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INTRODUCCION

Las distrofias musculares

Las distrofias musculares son un grupo heterogéneo de desordenes miopaticos
determinados genéticamente, caracterizados principalmente por la pérdida progresiva de
musculo esquelético (Maidment y Ellis, 2002). En algunos casos se ha observado dafo en
musculo liso vascular y defectos en la conduccion cardiaca (Heydemann et al, 2005).

A nivel tisular se observan defectos en la permeabilidad de la membrana, degeneracion y
regeneracion de miofibras, y eventual infiltracion de tejido conectivo y adiposo que
funcionalmente, al reemplazar a las miofibras, ocasiona debilidad muscular (Vainzof y Zatz,
2003).

Con base en los grupos especificos de musculos que generalmente se ven afectados, se han
delimitado 6 tipos de distrofias musculares (Figura 1): A)Distrofia muscular de
Duchenne/Becker (DMD/BMD) (distrofinopatias), en las que la debilidad se manifiesta
generalmente en los musculos proximales, las rodillas, las cinturas escapular y pélvica en
la cual la debilidad en el extensor de la cadera es evidente (Prior y Bridgeman, 2005).
Muchos pacientes con esta enfermedad tienen pantorrillas hipertrofiadas, sin embargo la
hipertrofia de las pantorrillas también se observa en otros tipos de distrofias musculares
(Zatz et al, 2003). B)Distrofia muscular de Emery-Dreifuss. En este desorden se afectan el
tendon de Aquiles, codos, los musculos con distribucion humeroperoneal, proximal en los
miembros superiores y distal en los inferiores (Bonne, 2003). En algunos casos hay una
afectacion final de la cintura pélvica (Manilal et al, 1998). C)Distrofias musculares de
cinturas. En estas enfermedades la debilidad se sitia principalmente en los musculos
proximales de las extremidades y en las cinturas pélvica y escapular (Zatz et al, 2003).
D)Distrofia muscular facioescapulohumeral. El nombre de este tipo de distrofia muscular

deriva de los musculos que se ven inicialmente afectados, que son los de la cara y de la



cintura escapular; posteriormente se afectan los musculos extensores de los pies y
frecuentemente de la cintura pélvica (Zatz, 2002). E)Distrofias musculares distales. La
debilidad muscular es principalmente distal y en algunas ocasiones la cintura pélvica
(Emery, 2002). F)Distrofia oculofaringea, en la que los musculos afectados son los
extraoculares y los faciales superiores, y se presenta con debilidad en el cuello, en la
musculatura proximal superior (y aun distal) de las extremidades, y de la cintura pélvica.
La presencade ptosis (caida de los parpados) y disfagia (dificultad para tragar) son
caracteristicas frecuentes de esta enfermedad (Brais et al, 1998; Emery, 2002). A estos seis
tipos de distrofia muscular se suma la distrofia muscular congénita, en la cual se detecta
una afeccion generalizada (Jones et al, 2001).

El curso clinico es altamente variable, oscilando de severo en algunas formas congénitas
con rapida progresion, a formas leves con inicio tardio y curso lento.

Ademas existe una variabilidad clinica dentro de cada grupo, por lo que se han descrito
nuevas entidades y diversos fenotipos para cada una de ellas. En la Gltima decada se han
identificado un gran numero de proteinas del sarcolema, de la matriz extracelular, de la
sarcomera, del citosol, del nucleo y de la via de glicosilacion (Vainzof y Zatz 2003) cuya
deficiencia se asocia al desarrollo de distrofias musculares que a la fecha ascienden a mas
de treinta. Es por ello que la clasificacion de estas enfermedades se ha modificado y si bien
se toma en cuenta su modo de herencia, la edad de inicio y los musculos involucrados,

tiene un mayor peso la identificacion del gen mutado (Tabla 1) (Guglieri et al, 2005).



Figura 1. Distribucion de debilidad muscular predominante en diferentes tipos de distrofias
musculares. A: Tipo Duchenne y Becker, B: Emery-Dreifuss, C: Cintura, D: Facioescapulohumeral,
E: Distal, F: Oculofaringea. Reproducida de Emery, 2002.




Tabla 1. Algunas proteinas relacionadas

con distrofias musculares. Localizacién subcelular y

funcién. Reproducido de Guglieri et al, 2005 con modificaciones.

Proteina Localizacion Gen Localizacion Funcién propuesta Fenotipo clinico
subcelular del gen
Distrofina Citosol DMD Xp21.2 Mecano-sefializacion (estabilizacién de DCG) | DMD/BMD
Emerina Membrana EMD Xq28 E_stablllz_ac[gn de membrana nuclear, X-EDMD
nuclear diferenciacion celular
Laminina o2 eMXfrt;'czelular LAMA2 6022-G23 Uni6n de o-DG con lamina basal MDC1A y una forma similar a LGMD
Colégena VI Matriz ggtgﬁ; gigggs‘? ; Modula proliferacion y previene apoptosis en Miopatia de Bethlem, UMDC,
; 3, ’ - 2
extracelular COL6A3 237 fibroblastos AD-LGMD?
Une matriz extracelular citoesqueleto,
Integrina a7 Transmembrana | ITGA7 12913 diferenciacion durante el desarrollo Distrofia muscular congénita leve
embrionario
Una supuesta . L
glicosiltransferasa Aparato de Golgi | LARGE 22012.3-13.1 Glicosilacién de a-DG MDC1D
O-manosa Transmembrana
1,2 N-acetilgluco_ en reticulo POMGNT1 1p34-p33 Glicosilacién de a-DG MEB
saminiltransferasa endoplasmico
O-manosiltransferasa Transmembrana
1 en reticulo POMT1 9934.1 Glicosilacion de a-DG wWw
endoplasmico
Fukutina Cuerpo de Golgi | FUKUTINA | 9g31 Glicosilacién de o-DG FMDC
Proteina relacionada . S
con la fukutina Aparato de Golgi | FKRP 19913.3 Glicosilacion de a-DG CMD1C, LGMD2I, MEB
a-Sarcoglicano Sarcolema SGCA 17q12-q21.33 | Mecano-sefializacion (estabilizacién de DCG) | LGMD2D
j3- Sarcoglicano Sarcolema SGCB 4qg12 Mecano-sefializacion (estabilizacion de DCG) | LGMD2E
y-Sarcoglicano Sarcolema SGCG 13q12 Mecano-sefializacion (estabilizacion de DCG) | LGMD2F
8-Sarcoglicano Sarcolema SGCD 5033 Mecano-sefializacion (estabilizacion de DCG) | LGMD2C
Caveolina-3 Sarcolema CAV3 3p25 Senz,allzacmn celular (orga_ngauop de sistema LGMD1C
de tibulos T durante la miogénesis)
Disferlina Sarcolema DYSF 2p13.3-13.1 Reparacién de membrana LGMD2B, MM, DMAT
. . . . LGMAD?2A: disminuye la sefial de
Calpaina-3 Citosol CAPN3 15015.1-q21.1 | Actividad enzimética neuronas motoras
TRIM32 Citosol TRIM32 9q31-q33 CataI!za la transferencia de ubiquitinacién a LGMD2H
proteinas blanco
LGMD1B; AD-EDMD; AR-EDMD;
I enfermedad del sistema de conduccion
Lamina A/C Matriz nuclear LMNA 1g21.2 E_stablllz_aqgn de membrana nuclear, cardiaca; CMT2; displasia mandibuloacrial,
diferenciacion celular p : . .
sindrome de progeria Hutchinson-Gilford,
sindrome atipico Werner.
Region Es una secuencia repetida de DNA que al
- subtelomericade | - 4935 disminuir en tamafio cambia la estabilidad de FSHD1
cromosoma 4 la heterocromatina
Proteina 2 de unién a Esta involucrado en la sintesis y truncado de
poli (A) Nucleoplasma PABP2 14911 colas de poli (A) en mRNA OPMD
Titina Sarcomera TTN 20243 aricipacion en contraceion, elasticidad LGMD2J, TMD, DCM, HCM
Miotilina Sarcomera TTID 5031 Medlga un correcto ensamble del aparato LGMD1A
contréctil
Fosforilacién de teletonina en diferenciacion
Teletonina Sarcomera TCAP 17912 temprana de miocitos, integridad de la LGMD2G
sarcomera
. Reticulo g Actividad enzimatica, prevencion de dafio RSMD1, miopatia congénita niicleos
Selenoproteina N1 endoplasmico SEPNL 1p36-p35 oxidativo centrales
ZASP Sarcomera ZASP 10022.3-g232 Inte[accmn protema—protelna;_mantenlmlento Debl_llda_d dISFEﬂ y/o proximal;
de linea Z durante la contraccion muscular cardiomiopatia

Abreviaturas: DCG, complejo de glicoproteinas asociadas a distrofina; DG, distroglicano; DMD,
distrofia muscular de Duchenne: BMD, distrofia muscular de Becker; X-, ligada al cromosoma X; AR,
autosomica recesiva, AD, autosémica dominante; EDMD, Distrofia muscular de Emery-Dreifuss;
MDC, distrofia muscular congénita; UMDC, distrofia muscular congénita de Ullrich; LGMD, distrofia
muscular de cintura; MEB, enfermedad musculo—ojo-cerebro; WW, sindrome Walker Warburg; MM,
miopatia de Miyoshi; DMAT, miopatia del compartimiento distal anterior; CMT2, polineuropatia
autosémica recesiva axonal; FSHD1, distrofia muscular fasioescapulohumeral; OPMD, distrofia



muscular oculofaringea; TMD, distrofia muscular tibial; DCM, cardiomiopatia dilatada; HCM,
cardiomiopatia hipertrofica; RSMD1, distrofia muscular-1 de espina rigida.

Proteinas relacionadas con distrofias musculares

La distrofina y proteinas asociadas a distrofina

La distrofina es la proteina deficiente en la distrofia muscular de Duchenne y Becker
(DMD/BMD), por lo que se denominan distrofinopatias. El descubrimiento de esta proteina
fue el inicio para la caracterizacion del complejo de glicoproteinas asociadas a la distrofina
(DGC por sus siglas en inglés Dystrophin-Glycoprotein Complex). Este complejo
posteriormente se subdividi6 en dos subcomplejos transmembranales (Distroglicano y
Sarcoglicano-Sarcospan) y un subcomplejo intracelular (Distrofina-Distrobrevina-
Sintrofina) (Kirschner y Bonnemann, 2004).

El DGC proporciona una conexion fisica entre la matriz extracelular y el citoesqueleto
(Figura 2) (Guglieri et al, 2005), por lo que se ha propuesto que este complejo proteinico
transmembranal provee de un soporte mecanico al sarcolema durante la contraccion de las
miofibras (Weller et al, 1990), cuyo rompimiento tiene como consecuencia la degeneracion
muscular caracteristica de las distrofias musculares asociadas al DGC (Campbell, 1995;
Straub y Campbell, 1997). Ademas del soporte mecanico, se ha sugerido que el DGC puede
estar involucrado en procesos de senalizacion celular como plataforma de union para
algunos ligandos. Esta hipotesis se sustenta en la existencia de una asociacion de dicho
complejo con moléculas de senalizacion tales como: la sintasa neuronal de 6xido nitrico
(nNOS) (Brenman et al, 1995 y 1996), la proteina adaptadora de transduccion de senales
Grb2, (Yang et al., 1995) y el regulador de la proteina cinasa dependiente de calcio-
calmodulina (CaM II) (Anderson et al., 1996) entre otras.

Las distrofinopatias (DMD y BMD) son enfermedades con herencia ligada al cromosoma X,
y mientras en la DMD los sintomas inician entre los dos y tres anos de edad, en la DMB el

padecimiento se manifiesta entre los cinco y quince anos de edad.
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Figura 2. Distribucion celular de proteinas relacionadas a distrofias musculares. En el diagrama se
esquematiza la localizaciéon de proteinas de la matriz extracelular, el sarcolema, el citosol y el nucleo,
involucradas en distrofia muscular de cintura (proteinas en color naranja) y distrofia muscular

congénita (proteinas en color verde). Las proteinas representadas en color rojo son relacionadas a
ambos desordenes. Reproducido de Guglieri et al, 2005 con modificaciones.



Un paciente con DMD generalmente es confinado a una silla de ruedas antes de los doce
anos de edad y un paciente con BMD generalmente es capaz de caminar a los dieciséis
anos de edad (Vainzof et al, 1995).

Diversos analisis sobre el DNA de pacientes con DMD/BMD, ha mostrado que en el 50-70%
de los casos estos fenotipos son ocasionados por eliminaciones localizadas principalmente
en la parte distal (exones 45-53) o proximal (exones 2-20) del gen de distrofina,
denominadas “punto caliente” mayor y menor de mutacion, respectivamente (Baumbach et
al, 1989). En uno de los primeros estudios realizado en pacientes mexicanos con
DMD/BMD se determiné que aproximadamente el 53% de ellos presentaban eliminaciones
y que de éstas, el 87% se agrupaba en el “punto caliente” mayor (Coral et al, 1997). Los
sintomas en DMD son dificultad para correr y posteriormente para subir escaleras, la
debilidad en las rodillas y en el extensor de la cadera. Estos pacientes tienen cierto grado de
retraso mental, el 20% de ellos con un coeficiente intelectual (IQ) menor a 70 (Leibowitz y
Dubowitz, 1981), muchos pacientes tienen pantorrillas hipertréficas, sin embargo la
hipertrofia de las pantorrillas también se observa en otros tipos de distrofias musculares,
como algunas distrofias de cinturas. La debilidad es generalmente proximal y progresiva.
Finalmente la neumonia complicada con problemas cardiacos es la principal causa de
muerte, lo que sucede en la segunda década de vida (Prior y Bridgeman, 2005). En la BMD
la distribucion de la pérdida y debilidad muscular es muy similar a lo que ocurre en la
DMD, pero la evolucion de la enfermedad es mas lenta, la pérdida de la capacidad
ambulatoria se da de la adolescencia en adelante, y los pacientes mueren generalmente en
la cuarta o quinta década de la vida. En algunos casos se presenta cardiomiopatia (Prior y

Bridgeman, 2005).



Tanto en la DMD/BMD el 5-10% de las mujeres portadoras muestran cierto grado de
debilidad muscular, con pantorrillas hipertréficas. La debilidad muscular es
frecuentemente asimétrica, se inicia en la nifiez pero se hace evidente en la edad adulta y
puede progresar o permanecer estatica. Dado que la debilidad es esencialmente proximal,
su distincion con respecto a la distrofia muscular de cinturas es importante para el
asesoramiento genético. Algo muy relevante, es que las mujeres portadoras pueden
desarrollar miocardiopatia dilatada sin debilidad muscular aparente (Grain et al, 2001).
Ademas de la distrofina, las otras proteinas del DGC asociadas a distrofias musculares son
los sarcoglicanos (SGs) a, B, vy 9, (Tabla 1) (Hoffman et al, 1987; Durbeej y Campbell, 2002,
Tyler, 2003). Hasta este momento no se han reportado mutaciones en £y {-SG, y sarcospan
(SSPN) asociadas con distrofias musculares, ain cuando forman parte integral de este
complejo (Ettinger et al, 1997; Wheeler et al, 2002; Crosbie et al, 1997). En cuanto a las
distrobrevinas y sintrofinas, no se conocen enfermedades en humanos causadas por
mutaciones en este grupo de genes; sin embargo, Kirschner y Bonnemann (2004), en un
estudio realizado en un modelo de ratén deficiente en a-distrobrevina, detectaron distrofia
muscular en dicho organismo.

Las distrofias musculares de cintura (LGMD por sus siglas en inglés Limb-Girdle Muscular
Dystrophy) se designan con base en una nomenclatura cronolégica que asigna LGMDI1A,
1B, 1C, etcétera, en las formas autosomicas dominantes y 2A, 2B, 2C, etcétera, en las
formas autosomicas recesivas, donde se ubican las sarcoglicanopatias (LGMD2C-2F) (Tabla
2).

En las sarcoglicanopatias los sintomas inician en la infancia, el confinamiento de los
pacientes a una silla de ruedas es antes de los dieciséis anos y frecuentemente se afecta el

musculo cardiaco. En los pacientes con deficiencia de B, 6 y y SGs se presenta



frecuentemente cardiomiopatia dilatada (Passos et al, 1996), mientras que los pacientes con
alteraciones en o-SG rara vez desarrollan cardiomiopatia (Melacini et al, 1999),
probablemente porque su homologo &-SG compensa su deficiencia con una alta expresion
en en musculo cardiaco (Steven et al, 1994; Noguchi et al, 1995).

Una mutacion en uno de los SGs resulta en la desestabilizacion del complejo entero y en
consecuencia una deficiencia de los otros SGs (Vainzof et al, 1999). En los pacientes con
mutaciones en y SG se ha observado una deficiencia secundaria de distrofina, lo cual
sugiere que esta subunidad de SGs tiene una interaccion mas directa con distrofina
(Vainzof et al, 1999).

