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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La distrofia muscular oculofaringea (DMOF) es una forma genética de distrofia
muscular que se inicia en la edad adulta y que se caracteriza por la triada de ptosis
palpebral, dificultad para la deglucion y debilidad muscular distal de progresion lenta.
La enfermedad, que tiene una transmision hereditaria autosémica dominante, fue
descrita inicialmente por Taylor en 1915 en 4 miembros de una familia Franco-
Canadiense (Taylor, 1915) que presentaban ptosis de inicio tardio asociada a dificultad
para la deglucidon, ambas atribuidas a una neuropatia craneal progresiva. En 1962,
Victor y col. se refirieron por primera vez a este trastorno como distrofia muscular
oculofaringea y demostraron el caracter miopatico y hereditario de la enfermedad
(Victor et al. 1962). En la actualidad se han descrito casos de DMOF en mas de 30
paises (Brais, 2003) y la prevalencia de la enfermedad ha sido estimada desde 1 en
700 en Judios Bukhara residentes en Israel, 1 en 1,000 en la provincia de Québec, en
Canada, hasta 1 en 200,000 en Francia (Brais et al. 1998).

La DMOF se manifiesta generalmente en la quinta o sexta década de la vida
presentandose con dos sintomas cardinales: ptosis palpebral y disfagia, ambas con un
curso lentamente progresivo. En la mayoria de los casos, la ptosis es el primer sintoma
e inicialmente la afeccion muscular esta restringida a los musculos elevador del
parpado y faringeos pero a medida que la enfermedad progresa, se presenta afeccion
de los movimientos oculares y ocasionalmente, diplopia. Sin embargo, la oftalmoplegia
externa total es infrecuente. La ptosis lleva consigo una retroflexion refleja de la cabeza
del paciente, que resulta en estrechamiento de la vallecula y una disminucion en la

relajacion del esfinter esofagico superior, lo cual agrava la disfagia proporcionalmente



con el grado de retroflexion de la cabeza. (de Swart, 2006). Con el tiempo, la disfagia
lleva a malnutricion y puede causar la muerte debido a neumonia por aspiracion. Otros
sintomas y signos se asocian con involucro miopatico de otros musculos, como por
ejemplo la inexpresién facial (Figura 1). La mayoria de los pacientes desarrollan voz
nasal debido a debilidad palatina y en casi todos se observa debilidad y atrofia de la
lengua (Bouchard et al. 1997). Cuando la ptosis ya es evidente, es frecuente observar

también compromiso de los musculos faciales medios, temporales y maseteros.

Figura 1.- caracteristicas faciales de la DMOF. Noétese la ptosis bilateral y la facies
inexpresiva por afeccidon de la musculatura facial en una paciente de 64 afios evaluada

en el Instituto de oftalmoloiga Fundacién Conde de Valenciana.

La debilidad también ocurre con frecuencia en los musculos de la cintura pélvica
y en menor grado en los de la cintura de hombros. Hasta recientemente, la muerte
ocurria como resultado de neumonia por aspiraciéon o malnutricion. Con el progreso en
el tratamiento de la disfuncion faringea (miotomia cricofaringea endoscépica) y de
mejores esquemas de nutricion, la expectativa de vida de los pacientes es mayor y el
pronéstico y la calidad de vida han sido mejorados importantemente (Becher et al.

2001).



Patologia: Los cambios histopatologicos observados en las fibras de los musculos
extraoculares y otros musculos voluntarios varian de acuerdo al estadio de la
enfermedad y a los musculos examinados. Probablemente todos los musculos
esqueléticos estan involucrados, pero estudios de autopsia han demostrado que los
musculos extraoculares, linguales, faringeos y diafragmaticos estan mas severamente
afectados (Schmit y Krause, 1981; Little y Perl, 1982). Los musculos estudiados
utilizando métodos histolégicos clasicos muestran cambios que son comunes a muchas
distrofias musculares e incluyen pérdida de fibras musculares, variacion anormal del
tamafio de las fibras musculares, aumento en el numero de nucleos y fibrosis
intersticial y de tejido graso aumentadas. Es poco comun observar fibras necrosadas o
sufriendo fagocitosis. Los estudios histoquimicos de secciones congeladas revelan dos
cambios particulares: (1) fibras pequefias anguladas que reaccionan fuertemente a
enzimas oxidativas; y (2) vacuolas con bordes o “ribeteadas” dentro de las fibras
musculares. Aunque la presencia de fibras anguladas pequefias sugiere un proceso de
denervacion subyacente, su ocurrencia puede atribuirse simplemente a envejecimiento.
Las vacuolas ribeteadas consisten de espacios irregulares claros redondos o
poligonales rodeados por un anillo de material basofilico (en la tincibn con hematoxilina

y eosina) y tifien de rojo con la tincién tricromica de Gomori (Figura 2).



Figura 2.- Vacuolas ribeteadas intrafibrilares que se tifien de rojo con la tincién

tricrémica de Gomori (tomado de Pau-Serradell et al. 2004).

Las vacuolas ribeteadas tienen actividad de fosfatasa acida y su andlisis
mediante micrografia electrénica ha demostrado que son de caracter autofagico, varian
en tamano y apariencia y contienen estructuras membranosas y mieloides, granulos de
glicogeno y restos no identificados de ruptura de componentes moleculares
desconocidos (Brais, 2003). Las vacuolas ribeteadas se han observado en otras
enfermedades, particularmente en la miositis con cuerpos de inclusién (Lotz et al.
1989). Sin embargo, su identificacién en una biopsia muscular apoya un diagndstico
clinico de DMOF.

El cambio ultraestructural mas importante es la presencia de filamentos

tubulares intranucleares con diametro de entre 3 y 8.5 nandmetros. Estos filamentos



estan dispuestos en varias direcciones y frecuentemente forman palizadas. La
frecuencia de nucleos con inclusiones intranucleares filamentosas varié entre 2 y 5%
en un estudio de 29 casos (Tomé et al. 1997). Estas inclusiones ocurren en los nucleos
de células musculares y no se han demostrado en el nucleo de ninguna otra célula en
los sujetos afectados. Los estudios morfolégicos de biopsias de nervios periféricos de
dos pacientes ancianos con DMOF mostraron cambios sugestivos de una neuropatia
axonal (Boukriche et al. 2002), sin embargo los estudios de autopsia no han
demostrado afeccidén del sistema nervioso central (Tomé et al. 1997; Bouchard et al.
1997). Verheesen y col en el 2006 demostraron que la expresion de un anticuerpo
intracelular especifico (para el segmento de aminoacidos 113-133 que forma la a-hélice
de la proteina PABPN1 mutada) en un modelo de células HeLa de DMOF previene las
inclusiones intranucleares asi como también disminuye las ya previamente formadas,
lo que indica que las inclusiones son reversibles, sin presentar la célula algun efecto
citotoxico por la presencia de este anticuerpo. La concentracion de PABPN1 no se ve
alterada por la presencia del anticuerpo, no asi la agregacion intranuclear. Se cree que
esto es debido a que el anticuerpo al fijarse evita que esta porcién de la proteina
interaccione con otras moléculas (Verheesen et al. 2006).

En resumen, los datos histopatologicos musculares en los afectados tipicamente
incluyen variacion anormal del tamafo de las fibras, presencia de fibras anguladas
pequefias y atréficas y presencia de vacuolas “ribeteadas” basofilicas en citoplasma

(Fardeau y Tome, 1997).
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Genética molecular: Se han descrito formas autosémicas dominantes (OMIM 164300) y
autosdémicas recesivas (OMIM 257950) de DMOF, aunque la transmision dominante es
por mucho la mas frecuente en las familias afectadas. El locus de la DMOF fue
localizado inicialmente en 14911 por medio de analisis de ligamiento en una numerosa
familia franco-canadiense afectada (Brais et al. 1995). Utilizando una estrategia de
clonacion posicional se logré la identificacion de expansiones cortas (GCG)s.13 en el
gen PABPNL1 (por las siglas en inglés de polyalanine binding protein nuclear 1) en
todos los casos dominantes de DMOF (Brais et al. 1998). Estas mutaciones consisten
de expansiones mitoticamente y meioticamente estables del repetido (GCG)n en el
primer exon del gen, estos repetidos de GCG codifican cada uno para una alanina en la
proteina final. Las mutaciones dominantes consisten en la adicion de 2 a 7 repetidos
(GCG) al tracto normal de (GCG)s. Hasta la fecha se han reconocido seis diferentes
tamanos de mutacién que originan de 8-13 repetidos de GCG. En un estudio que
agrupo a 81 familias con DMOF, Brais y col. identificaron los siguientes tamafios de
expansion: 5% (GCG)s, 40% (GCG)y, 26% (GCG)10, 21% (GCG)11, 7% (GCG)12y 1%
(GCG)43 (Brais et al. 1998) El porcentaje relativo puede variar de una poblacién a otra
pero en poblaciones con efecto fundador como en Franco-canadienses o Judios
Bukhara, la mayoria de las familias comparten la misma mutacién historica (Brais,
2003).

Dos estudios han postulado la posibilidad de que algunas mutaciones en DMOF
no se deban a expansiones del tracto GCG sino que sean secundarias a insercion de
tripletes no idénticos que codifican para alanina (Scacheri et al. 1999; Nakamoto et al.

2002). Se ha sugerido que ambos tipos de mutacion se deben a entrecruzamiento
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desigual ya que éste es el mecanismo mas importante de expansion en otras
enfermedades por polialaninas (Warren, 1997).

La dosis génica tiene una influencia clara en la edad de inicio y en la severidad
del fenotipo de la DMOF (Brais et al, 1998). El fenotipo mas severo de DMOF ha sido
observado en sujetos homocigotos para mutaciones dominantes de PABPN1 (Blumen
et al. 1999). El estudio de 4 homocigotos Franco-canadienses y de 3 homocigotos
Bukhara reveld que en promedio la enfermedad se inicio 18 afios antes que en
heterocigotos (GCG)g. La severidad del fenotipo dominante de DMOF también es
variable. Los casos severos tienen un inicio mas temprano, antes de los 45 anos, de la
ptosis y la disfagia, mientras que la debilidad proximal de miembros inferiores inicia
antes de los 60 afos. En una cohorte extensa de pacientes franco-canadienses con
expansion (GCG)y, 5-10% presentaron un fenotipo severo. Aproximadamente 20% de
estos casos severos son heterocigotos compuestos para la mutacion dominante con un
polimorfismo (GCG); en el otro alelo (Brais et al. 1998) Este polimorfismo tiene una
prevalencia del 1-2% en Norteamérica, Europa y Japdén. También en ltalia y en
Inglaterra han sido identificados pacientes heterocigotos compuestos con un fenotipo
de DMOF mas severo (Mirabella et al. 2000; Hill et al. 2001). La causa de la severidad
aumentada en el restante 80% se desconoce. De manera interesante, los casos
severos se agregan en familias, sugiriendo que otros factores genéticos son
moduladores de la severidad. Los fenotipos severos observados en homocigotos y
heterocigotos compuestos para una mutacidon dominante y una recesiva sugieren un

claro efecto de dosis génica.
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El fenotipo clinico de DMOF recesiva es similar, pero tiene una edad de inicio
mayor. El unico caso de DMOF de herencia autosémica recesiva confirmado
genéticamente fue el de un homocigoto portador de dos mutaciones (GCG); (Brais et
al. 1998). De este modo, el alelo (GCG)7 es un ejemplo de un polimorfismo que puede
actuar como un modificador de un fenotipo dominante o como una mutacion recesiva.
Un reporte de 3 familias Hispano-Americanas encontré que todos los afectados
presentaban el alelo (GCG)9 (Grewal et al. 1999). En contraste, un estudio reciente en
familias Uruguayas con DMOF encontré una alta frecuencia del alelo (GCG)44, por un
efecto fundador de un ancestro que arrib6é de las Islas Canarias en el siglo XIX. El
origen comun de la mutacidén en esta poblacion se demostré mediante un analisis de
segregacion familiar mediante la existencia de un haplotipo ancestral que relaciona los
SNPs rs2239579(C) y SNP2622(C) con el genotipo (GCG)41. La edad de esta mutacién
fue estimada en 37-53 generaciones usando los polimorfismos antes mencionados en
un analisis (Rodriguez et al. 2005). Interesantemente, dos familias espafiolas en las
que se demostré el alelo (GCG)q¢ eran originarias de las Islas Canarias (Pou-Serradell
et al. 2004).

