamand et al. 1997; Naom et al. 2000).

Herein we describe a Mexican child from a consanguin-
eous family with a classical CMD phenotype. The patient,
who was studied at the age of 8 months and died at 12
months of age, never walked and had cerebral white matter
changes in MRI, as reported in persons with complete ab-
sence of laminin a2 (Tome et al. 1994; Voit 1997). Results
obtained by immunofiuorescence with an antibody that
recognized laminin o2 confirmed the absence of protein on
the muscle fiber surface. In contrast, a-, B-, y-, and &-
sarcoglycans and dystrophin were present on the muscle
membrane. By immunofluorescence assay, it was not
possible to determine whether there was alteration in ex-
pression of these proteins. However, Jones et al. (1998)
reported a case with the absence of laminin o2 and abnor-
mal staining with dystrophin and a-sarcoglycan.

Pegoraro et al. (1998) observed, in a study of patients
with complete deficiency of laminin o2, that the majority
presented primary mutations on LAMA2. However, it
has not always been determined that complete absence
of laminin o2 is due to primary mutations on LAMA2
(Pegoraro et al. 1998; Guicheney et al. 1998). Recently,
Jones et al. (2001) showed in a case series and review study
that mutations confirming the primary abnormality of
laminin ¢2 have been reported in only 25% of cases.

The patient described in our study had a homozygous
mutation that corresponded to a C — T substitution, pro-
ducing a stop codon (R2578X). It is located at the carboxyl
terminus of the laminin a2 gene and predicts the loss of the
last 532 amino acids, which may avoid linkage of merosin to

a-dystroglycan (Yamada et al. 1994). Disruption in the link
between the extraceltular matrix and the cytoskeleton can
lead to basal membrane instability and muscle fiber necrosis
(Xu et al. 1994; Campbell 1995; Minetti et al. 1996; Osari et
al. 1996). Patients with a similar phenotype and mutations
in other codons of the G domain of laminin o2 have been
reported (Pegoraro et al. 1998; Allamand and Guicheney
2002). Mutation analysis carried out in parents and other
relatives showed that one paternal grandmother, one ma-
ternal great-grandfather, and the patient’s mother’ sister
(her maternal aunt) were carriers of the mutation. These
results suggest that the mutation originated at least three
generations ago and has been segregating in a broadly
endogamic community.

In summary, we demonstrated that primary deficiency
of laminin a2, caused by a new nonsense mutation that is
segregating in an endogamic community, produced a phe-
notype of classical CMD. This information is important for
correlating the molecular basis of muscular dystrophy with
a clinical phenotype and for improving the quality of ge-
netic counseling.
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