La importancia del complejo sarcoglicano-sarcospan (SG-SSPN) en el musculo liso vascular
se ha puesto de manifiesto en modelos animales usados para estudiar a las distrofias
musculares causadas por mutaciones en 6—-SG y B—SG, en los cuales se ha observado que
la pérdida del complejo en este tejido de los ratones causa alteracion en la funcién vascular
de la musculatura coronaria, con presencia de constricciones que inducen eventos
isquémicos intermitentes (Coral et al, 1999; Barresi et al, 2000). Esto en consecuencia
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).

Caveolina-3
Caveolina-3 codificada por el gen CAV3. En musculo esquelético y cardiaco es el principal
componente de las caveolas, las cuales son invaginaciones vesiculares de la membrana

plasmatica implicadas en sefalizacion celular (Schlegel et al, 1998). Las mutaciones en
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CAV3 causan alteraciones en la formacion de caveolas y en la membrana plasmatica,
afectandose asi numerosas rutas de senalizacion (McNally et al, 1998).

Se han asociado cuatro fenotipos diferentes con mutaciones en CAV3: LGMD1C, RMD (por
sus siglas en inglés Rippling Muscle Disease), miopatia distal (DM) e hipercikemia (HCK)
(Minetti et al, 1998; Carbone et al, 2000; Betz et al, 2001; Tateyama et al, 2002) y un
reciente estudio ha descrito una mutacion en CAV3 asociada a cardiomiopatia hipertrofica

(Hayashi et al, 2004).

Disferlina

Disferlina codificada por el gen DYSF. Se trata de una proteina con distribucion ubicua,
cuya principal expresion se detecta en corazon, musculo esquelético y rinén. En musculo
esquelético esta localizada en el sarcolema y en vesiculas citoplasmicas. Participa en la
reparacion de dano en la membrana citoplasmatica, en el trafico de vesiculas y en la fusion
de membrana en células musculares, por lo que su deficiencia altera estas funciones
(Bansal y Campbell, 2004). A pesar de que disferlina no es un componente integral del
DGC, su distribucion es alterada en distrofias musculares asociadas al DGC, en las cuales
su expresion se encuentra disminuida en la membrana plasmatica e incrementada en
vesiculas citoplasmicas (Piccolo et al, 2000).

Tres diferentes fenotipos se asocian con mutaciones en DYSF A)LGMD2B, con inicio de
sintomas en la segunda o tercera década de vida, con debilidad predominantemente
proximal y en cintura pélvica; B)Miopatia de Miyoshi (MM), caracterizada por afeccion de
gastronemios y cintura pélvica; y C)Miopatia del compartimento distal anterior (DMAT), que
difiere de MM porque la progresion es mas rapida y se afectan los musculos tibial

anteriores (Vainzof et al, 2001, Illa et al, 2001).
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de distrofias de cinturas. Reproducido de Guglieri et al, 2005 con

modificaciones.
Distrofia Proteina Proteina con Niveles de Edad Grupos musculares | Implicaciones cardiacas Implicaciones Rango de Caracteristicas distintivas
deficiencia CPK mediade | involucrados respiratorias progresion
secundaria inicio
(no siempre)
LGMD1A Miotilina Laminina cl Normal-10X 18-40 Cinturas pélvica y No descritas No descritas Lento Disartria, afectado el tendén
afios escapular; a menudo de Aquiles, aumento de
debilidad distal vacuolas en tejido
tardia muscular, reportada solo en
descendencia alemana
LGMD1B Lamina A/C Laminina b1 Normal-20X 4-38 afios | Cintura pélvica; a Defectos en conduccion No descritas Variable, Contracturas
menudo atrioventricuar; menos lento
posteriormente frecuente cardiomiopatia
cintura escapular dilatada, pacientes no
tratados eventualmente
mueren por paro cardiaco
LGMD1C Caveolina-3 disferlina 2-25X <l10afios | Cinturas pélvicay Cardiomiopatia No descritas Lento a Hipertrofia de pantorrillas,
escapular hipertréfica (solo en moderado mialgia y calambres
estudios recientes) musculares
LGMD1D ? - Normal-4X 15-50 Cinturas pélvica y Cardiomiopatia dilatada No descritas Lento Disfagia
afios escapular
LGMD1E ? - - Adultos Cinturas pélvica y - No descritas Lento -
jovenes escapular
LGMD1F ? - Normal-20X 1-58 afios | Cintura pélvica; a No descritas Descritas s6lo en | Répido a -
menudo algunos casos moderado
posteriormente
cintura escapular y
debilidad distal
LGMD1G ? - Normal-10X 30-47 Cinturas pélvicay No descritas No descritas Lento Limitacion en la flexion de
afios escapular; dedos de pies y manos,
posteriormente vacuolas en tejido muscular
limitacion en la
flexion de dedos del
pie
LGMD2A Calpaina-3 - Normal-50X 2-40 afios | Cinturas pélvica No descritas Descritas soloen | Variable, Debilidad de abductores,
(glteos y aductores algunos casos moderado muslo posterior, escapula
de la cadera) y alada
escapular
LGMD2B Disferlina Calpaina-3 y 10-150X 20-30 Cinturas pélvica y Descrito s6lo un caso No descritas Lentoa Tejido inflamatorio en
caveolina-3 afios escapular/cintura moderado biopsia muscular,
baja distal gastronemios involucrados
tempranamente
LGMD2C y-Sarcoglicano Otros SGs 5-120X 3-20 afios | Cinturas pélvica y Frecuente Severas Moderado -
(ligeramente) y escapular
raramente
distrofina y
disferlina
LGMD2D a-Sarcoglicano Otros SG 5-120X 3-20 afios | Cinturas pélvicay Raro Descritas Répido -
(ligeramente) y escapular
raramente
disferlina
LGMD2E B-Sarcoglicano Otros SGs y 5-120X 3-20 aflos | Cinturas pélvicay Cardiomiopatia dilatada Descritas Répido -
raramente escapular
disferlina
LGMD2F §-Sarcoglicano Otros SGs y 5-120X 3-20 affos | Cinturas pélvicay Cardiomiopatia dilatada Descritas Répido -
raramente escapular
disferlina
LGMD2G Teletonina - Normal-30X 2-15afios | Proximal (4 Descrito s6lo un caso No descritas Lento a Atrofia distal de piernas,
extremidades) y moderado vacuolas en tejido muscular
distal (solo
extremidades
inferiores)
LGMD2H TRIM32 - Normal-30X 15-30 Cinturas pélvica y No descritas No descritas Lento Musculos faciales
afios escapular involucrados tardiamente;
descrita solo en Huterianos
LGMD2I Proteina Laminina a2 5-100X 10-40 Cinturas pélvicay Disfuncién ventricular Descritas Répido a Hipertrofia de pantorrillas
relacionadaconla | o-DG afios escapular izquierda o (involucrado el moderado
fukutina Calpaina-3 cardiomiopatfa dilatada diafragma)
LGMD2J Titina Calpaina-3 Normal-2X 5-20 afios | Cinturas pélvicay No descritas No descritas Répido Descrita solo en Finns

escapular;
deficiencia distal
descrita
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En las distintas formas de LGMD se utiliza una nomenclatura cronolégica asignando LGMDI1A, 1B,
etcétgra en las formas autosémicas dominantes y 2A, 2B, etcétera en las formas autosémicas
recesivas.

Laminina a2

Laminina o2 se ubica en la matriz extracelular, la cual provee reforzamiento a la membrana
plasmatica, contribuye a las propiedades elasticas de las fibras musculares, define el
proceso de regeneracion y regula eventos de senalizacion celular (Caldwell et al, 1990). La
union entre a-distroglicano (a-DG) y la lamina basal es mediada por lamininas. Estas son
proteinas de matriz extracelular compuestas de tres diferentes cadenas homoélogas de
lamininas, una cadena pesada a y dos cadenas ligeras, By y. En musculo esquelético la
forma predominante es laminina 2 (también presente en sistema nervioso).

La deficiencia parcial o total de laminina a2 debida, a mutaciones en el gen que la codifica
(LAMAZ2), es responsable de la distrofia muscular congénita MDC1A (MDC por sus siglas en
inglés Muscular Dystrophy Congenital). Las MDC se caracterizan por inicio temprano de
hipotonia y debilidad, asi como un patréon distrofico que suelen manifestarse al nacimiento
o durante el primer ano de vida (Tabla 3) (Ferreira et al, 2005). El desorden puede estar
limitado a los musculos o asociado con el sistema nervioso central (SNC) y/o
anormalidades en ojos. Han sido descritos diferentes fenotipos, muchos de éstos definidos
en bases moleculares. El mas comun de ellos, MDC1A, abarca alrededor del 40% de los
casos de MDC (Jones et al, 2001; Coral et al, 2003). En la MDC1A la ausencia total de esta
proteina causa una forma severa de MDC clinicamente caracterizada por hipotonia al
nacimiento o en los primeros meses de vida, con incapacidad para caminar de manera
independiente; la imagen de resonancia magnética (MRI) del cerebro muestra una senal
anormal de la materia blanca periventricular y subcortical. La funcion cognitiva es

usualmente normal pero una pequena proporcion de pacientes pueden presentar retardo
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mental y epilepsia. Mas del 30% de estos pacientes muere durante el primer ano de vida

debido a complicaciones cardiopulmonares (Jones et al, 2001).

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de distrofias musculares congénitas. Reproducido de Guglieri et al,
2005 con modificaciones.

Distrofia Proteina Proteina(s) Edad media | Grupos Implicaciones Implicaciones Implicaciones Anormalidades Rango de Caracteristicas
con de inicio musculares cardiacas respiratorias cerebrales macroscopicas y progresion distintivas
deficiencia involucrados en MRI
secundaria
(no siempre)

MDC1A Laminina a2 Integrinaa7 | Al Musculosde | Raro 30% mueren en el Funcion Seffal de materia | Severo; en la Crecimiento detenido;

a-DG nacimiento; | cinturasy (Hipoquinesia primer afio de vida cognitiva blanca anormal forma parecidaa | neumonia; neuropatia
B-DG casos axiales ventricular por complicaciones | normal; 30% 5% occipital LGMD es desmielizante motora
@-SG descritos izquierda, cardiopulmonares presentan paragiria o agiria | medioy de
distrofina con cardiomiopatia epilepsia; raro inicio tardio
posterior subclinica) retardo mental
inicio
MDC1B ? Lamininac2 | Temprana; Mudsculos de No descritas Tempranamente No descritas No descritas Variable Hipertrofia muscular
también es cinturas (implicaciones generalizada
posible el diafragméticas)
inicio tardio
MDC1C Proteina relacionada Lamininac2 | Al Generalizado | Frecuente Frecuente Funcién Raro alteraciones | Variable Pseudohipertrofia de
con la fukutina o-DG nacimiento; cardiomiopatia | (implicacion cognitiva estructurales piernas
descrita en dilatada diafragmatica) normal (retardo
adultos en mental descrito
forma soloen 2
menos pacientes)
severa
MDC1D LARGE a-DG Al Generalizado | Cardiomiopatia | No descritas Retardo mental | Anormalidadesen | Severo Solo un caso descrito
nacimiento leve solo severo materia blanca;
descrita en defectos e
ratones migracion
neuronal

umMDC Colagena VI - Temprana Generalizado | No descritas Insuficiencia No descritas Normal Variable Contracturas en

1 ventilatoria en la (generalmente articulaciones

2 10 1l década severo) proximales;

3 hiperextensibilidad
distal; espina rigida;
caracteristicos rasgos
faciales; hiperqueratosis

Miopatia de Coléagena VI - Prenatal Generalizado | Raro Raro (paralisis No descritas Normal Relativamente Contracturas de

Bethlem pero (cardiomiopatia | diafragmatica) medio y lento multiples articulaciones;

raramente hipertréfica) correlacién de edad de
en adultos inicio / severidad

Deficienciade | Integrina o7 - Al Generalizado | No descritas No descrita Variable Normal Medio Solo tres casos descritos

Integrina o7 nacimiento

ww POMT1 a-DG Al Generalizado | No descritas No descrita Retardo mental | Defectos de Severo (mueren | Dificultad para comer;
B-SG nacimiento migracion antes de 3afios | cegueray
¥-SG neuronal de edad) malformaciones

oculares

MEB POMGNT1 a-DG Neonatal Generalizado | No descritas No descrita Retardo mental | Defectos de Severo pero de Implicaciones oculares;

Laminina o2 severo; comun migracion progresién lento | correlacién severidad
epilepsia neuronal; de implicaciones en
desmielinizacion CNS/genotipo

FMDC Fukutina Lamininac2 | Al Generalizado | Cardiomiopatia | Frecuente Retardo mental | Retraso de Variable, de En poblacién japonesa;

y proteinas nacimiento dilatada severo; epilepsia | mielinizacion; severoamedio | contracturas;
asociadas a displasia cortical implicaciones oculares
distrofina cerebelary en el 50%
cerebral
RMD1 Selenoproteina N,1 - Enla Msculos Raro hipertrofia | Frecuente (sindrome | No descritas Normal Medio (excepto | Espina rigiday
infancia proximalesy | ventricular respiratorio por fallas escoliosis; debilidad de
axiales derecha restrictivo severo) respiratorias) musculos axiales;

pérdida nasal;
patrén especifico en
MRI

MDCI1A-D, distrofia muscular congénita; UMDC, distrofia muscular congénita de Ullrich;

WW,

sindrome Walker Warburg; MEB, enfermedad musculo-ojo-cerebro; FMDC, distrofia muscular
congénita Fukuyama; RSMDI1, distrofia muscular-1 de espina rigida; DG, distroglicano; SG,
sarcoglicano.
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Aun cuando se han descrito casos de parcial deficiencia de laminina a2 asociados con
fenotipos severos, usualmente una perdida incompleta de esta molécula causa un fenotipo
menos grave similar a una LGMD e incluso se han reportado casos asintomaticos (Jones et
al, 2001). También se ha reportado una deficiencia secundaria de laminina a2 en otras
distrofias debidas a la deficiencia primaria de la proteina relacionada con la fukutina,
POMPGnT1, fukutina, y en MDC1B que no se ha identificado la proteina principalmente

afectada (Guglieri et al, 2005).

Colagena tipo VI

Una segunda proteina de matriz extracelular relacionada a distrofia muscular es la
colagena VI, una proteina de adhesion que participa en la proliferacion celular y en la
prevencion de apoptosis (Caldwell et al, 1990). Esta compuesta por tres diferentes cadenas
polipeptidicas (a1, a2 y a3), codificadas por tres genes, COL6A1, COL6A2 y COL6AS.

Se ha sugerido que las mutaciones en estos genes se relacionan con la presencia de
apoptosis espontanea y con alteraciones estructurales del reticulo sarcoplasmico y de la
mitocondria (Irwin et al, 2003). Entre estas mutaciones hay algunas autosomicas
dominantes que propician un fenotipo de MDC denominado miopatia Bethlem en la que la
debilidad muscular es generalizada con presencia de maultiples contracturas. Esta
enfermedad presenta un amplio rango en la edad de inicio que va de prenatal con
disminucion de los movimientos fetales, neonatal con hipotonia, o mas frecuentemente con

inicio en la nifiez presentando debilidad de cinturas y contracturas.
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También existe una forma poco frecuente con inicio de sintomas en la edad adulta. La
progresion de los sintomas es lenta y raramente hay afecciones cardiacas o pulmonares
(Haq et al, 1999). En los tres genes de colagena VI se han descrito mutaciones autosémicas
recesivas que causan un fenotipo de MDC mas severo, nombrado distrofia muscular
congénita Ullrich (UMDC) o distrofia muscular escleroténica, que se caracteriza por inicio
temprano de debilidad muscular generalizada, con progresion lenta, contracturas multiples
proximales, hiperextensibilidad distal y espina rigida (Furukawa y Toyokura, 1977). Los
pacientes afectados por UMDC tienen una inteligencia normal y pueden presentar
deficiencia respiratoria. Algunos estudios muestran que una mutacion dominante también
puede causar un fenotipo UMDC (Baker et al, 2005).

Se estima que el 40% de las UMDC se debe a mutaciones en colagena VI, sin embargo el
papel de esta molécula se excluye en la mayoria de los casos, sugiriendo una
heterogeneidad genética en esta condicion (Pan et al, 2003). Scacheri et al (2002)
describieron una mutacion en COL6A1 y COL6A2 en pacientes con fenotipo LGMD
autosomica dominante, con debilidad media a severa, sin contracturas; sus estudios
sugieren que una LGMD autosomica dominante puede estudiarse como producto de esta

mutacion en colagena VI.

Integrina a7

Las integrinas conforman una gran familia de receptores de superficie que median la
interaccion entre matriz extracelular y el citoesqueleto de actina. Son heterodimeros de
glicoproteinas expresadas en musculo esquelético, esenciales para la diferenciacion celular
durante el desarrollo embrionario y son fuertes candidatos para formas no clasificadas de

distrofias musculares. En musculo esquelético se han identificado mutaciones en el gen
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ITGA7 que codifica para la integrina a7, que causan una MDC de progresion media con

expresion normal de laminina a2 (Hayashi et al, 1998).