En un estudio reciente en 7 familias espafiolas se concluy6 que el alelo (GCG)y
conferia fenotipos mas severos que los ocasionados por los alelos (GCG)yp vy
(GCG)11(Pou-Serradell et al. 2004), Hill et al en el 2001 encontraron que el inicio de
los sintomas se iniciaba a edades mas tempranas en pacientes con mayor numero de
repetidos. Esta correlacién se dedujo porque en su estudio los pacientes con (GCG)13
iniciaron la sintomatologia a los cuarentas, mientras que los pacientes que encontraron

con (GCG)s lo iniciaron a los setentas. Sin embargo, como se ha sugerido en otras
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series, los autores estiman que es necesario el estudio de cohortes mas numerosas y
de otras poblaciones para atribuir definitivamente una correlacion genotipo-fenotipo

Por otro lado, se han descrito casos excepcionales de DMOF con mutaciones
por insercion o duplicaciones tales como (GCG)s+GCA(GCG),;, +GCA(GCG)s,
+(GCA)2(GCG), 0 +(GCA)3(GCG), (Scacheri et al. 1999; Nakamoto et al. 2002; Van der
Sluijs et al. 2003; Robinson et al. 2005).

La identificacion de expansiones de repeticiones de trinucleétidos en genes
especificos ha sido demostrada en varias enfermedades neuroloégicas hereditarias; sin
embargo, la expansién en PABPN1 en la DMOF es inusual en varios aspectos: (1) la
expansién es modesta, aumentando de (GCG)s en sujetos normales a solo (GCG)s.13
en los afectados; (2) la repeticion es estable durante la mitosis y la meiosis, lo que
sugiere que el mecanismo de expansion es diferente al de las otras enfermedades por
expansion de tripletes (Robinson et al. 2005); (3) en la muy poco frecuente forma
autosdmica recesiva de la enfermedad, los afectados son homocigotos para el repetido
(GCG)7, un alelo que se observa en 2% de la poblacién Franco-canadiense normal.

Después de la identificaciéon del gen mutado en la DMOF, se ha realizado un
trabajo extenso en la identificacion de otras moléculas presentes en las inclusiones
filamentosas intranucleares. La proteina PABPN1 mutada ha demostrado ser parte
integral de las inclusiones en musculo en la DMOF (Becher et al. 2000; Blumen et al.
1999). Las inclusiones nucleares DMOF-especificas estan decoradas con anticuerpos
anti-PABPN1 bajo inmuno-microscopia electronica. Las inclusiones también estan
decoradas con anticuerpos dirigidos contra subunidades de ubiquitina y proteasomales

(Calado et al. 2000). Estas observaciones sugieren que las expansiones de polialanina
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en PABPN1 inducen alteraciones en el plegamiento y precipitacion de proteinas
marcadas por ubiquitina que no pueden ser degradadas por la maquinaria proteasomal.
Interesantemente, se encontré que las inclusiones nucleares secuestran RNA

poliadenilado (Calado et al. 2000).

Expansion Porcentaje
(GCG)s 3%
(GCG)y 69%
(GCG)o 13%
(GCG)11 1%
(GCG)12 3%
(GCG)13 1%

Tabla 1: Frecuencias en porcentaje de expansiones GCG de PABPN1 en 144 familias

con DMOF de diferentes poblaciones (Brais, 2003).

Patogénesis: El conocimiento actual de la funcion de PABPN1 lleva a proponer
diferentes hipotesis acerca de la patogénesis de la enfermedad. A nivel de la proteina,
las mutaciones en DMOF causan el alargamiento del dominio de polialanina N-terminal.
PABPN1 es una proteina nuclear abundante, implicada en la poliadenilaciéon de todos
los RNAs mensajeros (Wahle et al. 1993; Nemeth et al. 1995). PABPN1 tiene al menos
4 dominios distintos: polialanina, de unién a RNA, dimerizacion, y sefal de localizacion
nuclear. Aunque el motivo de reconocimiento de RNA de PABPN1 esta altamente

conservado en muchas especies, el dominio de polialaninas de longitud variable se
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encuentra solo en algunos vertebrados, incluyendo al Homo sapiens, Mus musculus y
Xenopus laevis. PABPN1 es una proteina nuclear abundante de aproximadamente 49
kDa que se une con gran afinidad a las colas de poli (A) nacientes en el extremo 3’ de
los RNAs mensajeros. La cola de poli-A es afadida post transcripcionalmente al RNAm
por diversas proteinas. Cuando han sido afadidos 10-11 nucleétidos a la cola de poli
(A), oligdbmeros de PABPN1 se unen a la cola de poli (A) y estimulan su elongacion
(Wahle et al. 1991). Cuando la cola alcanza aproximadamente 250 nucledtidos, la
elongacion se hace lenta, probablemente por un mecanismo de conteo mediado por
PABPN1 (Wahle, 1995). Se ha demostrado que PABPN1 viaja entre el nucleo y
citoplasma (Chen et al. 1995). La exportacion nuclear de PABPN1 es sensible a
temperatura y depende de la union del RNA. La importacion nuclear de PABPN1 es un
proceso activo mediado por transportina (Calado et al. 2000).

Se han propuesto varios modelos de patogénesis por ganancia de funcion y
toxicidad de polialaninas (Brais et al. 1998b, Galvao et al. 2001). En estos modelos, se
sugiere que PABPN1 porta un dominio expandido de polialaninas patogénico con
caracteristicas fisicas que causan su acumulacién e interfieren con procesos celulares
normales. Los oligdbmeros de polialanina son muy resistentes a degradacion tanto in
vitro como in vivo. Los oligdmeros de polialanina que contienen mas de 8 residuos
consecutivos forman fibrillas espontaneamente (Billingsley et al. 1994).

Otra posible explicacion a la patogénesis de las enfermedades es que los
dominios expandidos de PABPN1 polimerizan para formar hojas beta estables que son
resistentes a la degradacion proteasomal nuclear. La polimerizacion de PABPN1 ha

demostrado ser muy importante para la formacion de las inclusiones filamentosas
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nucleares y su toxicidad, como se demuestra en estudios de transfeccién en los que la
remocion del domino de oligomerizacién redujo la toxicidad e impidi6 la formacién de
las inclusiones filamentosas intranucleares (Fan et al. 2001).

Corbeil-Girard et al. en el 2005 describieron en un modelo de células
humanas infectadas por adenovirus que expresaban PABPN1 mutada y normal,
que la sobre expresion de PABPN1 normal puede llegar a formar inclusiones
intranucleares cuando se expresa en grandes cantidades. También demostro
que en las células afectadas por DMOF con agregados intranucleares, habia 202
genes que se veian afectados en su expresion, el 51% a la alta y el 49% a la
baja. Se reconocié que algunos de los productos de los genes que se sobre-
expresaban, eran de localizacién intranuclear, y algunos de estos se
encontraban secuestrados en las inclusiones intranucleares (ente ellos factores
de transcripcion). Esto llevo a proponer que una probable via de dafio en la
DMOF sea la falta de funcion de proteinas que se encuentran secuestradas en

las inclusiones intranucleares lo que compromete la funcion celular.

Diagnostico y tratamiento: Hasta antes de la identificacion de mutaciones en PABPN1
en la DMOF, el diagnostico se basaba en la evaluacion clinica y la presencia de los
datos histopatoldgicos clasicos de la enfermedad (Tomé y Fardeau, 1994). Este
abordaje ha sido reemplazado por el diagnéstico por DNA (Brais et al. 1998). Debido a
que las formas dominante y recesiva de la DMOF son alélicas, el diagnéstico de ambos

tipos es posible. La prueba tiene una especificidad cercana al 100%. Las principales
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indicaciones para el diagnéstico por DNA en individuos sintomaticos son: (1)
confirmacion del diagndstico en una familia sin estudio molecular previo; (2) cuadro
clinico que presenta un dilema diagnéstico; (3) evaluacién del tamafo de la mutacion
como posible indicador de severidad; (4) exclusion del estado de heterocigoto
compuesto en un paciente con una forma severa, de inicio temprano; y (5) posibilidad
de DMOF recesiva (Brais, 2003).

La severidad de la disfagia que se presenta en la DMOF se clasifica en leve, marcada,
moderada y severa utilizando la clasificacion desarrollada por Duranceau (Duranceau
A. Pharyngeal and cricopharyngeal Disorders. In: Pearson GF, ed. Esophageal surgery.

New York: Churchill Livingstone, 1995:389-415.) (Tabla 2).

SCORE DE SINTOMAS APLICADOS A LA DISFAGIA OROFARINGEA

VARIABLE UN PUNTO DOS PUNTOS TRES PUNTOS CUATRO PUNTOS

1. FRECUENCIA OCASIONAL (MENOS MAS DE UNA VEZ AL MES MAS DE UNAVEZ A LA DIARIO

DE UNA VEZ AL MES) PERO MENOS DE UNA VEZ SEMANA PERO NO

A LA SEMANA DIARIO
2. DURACION <6 MESES >6 MESES, < 24 MESES > 24 MESES, < 60 >60 MESES
MESES
3. SEVERIDAD LEVE, SIN MODERADA, ALTERA LA MARCADA, INTEFIERE SEVERO,
AFECTACION CALIDAD DE VIDA CON UNA VIDA EXPERIENCIA
NORMAL TERRIBLE

PARA CALCULAR, SUMAR LA FRECUENCIA A LA DURACION Y MULTIPLICARLO POR LA SEVERIDAD: 1-7

LEVE,MODERADA 8-15, 16-23 MARCADA, 24-32 SEVEROS

Tabla 2: Indice de severidad para la disfagia orofaringea

Debe tenerse mucho cuidado al solicitar un examen de DNA en un individuo
asintomatico; debido a que no existe tratamiento preventivo, no esta claro si estos
individuos se beneficiaran con la prueba. El examen pre-sintomatico debe ofrecerse en
un contexto en el que puedan ofrecerse consejo genético y apoyo psicologico.
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No existe tratamiento médico disponible para la DMOF. Se recomienda la ingesta de
una dieta alta en proteinas, particularmente a medida que la disfagia se vuelve mas
severa y los pacientes no pueden ingerir carne. Se recomienda la ligera anteroflexion
de la cabeza durante las comidas ya que esta accién mejora la deglucién, reduce el
tiempo necesario para la ingesta de sélidos y liquidos, ademas de que reduce el riesgo
de broncoaspiracion. (de Swart, 2006). Debe ponerse especial atencidn para prevenir el
auto-retiro social de los pacientes debido a la progresién de la disfagia. La neumonia
por aspiracion es una causa frecuente de muerte por lo que los afectados deben ser
advertidos de buscar atencion médica en caso de tos productiva acompafiada de
fiebre. Deben promoverse los ejercicios que mantengan una adecuada funcion
cardiovascular sin llegara a la ejercitacion extenuante. Los pacientes con cuadros

severos pueden requerir silla de ruedas.

