
                                          

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

FACULTAD DE MEDICINA 

BIOMEDICINA 

 

IDENTIFICACIÓN DE TRASTORNOS RELACIONADOS AL GEN FKRP EN 

PACIENTES MEXICANOS CON ENFERMEDADES NEUROMUSCULARES DE 

ETIOLOGÍA NO ESTABLECIDA 

 

TESIS 

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE: 

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLÓGICAS  

PRESENTA: 

NAVARRO COBOS MARÍA JOSÉ 

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DR. MIGUEL ÁNGEL ALCÁNTARA OTIGOZA 
LABORATORIO DE BIOLOGÍA MOLECULAR, INP. 

 
                                            COMITÉ TUTOR: 
                                    DRA. GLORIA EUGENIA QUEIPO GARCÍA 

FACULTAD DE MEDICINA, UNAM. 
 

DR. ARTURO CARLOS II BECERRA BRACHO  
FACULTAD DE CIENCIAS, UNAM. 

 
   

                CD. MX., OCTUBRE 2017.



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

FACULTAD DE MEDICINA 

BIOMEDICINA 

 

IDENTIFICACIÓN DE TRASTORNOS RELACIONADOS AL GEN FKRP EN 

PACIENTES MEXICANOS CON ENFERMEDADES NEUROMUSCULARES DE 

ETIOLOGÍA NO ESTABLECIDA 

 

TESIS 

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE: 

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLÓGICAS  

PRESENTA: 

NAVARRO COBOS MARÍA JOSÉ 

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DR. MIGUEL ÁNGEL ALCÁNTARA OTIGOZA 
LABORATORIO DE BIOLOGÍA MOLECULAR, INP. 

 
                                            COMITÉ TUTOR: 
                       DRA. GLORIA EUGENIA QUEIPO GARCÍA 

FACULTAD DE MEDICINA, UNAM. 
 

DR. ARTURO CARLOS II BECERRA BRACHO  
FACULTAD DE CIENCIAS, UNAM. 

 

MÉXICO, CD. MX., OCTUBRE 2017. 



 

 

 

 
 

¡ , • { '¡ I! ~í
 

>:
 , . n . , ~ 

~- ~t
 

""o
f .: " "' " ~ l'
 

o 
, h p~
 

-
, ir •• ji ~ ~
 , f o ¡. 

~ 
~ , , .

 
, . ;.

 !il ,.
 .,>
 

_l:'
 ~
 ~
 

'H
 

~"
""
 

-.. 
~

,.
 ... i ~

."
 

m"
 

:
.-

.... 
,m

m
 

-
o 

" '.
 

" '
c , ! • 

~ ~ l I ¡ • ~ ¡ , , , , , ft
' 

i 
~ 

, 
<

 
, 

, , .
 

t 
~ 

1\
 

,.
 

~
~
~
~
i
:
 

~
 

,.
-

~ 
~ 

~ 
~ 

e 
~m
;;
"?
z 

:;; 
~ 

o 
¡:"

 
~ 

~ 
~ 

~ 
~ 

.... 
,"

:;
;:

,,
§

o
 

'"
 

'"
 

r 
'"

 
;;

;z
O

 
'"

 

g
~
~
~

'~
 

"
,
,
,

m
m

m
 

_
O

O
N

Z
 

3"
,1
jJ
~~
 

" 
~
:
?
c
 

~ 
",

!i'
: 

N
 

o 
, 

, 
o ¡ 

¡:
::
:
~

!!!
l'
;l
'#
 

...
. 

Cl
~
O

~.
!!
 

,.
¡¡

¡
"

r
-
~
 
.
~
 

~
z

O!
&
 

K
-· 

'"
ii

I
¡,
ñ
¡
~
i
,
 

!
!
"
,
_
.
~
~
o
 

~
'I:
"-
."'
''
Q~
 

· ,
. 

.,
 ¡ 

¡
ñ

lt
..-

~
~ 

!!-
..

 -
,
,
,
-
~
~
 

~
-

z 
~
 
e 

-

~g
d

~
~

; 
~-
~
~
~
~~

-~
 

¡¡
 

..
..

 
--

!!
 

"
-
~
!
2
,
,
,

.~
~

~ 
¡¡ 

.... 
"'

 ..
 r

,
~ 

"
m
Z
O

~~
'1

. 
:qf

ii"
o
',

·
 

• 
m

 
, 

,,
-o

:¡
l"

'
ll

!í
: 

"-
..

 "
,l

il
i)

~
~ 

"'
0

'"
 

"
" 

"
,m

 
...

. 
'1:

 
,,

-,
. 

..
 

· 
"'O

""
'¡

¡
¡
z
"
'
~
\
;
 

~ 
a

m
Z

)o
-!

 
-

c
:C

O
L

 
!R

 
"
,
,
,
u
>
o
¡
a
:
i
~
 

r
o

"
o

. 
" 

;o
-.