Glicosiltransferasa (LARGE)

Asociadas a distrofias musculares se han identificado mutaciones en cinco genes cuyos
productos modifican la glicosilacion de a-distroglicano (a-DG), produciendose una forma
reducida en peso molecular, lo que sugiere una hipoglicosilacién que modifica dominios
esenciales para la union de ciertos ligandos (Dincer et al, 2003). El primero de ellos es el
gen LARGE, que codifica para una supuesta glicosiltransferasa, ubicuamente expresada.
El Unico paciente reportado con mutacion en este gen mostréo un fenotipo de distrofia
muscular congénita (MDC1D) asociada a retardo mental profundo y una MRI del cerebro
con anormalidades extensivas de la materia blanca, ademas de cambios estructurales
indicativos de defectos en la migracion neuronal.

Las pruebas de inmunoblot con un anticuerpo contra el epitope glicosilado de o-DG
mostraron una molécula de peso reducido de a-DG, sugiriendo una hipoglicosilacion de

esta molécula (Longman et al, 2003).

O-manosa 1, 2 N-acetilglucosaminiltransferasa (POMGnT1)

El segundo de estos genes es POMGnT1, que codifica para la proteina O-manosa 1, 2 N-
acetilglucosaminiltransferasa, la cual cataliza la transferencia de grupos glicosilicos de un
componente donador a un aceptor, en este caso o-DG. Las mutaciones en este gen
provocan reduccion de la afinidad de o-DG por laminina a2 como consecuencia de la
hipoglicosilacion y son responsables de la enfermedad musculo-ojo-cerebro (MEB), un

desorden autosomico recesivo caracterizado por distrofia muscular congénita con
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anormalidades oculares (glaucoma congénito, hipoplasia retinal, palidez de los discos
opticos, miopia congénita), hipoplasia cerebral, disgénesis cerebellar, retardo mental severo
y ataques epilépticos. Los pacientes presentan hipotonia severa y contracturas (Santavuori

et al, 1989).

O-manosiltransferasa 1 (POMT1)

El tercer gen es POMT1, que codifica la O-manosiltransferasa 1. La O-manosilacion es rara
en mamiferos, pero se ha descrito en cerebro, musculo esquelético y nervio humanos, y su
alteracion modifica la glicosilacién de a-DG, causando una MDC autosémica recesiva muy
severa, denominada sindrome Walker Warburg (WW), caracterizada por anormalidades
oculares y retinales y por los mismos defectos cerebrales presentes en MEB (Cormand et al,
2001). El sindrome WW es genéticamente heterogéneo y mutaciones en POMT1 han sido
identificadas so6lo en el 20% de los pacientes (de Bernabe et al, 2003). Otro gen candidato es
POMT2, que codifica para una manosiltranferasa localizada también en la membrana del
reticulo endoplasmico, pero como esta expresada en bajos niveles en musculo esquelético,

se sugiere que otros genes estén implicados (de Bernabe et al, 2003).

Fukutina

El cuarto gen se denomina Fukutina y codifica para una proteina del mismo nombre, la
cual se localiza en el Aparato de Golgi y se secreta en granulos. Aparentemente esta
involucrada en la modificacién de glicoproteinas de superficie y defectos en la migracién
neuronal. Las mutaciones en este gen causan distrofia muscular congénita Fukuyama
(FMDC), la cual es la segunda distrofia muscular mas comun en Japo6n, después de DMD

(Fukuyama et al, 1981). Clinicamente es una distrofia severa asociada con malformaciones
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cerebrales (displasia cortical cerebelar y cerebral), retardo mental profundo y

anormalidades oftalmologicas (Kondo et al, 1999).

Proteina relacionada con la fukutina

El quinto gen es FKRP, que codifica para la proteina relacionada con la fukutina. Se
expresa principalmente en corazén y musculo esquelético, se localiza en el Aparato de Golgi
y se involucra en la modificacion de glicoproteinas y glicolipidos de superficie celular
(Brockington et al, 2001; Walter et al, 2004; Guglieri et al, 2005). Mutaciones en el gen
FKRP han sido identificadas en pacientes con una MDC severa, la MDC1C, y en una forma
media en una LGMD de herencia autosémica recesiva (LGMD2I) (Brockington et al, 2001).
MDC1 se caracteriza por inicio temprano, hipotonia al nacimiento, hipertrofia muscular,
incapacidad para caminar de manera independiente, con musculos faciales involucrados y
posible afeccion ventricular. En LGMD2I el inicio de los sintomas, como debilidad de
musculos proximales, afecciones cardiacas y fallas respiratorias, pueden ocurrir en nifos,
adolescentes y adultos. Una deficiencia secundaria de laminina o2 es tipica en MDC1C. En
LGMD2I se ha observado una reduccion de calpaina-3 y Bl-laminina. Recientemente se
han encontrado mutaciones en el gen FKRP de pacientes con MEB y WW (Beltran et al,

2004).

Calpaina-3

Calpaina-3 es una proteina especifica de musculo con actividad proteolitica dependiente de
Ca2+. Aunque sus substratos no han sido identificados, se considera que participa en la
remodelacion del citoesqueleto, y se sugiere que las mutaciones en el gen que la codifica
(CAPN3), afectan la interaccion proteina-interdominio o reducen su actividad catalitica al

disminuir su sensibilidad a Ca2+ (Richard et al, 1999). Los defectos en esta proteina
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causan una forma de LGMD autosomica recesiva (LGMD2A), que en general clinicamente
no es severa.

La edad de inicio es extremadamente variable, con un intervalo de 2 a 49 anos (Saenz et al,
20095), y los pacientes muestran debilidad de los musculos de la cintura pélvica, abarcando
gluteos y aductores; la hipertrofia de pantorrillas se ha reportado solo en brasilefios. No se
han reportado afecciones cerebrales, cardiacas o faciales, pero si complicaciones
respiratorias. Interesantemente, la mayoria de las mutaciones identificadas en el gen
CAPNS3 se concentran en seis de sus 24 exones, pero la correlacion genotipo-fenotipo no ha
sido demostrada (Chae et al, 2001). En otras distrofias musculares (LGMD2I, LGMD2B,
LGMD2J) se ha demostrado una reduccion secundaria de calpaina-3 (Chrobakova et al,

2004).

TRIM32

Otra de las proteinas asociada a distrofia muscular es TRIM32, y se considera que cataliza
la ubiquitinacion de proteinas blanco (Frosk et al, 2002). S6lo una mutacion ha sido
identificada en el gen TRIM32; sus efectos no son claros, pero se sugiere que provoca la
ubiquitinacion de proteinas incorrectas o la acumulacion de proteinas que normalmente
serian degradadas (Frosk et al, 2002). Esta mutacién esta implicada en una LGMD
autosomica recesiva (LGMD2H) reportada en una poblacion Huteriana en Norteamérica
(Shokeir y Kobrinsky, 1976). Los pacientes inician sintomas en la segunda o tercera década
de vida con debilidad muscular proximal, la progresion es lenta y la mayoria a los sesenta
anos aun pueden caminar; no hay afecciones cardiacas reportadas pero algunos pacientes
presentan debilidad en los musculos faciales con el progreso de la enfermedad (Shokeir y

Kobrinsky, 1976).
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Selenoproteina N1

Una forma peculiar de MDC con espina rigida, escoliosis y reducida capacidad vital
(RSMD1) es causada por mutaciones en un gen que codifica para selenoproteina N1
(SEPN1), la cual es una proteina ubicada en el reticulo endoplasmico (Lescure et al, 1999).
Se sugiere que SEPN1 colabora a mantener un ambiente redox en la célula, previniendo el
dano oxidativo. La distrofia muscular con espina rigida (RSMD1) se caracteriza por una
marcada limitacion en la flexion dorsolumbar y cervical de la espina, con presencia de

contracturas y pérdida del movimiento de la espina y la caja toracica (Lescure et al, 1999).

Emerina

De las proteinas nucleares relacionadas a distrofia muscular, emerina es una de ellas.
Ubicuamente expresada, es una proteina integral (codificada por el gen EMD) que
interactia con proteinas de la matriz nuclear, por lo que se considera que contribuye a la
estabilidad estructural de la membrana perinuclear y a la correcta expresion de ciertos
genes (Maidment y Ellis, 2002), ademas de estar implicado en la cinética del ciclo celular
(Fairley et al, 2002). Las mutaciones en el gen EMD se relacionan con una distrofia
muscular de herencia ligada al cromosoma X, denominada Emery-Dreifuss (X-EDMD), la
cual es una enfermedad de inicio generalmente en la infancia, de progresion lenta,
caracterizada por una triada de sintomas que comprenden, contracturas tempranas de los
tendones de Aquiles, los codos y musculos cervicales posteriores. La debilidad y la pérdida
de la masa muscular es lenta y progresiva, de distribucion humeroperoneal, proximal en
los miembros superiores y distal en los inferiores, con una afectacion final de la cintura

pélvica. En la edad adulta, generalmente antes de los 30 anos, aparece cardiomiopatia,
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manifestada con defectos en la conduccion atrio-ventricular, que en mas del 40% de los
pacientes causa muerte subita, la mayoria de ellos sin sintomas cardiacos previos
(Maidment y Ellis, 2002; Bonne, 2003). En mujeres portadoras usualmente se espera el
50% de una expresion normal de emerina ya que la inactivacion de uno de sus
cromosomas X es al azar, pero se han reportado casos, es decir mujeres sintomaticas

(Manilal et al, 1998).

Lamina A/C

Dos de las proteinas de matriz nuclear con las que interacttia la emerina son la lamina Ay
la lamina C, filamentos intermedios multifuncionales, codificadas por el mismo gen (LMNA)
y originadas por splicing alternativo. AUn no se conoce la funcién de estas proteinas
ubicuamente expresadas y el por qué mutaciones en ellas causan distintas enfermedades,
que afectan especificamente al musculo esquelético o al musculo cardiaco, asi como al
tejido adiposo, al sistema nervioso periférico y recientemente al hueso (Stuurman et al,
1998), (Tabla 1).

Se sabe que las laminas A y C forman homo y heteropolimeros que asociados con la
emerina proveen estabilidad a la membrana nuclear; ademas, por sus interacciones con la
cromatina, mantienen una compartimentalizacion requerida para la diferenciacion de
mioblastos en miocitos y se sugiere que por su interaccion con factores de transcripcion
regulan la expresion de genes tejido especificos durante la diferenciacion celular (Genschel
et al, 2000; Stuurman et al, 1998).

De las enfermedades causadas por mutaciones en el gen LMNA, consideradas distrofias
musculares, se han descrito tres, dos de herencia autoséomica dominante (AD-EDMD,
LGMD1B) y una de herencia autosémica recesiva (AR-EDMD). El fenotipo de los dos tipos

de distrofia Emery-Dreifuss, causada por mutaciones en el gen LMNA, es practicamente
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igual al causado por mutaciones en el gen EMD, sélo que se ha observado un espectro mas
amplio en la severidad de la enfermedad en pacientes con AD-EDMD al compararlos con
pacientes con X-EDMD. El fenotipo de LGMDI1B tiene un inicio en las primeras dos
décadas de vida, la progresion es generalmente lenta, con debilidad en los musculos de la
cintura pélvica y proximales, intolerancia al ejercicio, presencia de escapulas aladas,
lordosis lumbar y eventualmente hipertrofia de pantorrillas y contracturas; en la edad
adulta se manifiestan defectos en la conduccion atrio-ventricular y menos frecuentemente

cardiomiopatia dilatada (Maidment y Ellis, 2002).

Proteina 2 de union a poli (A)

Otra proteina de nucleo relacionada con la distrofia muscular es la proteina 2 de unién a
poli (A). Se expresa ubicuamente, pero particularmente en musculo esquelético, donde
participa en la sintesis y truncado de las colas de poli (A) en las moléculas de mRNA y en la
estimulacion de la expresion de genes musculo especificos como MyoD (Kim et al, 2001). Es
codificada por el gen PABP2 que contiene seis repetidos GCG (que codifica para el
aminoacido alanina) en individuos normales, pero su expansion a nueve-trece de estos
repetidos, altera la funcién de la proteina resultante (Brais et al, 1998).

El fenotipo relacionado con las mutaciones en el gen PABP2 es la distrofia muscular
oculofaringea (OPMD), la cual puede ser de herencia dominante, caracterizada por un inicio
tardio (en la quinta década), presencia de ptosis, disfagia, atrofia de la lengua, debilidad de
musculos faciales y de los proximales en los brazos. En otros casos presenta herencia
recesiva con sintomas similares, pero de progresion mas lenta y afecta individuos
homocigotos con siete repetidos GCG. Las afecciones cardiacas no son caracteristicas de

ningun tipo de OPMD.
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Titina

La titina, también conocida como conectina, es codificada por el gen TTN. Sus agregados
forman un miofilamento sarcomérico central expresado en musculo esquelético y corazén
que interactiia con otras proteinas sarcoméricas como teletonina, a-actina, obscurina,
calmodulina, miosina, nebulina y calpaina-3. Participa en el ensamblaje de las proteinas
contractiles actina y miosina, asi como en la contraccion y elasticidad de la sarcomera y
ademas se le relaciona con la estabilidad de la degradacion autolitica debido a su
interaccion con calpaina-3 (Hackman et al, 2003).

Titina es responsable de LGMD2J, distrofia muscular tibial (TMD), cardiomiopatia dilatada
(DCM) y cardiomiopatia hipertrofica (HCM) (Hackman et al, 2003). La primera es una
LGMD autosomica recesiva severa, descrita inicialmente en una familia consanguinea de
Finns (Udd, 1992), caracterizada por inicio en la primera a tercera década de vida con
debilidad progresiva de todos los musculos proximales, y los pacientes se ven confinados a
una silla de ruedas a mas tardar a los 20 anos de edad. En algunos casos se desarrolla una
debilidad en los musculos distales. No se han descrito afecciones cardiacas ni de musculos
faciales.

TMD es una distrofia autosémica dominante de inicio tardio, también observada en Finns,
su progresion es lenta con debilidad y atrofia generalmente confinada a los musculos de la
parte anterior de las piernas, no se han reportado afecciones cardiacas.

Se ha observado que la misma mutacion en el gen TTN puede causar LGMD2J cuando se

presenta en homocigosis y TMD cuando se presenta en heterocigosis (Udd, 1992).
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Miotilina

La miotilina expresada en musculo estriado, corazon y sistema nervioso periférico, se
encuentra codificada por el gen TTID. Esta proteina interactiia con los componentes
estructurales sarcoméricos y media un correcto ensamblaje del aparato contractil
(Salmikagas et al, 2003). Las mutaciones en su gen causan una LGMD autosémica
dominante (LGMD1A), descrita so6lo en dos familias (una argentina y otra norteamericana
de descendencia alemana) (Salmikagas et al, 1999; Hauser et al, 2002). Su progresion es
lenta, con debilidad en musculos de ambas cinturas, manifestacion de disartria en la

mitad de los individuos afectados y sin afecciones cardiacas (Hauser et al, 2002).

Teletonina

La teletonina codificada por el gen TCAP, se expresa en musculo estriado y cardiaco. En
cardiocitos se ha observado que al igual que titina, de la que se considera substrato, la
teletonina es necesaria para la integridad de la sarcomera. Sin embargo, en pacientes
distroficos con mutaciones en el gen TCAP la arquitectura sarcomérica se mantiene,
sugiriendo que la degeneracion muscular y el fenotipo son debidos mas a un defecto
funcional que a una alteracion en la estructura de la sarcomera (Zatz et al, 2003).

Una mutacion en TCAP se ha asociado a una LGMD autosoémica recesiva (LGMD2G),
descrita s6lo en familias brasilenas (Moreira et al, 2000). Esta enfermedad se manifiesta
generalmente de los 9 a los 15 anos de edad, con marcada debilidad y atrofia en musculos
distales de piernas y proximales de las cuatro extremidades. Algunos pacientes presentan

hipertrofia de pantorrillas, y en algunos casos se han detectado afecciones cardiacas. De
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los 14 pacientes reportados hasta la fecha, 5 han perdido la habilidad para caminar en la

tercera o cuarta década (Zatz et al, 2003).

ZASZP

ZASP es una proteina asociada a la linea Z de la sarcomera, el gen que la codifica lleva su
mismo nombre y se expresa predominantemente en musculo cardiaco y esquelético. Esta
proteina interacciona con a-actina y se ha demostrado que es esencial para mantener la
estabilidad de la linea Z durante la contraccion (Selcen y Engel, 2005). Recientemente se
han relacionado mutaciones en el gen ZASP con cardiomiopatia dilatada, y un tipo de
distrofia muscular de herencia autosémica recesiva, de inicio tardio, con debilidad de los
musculos proximales y distales, algunos pacientes tienen deficiencia cardiaca pero ninguno

presenta afecciones respiratorias (Selcen y Engel, 2005).
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Otras distrofias musculares

Los casos con implicaciones diafragmaticas tempranas, hipertrofia generalizada vy
deficiencia secundaria de laminina a2 han sido determinados por cambios en 1g42 y el
fenotipo nombrado MDCI1B, no obtante no se ha definido el gen o proteina especifica
alterada (Brockington et al, 2000).