Actualmente, solo se dispone de tratamientos quirdrgicos para corregir algunos de los
sintomas de la DMOF. Existen dos tipos de cirugias para corregir la ptosis con buenos
resultados: reseccién de la aponeurosis del elevador palpebral y suspension frontal de
los parpados (Codeére et al. 2001). La cirugia se recomienda cuando la ptosis interfiere
con la vision o aparece dolor cervical debido a la constante dorsiflexién del cuello. La
correccion quirurgica de la disfagia debe considerarse cuando existe disfagia severa,
pérdida importante de peso o neumonia recurrente. La miotomia cricofaringea alivia los
sintomas en la mayoria de los casos. Desafortunadamente, la disfagia puede
reaparecer lentamente con el tiempo. La disfonia severa y la incompetencia del esfinter
esofagico inferior son contraindicaciones de la cirugia (Duranceau, 1997). Se ha

descrito que en las cirugias de estos pacientes durante el bloqueo neuromuscular con
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cistracurio no hay diferencias en el tiempo de recuperacion entre los pacientes
afectados y controles sanos con cirugias similares. En un subgrupo de ese mismo
estudio se demostré que no habia diferencias en la duracion del efecto del cistracurio

entre pacientes con diferentes grados de severidad de la DMOF. (Caron et al, 2005)

Existen varias propuestas de probables tratamientos, entre ellos el trasplante
autdlogo de células satélite musculares (V. Mouly et. al. 2005), o la terapia anti-
agregante. Sobre esta, un estudio en modelos murinos de DMOF demostr6 que la
doxiciclina disminuia la agregacion intranuclear, retrasaba las deficiencias motoras vy
disminuia los niveles de BAX, una molécula proapoptotica que esta elevada en este
modelo de DMOF y en el cual se demostré también que al inhibir la cascada apotatica
se disminuia la muerte celular.(Davies et al. 2005).

La trealosa es un disacarido que se ha descrito como regulador del plegamiento
y agregacion de algunas proteinas en modelos de Amiloide y Huntington vy
recientemente ha demostrado disminuir la agregacion y por lo tanto la toxicidad de
PABPN1 mutante en un modelo murino. A la trealosa se le considera una chaperona
quimica y demostré aumentar la eliminacion de PABPN1 mutante por via proteasomal

(Davies et al 2006).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México no existen reportes sobre las caracteristicas genotipicas de los
pacientes con diagnostico de DMOF ya sea sobre el nimero de repetidos y su
prevalencia o cual es la mutacion més frecuente en nuestro medio, se sabe que la
mutacién predominante varia segun la poblacién estudiada asi, los reportes espafioles
reportan (GCG)g, (GCG)1p Y (GCG)1; repetidos de GCG (Pou-Serradell et al. 2004), los
Uruguayos reportan (GCG);; como su alelo de mayor prevalencia (Rodriguez et al.
2005) y los canadienses el (GCG)y como el mas frecuente (Brais et al. 2003). Por lo
que establecer la mutacibn mas prevalerte en poblacién Mexicana, contribuye a la
caracterizacion genético-poblacional de la DMOF.

La distrofia muscular oculofaringea es una de las pocas enfermedades por
repeticion de tripletes en la que se desconoce si existe una correlacion entre la
severidad del fenotipo y el tamafio de la mutacion. Es claro, sin embargo que la
severidad de la enfermedad varia alun con portadores de la misma mutacién por
expansion en PABPNL1. Los estudios preliminares no han demostrado si el tamafio de
la mutacion influencia la severidad del fenotipo, al menos cuando se considera la edad
de inicio (Mirabella et al. 2000; Hill et al. 2001; Muller et al. 2001). Solo los sujetos con
el alelo (GCG)s presentan un fenotipo claramente mas leve, con una edad de inicio
mayor en la 72 década de la vida y presencia de ptosis y disfagia leves (Brais et al.
1998b; Hill et al. 2001). La comparacion de cohortes extensas de portadores de
diferentes expansiones en diversas poblaciones permitird establecer si existe o no una

correlacion entre el tamafio de la expansion y la severidad de la DMOF.
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OBJETIVOS
e Identificar los alelos mutantes (GCG)n mas frecuentes en una muestra de
pacientes mexicanos con distrofia muscular oculofaringea.
e Establecer una correlacion entre la expansiéon (GCG)n y la edad de inicio y/o
severidad de la sintomatologia.
¢ Identificar posible (s) efecto(s) fundador (es) entre las diferentes familias con la

enfermedad en México.

MATERIAL Y METODOS

PACIENTES

Se incluiran sujetos con diagndstico confirmado o con sospecha diagnéstica de
DMOF a los que se les realizard historia clinica completa, genealogia lo mas extensa
posible y llenado de la Hoja de Recoleccién de datos (anexo I). Una vez realizado el
estudio molecular de la expansion GCG, se eliminaran del estudio aquellos sujetos que
presenten un namero de repetidos (GCG)s normal en los dos alelos de PABPNL. En las
familias en que se identifiguen mas de un afectado, se incluiran a los familiares que
desean ingresar al estudio. Aunque para los analisis comparativos se considerara solo
al caso indice de cada familia, se realizara también una comparacion clinica

intrafamiliar cuando se estudie mas de un afectado por familia.

A los pacientes se les aplicd una hoja de recoleccion de datos (Anexo 1) de la cual se
obtenia la siguiente informacion: Identificacion del paciente, antecedentes

heredofamiliares junto con arbol genealdgico, sintomas relacionados con DMOF
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OBJETIVOS
e |dentificar los alelos mutantes (GCG)n mas frecuentes en una muestra de
pacientes mexicanos con distrofia muscular oculofaringea.
e Establecer una correlacion entre la expansion (GCG)n y la edad de inicio y/o
severidad de la sintomatologia.
e I|dentificar posible (s) efecto(s) fundador (es) entre las diferentes familias con la

enfermedad en México.

MATERIAL Y METODOS

PACIENTES

Se incluiran sujetos con diagndstico confirmado o con sospecha diagndstica de
DMOF a los que se les realizara historia clinica completa, genealogia lo mas extensa
posible y llenado de la Hoja de Recoleccion de datos (anexo I). Una vez realizado el
estudio molecular de la expansion GCG, se eliminaran del estudio aquellos sujetos que
presenten un numero de repetidos (GCG)s normal en los dos alelos de PABPNL. En las
familias en que se identifiquen mas de un afectado, se incluirdan a los familiares que
desean ingresar al estudio. Aunque para los analisis comparativos se considerara solo
al caso indice de cada familia, se realizara también una comparacion clinica

intrafamiliar cuando se estudie mas de un afectado por familia.

A los pacientes se les aplicd una hoja de recolecciéon de datos (Anexo 1) de la cual se
obtenia la siguiente informacion: Identificacion del paciente, antecedentes

heredofamiliares junto con arbol genealdgico, sintomas relacionados con DMOF
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sintomatologia agregada en caso de haber, inicio de los sintomas, datos de
exploracion oftalmolégica, tratamiento quirdrgico, hallazgos de biopsia en caso de
haber sido realizada previamente (no se realizara toma de biopsia con fines
diagnosticos en nuestro estudio) y genealogia. (Anexo 1).

Los sintomas relacionados con DMOF que se incluyeron en la hoja de recoleccioén de
datos fueron: disfagia (especificando si ésta era a sodlidos, semisélidos o liquidos),
debilidad de musculos faciales, debilidad muscular proximal de las extremidades y
alteraciones a la marcha. Para los sintomas mas frecuentes se registro la edad de
inicio. También se interrogd la presencia de sintomatologia agregada referida por el
paciente o aquella que se considere de importancia. Cabe mencionar que debido a la
naturaleza insidiosa de los sintomas en esta enfermedad, se realiz6 la mayor
aproximacion subjetiva por parte del paciente en la edad de presentacion de los

sintomas.

Los datos de la exploracién oftalmolégica que fueron basicos en la evaluacion de estos
pacientes fueron la posicion palpebral, el reflejo pupila margen, la funcién del elevador

y la exploracion de los movimientos oculares.

La medicién de la apertura palpebral se define como la distancia medida en milimetros
entre el borde libre del parpado inferior al borde libre el parpado superior medido a la

altura de la parte central de la pupila.

El grado de ptosis fue clasificado como leve si la apertura palpebral era =28mm,

moderada de 5-7 mm y severa <4 mm.

El reflejo pupila margen que se utilizé fue el tipo 1 que se define como el numero de
milimetros que separan el borde del parpado superior, con el reflejo que causa un
estimulo luminoso ubicado en el mismo plano del ojo explorado sobre la cornea del

paciente.
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La funcion del musculo elevador se definié como la distancia en milimetros que recorre
el borde libre del parpado superior cuando la mirada es dirigida de la infraduccion a la
supraduccion mientras es inhibida la funcién del musculo frontal mediante fijacién

manual.

Limitaciéon en los movimientos oculares, la cual se evalué en las 4 posiciones
secundarias (Wilson Fred M Il 1996) de la mirada y sera graduada de 0 — (-4) siendo

cero la movilidad normal y (-4) la limitacion hasta la linea media.

Se obtuvieron datos sobre la genealogia de las generaciones pasadas de los

pacientes, especificando el pais de origen o emigracién en caso de conocerse.

EXTRACCION DE DNA GENOMICO DE SANGRE PERIFERICA

Previo otorgamiento de consentimiento escrito (ver Carta de Informacién y
Consentimiento, anexo Il), a cada sujeto se le extrajo una muestra de 2 ml de sangre
por puncién venosa y se procedio a aislar el DNA gendmico a partir de los leucocitos
utilizando 1 ml del reactivo DNAzol BD (Invitrogen) por cada 500 [l de muestra; se
agregaran 400 (1l de alcohol isopropilico agitando vigorosamente el tubo durante 1
minuto. La muestra se dejo reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos para
después centrifugarla a 6000 rpm durante 6 minutos, se afadié 500 (11 de DNAzol BD
al boton residual y se agitd hasta disolver el boton. De nuevo, la muestra se
centrifugara a 6000 rpm, esta vez por 5 minutos, se decant6 el sobrenadante, y se
agrego al boton 1 ml de etanol al 75% y se agité hasta disolver el botdn. La muestra se

centrifugé a 6000 rpm durante 5 minutos, se decantd el sobrenadante y se retird el
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exceso de alcohol con una micropipeta. Finalmente, se agrego al boton 200 1l de
hidroxido de sodio (NaOH) 8 mM o de agua bidestilada estéril y se almacend la

muestra a una temperatura de -20°C hasta su utilizacién.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y PUREZA DEL DNA OBTENIDO

Se determind la concentracién y pureza del DNA extraido por medio de un
analisis de absorbancia de la muestra a 260/280 nm de longitud de onda en un
espectrofotometro. La relacion 260/280 permitié evaluar la pureza de la muestra,
considerando que la lectura a 280 nm corresponde a la fraccion proteica. Se
consideraran adecuadas relaciones entre 1.6 y 2. Ademas se realizaron electroforesis
en geles de agarosa de cada muestra de DNA obtenida para verificar que no exista

degradacion de este acido nucleico.

AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN PABPN1 Y POLIMORFISMOS (RS2239579 Y
SNP2622)

A partir del DNA genomico de los sujetos afectados se realizé la amplificacion
por PCR de una region de 245 pares de bases del exdon 1 del gen PABPNL1 que incluye
el tracto (GCG)n. Se utilizé un par de oligonucleétidos especificos adquiridos en una
casa comercial (ACCESOLAB) y derivados de la secuencia del gen PABPNL1 (no. de
acceso del GenBank: AF026029): PABP(F) 5-CGCAGTGCCCCGCCTTAGA-3’ y
PABP(R) 5-ACAAGATGGCGCCGCCGCCCCGGC-3'. Cada reaccion de PCR de 20
"IL contenia 1U de HotStart Taq polimerasa (Qiagen), 1.5 mM de MgCl,, 1000/M de

cada dNTP, 0.3[JM de cada primer, DMSO al 8% de y 100 ng de DNA gendmico. El
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programa de amplificacion constd de un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 15
min, seguido de 30 ciclos a 94°C por 45 seg, 58.7°C por 45 seg y 72°C por 45 seg; se
incluyo un ciclo final a 72°C por 10 min.