En el caso de las LGMD1D-G no se han identificado los genes y las proteinas implicadas en
estas distrofias, pero se conoce su localizacion en diferentes regiones cromosomicas y que
los genes implicados son diferentes de los responsables de las otras AD-LGMD (Messina et
al, 1997; Speer et al, 1999; Gamez et al, 2001; Palenzuela et al; 2003; Starling et al, 2005).
En el caso de la distrofia muscular autosémica dominante facioescapulohumeral (FSHD1)
no se conoce la proteinas afectada, pero se considera un desorden relacionado con
alteraciones en la cromatina. Debido a que en personas sanas la unidad kpnl de 3.3 kb
(kilobases) se encuentra repetida en tandem en una extension de 35-300 kb en la region
4935 del cromosoma 4, y en pacientes con FSHD1 el fragmento es mas pequeno de 35 kb.
Se ha sugerido que deleciones en el niumero de esas unidades puede alterar la estructura
cromosomal y por lo tanto afectar la activacion o inactivacion de genes cercanos (Tonini et
al, 2002). Clinicamente FSHD1 es caracterizado por debilidad progresiva de musculos
faciales, proximales de la cintura escapular y ocasionalmente los musculos extensores de
los pies y de la cintura pélvica. La afeccion cardiaca no es comun, aunque en algunos casos
pueden haber arritmias y defectos en la conducciéon (Tonini et al, 2002). También se le ha

relacionado a un fenotipo de LGMD aun no clasificado y se han reportado personas con
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una extension menor a 35 kb de la unidad kpnl, sin manifestaciones clinicas (Tonini et al,

2002).

Incidencia de las distrofias musculares

Existen pocos estudios epidemioléogicos fiables sobre las distrofias musculares y los
resultados no son homogéneos ni comparables entre si por haberse realizado con
metodologias y criterios diferentes, en paises con medios y cultura sanitaria disimiles y
sobre bases poblacionales muy variadas. Sin embargo, gracias a estos estudios podemos
darnos una idea de la incidencia de ciertas distrofias.

Asi sabemos que la distrofia mas comun es la DMD, que afecta a 1 de cada 3,500 a 4,000
varones nacidos vivos, seguida por la BMD, que tiene una incidencia de 1/30,000 varones
nacidos vivos (Blake y Kroger, 2000; Prior y Bridgeman, 2005). Tanto para DMD como para
BMD se sabe que un tercio de los casos corresponde a mutaciones de novo en el gen DMD
(Ozawa et al, 1998).

En tercer lugar se ubica EDMD, con una incidencia estimada de 1/50,000 personas,
siendo la forma de herencia dominante mas prevalente que la ligada al X y la recesiva
(Maidment y Ellis, 2002).

De las 17 LGMD, las formas autosémicas recesivas son nueve veces mas comunes que las
autosomicas dominantes (Zatz et al, 2003). Las sarcoglicanopatias (LGMD 2C-2F) se han
estimado en 2-54% en diferentes poblaciones (2% en Japon, 10% en Inglaterra, 27% en
E.U.A., 54% en Italia), sin embargo estos porcentajes de incidencia han sido estimados
basandose en diferentes criterios (Vainzof et al, 1999). En el norte de Africa y Turquia las
sarcoglicanopatias son las formas mas prevalentes; mientras que en Europa la LGMD2A

(calpainopatia) es mas comun en Italia y Espana y LGMD2I (deficiencia de la proteina
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relacionada con la fukutina) en Inglaterra. En Norteamérica la mas frecuente es LGMD2B
(un tipo de disferlinopatia) (Zatz et al, 2003).

De las once formas de MDC la mas comun es MDCI1A (deficiencia de laminina a2), con
alrededor del 40% de los casos (Vainzof, 2005).

Algunas distrofias son especialmente frecuentes en ciertas poblaciones, por ejemplo, FMDC
(fukutinopatia) es frecuente en Japén, OPMD (deficiencia de la proteina 2 de union a poli
(A)) en Franco-canadienses (uno por cada mil nacimientos) (Maidment y Ellis, 2002), y
LGMD2G (teletoninopatia) en brasilenos.

Otras distrofias musculares son raras y hasta ahora descritas solo en ciertas regiones,
entre ellas LGMD2J (un tipo de titinopatia) y TMD (un tipo de titinopatia) descritas solo en
Finns, LGMD2H (deficiencia de TRIM32) descrita solo en Huterianos (Tabla 1) (Emery,
2002; Maidment y Ellis, 2002; Tonini et al, 2002).

En nuestro laboratorio hemos detectado que después de DMD y BMD, la LGMD2B (un tipo

de disferlinopatia) es la distrofia muscular mas frecuente en una poblacién mexicana.
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Variabilidad fenotipica

Pese a que existen caracteristicas clinicas para cada distrofia muscular, en la mayoria de
los casos los distintos fenotipos observados representan un serio problema para su
clasificacion y esto se agrava cuando se descubre que una mutacion especifica se
manifiesta en diferentes fenotipos dentro de una misma familia. Como un ejemplo claro de
ello Bonne et al (2000) describieron una familia, con una misma mutacion en el gen LMNA,
de cuyos miembros una parte presenta AD-EDMD, mientras que otros han desarrollado
LGMDI1B. En otros casos, diferentes mutaciones en LMNA 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). También han sido
reportadas familias en las cuales una mutaciéon idéntica en disferlina puede resultar en
LGMD2B en algunos miembros de la familia y MM en otros (Ueyama et al, 2001).

La variabilidad fenotipica no puede ser explicada por dieta, ejercicio o factores ambientales
(McNally et al, 1996; Nakamura et al, 2002), puede deberse posiblemente a una alteracion
en el procesamiento de proteinas (Norwood et al, 2000), modificaciones a secuencias
regulatorias, en las que pueden estar implicadas retrotransposones (Whitelaw y Martin,
2001), o a genes modificadores (Pennacchio et al, 2001). Heydemann et al (2005)
demostraron esta ultima posibilidad para el caso de LGMD2C usando un modelo de
diferentes cepas de ratones nulos para y-SG modificados genéticamente con diferente fondo

genético, en los que observaron una clara variabilidad fenotipica.
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Diagnéstico

El diagnéstico en las distrofias musculares se inicia con una historia clinica y examinaciéon
detallada del paciente e historia familiar. Otro tipo de estudio complementario es la
determinacion de enzimas séricas, la cual es de gran importancia. De manera general, en
todos los casos debido al dafio en el tejido muscular, se observan elevaciones significativas
de enzimas como fosfocreatinquinasa (CPK), difosfofructosa aldolasa, piruvato cinasa,
aspartato amino transferasa, glucosa fosfato isomerasa, deshidrogenasa lactica, anhidrasa
carbonica III y enolasa. La elevacion de estas enzimas es mas marcada en las primeras
etapas de la enfermedad y después disminuyen a medida que se deteriora la funciéon
muscular.

Entre las pruebas enzimaticas, la determinacion de CPK se considera la mas util para
complementar el diagnostico de las distrofias musculares, pues se eleva en suero en forma
marcada y constante debido a que se presenta en cantidades significativas en musculo
esquelético, corazon y cerebro (Porter, 2000; Emery, 2002). Se sabe que los niveles de CPK
en las distrofias autosomicas recesivas y DMD generalmente estan elevados y tienden a
disminuir conforme progresa la enfermedad, mientras que en distrofias autosémicas
dominantes los niveles pueden ser normales (Urtasun y Lopez, 1999).

La electromiografia (EMG) es otra prueba muy importante en el diagnostico diferencial de
las miopatias. En la mayoria de los casos se detecta un patréon miopatico caracterizado por

disminucion en la duracién promedio de los potenciales de unidad motora y aumento en
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las fibras polifasicas, que refleja pérdida de las fibras musculares en una forma totalmente
distinta de las que aparecen en las neuropatias (Zatz, 1978).

Histologicamente en una biopsia de musculo esquelético pueden evidenciarse alteraciones
especificas de las distrofias musculares. En etapas preclinicas e iniciales, se puede
encontrar variaciones en el tamano de las miofibras con desplazamiento interno de los
nucleos celulares, asi como fibras regenerativas. Conforme la enfermedad progresa, la
estructura intracelular se destruye, hay invasién por macréfagos y reemplazo del tejido
muscular por tejido conectivo y/o adiposo (Emery, 2002).

Inicialmente el diagnostico puede sustentarse en la caracterizacion clinica, el patron de
herencia, los niveles séricos de CPK, electromiografia y biopsia muscular; sin embargo, la
variabilidad fenotipica puede impedir diferenciar una distrofia muscular de otra (Vainzof et
al, 2005). Actualmente se utilizan pruebas diagnosticas mas precisas, incluyendo la
evaluacion de los niveles de expresion de las proteinas por inmunofluorescencia con
anticuerpos especificos y la posterior identificacion de mutaciones mediante técnicas de
biologia molecular (Pogue et al, 2001).

Cabe mencionar que existen otras enfermedades que presentan debilidad muscular de
extremidades superiores e inferiores tales como las miopatias mitocondriales metabdlicas,
las cuales se diferencian mediante ensayos de las actividades enzimaticas
correspondientes. También algunas enfermedades neurologicas, como la atrofia muscular
espinal, cuyos cambios histopatolégicos en musculo y de electromiografia son muy
especificos. Y otras enfermedades a excluirse son la polimiositis y dermatomiositis, asi
como deficiencias vitaminicas o miopatias inflamatorias idiopaticas (van der Kooi et al,

1994).
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Asesoramiento genético

El asesoramiento genético en estas enfermedades es importante debido a su caracter
hereditario. Actualmente, gracias a pruebas moleculares, en muchos casos es factible
ubicar la localizacion de las mutaciones en los genes relacionados a distrofia muscular.
Con esta informacion es posible determinar con precision no soélo la causa de la distrofia
muscular en los pacientes sino que es posible determinar la existencia de portadores dentro
de las familias.

La determinacion del estatus de portador(a) permite la prevencion (Alcantara et al, 1999) ya
que la asesoria genética les otorga el conocimiento para tener la oportunidad de tomar
decisiones con respecto a un posible embarazo y sus consecuencias, las cuales dependen
del gen afectado y su modelo de herencia.

En la herencia ligada al cromosoma X el gen afectado es transmitido a través de mujeres
heterocigotas, cuya descendencia tendra 50% de posibilidades de ser portadora si es mujer;
si es varon tendra 5S0% de posibilidades de estar afectado.

En el caso de las enfermedades que sigan un modelo de herencia autosomica recesiva,
pueden afectarse individuos de uno u otro sexo. Siempre y cuando se hereden dos alelos
mutados, uno por cada uno de los progenitores. Cada miembro de su descendencia tiene
25% de probabilidad de heredar ambas copias del gen mutado, y 50% de ser portador de

un solo alelo mutado.



33

En las enfermedades con herencia autosémica dominante, la descendencia tendra 50% de
posibilidades de ser afectada (Erazo, 2004).

El saber con certeza qué gen esta afectado permite predecir el progreso de la enfermedad, la
posibilidad de implicaciones cardiovasculares en el paciente y si su esperanza de vida

estara limitada por la enfermedad (Bushby 2001).

RESUMEN

Las distrofias musculares son un grupo heterogéneo de desérdenes miopaticos
determinados genéticamente, caracterizados principalmente por la pérdida progresiva y
debilidad de musculo esquelético. Estos desérdenes presentan un curso clinico altamente
variable referente a edad de inicio, musculos afectados, dafno en corazén, tipo de progresion
y modo de herencia. Debido a la similitud en el fenotipo de pacientes afectados por
mutaciones en diferentes genes y las diferencias en pacientes portadores de la misma
mutacion, existe dificultad para realizar un diagnostico clinico preciso. Lo anterior ha
propiciado que se busquen alternativas para un mejor diagnostico y una mayor
comprension de la fisiopatologia de estas enfermedades poco exploradas en México.

En este trabajo se cre6 un banco de biopsias musculares de 77 pacientes con cuadro
clinico compatible con distrofia muscular, de los cuales 45 (58.4%) reportaban una
deficiencia primaria para alguna de las proteinas: distrofina, a, B, y,0 SGs y disferlina, y 32
(41.6%) una expresion normal de éstas proteinas. Mediante inmunofluorescencia indirecta
con anticuerpos especificos para caveolina-3, laminina a2, teletonina, emerina, lamina A y
lamina C se estudiaron los 77 pacientes. Se detecté un paciente con deficiencia de laminina
02. Los demas mostraron un patréon de expresion normal, por lo cual sugiere que no existe
una relacion entre las proteinas analizadas en este trabajo y las proteinas previamente

examinadas en los pacientes.
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También se analizd la presencia de mutaciones en el gen DYSF en tres pacientes con
deficiencia de disferlina, usando una combinacion de RT-PCR y subsiguiente secuenciacion
automatizada de los 55 exones que codifican la proteina. Se detectaron seis polimorfismos y
en un paciente se encontré una nueva mutacion (4253 G>A) en el exon 39 de la proteina. Al
realizar el analisis de la segregacion de la mutacion en la familia del paciente, se detecté a

los familiares portadores, a quienes se les proporcion6 asesoramiento genético.

ABSTRACT

The muscular dystrophies are a heterogeneous group of disorders determined genetically,
characterized principally by the progressive loss and weakness of skeletal muscle. These
disorders present a clinical highly changeable course relating to age of beginning, affected
muscles, damage in heart, type of progression and mode of inheritance. Due to the
similarity in the patients' phenotype affected by mutations in different genes and the
differences in carrying patients of the same mutation, difficulty exists to realize a clinical
precise diagnosis. The previous thing has propitiated that look for alternatives for a better
diagnosis and a major comprehension of the fisiopatology of these diseases little explored in
Mexico.

In this work there was created a bank of muscular biopsies of 77 patients by clinical
compatible with muscular dystrophy, of which 45 (58.4 %) was bringing a primary
deficiency for someone of the proteins: dystrophin, a, 3,7, 6 SGs and dysferlin, and 32 (41.6
%) a normal expression of these proteins. By means of immunohistochemical analysis with
specific antibodies for caveolin-3, laminin a2, telethonin, emerin, laminin A and laminin C

77 patients were studied. A patient was detected by deficiency of laminin a2. The others
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displayed normal expression, for which it suggests that a relation does not exist between
the proteins analyzed in this work and the proteins before examined in the patients.

Also the presence of mutations was analyzed in the gene DYSF in three patients by deficiency of
dysferlin, using RT-PCR combination and subsequent automated sequence of the 55 exons that codify
the protein. Six were detected polymorphism and in a patient one found a new mutation (4253 G> A)
in the exon 39 of the protein. On having realized the analysis of the segregation of the mutation in the
family of the patient, there were detected the carrying relatives, to whom genetic counseling was

provided.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

En el estudio de las distrofias musculares poco se entiende sobre por qué algunos
musculos son afectados mientras otros permanecen sin un mayor cambio o la similitud en
el fenotipo de pacientes afectados por mutaciones en diferentes genes y las diferencias en
pacientes portadores de la misma mutacion, lo cual dificulta el diagnoéstico clinico preciso.
Por otra parte, durante la ultima década se ha incrementado a mas de treinta el nimero de
genes asociados a distintas distrofias. Lo anterior ha propiciado que se busquen
alternativas para un mejor diagnostico y una mayor comprension de la fisiopatologia de
estas enfermedades. Una de las herramientas que se han estado utilizando con este fin es
la produccion y utilizacion de anticuerpos dirigidos contra las distintas proteinas
involucradas en las distrofias musculares. Mediante el empleo de pruebas
inmunohistoquimicas es posible identificar en primera instancia la proteina ausente o
deficiente, lo cual sirve como un paso previo muy importante para el analisis posterior del
gen y la determinacion de la mutacion responsable de la enfermedad. La correlacion de las
observaciones clinicas del padecimiento con el defecto molecular, permitira conocer mas
sobre los mecanismos moleculares de las distintas distrofias musculares. Sin embargo, en
México, como en otros paises, existe un porcentaje de los pacientes que quedan sin
diagnéstico preciso por no contar con anticuerpos para todas las proteinas relacionadas a
distrofias musculares. Es por ello que emplear anticuerpos especificos contra proteinas
tales como caveolina-3, laminina a2, teletonina, emerina, lamina A y lamina C, resulta de
suma importancia para conocer mas sobre la fisiopatologia de estas distrofias musculares
y aportar conocimientos nuevos en cuanto a su incidencia en nuestro pais.