Para el analisis molecular de los SNPs rs2239579 y SNP2622 (Blumen et al 2000) en
aquellos pacientes que resultaron positivos para el alelo (GCG)11 o (GCG)9 se realizd
a partir del DNA gendmico de los sujetos afectados (GCG)11 la amplificacién por PCR
de una region de 209 pares de bases para el SNP rs2239579 y de 257 pares de bases
para el SNP2622. Se utilizé6 un par de oligonucleétidos especificos para cada uno de
los SNPs adquiridos en una casa comercial (ACCESOLAB): rs2239579(F) 5'-
CCTGGATGGGGAAAGTAAGC-3 |, rs2239579 (R) 5-GAGGTCACATGACTAGCCAG-
3y  SNP2622(F) 5-GAAGCATGCCTGCAGGT TGAAT-3' , SNP2622(R) 5'-
TGGGATCACCTGAGTCAGAGATGA-3 Cada reaccion de PCR de 20 (L contuvo 1U
de HotStart Taq polimerasa (Qiagen), 1.5 mM de MgCl,, 100('M de cada dNTP, 0.31'M
de cada primer, DMSO al 8% de y 100 ng de DNA gendmico. El programa de
amplificacion consté de un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 15 min, seguido
de 35 ciclos a 95°C por 1min, 56.6°C (para rs2239579) o 60.2 (para SNP2622) por 1

min y 72°C por 1 min; se incluyo un ciclo final a 72°C por 10 min.

Los productos obtenidos de la amplificacion se separaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1.5% con tincion de bromuro de etidio para identificar la banda
especifica con el producto amplificado, utilizando como referencia un marcador

estandar de peso molecular de 100 pb.
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Se identificaron las bandas de interés y se recortaron del gel para la purificacion del
producto de DNA amplificado utilizando ya sea el método de adhesion a perlas de
vidrio (QIAEX II) o el de purificacion por columna (Promega). La concentracién del DNA
amplificado obtenido de la purificacién se determiné por medio de la comparacion de la
intensidad de las bandas obtenidas con respecto a un marcador de masa estandar
(Low DNA Mass Ladder, Invitrogen) en un gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro

de etidio.

SECUENCIACION AUTOMATIZADA DIRECTA DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Se realizaran nuevas reacciones de PCR para la secuenciacién nucleotidica del
fragmento amplificado del gen PABPN1. Cada reaccion de 20 [l contuvo 4]l de
BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) que contiene los cuatro
dideoxinucleétidos  trifosfatados (ddNTPs) marcados por  fluorescencia,
deoxionucledtidos trifosfatados (dNTPs) no marcados, Tris-HCI (Ph 9.0), MgCl, y la
enzima ampliTaq polimerasa; se agregd ademas 10l del oligonucleotido
correspondiente para ambas cadenas de DNA a una concentraciéon de 10 (1M, 10-20
ngs del DNA de cada producto de PCR como templado y agua bidestilada para un
volumen final de 200]l. Para esta PCR se utilizara un programa de 25 ciclos que
incluyen 30 segundos a 97°C para la desnaturalizaciéon, 15 seg a 50°C para el
alineamiento y 4 min a 60°C para la extension.
Los productos de esta segunda PCR se purificaron por medio de columnas Centri-Sep
(Applied Biosystems) para eliminar el exceso de ddNTPs fluorescentes. Cada muestra

se resuspendi6 en 20 [l de formamiday posteriormente se desnaturalizé a 95°C por 5
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min. Los productos se analizaron en un secuenciador automatico ABI Prism 310 y las
secuencias de DNA obtenidas en sujetos sanos y enfermos se compararon con las

secuencias silvestres del gen PABPN1.

CLONACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR DEL GEN PABPN1

El producto de la amplificacion del fragmento de 245 pb del exén 1 del gen
PABPN1 y que incluye el tracto (GCG)6 sera ligado en un plasmido vector pGEM-T
Easy Vector Systems (Promega) de 3015 pares de bases (Figura 3); este es un
plasmido abierto que en sus extremos presenta una timina “colgante” lo que facilita la
incorporacion de productos generados por PCR con polimerasas que anaden una
adenina en el extremo 3’ de la cadena, como el caso de la Taq polimerasa. La reaccion
de ligacién de 10 [l contenia buffer de ligacién 2x, 50 ngs del vector, producto de PCR
(con un indice inserto:vector 3:1) y 3 unidades de DNA ligasa T4. La reaccién de
ligacion se efectud por una hora a temperatura ambiente o de manera alterna 12 horas

a4oC.
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Figura 3.- Esquema del plasmido pGEM-T en el que se indican los sitios de clonacion
TA del fragmento de 245 pb del gen PABPNL1 y sitios de corte de distintas enzimas de
restriccion.

TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES

El producto de ligacién fue utilizado para transformar células competentes de
E.coli DH5 alfa preparadas previamente con cloruro de Rubidio. A una alicuota de 200
1l de células competentes se le anadié el producto de ligacion (plasmido + producto de
PCR) y se incubaron a 40C por 30 minutos, seguido de la transformacion con choque
térmico a 420C por 1 minuto e incubacion a 40C por 10 mins. A las células ya
transformadas se les agregé 1 ml de medio SOC y se incubaron por 2 horas a 370C;

esta mezcla fue plagueada en cajas Petri con medio BHI agar con y sin ampicilina y
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contenian ademas IPTG y X-gal. El plasmido le confiere a la bacteria resistencia a la
ampicilina por lo que solo las bacterias que hayan aceptado el plasmido creceran en el
medio con ampicilina; ademas, la adicion de IPTG y X-gal al medio permitié seleccionar
a las 24-48 hrs las colonias que aceptaron el inserto (blancas) de aquellas que no lo
aceptaron y en las que el plasmido no se circularizé (azules).

Las colonias blancas fueron picadas con palillos estériles y crecidas en medio
BHI por 12-24 hrs a 37°C; se tomaron 1.5 ml de este cultivo y se procedio a extraer el
DNA plasmidico con ayuda del kit Wizard Plus SV Minipreps de Promega siguiendo las

instrucciones referidas por el fabricante.

SECUENCIACION DE LOS PRODUCTOS CLONADOS DEL GEN PABPN1

Una vez extraido el DNA plasmidico se realizara secuenciacion automatizada
fluorescente utilizando el oligonucledtido pUC/M13 forward (cuya secuencia
complementaria se encuentra adyacente al sitio de insercién del producto de PCR),

siguiendo el protocolo descrito anteriormente para secuenciacion automatizada directa.

ANALISIS ESTADISTICO

La mayor parte de resultados obtenidos fueron descriptivos, la comparaciéon de
frecuencias entre grupos (con diferentes expansiones) se realizara con analisis de X? o
de X? con correccién de Yates, de ser necesario. Para la comparacion de edad de inicio

entre grupos con diferente mutacién se utilizo la prueba de T de Student para medias.
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RESULTADOS:

Se incluyeron 48 casos indice de familias diferentes con diagndstico clinico de DMOF.
De los 48 pacientes 21 (44%) fueron del sexo masculino y 27 (56%) femenino (Tabla
3). En 24 de estos se obtuvo hoja de recoleccion de datos, asi como muestra de sangre
periférica, mientras que en otros 24 solo se obtuvo muestra de sangre periférica.

De los 48 pacientes, 19 (40%) fueron heterocigotos para el expandido (GCG)9, siendo
el otro alelo el (GCG)6 (Figura 4 y 5), mientras que 29 (60%) fueron heterocigotos para
el alelo (GCG)11 (Figura 6) al demostrarse la presencia de cada alelo en al menos
una clona de las 4 realizadas por cada paciente.

En 15 pacientes del grupo (GCG)11 se realizd genatipificacion de ambos polimorfismos
y recoleccion de datos clinicos.

En 7 pacientes del grupo de (GCG)9 se realizd6 genotipificacion de ambos

polimorfismos y en los 9 recoleccion de datos clinicos.

En todos los 48 casos, el alelo normal fue (GCG)6

WC GAT GRC GGC GGCGGC GG C GG GGC GGC GLRC GLGCAGCAGCAGC GG GGH
L {4 % 180

U“ “M&ﬂﬂhdm dl‘,ﬂl LL

Figura 5. Expandido (GCG)9 secuencia con sentido.
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Figura 6. Expandido (GCG)11 secuencia de cadena antisentido.

Paciente No. | Sexo | NO. (GCG) | rs2239579 | SNP2622
1 F 11/6 TC TC
2 M 11/6 CT CcC
3 F 11/6 CcC CC
4 F 11/6 TC CC
5 F 11/6 CC CC
6 F 11/6 CcC CC
7 F 11/6 CcC CcC
8 F 11/6 TC CcC
9 F 10/11/6 CC CC
10 F 11/6 CT CcC
11 M 11/6 CT CcC
12 F 11/6 CC CC
13 M 11/6 CC CcC
14 F 11/6 CC CcC
15 M 11/6 CT CcC
16 M 11/6 NR NR
17 F 11/6 NR NR
18 F 11/6 NR NR
19 F 11/6 NR NR

20 M 11/6 NR NR
21 M 11/6 NR NR
22 F 11/6 NR NR
23 M 11/6 NR NR
24 M 11/6 NR NR
25 F 11/6 NR NR
26 F 11/6 NR NR
27 F 11/6 NR NR
28 F 11/6 NR NR
29 M 11/6 NR NR
30 M 9/6 CT CcC
31 M 9/6 1T CT
32 M 8/9/6 CT CcC
33 F 9/6 CT CC
34 M 9/6 CT CcC
35 F 9/6 CT CcC
36 F 9/6 1T cC
37 F 9/6 NR NR
38 M 9/6 NR NR
39 F 9/6 NR NR
40 M 9/6 NR NR
41 M 9/6 NR NR
42 F 9/6 NR NR
43 F 9/6 NR NR
44 M 9/6 NR NR
45 F 9/6 NR NR
46 M 9/6 NR NR
47 M 9/6 NR NR
48 M 9/6 NR NR

Tabla 3. Caracteristicas genotipicas de la poblacién estudiada.
C — Citosina, T — Timina, F — Femenino, M — Masculino, NR-No registrado.

Cabe destacar un hallazgo muy significativo en dos pacientes: en el paciente 32 el cual

catalogamos como (GCG)9 / (GCG)6 por haber presentado una clona con (GCG)9 y
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otra con (GCG)6, se encontr6 que una tercera clona tenia (GCG)8 (Figura 7),
sugiriendo la evidencia de un tercer alelo mutado. En el paciente 9 el cual se clasificd
como (GCG)11 / (GCG)6 por haber presentado una clona con (GCG)11 y otra con
(GCG)6, se encontrd una tercera clona tenia (GCG)10 (Figura 8), sugiriendo como en
el primer paciente comentado la existencia de un tercer alelo mutado.

De estos pacientes se seleccionaron y secuenciaron mas clonas con el fin de
determinar una frecuencia aproximada de estos alelos alternos con respecto a los
otros dos alelos clasicos, se realizaron un total de 8 clonas para el paciente 32 y 11
clonas para el paciente 9, cada una de ellas con un solo alelo en su secuencia, los

resultados de estas clonas se muestran en la tabla 4.

yATGGCG GCG GCG GCG GCGGCGG CGGCGGCAGCAGCAGCC

Flgura 7. Expandldo (GCG)8 secuencia con sentldo

{CGATGGCGGCGECGGECGECEECEGCGGCGECGGCEGCAGC AGCA
0 L'_LY_LL;.MW.J_Y_LYBi_Y_LY_LY_har_A_YJ 250

Flgura 8 Expandldo (GCG)1O secuencia con sentldo.
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ALELO1 | ALELOZ2 | ALELO3 -
PAC.9 | (GCG)6/% | (GCG)11/ % | (GCG)10/% | 1OTAL!%
6/55% 4/36% 179% 117100 %
oac. 3y | ALELOL | ALELO2 | ALELO3
32 | (GCG)6/ % | (GCG)I % | (GCG)8/%
3/38% 4750% 1712% 87100%

Tabla 4. Frecuencia de los alelos GCG identificados en los pacientes 9 y 32.

En los 15 pacientes que presentaron el genotipo (GCG)11 / (GCG)6 se determinaron

los polimorfismos rs2239579 y SNP2622. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

No. de pacientes. rs2239579 SNP2622
CC CT TT CC CT TT
Pacientes
(GCG)11 15 8 7 0 14 1 0
Pacientes
(GCG)9 7 0 5 2 6 1 0

Tabla 5. Resultado del analisis molecular de los SNPs en la poblacién estudiada con
DMOF, informacion mostrada en dos grupos (GCG)11 y (GCG)9. C — Citosina, T —
Timina.