Ademas, debido a que en varios fenotipos de diferentes distrofias musculares se ha
observado la deficiencia secundaria de una o mas proteinas, es importante de manera

exploratoria investigar una posible correlacion de las proteinas antes mencionadas en
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biopsias musculares de pacientes cuyo patréon de expresion resulte anormal para alguna de

las proteinas distrofina, a,p,y,0 SGs y disferlina.
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS

En México se han realizado estudios puntuales, analizando caracteristicas clinicas,
fisiologicas y moleculares de las diferentes distrofias musculares. Principalmente se han
enfocado a la exploracion y perfeccionamiento de las técnicas de deteccion de mutaciones
en el gen de distrofina en pacientes DMD/BMD mexicanos, asi como en las portadoras de
mutaciones en este gen (Alvarez et al, 1990; Coral et al, 1993; Alvarez et al, 1994;
Salamanca et al, 1995; Arenas et al, 1996; Coral et al, 1997; Camelo et al, 1997; Alcantara

et al, 1999).

Mas recientemente, nuestro grupo de trabajo utilizando inmunofluorescencias como
herramienta principal, ha desarrollado estudios enfocados al diagnéstico molecular,
conocimiento de la frecuencia y caracteristicas en poblacion mexicana de un numero
amplio de distrofias. En un primer paso se contaba sélo con anticuerpos para distrofina,
posteriormente se emplearon anticuerpos para o,f,yy O sarcoglicanos y laminina o2
(Barraza, 2001; Coral et al, 2003; Meza, 2005) y recientemente para disferlina. Sabemos,
por los trabajos realizados en otros paises, que estas proteinas representan un porcentaje
mayoritario de las distrofias musculares hasta hoy descritas (Vainzof et al, 1999; Blake y
Kroger, 2000; Vainzof et al, 2001; Zatz et al, 2003; Vainzof et al, 2005; Guglieri et al, 2005)
y que en nuestro pais, al igual que en Estados Unidos (Zatz et al, 2003), la LGMD2B o

disferlinopatia es la LGMD mas comun.

Aun asi, en un gran numero de pacientes con distrofia muscular, el patron de expresion
para las proteinas (distrofina, a,f,yy 6 SGs, laminina o2 y disferlina) es normal en el
analisis de biopsias. Barraza, en el 2001, report6 dieciséis de estos casos, de 33 pacientes
estudiados, es decir el 48.4% y Meza, en 2005, reporto 33 casos similares de 74 pacientes

estudiados, es decir el 48.6%. Estos pacientes se mantienen sin un diagnéstico preciso.
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OBJETIVO GENERAL
Analizar bioquimicamente la expresion de caveolina-3, laminina o2, teletonina, emerina,
lamina A y lamina C en pacientes mexicanos con distrofias musculares, asi como analizar

la presencia de mutaciones en el gen de disferlina en pacientes con LGMD2B.

Objetivos particulares

e Crear un banco de biopsias de musculo esquelético y de DNA de pacientes con
distrofia muscular.

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

e Evaluar mediante inmunofluorescencia indirecta la expresién proteinica de
caveolina-3, laminina o2, teletonina, emerina, lamina A y lamina C en biopsias
musculares de pacientes con distrofia muscular.

o Establecer la posible correlacion existente entre genotipo y fenotipo en el grupo de
pacientes con distrofia muscular analizado.

e Determinar la existencia de mutaciones en familias con un patron de expresion

deficiente para disferlina.
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METODOLOGIA

Pacientes

A los pacientes captados en el servicio de Medicina Fisica y Rehabilitacion del Hospital
Infantil de México; el Servicio de Rehabilitacién del Instituto Nacional de Rehabilitacion; el
Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS; el Servicio de
Neurologia del Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional La Raza, IMSS; el
Servicio de Patologia Neuromuscular del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia y
el Servicio de Patologia del Instituto Nacional de Pediatria, con un posible diagnostico de
distrofia muscular, se les aplico un cuestionario (Anexo 1) con el fin de seleccionar a todos
aquellos individuos que cumplieran los criterios clinicos para las distrofias musculares
(Bushby y Beckmann, 1995). En cada caso se recabaron antecedentes familiares, asi como
datos clinicos y paraclinicos del paciente. Como criterio de inclusion se consider6 un

cuadro clinico compatible con distrofia muscular.

Biopsias musculares

Previo consentimiento informado (Anexo 2), se tom6 de los pacientes una biopsia de
musculo cuadriceps o deltoides, la cual se fijo en isopentano (2- Metilbutano, SIGMA)
congelado con nitrogeno liquido a -160°C y se mantuvo a una temperatura de —-70°C a —

80°C hasta su uso.

Inmunofluorescencia indirecta

A partir de las biopsias de musculo esquelético se realizaron cortes transversales de entre 7
y 10 pym de grosor con un criostato MICROM HMSS50. Se colocaron en portaobjetos
previamente tratados con poli-L-lisina (SIGMA-ALDRICH), junto a un control positivo

obtenido de musculo esquelético sin alteraciones histologicas donado por el Servicio de
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Patologia Neuromuscular del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Antes del
bloqueo, el tejido se permed con Triton X-100 al 0.3% p/v, PBS 1X a temperatura ambiente
durante 10 min. Para bloquear la sefial de fondo (senial inespecifica) los cortes se incubaron
con solucion bloqueadora, la cual se compone de amortiguador de sales de fosfato de sodio
(PBS 1X) y albumina sérica bovina (SIGMA-Fraccion V) al 5.0% p/v, durante 60 min a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo las muestras se incubaron con el
anticuerpo primario correspondiente (Tabla 4) a 4°C toda la noche. Al término de este
tiempo, las preparaciones se lavaron cuatro veces con PBS 1X frio por 5 min cada vez y se
incubaron durante una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
respectivo. Transcurrido este tiempo las laminillas se lavaron cuatro veces con PBS 1X frio,
S min cada vez. Posteriormente se elimino el exceso de solucion amortiguadora y se
adicionaron 10 pul de medio de montaje Vecta Shield con 4!,6-diamidino-2-fenilindol
dihidroclorido, DAPI (Laboratorios Vector) y se monté la preparacion. Las senales de
fluorescencia de las muestras se observaron con un microscopio de fluorescencia (Carl-

Zeiss, Axioplan II-Apotome) con un aumento final de 400X y se les tomé una fotografia.

Tabla 4. Condiciones para inmunofluorescencias con anticuerpos especificos.

Anticuerpo primario [ 1/Diluyente | Anticuerpo secundario [ 1/Diluyente

Eme_rlna , NeoMarker Inc. regién amino 1:300/BSA 1X CY-3 cabra anti-raton, Jack§on 1:300/BSA 1X

terminal ImmunoResearch Laboratories, Inc.

Lamina C, . CY-3 cabra anti-ratén, Jackson .

Santa Cruz Biotechnology Inc. 1:50/BSA 1X ImmunoResearch Laboratories, Inc. 1:300/PBS 1X

Lamina A, . CY-3 burro anti-cabra, Jackson .

Santa Cruz Biotechnology Inc. 1:50/PBS 1X ImmunoResearch Laboratories, Inc. 1:100/PBS 1X
. . . . CY-3 cabra anti-raton, Jackson .

Laminina a2, Chemicon International 1:5000/PBS 1X ImmunoResearch Laboratories, Inc. 1:250/PBS 1X

Caveolina-3, . CY-3 cabra anti-ratén, Jackson .

Santa Cruz Biotechnology Inc. 1:150/BSA 5X ImmunoResearch Laboratories, Inc. 1:200/BSA 5X

Teletonina, Santa Cruz Biotechnology Inc. | 1:150/BSA5x | ©Y-3 burroanti-cabra, Jackson 1.1p35 1

ImmunoResearch Laboratories, Inc.
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Extraccion de DNA

Previo consentimiento firmado (Anexo 2), se obtuvieron 5 ml de sangre periférica de cada
uno de los pacientes que conforman el grupo de estudio. Las muestras de sangre se
colectaron en tubos Vacutainer™ utilizando EDTA como anticoagulante, éstas se
centrifugaron a 3,500 rpm durante 15 min. Los leucocitos en la interfase se separaron por
aspiracion con un bulbo a través de una pipeta pasteur y se colectaron en un tubo conico
de 16 ml para ser lavados 2 6 3 veces y asi eliminar los eritrocitos remanentes, utilizando
para ello un amortiguador de lisis de eritrocitos RCLB (por sus siglas en inglés Red Cell
Lysis Buffer; TRIS 10mM pH 7.6, MgCl, 5SmM y NaCl 10mM). La pastilla de células blancas
resultantes se resuspendio en 180 ul de NaCl SmM, que se colectaron en un tubo eppendorf
de 1.5 ml estéril y se le adicionaron 90ul de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% con el fin
de romper las membranas celulares. Se mezclo repetidamente con micropipeta y se dejo
incubar durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 615.9 ul de
una solucion saturada de NaCl para precipitar las proteinas y restos celulares producto de
la lisis. Se mezclo por pipeteo con punta ancha y se incubo durante 5 min a temperatura
ambiente para después centrifugar a 14,000 rpm durante 15 min, recuperando el
sobrenadante en un tubo eppendorf de 1.5 ml estéril. E1 DNA se precipito con dos
volimenes de etanol absoluto frio. Se dejo incubando durante 5 min a temperatura
ambiente, para permitir que el DNA precipitara por completo y posteriormente se eliminé el
sobrenadante. Con el fin de eliminar el exceso de sales y obtener un DNA limpio, se
hicieron de 2 a 3 lavados con 1 ml de etanol al 75% dos veces a 14,000 rpm durante 5 min.
Finalmente se eliminé el etanol dejando secar el DNA a temperatura ambiente para

posteriormente solubilizarlo en un volumen de 100 pl de agua estéril.
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La concentracion de todas las muestras obtenidas se calculé por medio de un analisis
espectrofotométrico (espectrofotometro Ultrospec 2000 Pharmacia-biotech) con luz UV
realizando lecturas a 260 y 280 nm.
Sabiendo que 1D.O. 260 = 50 ng/ul de DNA,
La concentraciéon se calcul6 con la siguiente férmula:
[DNA] ng/ul= Azeo (dilucion -1)(50 ng/pul)

La relacion 260/280 indica la pureza de DNA obtenido. Se considera que las relaciones
comprendidas entre 1.8 y 2.0 unidades de D.O. son las 6ptimas (Sambrook et al, 1989).
Para determinar la calidad de las muestras se realizaron electroforesis en geles horizontales
de agarosa 1% tenidos con bromuro de etidio [0.5 pg/ml] utilizando como amortiguador
TBE 1X (Tris-base 89 mM, acido borico 89mM y EDTA 2 mM) (Sambrook et al, 1989). Las
muestras de 1pul de DNA se mezclaron con colorante de corrida que contiene azul de
bromofenol al 0.1% y glicerol al 30% y se corrieron a 100 Volts durante 12 min. El DNA en
geles de agarosa se visualizO en un analizador de imagenes. Todas las muestras se

ajustaron a una concentracion de 100 ng/pl.

Extraccion de RNA total de miusculo esquelético de biopsias de pacientes con
LGMD2B

El RNA total fue aislado a partir de las biopsias de pacientes con LGMD2B por medio del
meétodo de extraccion fenodlica con TRIZOL (Reagent® Invitrogen™ Life Technologies) de
Chomczynski (Chomczynski y Sacchi, 1987). Este método se basa en el uso de una
solucion monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina para la lisis de las células y la
separacion de la muestra en dos fases (acuosa y organica). Seguida de la extraccion y

precipitacion del RNA total con cloroformo e isopropanol respectivamente a partir de la fase
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acuosa. De 20 a 100 pg de cada muestra en presencia de 1.0 ml de TRIZOL frio (fenol-sales
de guanidina), se homogenizaron con un homogenizador (Polytron® PT 1200, Kinematica
AG), en un tubo de 1.5 ml. Las aspas del homogenizador fueron previamente lavadas con
NaOH 1.0 N en agua DEPC (dietil-pirocarbonato) 0.1%.

El tejido homogenizado se centrifugé a 14,000 rpm durante 15 min a 4°C para precipitar
restos celulares y proteinas. El sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 ml
estéril libre de RNAsas previamente enfriado y se le adicionaron 200 ul de cloroformo frio,
se agito vigorosamente durante 15 seg y se incubé en hielo durante 5 min. Posteriormente
la muestra se centrifugo a 14,000 rpm durante 15 min a 4°C para separar por diferencia de
densidad la fase fendlica organica que contiene al DNA y restos de proteinas
desnaturalizadas y la fase superior acuosa que contiene el RNA en cloroformo.

La fase acuosa se transfiri6 a un tubo nuevo y se adicionaron 500 pl de isopropanol frio
para precipitar el RNA. La pastilla se lavé con etanol al 75% y se centrifugoé durante 5 min a
12,000 rpm a 4°C (2 veces). En el ultimo lavado, el etanol se eliminé y la pastilla se seco a
temperatura ambiente durante aproximadamente 5 min. Al final, la pastilla de RNA se
disolvio en 50 pl de agua DEPC estéril fria, se agité y se tomoé una alicuota de 5 ul para mas
adelante cuantificar y determinar la integridad del RNA total. Al resto se le agreg6 1/10 del
volumen total de acetato de potasio 2.0 M y 2 volumenes de etanol absoluto y se almaceno
a -70°C para los subsecuentes ensayos (RT-PCR’s).

Se verifico la integridad del RNA por medio de electroforesis corriendo 3 ul de éste en geles
horizontales de agarosa al 1% tenidos con bromuro bromuro de etidio [0.5 pg/ml]
utilizando como amortiguador TBE 1X. Las muestras de RNA se mezclaron con colorante
de corrida que contiene azul de bromofenol al 0.1% y glicerol al 30%, y se corrieron a 70

Volts durante 15 min. Las camaras de electroforesis se lavaron previamente durante 15
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min con una solucion de NaOH 0.2N y se enjuagaron con agua DEPC. Todas las
soluciones y reactivos empleados se prepararon con agua DEPC con la finalidad de
inactivar RNAsas. EI RNA se visualizé en un analizador de imagenes.

Las muestras de RNA obtenidas se cuantificaron espectrofotométricamente
(espectrofotémetro Ultrospec 2000 Pharmacia-biotech) realizando lecturas a 260 y 280 nm.
Sabiendo que 1D.O. 260 = 40 ng/pul de RNA,

La concentracion se calculo con la siguiente formula:

[RNA] ng/ul= Aseo (dilucion -1)(40 ng/pl)

La relacion 260/280 indica la pureza de RNA obtenido. Se considera que las relaciones

comprendidas entre 1.8 y 2.0 unidades de D.O. son las 6ptimas (Sambrook et al, 1989).

Transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

A partir del RNA total de los pacientes con LGMD2B se sintetizo cDNA (DNA
complementario) por medio de transcripcion reversa utilizando el método de
oligonucleétidos al azar el cual se realizo de la siguiente manera. 2 pug de RNA total
precipitado se resuspendieron en 10.5 pl de agua DEPC y se mezclé con 0.5 ul de
oligonucleotidos al azar (0.3 ug/ul). Esta mezcla se desnaturalizo a 72 °C durante 3 min en
un termociclador (T1 Termocycler, Biometra™), posteriormente la mezcla se coloco en hielo
donde se le agreg6 la siguiente mezcla: 1 ul de solucion de dNTP's 10 mM, 2 ul de DTT 0.1
M (dithiothreitol) como inhibidor de RNAsas y 1 ul de transcriptasa reversa M-MLV 200U/ pul
(Invitrogen™ Life Technologies). Una vez que se adicioné esta mezcla se sometio a un ciclo
de sintesis de cDNA durante 60 min a 37 °C y finalmente, un ciclo de 6 min a 94 °C.

Terminados los ciclos el cDNA se almaceno a —20 °C.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para identificar algin cambio en la secuencia exénica del gen de disferlina basandonos en
la secuencia de cDNA de este gen (NM_003494), con el programa OLIGO 4.1 (Primer
analysis software, National Biosciences Inc. ©1989-92), se disenaron 22 pares de
oligonucleotidos (Tabla 5), en intervalos de entre 258 y 387 pares de bases (pb) y de manera
que los amplificados quedaran sobrepuestos en los extremos para asegurar un analisis
completo de secuencia. Las condiciones de reacciéon fueron: 2.5 ul de cDNA, 1 unidad de
Taq polimerasa (Invitrogen™ Life Technologies), 5 pmol de cada oligonucleétido (sentido y
antisentido), 0.2 mM de desoxirribonucleotidos trifosfato (dNTP’s), 3mM de cloruro de
magnesio, 50 mM de cloruro de potasio, 20mM de Tris-HCI (pH 8.4) y agua para llevar a un
volumen final de 25 pl.