En esta tabla se puede apreciar que de los pacientes a los que se identificaron los

polimorfismos, el 100% (15 pacientes) de los pacientes (GCG)11 tuvieron
consistentemente al menos una C en rs2239579 y al menos una C en SNP2622, con lo
que se deduce que el alelo rs2239579(C) — (GCG)11-SNP2622 (C) esta presente en
todos los casos de pacientes mexicanos con (GCG)11 del presente estudio. Estos

datos coinciden con el haplotipo ancestral descrito en la poblacién uruguaya.

Con respecto a los pacientes (GCG)9 a los que se les secuenciaron los polimorfismos,
el 100% (7 pacientes) tuvieron consistentemente al menos una T en rs2239579 y al
menos una C en SNP2622, ninguno fue homocigoto C-C en rs2239579, ni T-T en

SNP2622.
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La edad promedio de inicio en el total de sujetos estudiados fue de 49.54 afos. En el
grupo de (GCG)11 (15 pacientes), la edad promedio de inicio fue de 46.5 anos,
mientras que en el grupo de (GCG)9 (7 pacientes) fue de 54.5 anos. Esta diferencia fue
estadisticamente significativa (p<0.05) cuando ambas edades fueron comparadas

mediante la prueba de T de Student.

El primer sintoma de aparicion en los sujetos estudiados fue la ptosis en 20 (83%) de

ellos y la disfagia fue el primer sintoma solo en 4 (17%).

En el grupo de (GCG)11 que se les realizé recoleccion de datos, el 87% (13/15
pacientes) presentaron ptosis y 13% (2/15 pacientes) disfagia como el sintoma inicial,
mientras que en el grupo de (GCG)9 el 78% (7/9 pacientes) presentaron ptosis como

el sintoma inicial y el 22% (2/9 pacientes) disfagia.

Del 100% de los pacientes entrevistados, 21 (88%) tenian familiares de generaciones
anteriores afectados, 1 paciente (4%, Paciente 22) desconocia sus antecedentes
familiaresy 2 (8%, pacientes 4 y 34) negaron tener familiares afectados. El paciente
que desconocia sus antecedentes presento el genotipo (GCG)9/6 y los pacientes sin
antecedentes familiares fueron positivos para el genotipo (GCG)9/6 el primero y para

(GCG)11/6 el segundo.

Con respecto a la exploracion de parpados en aquellos pacientes a los que se les

realizé exploracion fisica, la informacion recabada se resume en la tabla 6. En ella se
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puede observar que 9 (38%) de los 24 pacientes explorados habian sido operados
previo al diagndstico. Debido al procedimiento quirurgico los valores evaluados no
pudieron ser fidedignos, sin embargo nos dan una idea de que la cirugia es un
tratamiento paliativo, ya que aun después de la primera cirugia la ptosis en algunos
pacientes regresa, incluso hasta valores semejantes a los que tienen los pacientes que
no han tenido cirugia alguna Un comportamiento semejante al de la apertura palpebral

sucede con los valores de Reflejo pupila margen.

La “funcion del elevador” es una manera directa de evaluar la funcion muscular
(musculo elevador), que generalmente no se ve afectado en pacientes postquirurgicos,
los valores normales son aquellos 213 mm (Yanoff M.2004). En los sujetos estudiados
y explorados oftalmolégicamente, 23 (96%) presentaron una funcion del elevador
subnormal y solamente 1 (4.1%, Paciente 7) tuvo un registro normal pero en limites

normales bajos (Tabla 6).

Con los datos de apertura ocular, y sin tomar en cuenta la condicion postquirurgica de

los pacientes, la magnitud de la ptosis resulto ser severa en 11 (46%) pacientes y

moderada en 13 (54%).
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oD ol OD Ref. Ol Ref. oD ol Severidad de la ptosis.

Pac. CIRUGIA PREVIA Apertura. Apertura. Pup. Pup. Func. Func. (mm)
Palp. Palp. Marg. Marg. Elev Elev

1 NO 1 2 0 0 3 3 SEVERA

2 SI 4 5 0 1 6 SEVERA

3 NO 5 5 0 0 7 8 MODERADA
4 SI 5 7 1 2 3 4 MODERADA
5 NO 7 7 1 1 3 3 MODERADA
6 SI 4 6 1 2 4 6 MODERADA
7 NO 6 9 2 4 13 13 MODERADA,
8 SI 6 5 1 0 8 8 MODERADA
9 NO 4 3 -1 -2 7 7 SEVERA
10 NO 6 4 2 0 9 8 MODERADA
11 Sl 7 5 1 0 6 7.5 MODERADA
12 NO 6 8 1 2 11 12 MODERADA
13 NO 4 4 -1 -0.5 4 4 SEVERA
14 NO 6 6 1 1 9 9 MODERADA
15 NO 4 3 1 1.5 6 7.5 SEVERA
30 NO 2 2 0 0 1 1 SEVERA
31 Sl 3 2 0 0 4 3 SEVERA
32 Sl 7 6 2 1 10 7 MODERADA
33 NO 6 5 1 0 9 9 MODERADA
34 Sl 6 6 1 1 7 7 MODERADA
35 NO 4 4 0.5 0.5 11 11 SEVERA
36 NO 4 4 0 0 6 6 SEVERA
37 Sl 4 3 -1 -1 7 6 SEVERA
38 NO 3 4 -2 -1 8 8 SEVERA

Tabla 6. Caracteristicas clinicas oftalmolégicas de los pacientes estudiados.
Mediciones en milimetros. Los pacientes 16 al 29 no se incluyeron en este analisis
pues no fue posible su exploracion fisica.

Con respecto a la limitacion de los movimientos oculares, los datos obtenidos se
muestran en la tabla 7, en ésta se demuestra que la limitacion a los movimientos
oculares hacia alguna de las posiciones esta presente en el 79% (19 pacientes) de los
pacientes, al separarlos por tipo de mutacién, vemos que algun tipo de limitacion
estuvo presente en el 73% (11 pacientes) de los pacientes con (GCG)11 y en el 89%
de los pacientes con (GCG)9. La limitacién a la supraduccion fue la alteracion mas
frecuentemente involucrada (71% en la poblacion general, 60% en el grupo (GCG)11 y
89% en el grupo (GCG)9, seguida por la limitaciéon a la abduccion (50% en la poblacion
general, 47% en el grupo (GCG)11 y 56% en el grupo (GCG)9. Con menor frecuencia
se identifico limitacién a la aduccién (46% del total de pacientes incluidos, 40% en el

grupo (GCG)11 y 56% en el grupo (GCG)9) y la infraduccion (17% en el total de

pacientes, 20% en el grupo (GCG)11y 11% en el grupo (GCG)9.
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De los pacientes menores de 55 anos, el 56% (5/9) presento algun tipo de limitacion a

los movimientos oculares, mientras que en los pacientes mayores de 55 afios el 93%

(14/15) presentd algun grado de limitacién en los movimientos oculares.

et ggg  Umiacon  obsupa gt ot govd obhet ek CBRTE T oIni
e presente  EOM Limit Limit Limit. Limit. Limit. Limit. Limit. Limit.
1 64 Sl -3 -3 -3 -3 -3 -3 -3 -3
2 53 Sl 0 0 -1 -1 -1 -1 0 0
3 54 NO 0 0 0 0 0 0 0 0
4 70 Sl -3 -3 -1 -1 0 0 0 0
5 48 NO 0 0 0 0 0 0 0 0
6 62 Sl -1 0 0 0 -1 0 0 0
7 41 NO 0 0 0 0 0 0 0 0
8 54 NO 0 0 0 0 0 0 0 0
9 56 Sl 0 0 2 2 0 0 0 0
10 52 Sl 2.5 -2.5 -1 -1 0 0 0 0
11 53 ] -2.5 -2.5 0 0 0 -1 0 0
12 53 Sl -1.5 -1.5 0 0 0 0 0 0
13 58 Sl -3 -3 0 0 0.5 0 0.5 0
14 44 Sl -3 -3 0 -1 0 0 1 1
15 57 Sl -1 -1 05 -1 -1 -1 0 0
30 82 Sl -3 -3 -2 -1 0 0 0 0
31 72 Sl -3 -3 -3 -3 -3 -3 0 0
32 66 Sl -2 -2 0 0 -2 -2 2 2
33 59 Sl -3 25 -1 -1 0 0 0 0
34 68 Sl 2 2 0 0 0 0 0 0
35 59 NO 0 0 0 0 0 0 0 0
36 66 Sl -1 -1 0 0 -1 -1 0 0
37 82 Sl 25 25 0 -2 0 -1 0 0
38 58 Sl -1 -1 0 -1 -1 0 0 0

Tabla 7. Datos de las limitaciones a los movimientos oculares en la poblacién con

DMOF. OD: Ojo derecho, Ol: Ojo izquierdo, EOMS: Movimientos oculares, Limit:

limitacion, Supra: Supraduccion, Abd: Abduccion, Add: Aduccion, Infra: Infraduccién.

Los datos obtenidos acerca de los sintomas presentados en los pacientes con

DMOF se resume en la tabla 8. Se puede apreciar que el 100% de los pacientes

presentaron ptosis y 96% disfagia, de éstos dos sintomas la media de edad de

presentacion fue de 50.1 afios y 53.3 anos, respectivamente. EIl 83% (20/24) de los

pacientes presentd como primer sintoma ptosis y como segundo disfagia. Cuando

analizamos el inicio de la ptosis entre los grupos (GCG)11 y (GCG)9, las medias de
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presentacion en cada grupo es de 46.7 y 55.6 respectivamente. Esta misma
comparacion para la disfagia nos da una media de presentacion de 49.8 y 58.8.

Otros sintomas que se presentaron con menor frecuencia fueron disfonia 58%
(14 pacientes), facies inexpresiva 50% (12 pacientes), debilidad de miembros 50% (12
pacientes) y marcha anormal 8% (2 pacientes). Otro sintoma referido por el 21% (5

pacientes) fue cansancio inespecifico sin predominio de horario.

Pac. _ DE . DISFASWEDADDE picoys | FACIES < MEMsROS - wamcHA
PRESENTACION :
1 +/44 S+SS /60 + + - -
2 +/50 S/48 + + - —
3 +/45 S/46 — + + -
4 +/52 S+SS+L /60 + + + —
5 +/41 S+SS /40 + + — —
6 +/42 S+SS+L /45 + + + +
7 +/36 S+SS+L /39 — — + —
8 + /50 S+SS /52 + + + —
9 +/53 S/54 — + - -
10 +/47 S /51 — — — -
11 +/48 S/48 — — - —
12 +/50 S/52 — + - —
13 +/53 S+S8/55 + — + —
14 +/42 - — — + —
15 +/48 S+55/48 — — + -
30 +/62 S+SS+L /67 + + + —_
31 +/55 S /60 + + h— —
32 +/48 165 S /60 —_ —_ —_ —_
33 +/50 S /54 174 + + — -
34 +/60 S/62 + — + _
35 +/55 S/54 — — — —
36 +/63 228 S/54 170 + — + +
37 +/ 60 S/62 + - - _
38 +/ 48 108 S /56118 + - + -

Tabla 8. Caracteristicas clinicas no oftalmolégicas presentadas por los pacientes con DMOF.
S — SOLIDOS, SS- SEMISOLIDOS, L- LIQUIDOS
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DISCUSION.

Los datos sobre frecuencia de alelos mutados en la poblacion mexicana (60% para el
expandido de tripletes (GCG)11 y 40% para el (GCG)9, contrastan con los descritos en
otras poblaciones, en las cuales el alelo (GCG)9 es el mas frecuente. Ejemplos de
estas poblaciones con (GCG)9 como alelo prevalente son el Reino Unido (Hill et al.
2001), Canada, Estados Unidos (Brais et al 2003.), Alemania (Muller et al. 2001), Italia
(Mirabela et al 2000) e Israel en judios Bukahara (Blumen SC et al. 2000).

En la poblacion uruguaya Rodriguez et al. en el 2005 describié al alelo (GCG)11 como
el mas comun y encontro utilizando dos SNPs (rs2239579(c) — (GCG)11-SNP2622 (C) )
un haplotipo indicativo de un efecto fundador proveniente de inmigrantes de las islas
canarias que llegaron a América en los movimientos migratorios de los siglos XVIII —
XIX.

Por medio de la genealogia y los antecedentes heredofamiliares estudiados en los
pacientes (GCG)11 no se pudo establecer un antecedente comudn a ellos, sin embargo
en base a nuestros resultados de biologia molecular y que todos nuestros pacientes
(GCG)11 presentaron un alelo positivo a rs2239579(C) — (GCG)11-SNP2622 (C) se
propone un origen comun para el haplotipo rs2239579(C) — (GCG)11-SNP2622 (C)
entre las poblaciones mexicana y uruguaya, por lo que se podria considerar este como
un efecto fundador comuan para poblacion latinoamericana, proveniente de los mismos
pobladores iniciales que migraron de las islas canarias.

Ningun efecto fundador se vio relacionado para los pacientes mexicanos con (GCG)9
después del estudio de la genealogia y antecedentes familiares. Sin embargo algunas

conjeturas se pueden realizar con respecto a los SNPs estudiados en estos pacientes;
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dado que ningun paciente presento el alelo rs2239579(C) — (GCG)9-SNP2622 (T), este
podria no estar relacionado con la DMOF de (GCG)9. La combinacién de
rs2239579(T) y de SNP2622 (c) al estar en la totalidad de los pacientes podria estar
sugiriendo un haplotipo rs2239579(T) — (GCG)9-SNP2622 (C) asociado al alelo mutado
(GCG)9, razdn por la cual no se puede descartar un efecto fundador. Se requieren de
mayores estudios de frecuencia de estos SNPs en poblacion sana y con DMOF. Es
importante tomar estos datos con cautela debido a la posible variacion de frecuencia de

los SNPs entre diferentes poblaciones.

La presencia de alelos con tres expansiones diferentes en dos pacientes (GCG)6/11/10
y (GCG)6/9/8 es un hallazgo nunca antes descrito para la DMOF. El hecho de que este
evento se haya dado en 2 sujetos diferentes descarta la posibilidad de un artefacto in
vitro. Es importante resaltar la baja frecuencia que tuvo este tercer alelo: Una clona de
11 (9%) en el paciente 9 y 1 clona de 8 (12%) en el paciente 18. Esta baja frecuencia
con respecto a los otros dos alelos mas predominantes podria hacer mas dificil su
deteccién por otros métodos moleculares de menos sensibilidad. Dada la alta
sensibilidad y especificidad del método utilizado y debido al elevado nimero de alelos
gue se secuenciaron en todo este estudio, la posibilidad latente de encontrar en alguna

clona un alelo de baja frecuencia, se hizo presente con estos dos pacientes.

La presencia de este tercer alelo es sugerente de inestabilidad mitética de la mutacion
por repetidos GCG en la DMOF, lo cual contrasta con lo hasta ahora descrito para esta

mutacion, la cual es considerada como una expansion de trinucleétidos mitética y
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mei6ticamente estable (Brais et al 2003)'%. Con esta evidencia se propone que la
mutacion es mitéticamente inestable en un pequefio porcentaje de las células en
division (leucocitos en este estudio) de tal manera que en la mayor parte de las células
la mutacion se comporta mitética y meidticamente estable. Por otro lado, es posible que

en otras lineas celulares, la frecuencia de este tercer alelo sea diferente.

La diferencia de edad de presentacién entre el grupo (GCG)11 con una edad media
46.5 afos y el grupo (GCG)9 con una media de 54.5 afios fue estadisticamente
significativa (p< 0.05) mediante la prueba de T de Student. Estos resultados indican
gue en poblaciéon mexicana el genotipo (GCG)11 confiere un inicio de la sintomatologia

mas temprano que el genotipo (GCG)9.

El antecedente de que los pacientes con (GCG)11 tengan historia familiar positiva es
una condicion que apoya la posibilidad de un efecto fundador. Sobre el paciente con 11
repetidos que desconoce sus antecedentes familiares se tendran reservas sobre si
proviene del mismo ancestro comun, aunque el estudio de los SNPs revel6 el haplotipo
rs2239579(C) — (GCG)11-SNP2622 (C) en dicho paciente lo que lo liga al efecto
fundador. Acerca de los pacientes con la mutacion (GCG)9, no se conoce informacién
sobre un efecto fundador, y el paciente que refiri6 no tener antecedentes familiares
podria sugerir una mutacion de novo, aunque no hubo una revisibn médica a los
familiares no afectos de generaciones anteriores de este paciente.

En lo referente a la exploracién de los parpados, debido a que el 38% de los pacientes

fueron ingresados al protocolo cuando ya habian sido operados al menos una vez, los
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valores obtenidos en la exploracién de los parpados no podrd ser adecuadamente
analizada, lo que si sera de nuestra atencion es que el 100% de los pacientes presento
ptosis de moderada a severa incluso aquellos postquirdrgicos. De cualquier manera la
ptosis postquirargica puede variar dependiendo del procedimiento quirdrgico, el
cirujano y la presencia o ausencia del fendmeno de Bell, todos estos, parametros que
no fueron evaluados en este estudio.

El hallazgo de la funcién del masculo elevador disminuida en el 96% de los pacientes,
lo hace un pardmetro util y facil de explorar que generalmente no es evaluado en
pacientes con DMOF, por lo que proponemos que deberia de ser explorado de manera

regular para la DMOF.

Es de notar que el paciente con funcion del elevador en valores normales limitrofes fue
el paciente al que se le exploré la funcion del elevador a la edad mas temprana (41
afos), por lo que probablemente este paciente presentara una funcion del elevador

alterada con el progreso de su enfermedad.

Como es de esperarse en una enfermedad progresiva como la DMOF a mayor edad
existié una mayor frecuencia de limitacién a los movimientos oculares en los pacientes

(56% en menores de 55 afos y 93% en mayores de 55 afos).

Tomando las medias de edad de presentacién de la ptosis y la disfagia, podemos
corroborar que los sintomas mas frecuentemente encontrados en estos pacientes para

hacer el diagndstico clinico, son en una etapa mas temprana la ptosis y alrededor de 4
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aflos mas tarde la disfagia, ya que el 83% de los pacientes presenta esta secuencia
cronoldgica de aparicion de sintomas. En este subgrupo de pacientes la edad de inicio

de la ptosis fue a los 50.1 afios y la disfagia a los 53.3 afios.

Debido a la expresividad variable de esta enfermedad, algunos pacientes en
nuestra muestra desarrollaron otros sintomas con menor frecuencia: disfonia (58%),
facies inexpresiva (50 %), debilidad de miembros (50%) y marcha anormal (8%).

Ningun paciente se presento con biopsia previa y ésta no fue realizada con fines
diagndsticos en ninguno de los casos, debido a que se trata de una prueba invasiva y
la sensibilidad del estudio molecular de PABPN1 por muestra de sangre periférica es

muy alta.

Los datos obtenidos en este estudio contribuyen a un mayor conocimiento de la
DMOF en poblacion latinoamericana, en donde se encontré un efecto fundador comun
al ya descrito en poblacion uruguaya. En nuestro estudio describimos las
caracteristicas clinicas de la DMOF mas comunes en nuestra poblacién, para que con
futuros estudios se pueda obtener una correlacion fenotipo — genotipo mas acertada.
En la poblacién mexicana encontramos una mayor frecuencia de la mutacién (GCG)11,
lo cual contrasta con lo descrito para la mayoria de las poblaciones. Finalmente
describimos datos que evidencian inestabilidad mitética de una mutacion que se creia
hasta la fecha estable, mayores estudios seran necesarios para caracterizar este

comportamiento de los repetidos GCG en la DMOF.
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ANEXOS

Anexo |
CARACTERIZACION CLINICA Y GENETICA DE LA DISTROFIA
MUSCULAR OCULOFARINGEA EN MEXICO
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
Fecha
Nombre
Edad
Sexo Lugar de
nacimiento

Otros familiares afectados?:

Ojos :
Ptosis mm: Leve () Moderada ( ) Severa ( )
Limitacion de los movs. oculares) Leve ( ) Moderada ( ) Severa ( )
Degeneracion pigmentaria Retiniana Si () No ( )
Gastrointestinal :
Disfagia: Solidos ( ) Semisélidos ( ) Liquidos ( )
Neuroldgico :
Pardlisis faringea Si () No( )
Disfonia/voz nasal Si ( ) No( )
Muscular :
Debilidad de musculos faciales: Si () No ()
Debilidad muscular distal de extremidades: Si () No ()
Marcha anormal: Si () No ()
Debilidad de esfinter anal: Si () No ()
Debilidad de esfinter vesical: Si () No ()
Inicio:
Edad de inicio:

Edad de diagnéstico:

Primer sintoma referido:

Orden y edad de aparicion de los sintomas (ptosis, disfagia, debilidad de extremidades,
etc.):
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1.- Edad:

2.- Edad:
3.- Edad:
4.- Edad:
5.- Edad:

Sintomatologia agregada:

Tratamientos quirargicos (tipo y fecha):

Hallazgos de la biopsia:

Fecha de realizacion: Musculo analizado:
Edad al momento de la biopsia:

Vacuolas ribeteadas en citoplasma:

Fibras anguladas atroficas:

Variacion anormal del tamafo de fibras musculares:

Otros hallazgos:

Genealogia

Lugar de nacimiento y apellidos de los bisabuelos (o anterior):

Lugar de nacimiento y apellidos de los abuelos:

Lugar de nacimiento y apellidos de los padres:

*En caso de migracion de ancestros desde otros paises hacia México, tratar de
establecer el afio o década en que ocurrio.
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Anexo |l
CARTA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO

Yo , declaro liboremente que

acepto participar de manera voluntaria en el estudio “Caracterizacion Clinica y Genética de
la Distrofia Muscular Oculofaringea en México” que se realizara en los servicios de
Genética y Oculoplastica del Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana” y que estara
bajo la responsabilidad de los Drs. Juan Carlos Zenteno Ruiz y Angel Nava. Se me ha
explicado que se requiere de la toma de una muestra de 2 mililitros de sangre venosa y que
esta toma no representa ningun riesgo para mi salud mas que la posible formacion de un
pequefio moretdn en el area de la puncion. Se me ha asegurado que el material genético que
se extraiga de mi muestra de sangre se utilizara exclusivamente para investigar las
alteraciones genéticas que produjeron mi enfermedad. Manifiesto que se me ha informado
gue este estudio puede identificar a sujetos que en mi familia presenten la alteracion genética
y que aun siendo sanos en este momento, desarrollaran la enfermedad posteriormente; se me
ha asegurado que esta informacion seré utilizada para fines de atencion médica de la familia 'y
solo podréa ser divulgada con nuestro consentimiento explicito. También me ha sido sefialado
gue puedo retirar mi consentimiento para participar en la investigacion en el momento en que
yo lo desee y que esta decision no afectaria la calidad de la atencion que recibo por parte del
personal de este hospital. Finalmente manifiesto que se me han respondido satisfactoriamente
todas mis dudas y que los médicos responsables han sefialado su compromiso de aclarar las

gue pudieran surgir en el transcurso del estudio.