La PCR consistio de una desnaturalizacion inicial de 5 min a 95 °C, seguida de 30 ciclos
conformados por desnaturalizacion de 30 seg a 95 °C, alineamiento 30 seg a 60 °C y
extension de 30 seg a 72 °C, por ultimo una extension final de 7 min a 72 °C. En todas las
reacciones se incluyo un control negativo y se llevaron a cabo en un termociclador (T1
Termocycler, Biometra™). Los productos obtenidos de la PCR se sometieron a electroforesis
en un gel de agarosa horizontal al 2.0% tefnido con bromuro de etidio (0.5 pg/ml). Los 25.0
ul del volumen total se mezclaron con 2.0 ul de colorante de corrida, azul cianolxileno al
0.25% en 30% de glicerol y se corrieron a 120 Volts durante 4 horas, junto con el control
negativo y un marcador de peso molecular (escalera de 100 pb). Para la purificacion de la
banda correspondiente al tamafno esperado del producto amplificado, se siguio el protocolo
de extraccion rapida en gel por centrifugacion en columnas de resina-silica (Marligen
Bioscience™ Inc.). Estos productos purificados se cuantificaron en un gel de agarosa 1%

con un marcador de masa (Ivitrogen™ Inc.) y las imagenes se analizaron en un
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fotodocumentador con el programa Digital Imaging System. Debido a la baja expresion del
transcrito de disferlina se realiz6 una segunda ronda de PCR’s con 1 ng del producto
amplificado ya purificado de la primera ronda de PCR’s, bajo condiciones idénticas a la
primera amplificacion. Los productos de esta segunda ronda de amplificacion también se

purificaron, cuantificaron y almacenaron a —20 °C.

Tabla 5. Oligonucleétidos para amplificar exones del gen DYSF. Secuencia, posicion y tamafio
esperado de los productos amplificados a partir de cDNA.

Oligonucleotido Secuencia (5°-3") Posicion Tamario de producto amplificado (pb)
1S GCAAAATGCCGTGTCATTGG 15-366 a1
1A TGAAGACCCTCAGCATGCTT
e
L
s—feemreonne | o
e T
5ot |
L
BA T ATGGATOTCACCCAGAGGST | 27925 -
3n | TOCCACAGTAGTTGoACE ] 201 =

0A | ACCAATCTCCAGOGCABGT ] 03142 350
TIA T ACATCTICTAGCABGGACE | 10+450 350
38| CCAGGAAATCGTGSGTCTOT | 072 72
13 CCATARACTCOTCTGEACGA ] /44071 e
1A CCAGCTOGTARCTCTTCATE ] “046-43% 259
TeA | TAGGCTGACATOGTCTG66 ] “367-40% 350
e TCTTCTGOCAGOG0ATA ] 660502 a6
7| TrTTOGTCCTTEcABAGoAS. | S a5
8A | GCTGAAGCACATGCAGAGE | 5225620 a5
19A | GAAGTTGCCTTCACCTCoA ] 04595 357
20A T GOCTICACTETTHIETGET | Sav6%5 0
L
72| TCTOAGCTOATCCARARAGE | 5665 a3

S: sentido, A: antisentido
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Secuenciacion y analisis de secuencias de los productos amplificados del gen de
disferlina

Con los productos de PCR’s purificados se secuenciaron la cadena sentido (S) y la
antisentido (A) con las siguientes condiciones de reaccion: 10 ng de cDNA por cada 100 pb
a secuenciar, 1 ul de mix Big Dye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems™), 10 pmol de
oligonucleotido y agua para llevar a un volumen final de 15 pl. La reaccion se realizé en un
termociclador (T1 Termocycler, Biometra™), consisti6 de una desnaturalizacion inicial de 3
min a 96 °C, seguida de 45 ciclos conformados por desnaturalizacion de 10 seg a 96 °C,
alineamiento 10 seg a 55 °C y extension de 4 min a 60 °C. Para la purificacion de la
reaccion se siguidé el protocolo por centrifugacion en columnas de sefadex (Marligen
Bioscience™ Inc.). Finalmente, las muestras se secaron a 40 °C durante 20 min en una
centrifuga al vacio (Concentrator 5301 Eppendorf ™). Las muestras procesadas se
secuenciaron en un equipo Abi Prism™ 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems™) en el
departamento de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad
Nacional Autonoma de México.

Las secuencias obtenidas asi como su secuencia traducida (obtenida con el programa
DNAMAN version 3.0 Lynnon BioSoft © 94-97) se alinearon a la secuencia consenso
(NM_003494.) mediante el programa Pairwise alignment-needle and water from EMBOSS

(http:/ /artedi.ebc.uu.se/programs/pairwise.html).

Analisis de la segregacion de la mutacion 4253 G>A

Debido a que el cambio homocigoto de 4253 G>A encontrado en el exén 39 del gen de
disferlina de una paciente con LGM2B no estaba reportado, se realizé6 un analisis en el
programa NEBcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) para conocer que

endonucleasa podia servir para un analisis de restriccion en 100 cromosomas normales no
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relacionados y poder determinar si el cambio era un polimorfismo. Para este fin se
disenaron un par de oligonucledtidos, 5° TCACCGTCAAGGTCATCGA 3” el sentido y 5°
GGGTCACACAGGAAGCTCT 3’ el antisentido, basandonos en la secuencia del exén 39 de

disferlina. Las condiciones de reaccion fueron: 100 ng de DNA geonomico, 1 unidad de Taq
polimerasa (Invitrogen™ Life Technologies), 5 pmol de cada oligonucledtido (sentido y
antisentido), 0.2 mM de dNTP’s, 3 mM de cloruro de magnesio, S0 mM de cloruro de
potasio, 20mM de Tris-HCI (pH 8.4) y agua para llevar a un volumen final de 25 ul. La PCR
consisti6 de una desnaturalizacion inicial de 5 min a 95 °C, seguida de 30 ciclos
conformados por desnaturalizacion de 30 seg a 95 °C, alineamiento 30 seg a 57 °C y
extension de 30 seg a 72 °C, por ultimo una extension final de 7 min a 72 °C. En todas las
reacciones se incluyo un control negativo y se llevaron a cabo en un termociclador (T1
Termocycler, Biometra™). De los productos obtenidos de la PCR 2 pl se sometieron a
electroforesis en un gel de agarosa horizontal al 1.0% tefiido con bromuro de etidio (0.5
pg/ml). Los 23.0 pl del volumen restante se incubaron para su digestion con la enzima de
restriccion Hae III, bajo las siguientes condiciones: se mezclaron los 23 pl del producto de
PCR, 4 unidades de endonucleasa Hae III (New England Biolabs™), 5 ul de 1x NEB Buffer
2® a un pH de 7.9 y agua para llegar a un volumen final de 50 pl y se incubaron 16 horas a
37 °C. Los productos de digestion se analizaron por electroforesis en gel horizontal de
agarosa al 4% a 60 Volts durante 6 horas y se revelaron con bromuro de etidio para
visualizarlo en un analizador de imagenes. Con estos mismos oligonucleotidos usando una
combinaciéon de PCR y subsiguiente secuenciacion se determin6é la presencia de la

mutacion en los parientes cercanos de la familia del paciente LGM2B.
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RESULTADOS

Pacientes estudiados

En este trabajo se reunieron los datos clinicos de 77 pacientes con diagnéstico sugerente de
distrofia muscular. Con un intervalo de edades de 12 dias a 53 anos, de ellos 31 pertenecen
a pacientes femeninos y 46 a masculinos, 38 corresponden a edad infantil (0-11 anos), 4
son adolescentes (12-17 anos) y 27 adultos (18 o mas anos); sin embargo, en 8 de los 77
pacientes no fue posible integrar este dato por tener una historia clinica incompleta (Tabla
0).

En ocho de los pacientes existen antecedentes familiares de la enfermedad. En dos
pacientes sus progenitores son consanguineos. En 47 pacientes los sintomas iniciales
aparecieron en la infancia especificamente en 9 de ellos al nacer (siete con hipotonia, uno
con amovilidad y uno con ptosis); en S pacientes la primera manifestacion se presenté en la
adolescencia y 9 pacientes mas iniciaron manifestaciones clinicas de la enfermedad
durante la etapa adulta. En 16 de los pacientes estudiados no se pudo consignar este
aspecto de la historia clinica.

En todos los pacientes se tomaron biopsias de musculo deltoides o cuadriceps para
analizar el patron de expresion de las proteinas caveolina-3, laminina o2, teletonina,
emerina, lamina A y lamina C. Las 77 biopsias, en un estudio realizado paralelamente a
éste, se sometieron a un analisis por inmunofluorescencia con anticuerpos especificos
para las proteinas distrofina, o, ,v,0 SGs y disferlina. De las 77 biopsias 45 (58.4%)
mostraron una deficiencia primaria de alguna de estas proteinas y 32 (un 41%) exhibieron
un patron de expresion normal con estos anticuerpos. Las biopsias también se sometieron
a tincion con hematoxilina y eosina para distinguir algunas de sus caracteristicas a nivel

celular.
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De los nueve pacientes con inicio de sintomas al nacer, en cuatro nos reportaron la
deficiencia de al menos una proteina del DGC, los 5 restantes mostraron un patréon de
expresion normal para las proteinas del DGC y de este trabajo.

Cuatro de los pacientes presentaron anormalidades cardiacas sin especificarse el tipo, un
paciente masculino de 16 anos con deficiencia de distrofina; un paciente masculino de 45
anos con deficiencia en disferlina; y dos mas, uno femenino de 23 anos y uno masculino de
35 anos, quienes mostraron una expresion normal de todas las proteinas. Este penultimo
paciente (55 en tabla 6), presenta un cuadro clinico caracteristico de distrofia tipo Emery-
Dreifuss (contracturas tempranas, debilidad humeroperoneal y afeccion del tendén de
Aquiles), no tiene antecedentes de historia familiar, y manifesté los primeros sintomas a los
tres anos de edad.

Con respecto a los niveles séricos de CPK, en 25 pacientes estuvieron elevados. En 22
pacientes el estudio de electromiografia revel6 un patréon miopatico y en todas las muestras
se encontraron anormalidades histologicas sugerentes de un proceso distrofico en las fibras
musculares.

De las 45 muestras con una deficiencia primaria de alguna de las proteinas: distrofina,
o, B,v,0 SGs y disferlina, en ninguna de ellas se detecto deficiencia de caveolina-3, laminina

02, teletonina, emerina, lamina A o lamina C, al analizarse por inmunofluorescencia (Tabla

7).
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Tabla 6. Manifestaciones clinicas de los pacientes con distrofia muscular.

Np Edad Sexo AHF Cs Inicio ler Sintoma Progresion AC CPKU/L EMG DHD
1 |[33afios m Nd - 20 afios debilidad en piernas lenta - 1521 nd +
2 |4afios m Nd nd en lainfancia__ |nd nd nd |nd nd +
3 |6 afios m - - en lainfancia  |nd nd nd |nd nd +
4 |5 afios m Nd nd en lainfancia  |nd nd nd |nd nd +
5 |3afios m - - 1 afio debilidad pélvica lenta nd [709 - +
6 [9afios m - - 2 afios debilidad muscular lenta nd 25270 + +
7 |11 afios m - - 5 afios debilidad muscular lenta - |40021 + +
8 |7 aflos m - - 5 afios caidas frecuentes lenta nd [979 + +
9 |6 afios m nd nd en lainfancia  [nd nd nd |nd nd +
10 |9 afios m - - 6 afios caidas frecuentes lenta nd |nd nd +
11 (17 afios m - - 9 afios debilidad en piernas lenta nd 22166 + +
12 |11 afios m - - 2 afios debilidad een piernas lenta - 8270 + +
13 |Nd m nd nd nd nd nd nd |nd nd +
14 |7 afios m - - 2 afios caidas frecuentes lenta nd 15210 + +
15 |11 afios m - - 4 afos caidas frecuentes lenta nd [11808 nd +
16 |11 afios m - - 8 afios caidas frecuentes lenta nd |nd nd +
17 |16 afios m - - 6 afios pie plano lenta + [8110 + +
18 |7 afios m - - 2 afos Fatiga de extremidades inferiores lenta - 7000 + +
19 [38afios m nd - 28 afios calambres con actividad lenta - 402 nd +

20 |41 m + - 14 afios caidas frecuentes lenta + |903 + +

21 |4 meses m nd nd |al nacer hipotonia répida nd |nd nd +

22 |2 afos m + - al nacer hipotonia lenta - 8432 + +

23 |50 afios m nd nd nd nd nd nd |nd nd +

24 |Nd f nd nd nd nd nd nd |nd nd +

25 |8 afios m nd nd en lainfancia  [nd nd nd |nd nd +

26 |10 afios m - - 1 afio debilidad muscular lenta - 640 + +

27 |Nd m nd nd nd nd nd nd |nd nd +

28 |9 afios f - - 4 afios debilidad en piernas lenta nd |1314 + +

29 |9 afos f + - 2 afos caidas frecuentes lenta nd |284 nd +

30 [53afios f - - 12 afios caidas, debilidad general lenta - 121 + +

31 |22 afios m nd nd nd nd nd nd |nd nd +

32 |43 afios f nd nd nd nd nd nd |nd nd +

33 |Nd f nd nd nd nd nd nd |nd nd +

34 |2 afios m nd nd en lainfancia _ [nd nd nd |nd nd +

35 |4 meses f - - al nacer hipotonia nd nd |nd nd +

36 |22dias f nd nd al nacer Nd nd nd |nd nd +

37 |3afios f - - al nacer Ptosis nd nd |nd nd +

38 |17 afios f - - 9 afios debilidad proximal répida nd |nd nd +

39 |8 afios f nd nd en lainfancia _ |nd nd nd |nd nd +

40 (27 afios f + - 6 afios marcha de puntas lenta nd |1035 + +

41 |20 afios f + + en lainfancia _|caidas frecuentes lenta - [700 + +

42 |25 f - 16 afios caidas frecuentes lenta - |nd + +

43 |23 afios f - + 19 afios debilidad en piernas lenta nd |6162 + +

44 |45 afios m - - 36 afios debilidad en piernas lenta +  [normal + +

45 |33 afios m - - 31 afios debilidad axial lenta - |14000 + +

46 |9 afos m - - 5 meses debilidad muscular lenta - 800 Nd +

47 |25 afios m + - 19 afios debilidad en piernas lenta - 24825 + +

48 |33 afios m - - nd nd nd nd |nd Nd +

49 |29 afios m - - 16 afios debilidad muscular lenta nd  |normal + +

50 |4 afios m - - 2 afos debilidad en piernas lenta nd  [369 + +

51 |12dias f - - al nacer hipotonia rapida - alta - +

52 |nd m nd nd nd nd nd nd |nd Nd +

53 |6 afios m nd nd en lainfancia  [nd nd nd |nd Nd +

54 |29 afios f - - nd nd nd nd |nd Nd +

55 |23 afios f - - 3 afios debilidad proximal lenta + 493 + +

56 |7 afios m - - 1 afio debilidad en piernas lenta nd |nd + +

57 |3 afios m + - 2 afios nd nd nd |nd Nd +

58 |6 afios f - - al nacer amovilidad nd nd |nd + +

59 |9 afios f - - 6 meses debilidad en piernas rapida nd [2818 + +

60 [52 afios m - - 51 afios debilidad general rapida nd |nd Nd +

61 |nd f nd nd nd nd nd nd |nd Nd +

62 |18 afios m - - 4 afios camina de puntas nd nd |333 Nd +

63 |23 afios f - - nd nd nd nd |nd Nd +

64 |25 afios m nd nd nd nd nd |nd Nd +

65 |18 afios f - - 10 afios dolor en cadera lenta - |normal + +

66 |49 afios f - - 42 afios dolor plantar lenta nd |1783 + +

67 |nd f nd nd nd nd nd nd |nd nd +

68 |26 f - - 6 afios caidas frecuentes lenta + [715 + +

69 (2 afios f - - 3 meses detencion de desarrollo motor rapida nd |nd nd +

70 |nd m nd nd nd nd nd |nd nd +

71 |2 afos m - - al nacer hipotonia répida nd Jalta + +

72 |35 afios m - - 20 afios debilidad muscular lenta +  |5000 nd +

73 |10 meses f - - al nacer hipotonia répida nd |nd + +

74 |9 afos m - - 5 afios debilidad proximal de extremidades inferiores |lenta - 20000 + +

75 |14 afios f - - 12 afios marcha lenta rapida nd 9899 + +

76 |28 afios f + - nd - - - |nd nd +

77 |6 meses f - - al nacer hipotonia rapida nd |normal nd +

NP: ntimero

de paciente; AHF:

antecedente de historia familiar; CS: consaguinidad; AC: afeccion

cardiaca; CPK: fosfocreatinquinasa; EMG: electromiografia con patrén miopatico, DHD: datos
histopatolégicos compatibles con proceso distrofico en las fibras musculares; m: masculino; f:

femenino; -: negativo; +: positivo; nd: no determinado.
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Tabla 7. Resultados de inmunofluorescencias en pacientes con una deficiencia primaria de alguna de
las proteinas: distrofina, a, B, y, 8 SGs y disferlina.