Atentamente, Nombre y firma
México, D.F., a de de 200

Direccion y teléfono

Médico responsable Nombre y firma
Testigo 1 Nombre y firma
Testigo 2 Nombre y firma
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ABSTRACT

Bt ek rosind : musalar dysopy
10D = & lete oneat hessdibary myopsthy of Suimeomsl
dominent FaramEson chaaceresd by posis, dysphagia
ard limb wesknesz The dessse i camsd by shot
heterampgous expensions of & (BN )y, triplet bested in
e fret aan of fe PISPNT gene &t chromasoms
14911.1. Mozt affeced induidusk fom Morh Amesca
and Fumpe camy & mutant [G0M] 4 allse Althaugh
enbdancs for & dnunder mutstion effect hes been shown in
sewenel populsfons with OPMD, anahsi of lage goups
of pafients from difierent ethnic beckgmunds: will hep to
identify T2 reltive conmibuion of esch aliEls o the
deszse ad & posibie genotypephenotype comektion.
Methods: 22 urrelzied pefents with 0P80 fom
Mizadcn, & previoldly undharacteisad populaton, were
dirically and molecuny snalyesd. Dewiled ophthdmo-
logical and clinical sxaminstions were pardmed in esch
pmiband and moecular snsess of the PARPNT gene wes
caried out by POA armplfication and allse-speciiic
doning/Aequencing. Two Sngha nuclendide polymanphiems
EMPe) ink=d to FASPN ware deermined in esch
individuzl and in 2 romiber of sfiscted Smt-dagres
[CEH =

Retults: 15 aiject |63%) camed & mutant |GON)s o
JGCGT IG0ALAG0G) PASPND el e remaining 7
[2%) exchribited an sbromnal (G0N} or
JGLGN, |G 460G aliela. Anshgss of two SNPs inked to
BARPNT stmngly suggests that both expendsd sl
onignate fom two independent founder sfiscts In
addiion, in this pariculr populadion fie (GON), 5 al=ls
wat sndaed with an ssdier onst of fe diEase
|mesn 4565 years) compeesd with e (BIN); 4 all=s
[meszn 54T yeae)

Conclusion: The raait of fis shdy 2uggest fat OPWD
in the Medcan populadion i mostly due to B0 or
JGLG), FARPNT expended slisles sisng fiom two
indapendant foundar effas mutgions. These dndings 2dd
1o the definition of the genetc fegums of the dessss and

o the essilishment of & probeibbs genotype-phanotyps
cormedEion

Ol muscular  dystrophy  (OFMIDY,
ObdlM Ho 164300} & a distinct autosomal
dominant myomthy characterised by a late-onset
and progressive dinical trisd of palpebral ptosis,
dysphagia and poximal Emb weaknes ' Once
believed to be 2 cranial neuropathy, it has besn
establizhed that the disesse results from the
selective affectation of specific muscular (pal pehral,
pharyngexl an d proxima | limb) groups. QFMD was
first described by Taylor in 1915, but it was not

& Cusvas-Covarrubias® J C Zentena’

clled OFMD until 19627%" The dissase has a
werdwide distribution with significant varistions
in incidence in different gecgraphical arems or
shnic groups, ranging from 1 in 1000 i the
movinee of Cusbe to 1in 200 000 in France'*
Typically, symptoms start to appear during the
fuuthaﬁ&hd.u:adﬂci]ifqudthpm‘bchgﬂu
first reported dinical sign in most @=es® All
ectrancular and othe vamtary muscles may
become afected later in the dimse Chronic
dysphagiz will result in undemutrition and may
cuse death due to aspiation preumonia.
Additional symptoms include scpressionles face,
neck muscle weakness, nasal vaice due to ph‘h]
weakness, weaknes m‘d.atruphyufﬂu 13\:l'||31.|.-=J
dysarthria, abnormal gait and
Histalogical samination of affectsd muscles -:lu:r
acteristically shows abnormal filre size, incressed

endommysial Ahmosis and optoplasmic besophibic-
rimmed vacuales

The diseaze hasan autossmal dominant mode of
transmiskon with ompete penstrance am
most families However, uncommon cases 'ﬂﬁ
apparent autosomal recessive inheritance have ako
leen identified " The maecular mthaogical basis
af OFMD invohes short heter Sipansions
af a (CCN} triplet located in exon | of the pohe(A)
hinding protein 1 [PABFNY) gene which is stuated
at chromosaomeldgl 11.* Mormal individuals exhi-
Ht a tract of 10 consecutive DCM  repeats,
IOCCIICC A OO0, while subjects with domi-
nant OFMD have expnded alleles ranging from 12
ta 17 (DO} repeats™"® Thes= abnomal ecpan-
sions @use the ng of a polyabmine tract
lncated at the M-terminus of FABFN], 2 motsn
inwolved in the mhadenybtion of m
BMAs " It has not been definithvehr e:ta.‘n.]i_-:l:}"Er
the OFMD is more severs in boger mutation
arriers, which contrasts sharply with other
trinuclmtide-related  disesses in which borger
spansions are typically amociated with mone
severe or earhier onsst of phenotypes™ The
stremely yncommon autosomal recemive form
af OFMID has been shown to result from homo-
zygsity for a PABFNY [CCNly expansion, a
mutation with a mevalence of up to 2% in the
French Canadian population®

Malecular PABPN] analysis of patients with
OFD from different ethnic b has
shown that the most prevalent allde & (SO0,
(CCA)(CCC) or (CCNhy, followed by (OCChg
[OCARICCC) or [CCNhg and [(U:-}u[ﬁ—"l}'i
[OOC) o (GCM)e'*® " The prevalenes of

Br . Opfrtaimod 000898007 doo WLV o X000 4E
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given (COM) exmnded allele in 2 specific OFMD population is
1&1’3':1? dependent upon founder effect mutations, and this
effect has besn demonstratedl in several populations® ™™
Anahsiz of brge groups of mtients with OFMI from different
ethnic 'Indcgmu‘h:ls will help to identify specific Fenot ype-
comelations as well as the relative contribution of

each v:n-:p:nd:d. allele to the disease
We report the results of PABPMNY gene anahesis in 2 group of
22 Mexican patients with OFMIL Our results show that the
mast prevalent allele is (OO0} [GCAN DOC), which is
consistent with a mmmon origin for this allde in Latin
American popubtions studied to date. D‘u:fhﬂ.ﬁ'i@p:]’mui
that the [Lf_[.}u[(.f_ﬁ}q[{['(.} allele was associated with an
earlier onsst of the dis

possible immigration history. A total of 19 clinically and/for
molecular] y affected .F.ir:t-d:,g:m: relatives were abo nchided
DMA was extracted from peripheral Hood leumeytes using
the A kit (Centra Systems, Minneapols, MM,
LISA) A BARRNT Fene exon | ﬁ:gmartufﬂdﬁ bp, n'h:'lu.n:l.'n'lg the
region where the OFMDrdated [CCNae triplet & located,
was am‘p]:.ﬁud.h_,rf"r_l:'imnlq primers previoushy described ' Each
25 pl FCR reaction conteined 125 U HotStart Tag Fohrmeras
[Cizgen, Hilden, Cermany), 15 mM Mgll, 100 pM of sach
dHTE, 13 ph of each primer, 1076 M5S0 and 200 T gemomic
DHA PCR buffer induded 20 mi Trs-Cl 100 mM KO,
0.1 mM EDTA and (5% (v/v) Tween 20 The BCR amplifica-
PrOgTAmIE consisted of an nitial denaturation orcle of

tiom

e 15 min at 95°C, 35 cycles of 45 5 at 9570, 45 s at @20, 45 s at
72°C and a final step of 10 min at 72°C.
To test for 2 mobable founder effect, PABPN{-linked single
MATERIALS AND METHODS nucleotide pohrmorphisms (SHEs) =2239579 and SHE2622 were

Twentytwo nonrdated Medican mbents with a chnical
diagnosis of OFMD were included in the study. Mone of the
patients was from the mme family Dota COnCeTRi g famikia
history of the diszase, 2pe of onset of major symptoms, presence
ﬂamﬂmpﬂnsuﬂmtﬁmﬂmﬁcﬂcﬂ
procedures were mllected for each subject. Becouse of the
insidious onsst of signs in OFML, the ape of onset could not be
rerorded accurately. All mrticipants were questioned about g
of oneet of symptoms before performing anmy FABPNY malecular
anahysiz In mtients reporting prosis as the initial srmptom,
availabhle 'p]wtcg:m'p]u of the face were analysed to further
estimate the age of onset. Each individual underwent 2 detailed
palpehral fssure height, marginerefle distance and mipebral
levator function, a5 well as assessment of ocula movements.
Ocular movement bmitation was evalated in the four
secondary pasitions of gaze and graded from O (nomal) to —4
[ophthalmoplegia). Familial dats were obtained fom each
subject indicating country of orgin of their ancestars and/far

characterised by direct sequencing in all probands and their
participating relxtives. Ol ides used for SHE anahyse
were mEEAE 5WCTC CAT GOC CAA ACT AAC C-8
along with =239 (E) 5-0AC CTC ACA TCA CTA GOC
AC-3" and SHE2Z2(F) 5-CAA CCA TCC CTC CAC CTT
CAA T-3" along with SNE2E22(RE) 5'-TCC CAT CAC CTC
ACT CAC ACA TCAS'. FCE praducts were analysed in 1.5%
agarose gels from which the bands with the amplified template
were exciwed and the DNA subssquently purifiel using the
Ciaex Il kit [Cizgen). Drect ssquencing was performed with
the Biglwe Terminator Cyde S kit [Apphed
Biceystems, Foster Gity, CA, USA) All samples were anabrsed
inan ABl Prism 310 Censtic Anabrzer [Appliad Biosystems). [n
order to characteris= both PABFNY allles in subjects with
heter [OCN) expansions, an allele specific-

:mwmi was used. Briefly, new PAEPNY m‘ﬂm‘n"ﬁ-"
were amplifisd from genomic DNA, gd purified, Bgated by
means of a TAdigation method into the TAconing vector
PLEM-T (Fromega, Madison, W1, USA) and subcloned into

Table 1 Clirscal dats and RAEAN ] exp armion sequences lound in 27 Mekcan pabents with oculophasyngesl musculss dysim ply | OPMID)

ol at
Fazmi m Gandar s e :—l-—l fwarsi  Prsming spngim (605" =27EE SHPZEIT
1 E ] &4 Foss 15 ™ e
2 ¥ ] 51 Dysphagin 15 cr o
E] E = 54 Foss 15 o o
1 E L7 0 P 1% © (=5
5 E ] FE] Dyphagin 1% (=3 (=3
& E L) &2 P 1% (=3 (=3
7 E ® a P 1% (=3 (=3
E] E ] 54 Foss 1% ™ o
3 E L] 55 Foss 1% o o
10 E ] 52 Foss 1% cr o
" ¥ ] 51 Foss 15 cr o
12 E ] 53 P 1% = =
13 ¥ = 54 P 1% = =
14 E L) a1 P 1% (=5 (=5
15 ¥ ] 57 P 1% © (=3
16 ¥ & a2 P 9% cr (=3
17 ¥ ] 72 Foss 1% bl e
13 ¥ E] 1] Foss 1% cr o
13 E ] 59 Foss 1% cr o
1] ¥ 1] 1] P 9% cr =
2 E 1] 59 Dwphagin 9% © =
22 E 1] [T Dwphagin 9% bl =

* {5C3E) 4 e 2o a 0605 |y (GCALGCE] alak; (G05E rafars to o (G006 JECA) HECE) alae; (G5 s e wikl ype (G0GLIG0ALIG05) aiala Tha idantty of two FEEPAT Enkad
singln e e pokymor phisms & aso indorad.

B J Opihaimod 0S80 dor D10 o D07 & LE
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Figura 1 e specibe ssquencing of ,;.'
FABFNT sllsies, Repmseriaive
slectophemerams Showang () & narensl
(B0, o GG GG, GO0) Fad, |B)
exganded (G0G], or |GOE)GCAIAGCE)

alleies and IC) (GOG],, oF

(BLE | BOA || BOE) alebes. The ksl
metsorne (el & ndcted. The
Auceatds sequerte of the s
simed it shown in (C).

Al

GLORCGECRECACCAGC AGCGOGGOC TGL & GG
S0 1 R0 17a

mumMslh

CGGC GO GRCAGT AGCAGE

CITOGL GOLGEL GCL G0 LGCELGEL GO L GOL GLLGE L GOLATL G CC
1@ 58

4 5 & T & 9 w1 Me

[HS5a £ coli competent cdbs (Invitrogen, Carkbad, CA, USA)
using standand pocedures. The plasmid inserts were ssquened
using the forward pUC/MI3 primer witha protocd previowsly
described ¥ At least four independent clones were ssquenced in
each subject and wild type and mutated sequences wers
compared manually.