NP DYS2 DYS3 2 B ¥ 8 DC DN C-3 L-a2 T E L-A L-C
1 + - + + +- +- + + + + + + + +
2 +- + + + + + + + + + + + + +
3 - +- +- +- +- +- + + + + + + + +
4 +/- - + + + + +- +/- + + + + + +
5 + +/- + + + + +/- +- + + + + + +
6 - - + + + + + + + + + + + +
7 - - + + + + +- +/- + + + + + +
8 - - +/- +/- +- +/- + + + + + + + +
9 - - +/- +/- +- +/- + + + + + + + +

10 - +- +- +- +- + + + + + + + +

11 +- +/- + + +- + + + + + + + + +

12 + +- + + +- +- + + + + + + + +

13 +- +- +- + +- +- +- + + + + + +

14 +- +- + + + + + + + + + + + +

15 - - + + +- +- + + + + + + + +

16 +- +- +- +- + + + + + + + + + +

17 +- +- + + + + + + + + + + + +

18 + +- +- +- +- +- + + + + + + + +

19 - +- + +/- +- +- - - + + + + + +

20 +- +- + + +- +- +/- + + + + + + +

21 +- +- + +- - +- + + + + + + + +

22 + +- +- +- +- + + + + + + + + +

23 +- +- + + +- + + + + + + + + +

24 +- + + + +- + + + + + + + + +

25 - - + + + + + + + + + + + +

26 - +- +- + +- +- +- +- + + + + + +

27 + + +- +- +- +- + + + + + + + +

28 + + + + +/- +- + + + + + + + +

29 + + + + +/- +- + + + + + + + +

30 + + + + +/- +- + + + + + + + +

31 + + + + +/- + + + + + + + + +

32 + + +- + + +- + + + + + + + +

33 + + +- +- +/- - + + + + + + + +

34 + + + +- +- + + + + + + + + +

35 + + +- + +- + + +- + + + + + +

36 + + + + +- +- + + + + + + + +

37 + + + + +- + + + + + + + + +

38 + + + + +- + + + + + + + + +

39 + + + + +- + + + + + + + + +

40 + + + + +/- + + + + + + + + +

41 + + + + + + - - + + + + + +

42 + + + + + + - - + + + + + +

43 + + + + + + +/- +- + + + + + +

44 + + + + + + +/- +- + + + + + +

45 + + + + + + - - + + + + + +

NP: numero paciente; DYS2: distrofina extremo amino terminal; DYS3: distrofina extremo carboxilo
terminal; o: a—-SG; B:B-SG; v:y-SG; 6:8-SG; DC: disferlina extremo carboxilo terminal; DN:
disferlinaextremo amino terminal; C-3: caveolina-3; L- a2: laminina a2; T: teletonina; E: emerina; L-
A:lamina A; L-C: lamina C; +: normal; -: ausente; +/-: disminuida.
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En el analisis de las 32 muestras con un patron de expresion normal para distrofina,
o, B, v, 0 SGs y disferlina, se detectd un paciente con deficiencia de laminina a2, la paciente
corresponde al nimero 59 y a continuacion se describe.

Se trata de un paciente del sexo femenino de 9 anos de edad, sin antecedentes familiares
(Figura 3). A los seis meses de edad inici6 con debilidad de las extremidades inferiores,
actualmente muestra dificultad para subir escaleras, dificultad para levantar los brazos y
debilidad de cinturas escapular, pélvica y tibial anterior. La afeccion ha sido de progresion
lenta. Hasta la fecha estan pendientes estudios para descartar cardiomiopatias y estudios
de imagen de resonancia magnética para saber si hay alteraciones en el sistema nervioso
central, ya que hipodensidad de materia blanca es caracteristico de MDC1A (Jones et al,
2001). Aparentemente no muestra retraso mental porque su aprovechamiento escolar es
bueno, sus niveles de CPK son altos (2818 U/L), los resultados de electromiografia son
compatibles con un patréon miopatico. Los datos obtenidos de los hallazgos histopatolégicos
revelan tejido muscular extensamente infiltrado por tejido adiposo, con pequenos grupos de
fibras atroficas en las que se observa centralizacion nuclear. Mediante el estudio de
inmunofluorescencia se identifico una disminucion en la expresion de laminina a2 (Figura

4).
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II

Figura 3. Arbol genealogico del paciente 59 (indicada con la flecha). Se trata de un paciente
femenino de 9 afios de edad, tiene una hermana de 11 afos y un hermano de 15 anos, la madre
tiene 34 y el padre 38 afios de edad. Los cuadros indican hombres; los circulos indican mujeres; el
miembro de la familia que tiene sombreado todo su espacio es el paciente analizado, deficiente para
[2-laminina.
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Control Paciente

Caveolina-3

Teletonina

Figura 4. Imagen de inmunofluorescencia indirecta del paciente 59. Se observa disminucion en la
tincion para laminina a2, con tincién normal para caveolina-3, teletonina, emerina, lamina C y
Lamina A.
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Mutaciones en el gen de disferlina en pacientes con LGMD2B

La tabla 8 resume los datos clinicos de tres pacientes con deficiencia de disferlina
considerados para realizar una busqueda de la mutacion en el gen DYSF, se trata de un
paciente masculino de 33 anos, y dos femeninos de 22 y 21 anos respectivamente, son de
familias no relacionadas, originarios de diferentes partes del pais de poblaciones con pocos
habitantes (por lo que se sospecha de endogamia en sus progenitores). Presentan debilidad
muscular axial, con predominio en cintura pélvica, pantorrillas, piernas y biceps, ademas
de un evidente aumento de volumen en pantorrillas, los niveles de CPK son altos y los tres
tienen imposibilidad a la marcha sobre las puntas de los pies, ninguno muestra evidencia
de afeccion cardiorrespiratoria y los resultados de la EMG fueron consistentes con un tipico
patréon visto en enfermedades miopaticas. En cuanto al analisis histopatolégico, reporta
abundantes fibras en necrosis y regeneracion. Todos exhibieron un fenotipo LGMD2B y los

dos pacientes femeninos tienen antecedentes de historia familiar, con sintomas similares.

Tabla 8. Caracteristicas clinicas de pacientes con LGMD2B.

NP | Sexo | Edad | Edad | CPK Consaguinidad Lugar de Familia Sintomas
de U/L origen afectada
inicio
33 32 Ninguna Debilidad muscular axial
. m afios | afios 14000 (de una poblacién de 200 Ha) Oaxaca No predominantemente cintura
22 Ninguna pélvica, en pantorrillas,

2 f 9afios | 1358

< Hidalgo 1 hermana
anos

(de una poblacién de 400 Ha) piernas y biceps.

Pantorrillas con aumento

; 21 18 Ninguna 2 hermanas de volumen.

afios | afios 12310 (de una poblacion de 400 Ha) Guanajuato y 1 prima

NP: nimero de paciente; m: masculino; f: femenino; Ha: habitantes; CPK: fosfocreatinquinasa.
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Usando una combinacion de RT-PCR, los 55 exones del gen DYSF fueron amplificados y

tras purificar los productos éstos fueron secuenciados mediante secuenciacion
automatizada en ambos sentidos de la cadena de cDNA. En los tres pacientes se
encontraron cambios en la secuencia (Tabla 9), algunos reportados como polimorfismos que
no afectan el aminoacido codificado. En uno de los pacientes se encontré un cambio
homocigoto de una base guanina por una adenina en la posicion 4253, en el exon 39, esta
mutacion produce el cambio de un aminoacido (el 1418 del gen DYSF) de glicina por uno de

acido aspartico (Figura 5).

Tabla 9. Cambios encontrados en la secuencia del gen DYSF en los pacientes analizados.

Exon Cambio Tipo de cambio | Pacientes que lo | Frecuencia (%) Enfermedad Referencia
presentan reportadaenla | reportada para
bibliografia este cambio
393C>T . Kawabe et al, 2004
5 CCC>CCU Pro heterocigoto ly2 13.75 normal
1185 C>A
13 | GAC>GAA heterocigoto 2 - normal no reportado
Asp 395 Glu
1827 T>C - .
20 GAT>GAC Asp heterocigoto 2 25 normal Takahashi et al, 2003
2583 T>A . Takahashi et al, 2003
25 TCT>TCA Ser heterocigoto 1,2y3 70 normal
4008 C>A . Cagliani et al, 2003
38 ATC>ATA Il heterocigoto 2y3 45 normal
38 4068 C>T homocicoto 1 3 normal Takahashi et al, 2003
AGC>AGT Ser g
4253 G>A
39 | GGC>GAC homocigoto 3 - LGMD2B no reportado
Gly 1418 Asp

Pro: prolina, Asp: acido aspartico, Glu: acido glutamico, Ser

: serina, Ile: isoleucina, Gly: glicina.
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|

TGGT GG GC CAG

(A)
4253 G>A
TGG T TGG ACC 4G
(B)
4253 G>A
CTGG TCCACC A
(C)

Figura 5. Secuencia que muestra la mutacion 4253 G>A en el gen DYSF. La secuenciacion del exén
39 con el par numero 15 de los oligonucleotidos disefiados para este fin muestra: (A) secuencia
consenso del gen DYSF (NM 003494) (B) y (C) secuencias en ambos sentidos de la cadena de cDNA
del paciente 3 mostrando el cambio homocigoto (indicado por la flecha).

La mutaciéon identificada en el paciente que da origen al cambio de un aminoacido, fue
confirmada por secuenciacion directa de DNA genémico obtenido de la muestra de sangre
periférica. Ademas se analizaron 100 cromosomas normales (50 masculinos y 50

femeninos) no relacionados para determinar mediante ensayos de polimorfismos de
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longitud de fragmentos de restriccion (RFLPs) que el cambio no era un polimorfismo. Para
tal fin en base a la secuencia del ex6n 39 de DYSF, se disefiaron un par de oligonucle6tidos
que nos permitieran amplificar un fragmento de DNA susceptible de analizar por RFLPs con
un patron de bandeo donde se pudiera apreciar a los portadores del cambio buscado en la
poblacion  abierta, con el empleo del programa  NEBcutter V2.0
(http:/ /tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) se determiné a la enzima Hae III (secuencia
de union GGCC) cuyo punto de corte es entre un par de guaninas y un par de citocinas,
como la indicada para dicho analisis (Figura 6). Los oligonucleétidos disefiados fueron los
siguientes: 5° TCACCGTCAAGGTCATCGA 3’ el sentido y 5° GGGTCACACAGGAAGCTCT
3" el antisentido, el producto de PCR es un fragmento de 94 pb. En la figura 7 se muestra
un ejemplo de el patron de bandeo obtenido a partir de la restriccion enzimatica con Hae III

en un gel de agarosa al 4%.

94 pb
(A) +
34 pb 7pb 11l pb 42 pb
(B)
34 pb 7 pb 53 pb

Figura 6. Esquema donde se representan los puntos de corte de Hae IIl en el fragmento de 94 pb
producto de la PCR con los oligonucleétidos disenados en base a la secuencia del exén 39 de DYSF.
(A) cuando no existe un cambio en la secuencia con respecto a la consenso, se generan 4 bandas
después de la restriccién con Hae III (producto de tres cortes), (B) cuando existe el cambio 4253 G>A
se generan 3 bandas tras la restriccion, ya que Hae III deja de tener un punto de unién para corte
(indicado por la flecha). En el caso de presentarse un cambio de manera heterocigota, apreciariamos
una combinacion de los dos patrones.



59

53pb —»

34pb <«— 2pb

D 34 pb

Figura 7. Electroforesis representativa de productos de PCR digeridos con Hae Il en gel de agarosa al
4%. M: marcador de peso molecular (Promega, 50 pb y 100pb); P: paciente con mutacion; se
aprecian las dos bandas superiores del patrén (de 53 pb y 34 pb); C1-6: controles sin cambio donde
se aprecian las dos bandas superiores del patréon (42 pb y 34 pb).

Una vez que se comprobo que el cambio 4253 G>A encontrado en el paciente no se trataba
de un polimorfismo, utilizando los oligonucleotidos disefiados para el analisis de
restricciébn, a partir de DNA obtenido de sangre periférica, de algunos familiares del
paciente, se amplifico y secuencio en ambos sentidos para determinar quien presentaba la
mutacion. Como se muestra en el pedigree (Figura 8) tres miembros de la familia (III-3, III-

4, 111-10) son homocigotos para la mutacién; seis integrantes (I-1, I-3, II-5, II-12, 1I-13, II-
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19) son heterocigotos para la mutacion; y tres miembros analizados ([II-7, IV-1,IV-5) no
presentan el cambio en ninguno de sus alelos. En los demas integrantes de la familia no se
pudo realizar el estudio debido a que la mayoria de ellos radican en Estados Unidos de
Norteamérica. Sin embargo, sabemos que el miembro II-14 presenta sintomas similares a
I11-3,111-4 y III-10.

En cuanto se tuvieron los resultados de la segregacion de la mutacion, a los miembros de la

familia se les entrego el resultado y se les proporcioné asesoramiento genético.

* *
I A}E
3 4
g + e |x N N N g* g g e
III e o ® ® 0 ®
1 2 3 4 5 6 7 8 ©® 10 11 12 13 14 |15 16 |17 18 19

Figura 8. Pedigree de la familia del paciente con LGMD2B (indicado con una flecha). Los cuadros
indican hombres; los circulos indican mujeres; los miembros que tienen marcada una linea
horizontal han fallecido; los que tienen un punto en el centro de su espacio son heterocigotos para la
mutacion (453 G>A); los que tienen sombreado todo su espacio son homocigotos para la alteacion; la
estrella en la parte superior derecha indica los miembros de la familia en los que se pudo realizar el
estudio; II-14 presenta sintomas similares a los miembros homocigotos para 1 cambio.
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DISCUSION

Las distrofias musculares representan un grupo de desordenes que se caracterizan
principalmente por la pérdida progresiva de musculo esquelético (Maidment y Ellis, 2002).
Son enfermedades que resultan de defectos genéticos en componentes de la membrana del
musculo, de la matriz extracelular, de la sarcomera, del citosol, del nucleo y de la via de
glicosilacion, ascendiendo a mas de 30 los genes que han sido mapeados que se relacionan
con estos padecimientos y de los cuales en la mayoria de los casos se ha identificado su
producto (Vainzof y Zatz, 2003). Su curso clinico es altamente variable oscilando de severo
en algunas formas congénitas con rapida progresion, a formas leves con inicio tardio y
curso lento (Guglieri et al, 2005).

El diagnostico 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 algunas de las proteinas defectuosas mediante pruebas
de inmunofluorescencia con anticuerpos especificos, lo que determina la posibilidad de
establecer un diagnéstico mas certero en estos pacientes. En nuestro pais se han realizado
estudios con un numero limitado de anticuerpos, por esta razon en el presente trabajo se
busco determinar si los pacientes mexicanos con distrofia muscular exhibian deficiencia
para alguna de las proteinas caveolina-3, laminina a2, teletonina, emerina, lamina A y
lamina C.

De los pacientes analizados 1 de 77 (1.29%) mostré deficiencia de laminina a2. Jones et al
(2001) en un analisis de pacientes australianos con distrofia muscular detectaron en S de
131 (4%) deficiencia de laminina a2, de los cuales uno mostro deficiencia secundaria de

distrofina y a-SG, esto apoya el hecho de que por la sobreposicon de sintomas entre las
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diferentes ditofias, es aconsejable realizar analisis inmunohistoquimico lo mas completo
posible.

Debido a que son seis las distrofias musculares que pueden tener deficiencia de laminina
o2, por un analisis en base al cuadro clinico del paciente identificado con deficiencia en
esta proteina, cinco de estas enfermedades se descartaron. MDC1C y MEB debido a que en
estos padecimientos estan involucrados los musculos faciales, los cuales el paciente no
tiene afectados. FMDC es descartada porque esta asociada a retardo mental severo,
MDC 1B sélo ha sido reportada en una familia de Emiratos Arabes Unidos con espina rigida
y serios problemas diafragmaticos involucrados (Brockington et al, 2000), por lo que
también es descartada, asi s6lo nos quedan LGMD2I y MDC1A. De este paciente de
género femenino, con buen aprovechamiento escolar, no se tienen resultados de una
resonancia magnética, donde podriamos saber si presenta hipodensidad de materia blanca,
caracteristica distintiva de la MDCI1A, pero no presente en todos los casos, tampoco
contamos con estudios que nos permitan descartar cardiomiopatias las cuales son
frecuentes en una distrofia que refiere una deficiencia primaria de la proteina relacionada
con la fukutina (LGMD2I) y una deficiencia secundaria de laminina o2 (Walter et al, 2004).
El fenotipo de este paciente es parecido a LGMD, con marcha independiente, fenotipo que
muestra el 12% de los casos de MDCI1A, de los cuales 3-35% presentan implicaciones
cardiacas (Jones et al, 2001), por lo que los sintomas de LGMD2I y MDC1A se sobreponen.
Con los datos clinicos que contamos y basandonos en que la edad promedio en que
presentan el primer sintoma en LGMD2I es a los 10 anos y que caracteristicamente los
pacientes de esta distrofia tienen pantorrillas hipertréficas, el paciente que analizamos no
las presenta y tuvo los primeros sintomas a los seis meses de edad, algo caracteristico en
MDC, lo cual sugiere fuertemente que es un paciente con fenotipo MDC1A no clasico o

“poco severo” (Jones et al, 2001).
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Debido a que el gen LAMA2 que codifica laminina a2 es de considerable tamano (65 exones
en 9369 pb), a las complicaciones técnicas propias de la metodologia de busqueda de
mutaciones y a que en fenotipos MDC1A no clasicos en los que se ha buscado la mutacién
solo en el 8% se ha encontrado (Jones et al, 2001), esto probablemente a que la mutacion
esté localizada en una region inexplorada no codificante en el gen LAMA2 o en otro gen
conocido o no que interfiere con laminina a2, se decidié no buscar la mutacion en el gen
LAMA2 de éste caso.

Al paciente se le puede ofrecer una integracion y analisis de los estudios paraclinicos ya
mencionados una vez se cuente con ellos, ademas de posteriores estudios
inmunohistoquimicos con mas anticuerpos relacionados con distrofias musculares.

De los demas pacientes, en cinco de ellos los sintomas iniciaron al nacimiento por lo que
existen muchas probabilidades de que padezcan algtn tipo de MDC, pero aun cuando los
pacientes con MDCI1A que representan el 40% de MDC son los Unicos en los que se
asegura una deficiencia en laminina a2, existe la posibilidad de que padezcan alguna otra
distrofia, congénita o no, para la que aun no se cuenta con anticuerpos comerciales.

Uno de los pacientes de género femenino incluidos en este estudio mostro las
caracteristicas clinicas de una distrofia tipo Emery-Dreifuss, sin embargo no se detecto
ninguna deficiencia de emerina, lamina A o lamina C. Manilal et al (1998) han reportado
mas de 20 casos similares en los que incluso no encuentran mutacion en los genes que
codifican estas proteinas relacionadas a EDMD. Ellos han propuesto que mutaciones en
genes con alta homologia con emerina (TMPO y LAMBI1) pueden ser causantes de estos
fenotipos.

En este estudio de 32 pacientes con un patron de expresion normal para distrofina, a.,p,y,0

SGs y disferlina, al realizar el analisis de caveolina-3, laminina a2, teletonina, emerina,
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lamina A y lamina C, 31 mostraron una expresion normal para todas las proteinas, por lo
cual de 77 muestras iniciales 31 permanecen sin diagnéstico certero, es decir un 40.25%.
Muy similar a lo que reportaron Vainzof et al (2001) en un estudio donde analizaron la
expresion de teletonina, calpaina-3, disferlina, a,B,y vy 6 SGs en 176 pacientes con
diagnostico clinico de LGMD (y positivos para distrofina), 94 de los pacientes mostraron
una expresion normal de estas proteinas, es decir un 53.4% de las muestras analizadas, lo
que nos revela un porcentaje alto de pacientes con distrofia muscular sin diagnéstico
certero.

Estos resultados nos indican que la frecuencia relativa de ciertas distrofias musculares es
tan baja en nuestro pais que para ser registrada se necesita una muestra de pacientes mas
grande. Ademas, debemos seguir integrando metodologias diagnoésticas para detectar
deficiencia de la mayor cantidad de proteinas relacionadas a distrofias musculares en
pacientes con estas enfermedades.

Por otra parte, debido a que ultimamente se ha encontrado relacion entre diferentes
proteinas relacionadas a distrofia muscular que no forman entre si algin complejo (por
ejemplo la disminucién de la expresion de calpaina-3, distrofina y y SG en algunas MDC)
(Ferreira et al, 2005), en este estudio también se buscé determinar si los pacientes con
distrofia muscular, cuyo patréon de expresion deficiente en alguna de estas proteinas:
distrofina, a,B,y,0 SGs y disferlina, presentaban alteracion en alguna de las proteinas:
caveolina-3, laminina a2, teletonina, emerina, lamina A y lamina C. En todos los pacientes
la expresion de las proteinas caveolina-3, laminina a2, teletonina, emerina, lamina A y
lamina C, fue normal, sugiriendo que no existe una relacion entre estas proteinas.

LGMD2B tiende a ser la distrofia mas frecuente en nuestro pais después de DMD/BMD

(reportes del laboratorio donde se realizo este trabajo) por lo que realizar una busqueda de
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mutaciones en el gen DYSF de estos pacientes, pese a las complicaciones técnicas debido al
gran tamano del gen (55 exones en 6538 pb) y a la ausencia de regiones comunes de
mutacion, es de gran interés para aumentar nuestra comprension de los mecanismos
asociados a variabilidad fenotipica.

El hecho de que sélo se haya encontrado la mutacion relacionada a la enfermedad en uno
de los tres pacientes analizados puede ser indicio de que para los dos restantes la mutacion
se localize en una region inexplorada no codificante como son las regiones intronicas y
promotoras del gen DYSF. Aoki et al (2001) han sugerido que posiblemente mutaciones en
otro gen homodlogo a DYSF (como mioferlina), podrian ser responsables de algunos
fenotipos de LGMD2B y MM.

La importancia, trascendencia e impacto de este estudio esta determinado por muchos
factores como las dificultades diagnosticas, la complejidad de los examenes
complementarios necesarios para establecerlo, la escasez de clinicos expertos en su
manejo, por ser enfermedades discapacitantes y con un gran impacto personal, familiar y
social, por el hecho de que algunas pueden limitar la esperanza de vida, por su caracter

hereditario y en su caso, por las posibilidades de establecer un asesoramiento genético.
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CONCLUSIONES

L.

II.

III.

IV.

En el presente trabajo se cre6 un banco de biopsias musculares de 77 pacientes con
cuadro clinico compatible con distrofia muscular.

La expresion de caveolina-3, laminina a2, teletonina, emerina, lamina A y lamina C
en 45 muestras con un patron de expresion deficiente para alguna de las proteinas:
distrofina, a, B, v,0 SGs y disferlina fue normal.

En el analisis de 32 pacientes reportados con patron de expresion normal para
distrofina, a,B,y,0 SGs y disferlina, se detect6 un paciente con deficiencia de
laminina a2, con un cuadro clinico de MDC1A no “clasico”.

En este estudio se presenta una nueva mutaciéon en el exon 39 del gen DYSF que
cambia la produccion de un aminoacido (Gly 1418 Asp) en la proteina. En la familia

de la paciente se identifico a los portadores.
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ANEXOS

1. CUESTIONARIO GENERAL DE MIOPATIAS
INSTITUCION
FECHA
REGISTRO

Nombre

Edad, Fecha de Nac.

Lugar de Origen

Lugar de Residencia

Direccion

Telefono

Origen de padres

Consanguinidad Si No

Historia Familiar Si No especificar

Desarrollo Psicomotor (normal) (anormal) Sostén cefalico
Edad de caminar
Edad de hablar

Desemperio Escolar  (bueno) (regular) (malo) Evolucion:

Edad de inicio de sintomas
Primer sintoma,

Miembros inferiores (edad).- Dificultad para:
Subir escaleras
Levantarse de una silla
Levantarse de decubito dorsal
Levantarse de cuclillas (Gowers)
Pararse de puntas

Caidas faciles
Limitacion del perimetro de la marcha

Miembros Superiores (edad).- dificultad para:
Levantarlos
Cargar pesos
Doblarlos (flexion)
Extenderlos (extension)
Cerrar o abrir las manos
Abrir frascos de botellas

Debilidad de cuello no si, inicio
Vision Doble (diplopia) no si, inicio
Alteracion de movimientos faciales no si, inicio
Dificultad para deglutir (disfagia) no si, inicio

Dificultad para hablar (disartria) no si, inicio

Falta de aire (disena) no si, inicio
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Pérdida de la masa muscular (atrofia) no si, inicio y localizacion
Dolor muscular (mialgias) no si, inicio y localizacion
Mioglobinuria (orina roja asociada o no a mialgias) no si, inicio/describir,
Calambres no si, inicio/localizacion
Problema visual no  si, inicio

Problema auditivo no  si, inicio

Miotonia no  si, inicio/especificar
EXPLORACION.-

Debilidad (debilidad y grado)

Reflejos (normales) (anormales), especificar

Respuesta plantar (normal) (anormal), especificar

Sensibilidad (normal) (anormal), especificar

Movimientos oculares (normal) (anormal), especificar

Ptosis (no) (unilateral) (bilateral)
Afectaciones ortopédicas (no) (si), especificar

Otros hallazgos

EMG (no realizada) (normal) (miopatica) (neuropatica)
VCN (no realizadas) (normales) (anormales)
CPK (no realizada) (normal) (anormal)
Biopsia Muscular (no realizada) (normal) (anormal)
Fecha

Musculo

Institucion

N° Biopsia,

Tratamiento (no) (si), especificar
Rehabilitacién (no) (si)
Primer servicio que atendi6 al paciente

Arbol Genealégico



69

1 CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA TOMA DE BIOPSIA
DE MUSCULO ESQUELETICO Y DE MUESTRA DE SANGRE PERIFERICA

La distrofia muscular es una enfermedad que se caracteriza por debilidad muscular y tiene

caracter progresivo.

Desde el punto de vista del material de la herencia esta enfermedad puede ser heterogénea.
El estudio inmunohistoquimico en biopsia de musculo y el estudio del DNA en muestra de
sangre permite identificar con mayor precision el tipo de enfermedad que afecta al paciente
y relacionar con una forma de herencia especifica. Estos datos a su vez seran la base para
proporcionar informacion sobre la naturaleza genética de la entidad e informar sobre

riesgos de que un futuro hijo presente el mismo padecimiento.

Me han sido explicados claramente los objetivos del estudio, los cuales no representan
ningun riesgo para la salud de mi hijo (a), ni para ninguno de los miembros de mi familia,
por lo cual estoy dispuesto a autorizar la realizacion de la biopsia muscular, aceptando
formar parte del proyecto de investigacion: “Estudio Bioquimico Molecular de Proteinas no
Asociadas a Distrofina en Pacientes con Distrofia Muscular”. La informacion de los
resultados se hara a través del personal médico del servicio de la consulta externa de

Genética Médica.

Estoy conciente que la participacion en el estudio es completamente voluntaria, pudiendo
elegir en cualquier momento del mismo abandonarlo, sin que ello sea motivo de estar
sujetos a represalias en cuanto a la atencion médica que mi hijo (a), o el resto de mi familia

requiera.

NOMBRE DEL PACIENTE:

NOMBRE DE LA MADRE:

NOMBRE DEL PADRE:

Firma de la persona legalmente responsable del paciente



ABREVIATURAS

AC

AD

AD

AHF

AR

Asp
BMD

C

C-3
CaM II
CAPN3
CAV3
cDNA
CMT2
COL6A1
COL6A2
COL6A3
CPK

CS
D.0O.260
DAGI
DAPI
DC
DCG
DCM
DEPC
DG

Adenina

Antisentido

Afeccion cardiaca

Autosomica dominante

Autosomica dominante

Antecedente de historia familiar

Autosémica recesiva

Acido aspartico

Distrofia muscular de Becker

Citosina

Caveolina-3

Cinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo II

Gen que codifica para la proteina calpaina-3

Gen que codifica para la proteina caveolina-3

DNA complementario

Polineuropatia autosémica recesiva axonal

Gen que codifica para la proteina colagena 6 cadena al
Gen que codifica para la proteina colagena 6 cadena a2
Gen que codifica para proteina la colagena VI cadena a3
Fosfocreatinquinasa

Consaguinidad

Densidad optica a una longitud de onda de 260 nm
Gen que codifica para las proteinas a-distroglicano y B-distroglicano
41,6-diamidino-2-fenilindol dihidroclorido

Disferlina extremo carboxilo terminal

Complejo de glicoproteinas asociadas a distrofina
Cardiomiopatia dilatada

Dietilpirucarbonato

Distroglicano
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DHD

DM
DMAT
DMAT
DMC
DMD

DN
DNA
dNTP's
DTT
DYS2
DYS3
DYSF

EDMD
EDTA
EMD
EMG

f

FKRP
FMDC
FSHD1
FUKUTINA
G

GCG
Glu
Gly
Grb2

HCK
HCL
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Datos histopatologicos compatibles con proceso distrofico en las fibras
musculares

Miopatia distal

Miopatia del compartimiento distal anterior

Miopatia del compartimiento distal anterior
Cardiomiopatia dilatada

Distrofia muscular de Duchenne/Gen que codifica para la proteina
distrofina

Disferlina extremo amino terminal

Acido desoxiribonucléico

Desoxinucleotidos trifosfatados

Dithiothreitol

Distrofina extremo amino terminal

Distrofina extremo carboxilo terminal

Gen que codifica para la proteina disferlina

Emerina

Distrofia muscular de Emery-Dreifuss

Acido etilendiaminotetraacético

Gen que codifica para la proteina emerina
Electromiografia

Femenino

Gen que codifica para la proteina relacionada con la fukutina
Distrofia muscular congénita Fukuyama

Distrofia muscular fasioescapulohumeral

Gen que codifica para la proteina fukutina

Guanina

Trinucleotido que codifica para el aminoacido alanina
Acido glutamico

Glicina

Proteina adaptadora de transduccion de senales
Habitantes

Hipercikemia

Acido clorhidrico



HCM
Ile

IQ
ITGA7
kb
kpnl

LAMA?2
LAMB1
LARGE
L-C
LGMD
LMNA

MDC
MEB
min
MgCl,
ml
mM
MM
M-MLV
MRI
mRNA
MyoD
NaCl
nd

ng

nm
nNOS
OPMD

Cardiomiopatia hipertrofica

Isoleucina

Coeficiente intelectual

Gen que codifica para la proteina integrina a7
Kilobases

Secuencia larga repetida de DNA genémico no codificante
Lamina A

Gen que codifica para la proteina a2-laminina
Laminina B1

Gen que codifica para una supuesta glicosiltransferasa
Lamina C

Distrofia muscular de cintura

Gen que codifica para las proteinas lamina A y lamina C
Masculino

Molar

Distrofia muscular congénita

Enfermedad musculo—-ojo-cerebro

Minutos

Cloruro de magnesio

Mililitros

Micromolar

Miopatia de Miyoshi

Virus de la leucemia murina de Molones

Imagen de resonancia magnética

RNA mensajero

Gen que codifica para la proteina de diferenciacion miogenica
Cloruro de sodio

No determinado

Nanogramos

Nanometros

Sintasa neuronal del 6xido nitrico

Distrofia muscular oculofaringea
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p/v
PABP2

pb
PCR
PH
pmol

POMPGnT1

POMT1
POMT2
Pro
RCLB
RFLPs
RNA
RNAsas
rpm
RSMD1
RT
RT-PCR
S

SDS
seg
SEPN1
Ser
SGCA
SGCB
SGCD

SGCG
SGs
SG-SSPN
SNC
SSPN
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Peso/volumen

Gen que codifica para la proteina 2 de union a poli (A)

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa

Potencial hidrégeno

Picomoles

Gen que codifica para la proteina O-manosa 1,2
N-acetilglucosaminiltransferasa

Gen que codifica para la proteina O-manosiltransferasa 1
Gen que codifica para la proteina O-manosiltransferasa 2

Prolina

Solucion amortiguadora de lisis de células rojas

Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion

Acido ribonucléico

RNA nucleasas

Revoluciones por minuto

Distrofia muscular-1 de espina rigida

Transcripcion reversa

Transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa

Sentido

Dodecil sulfato de sodio

Segundos

Gen que codifica para la proteina selenoproteina N1

Serina

Gen que codifica para la proteina a-sarcoglicano

Gen que codifica para la proteina B-sarcoglicano

Gen que codifica para la proteina d-sarcoglicano

Gen que codifica para la proteina y-sarcoglicano
Sarcoglicanos

Complejo sarcoglicano-sarcospan

Sistema nervioso central

Proteina sarcospan



T

TBE
TCAP
TMD
TMD
TMPO
TRIM32
TRIS
TRIZOL
TTID
TTN
U/L
UMDC
UMDC
uv
WWwW
X-
ZASP
o-DG
B-DG

€ -SG
Hg

um

(-SG

Timina

Tris, acido boérico, EDTA

Gen que codifica para la proteina teletonina
Distrofia muscular tibial

Distrofia muscular tibial

Gen que codifica para la proteina timopoietina
Gen que codifica para la proteina TRIM32
(Hidroximetil)-aminometano

Solucion monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina
Gen que codifica para la proteina miotilina
Gen que codifica para la proteina titina
Unidades por litro

Distrofia muscular congénita de Ullrich
Distrofia muscular Ullrich

Ultravioleta

Sindrome Walker Warburg

Ligada al cromosoma X

Gen que codifica para la proteina ZASP
Proteina a-distroglicano

Proteina B-distroglicano

Proteina epsilon sarcoglicano

Microgramos

Microlitros

Micréometros

Proteina zeta sarcoglicano
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