RESULTS

Chnical and genstic information was obtained fom 22
unrdated affected individuals {14 women, 8 men; table 1) All
subjects were of Mexican Mestizo origin and were residing
predominantly in the centre of the country. Mexican Mestizos
are defined 2= persons who were bom in Mexico and whose L=t
two ascending peneta tions were abo bom in the country. Mo
indubitable instance of ancestor mmigraton fom other
countries were recarded in any famihy.

Dewnmination of triplet repaat numbsar

Allele-specific ssquencing allowed precise characterisation of

both the mutant and wild type (CCH) allele in all subjects

(fg 1) Fifteen patients (83%) carried a (OO0}, (CCAY(CCC)

expanded allele while the remaining seven [(32%) had a

[COCRACCARICOC) allde. In all pationts the wild type allle
to (OCC), (CCA) (CCC) (e 1)

i i}

Clinical data
Mineteen of the 22 patients (36%) had living affectsd siblings

mdﬂapﬂﬂlﬁ.'lhmmaﬁcufmﬂ:td:s i the
entiee group was 491 years In the (COC),, (CCACOC)
group (15 mtents) the mean age of onset of symptoms
was 85 years with 547 years in the [QO0),
[CCARICOC) group (7 mtents); this difference was statisti-
cally significant (p<il(, ¢ tet). The sarhest symptom was
ptasizin 18 subjects (73%) and dysphagia in 4 (18%]. In mtients
in whom ptosis was the first symptom followed by dysphagia,
the mean age of presentation for ptosis was 494 years and the
mean age for anset of dysphagia was 54 years. Therefore, in our
sampe, dysphagia usually developed 4 years after the onset of
progs

In the (COC), (OCAR(OCC) group, 13 of the 15 mtients
[87%) meent=d with posis as the first symptom while in the
remaining 2 mtents (15%) dysphagia was the initial srmptom.
In the [COCHOC ARCOC) group, 5 patients [71%) presented
with ptosis 2= the primary symptom and in 2 patients [29%)
dy=sphagia was the primary symptom. The mezn age of onset
for ptosis was 447 ymm in the [COCh(CCARIDOC)
group and 561y in the [OCC),(CCAJCCC) goup.
The mean ape of onset for dysphagia was 505 years in the
[COChICCARICOC) group and 587 years in the (GO0}
[CCAR (COG) group.
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By the time of the study, 8 mtents (35%) had undergone
sur ehewhere o e ophthalmaogial
ftzdnﬂmuﬂ mﬂubtxirui hbdﬂ:tpﬁw;zk “ﬂhﬂﬁ 12
patients [71%) and severe prosis in 5 (29%). Most mtents 21
22,‘?.5“&:]- ol with abnommal function of the =
E:?wt Seventmen subjects [77%) ﬂ:hﬂmﬂdm
d.qg:'n:u-fu:u]ar movement limitation. When m]:.rsu:l‘b}rt:.rp:
of mutation, eye movement fimita tion was found in 11 mtents
(7%} n the (COC)ICCAKRICOC) Froup and in & prbents
(88%) in the [ODCCRCCARCCC) group. The mext common
anomaly of ocular movement was Imited elevation with a
frequency of % in the whale sample [@8% in the
[COCKCCARICOC)  gou and &%  in  the
Q00 [CCARICCC) group), followsd by lmited abduction
with a2  total fequency of S5Fa [43% i@ the
[COCWCCARCOL)  goup  and  #4%  in the
[COC)(CCARICCL) group). Other symptoms frequenth
observed inchided scpresionless face in 12 patients [55%),
dysphonia in 12 (85%), mb weakness in 11 (5%}, non-spedfic
.I:atigm: in 4 (18%)} and abnormal gait in 2 (9% =

Analysiz of PABPNT SNPs

All 15 patients with (COC), (CCAJCOC) expansions oonsis-

tenthy had at least one cytosine in 223957 and at least ane

zbaa:r: in SHE222 (ble 1). This enabled us to deduce the
eaze hopotype as rsZ2 395790} [(.T.(.'_I-u SHFX22(C) in this

of subjeds ation anahysi in =ix
[(LE]-“_[LM},[CCL} familis. In 'r.11.r== af families (12
iHﬂ:tﬂ:l and 5 unaffected rebtives), gametic weTe

y established confirming 22395 M(C{GO0) -
SNF.HE [C) as the OFMD-linked haplotype. In the remaining
three families, affeced relbtives were concordant with
ek ALl [(I'.f..'_l-._._ SNEFMIC) as  the dissase allde
Interestingly, this haplotype & identical to that recenthy
identified in (OCChy (DCARIOCC) Uniguayen mtents with
OFMD, ™ suggesting a common ancestral origin for this allele in
Latin Amenican OFMLY ations. On the other hand, all
seven patients @mying the [DOCRCCARICOC) mutation
consistently had at least one thymine in 2239579 and at least
one cytosine in SWF2622 (table 1) No instance of C-C
]'mn-cz:,guﬁ:l}r in m2259579 ar T-T }mrnm’.r;gudt}r in SHF2422
were identified Although gametic could not be
established in this group of subjects due to the small size of
the i seven affected reliives from thres of thes=
famibies were also conmadant with the 122239579 T} (000 )
SWFXR22(C) haplotype. These results indicate that the disese
haplotype in this group of patients is 12230579 T)- (000
iH 2[C} and is consistent with 2 common arigin of the
[COG [ COARGO0) mutation in Marica.

DISCUS SION

We present detailed clinical and genetic data cbtained from 2
group of patimnts with OFMD of Mexican Mestizo ariging a
previcusly uncharacterised ethnic group. Our results add to the
definition of the genetic festures of the disase and to the
establishment of a probahle comelation.
Molecular anahrses T&Hﬂmgmmmmﬂy from
Morth America and Furope, hawe shown that the most pre-
valent PABPNY alleles in OPMD are (0N, (CCMg and
[QCH} s * " [n addition, recent studies hawve shown that, hesides
the pure OCC extra triplets, OCA intersperdons or different
types of expansion mutations can also oour in some patients,
mast probably reulting from PABPNY unequal recombina tion

& J Opivfhaina! 00 RS- 1000 docid 1o 000 04

mechanisme ® * ® An svceptional cuse of OFMD resulting from
a PABFNA point mutation has als been identi fed ™

Otther than Uk an patients,” this & the Latin
AmeTican ':).Fhﬂ.‘lﬁ;:}r'pﬂaﬁm that has been r:ucﬂgcu]aﬂ:,r
characterised to date, and our data are consistent with a
common anesstral ongin of the most pevalent  allele,
(GOC)H(CCAYKIGOC), in thes two countries. All remaining
none-(CCCh (CCAR(COC) patients in our smple had a
IGOC ) [OC A (COG) EXRI SO This malemlar ]'u:ln-cgﬂh:lty
suggests two different founder effects in the Mexican populs-
tion, as supparted by the analyses of PAPEN{-lnked SMEs in
probands and their afected fst-degres relatives Indeed, all
anahysed subjects with the [COCh(CCARCOC) genotype
comsi stenit demonstrated a2 ESMHCCO0H-
SME2E2[C) hapotype. Interestingly, this mutated ha'p]-:t:.rpc
is identical to that recently described in U am pmtients
with (QCC)  OFMID by Bodriguer & al'™ which suggests that
the POOC ), (CCA)CCC) allels 'piuhﬂ}rmﬁma u:m'lm:m
anstor i Mexdan  and  Unug
PGOC)H (CCAY MGOC) mutation in U Tuguayan .Facmﬁs
with OFM odginated betwesn the 1ith xrld. ldth centuries in
the Old Werld, and it was brought by a family of settlers from
the Canary lslands during the mmigration waves of the 18th
and 19th eenturies ® Similarly, analysis of SMEs in mtients with
OFMD and affected relatives ing a (CCCHk(CCARMOCCS)
expansion in our study revealsd that they all shared 3 mmmon
RS TH(CCC S N2 (C) haplotype. Although based
aona ::rrn”:acm :,t]'u:n:r:::ﬂl:]Ent:tmuds a founder effect
for the (COC)JOCARICOC) alleds in our population. None of
the (QOCR{GCCARGOC) s in our mmpl had the
haplotype =223355(C) MNHEE[‘I'}, which is related
to the (OCCRCCARCOC) founder allele of Bulhara Jews in
Istael™ These data indicate that the OFMD
(CIOC0C AJ(COC) allele has atisen independently in distinct
popuations. Our results suggest that OFMD in Mexican
subjects reults fom two i founder  effects.
Feounder effects have been demonstrated previously in several
OFMD popubtions” "™ Conversely, other populstions hawve
demonstrated Fenetic ]'u:tﬂ\:ﬁu'u:n}r with several different
mutations assodated with the diseage ™

Mo specific genotype-phenotype comebtion has so far been
established in OFMIY, in contrast with other triplet sxmngion-
melated dissases Several authors have tried to comeate the age
of onset mﬂsemyofﬂucﬁm with the number of ([CCH)

s, with conflici Y I our study, patients with
T}ﬁtﬂm}“[ﬁu},[ﬁ 2) mutat:l:m had ml':l#rﬂuhpi: onset of
symptoms than those camying the (COCR(CCAR (COC) allele
(465 yers ws 547 years), a difference which was 5ta|1:i5'l:i|:a]]:,r
significant [p=(.05). It should be noted, howewer, that a
limitation of our 5|.1.|.|:|.:,r:i5 ﬂ\::rmﬂ:iz:-cf‘ba‘ﬂ'ﬁgrm‘ps which
could have an effect an this apparent comelation in age of onsst
Alternatively, genetic features particubr to the popubtion
under study could acount for this dinical diferenoe.

FABPNY [CCN) expansions in OFMD have been clesical
considened as mitatically and meioticlly stable,” ™ but a hi
propartion of uncommeon alleles arisdng om unequal rcombi-
nation has recently bemn demonstratal in some populb
tiong 1 1 characteriee  our OFMD  populstion
malecularly, we used an allelespecific doning/ssquencing

This techni has not ; been used to
mﬂﬂhnﬁpﬁs wi'thﬂfw:it enabled us to
characterise both exmnded and normal PABPNY alleles acu-
rately. No uncommon FABFNY alleles were identified in our

sample
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The finding of abnormal kvator function in 95% of mtents
in this study indicates that this sign should be explored in the
regular clinical assesment of OFMID. Levator indion is not
usually rﬁa‘hﬂd in the diniml eswhaton of ndividual
suffering OFMIX Prosis and dysphagia were the two most
COTMTMOn sym fournd in the mutients i our 5 Ptoss
was the initial symptom in 8% of mtients and dysphagiz in
the remainder. Fatients in whom ptosis was the fist symptom
devel d: i imatey 4 later. This indicates
that, if a mﬁmm 'p:EymBmi early stage of the
disease with ptsis as the only sign, the dissass @uld be
emonecusly ewcluded in the absence of d}uﬂug:ia. In this

context, it has mecently been shown that ml ptosis can
aggravate d; ia in subjects with OFMD™ In individuals
examined at the initial phae of the diwase, molecubar diagnosis

can exsily confirm ar exdude 2 diagnosis of OFML.

The data obtained in this study contribute to the maleoar
knowledge mgarding OFMIL particubrly in Latin American
populrtions. Our results are mnsistent with 2 commen founder
effect betwesn Medan and Unnguayan OFMI jons
carrying the common (GO0} [CCARCCG) allle Mo
studies are needed to confirm 'ﬂ\:a‘pparu'rt emrhier disease onset
amociated with the [GOC}H, (OCA)4CCC) mutation in our
populstion.

Funslng- Firnal sppat was provdad by e “Conde de Yalecana® Pamonage.
Compeing mmmeT fam

[Ethics apgromal: Local insftutional efhics commites approval was abfanad
Pttt coms eal Irfrmad consant was abfned fom each pariopatng mafmt
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