'l
:m

"'
''
''


z
c
:
.
-
,
,
~
 .

. -
· 

:;
n~
 ~
 g

 
:;

!l
' 

r
c
o
~

ij
".

, 
..

 r
 

..
 ~
 

~ 
h
~
¡
;
3
~
~

¡r 
;"

'a
:i 

;B
: 

~:
i1
¡o
.:
~~
i-

" 
""
',
,

~ 
..

. 
I!

! 
O:
:l
"'

61
~
~t


;D

~
Z
~
 

...
.. 

::
lO

"
',

,!
:!

"
 

G
lQ

"
' 

..
 
.
.
"
,
 
,'

_ 

~
-
.. "

' 
",

;"
'''

 
. 

z"
,~
;;
:8
-
.
 

"
O

z
''
'"

,
,,-

"'O
 
_!l

¡: 
;h

 
."

 
'"

 
:"

';,
 

. '.
 " -1 " ,. ., , . ! _1 ¡ 

.., 
~
O
 

~
cr
.r
.
 

P.
 

'"
' 

-
o

 

~ 
Z

 
,- ..
 t

:;
, 

-
<

' 
~
c

¡..
.;;

;.,
 

, !;-
, 

,.(
 

J 

• 

§ § 5 O
 z UN 

POSl,R 

LJc:. " ...... "'miru Wof>CO 
0;,..,'0,.. Gon ... ' "" Arlrnini&1foción Eseol .. , Ut/AM 
P, o." ... 

Mo po",,"o informar • ",1«: qU" '" S\Jbc.,." t . 00 S,,,.,..i. Ex"""'. nt" y _ dro do 
Pc"ll'od~ e n C,eroU BioIt;¡j<; .. , . " IIIJ .. >ió , Crd .... ri.1 001 d:' 1 ~ do ~tQ '" lC17. "'006 01 
.. "',O P"'" " ~_~ do ~""rr on '''''~ 00< ...... el lf"aOO <le MAESTRA EN CIENCIAS 
BIOLOOICAS do 1.0 01" ,,,,,. NAVARRO COBOS MARiA JOS~ ' 00 " ,moro de ccenll! 51 02tO~73, 
00Il ....... ItL' _ " IDENTIFICACIÓN DE TRASTO RNOS RELACIONADOS AL GEH fKRP EH 
PA CIENTES MEXICANOS CON ~NfERMEOAOES NEUROMUSCULARE5 DE EnOLOGÍA NO 
ESTAI!.I.ECIDA", r.al izao. >aje la d.re:o"n d., C,,-, MIGUEL ANGEL ALCÁNTARA OR fI GOV: 

"-, 
Soo<Ol .. ., 

SLplon .. 

s...plon:.: 

DR. JUAN CARLOS ZENTENO RUlZ 

ORA .o.NGElICA GONZAlEZ OI..IVER 

Dft ARTU~O CARlOS 11 BECERRA BRACHO 

DR . J¡>J~E ¡¡"'<VMEN CA,lAr.')S 

DRA GlO" .... EliGEN I" OOE IP() CAAC[¡. 

"'TENTA MEN T ~ 
· POR MI RAZA HABLARÁ EL ESPlRlru " 

Cd. Uni • • fS~"¡ ' , Cd, M • • ,. 13 óo •• pli om",. do 2011 

DR. ADOLFO GERAR NAVARRO SK¡OENV. 
COOROINADOfl DEL PROGRAMA 

¡;~'Io.I'" "'........ "'~nIi_"" r.-..."o"" •• ~;",.-' .. 11;0160.0 •• .a:JX ... U J.,. P;"" Cu,,,,,,,~. ""'o'''''' N, u.u.,.~~ .... 
n.",_ .,.",.....<:.P.Ot.lI."' ...... DJ. T". "'" """ ' "1''''' "'"1.""".,-., ....... "" 



 

 

 

Agradecimientos 
 
 
 
  Primeramente, agradezco al Posgrado en Ciencias Biológicas, UNAM por la 
oportunidad de realizar la Maestría y el apoyo brindado en todos los aspectos. 
  
 
 
 
 También agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología ( CONACyT) por la 
beca otorgada durante la realización del posgrado, así como a los fondos federales del 
Instituto Nacional de Pediatría (‘Recursos Fiscales del Programa E0220’ Modalidad A y B, 
Cuidad de México, México). 
  
 
 
 
  
 Finalmente, a los miembros de mi comité Tutoral por sus valiosos comentarios y 
apoyo para la correcta realización de este trabajo de investigación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

Agradecimientos Personales 
 
 
 
 
Agradezco profundamente a la Dra. Ariadna González y al Dr. Miguel Ángel Alcántara por 
su invaluable apoyo antes, durante y después de la maestría, aprendí muchísimo de 
ustedes tanto profesional como personalmente, 
 
 
 
 
 
Al gran equipo que hizo posible el desarrollo de este proyecto: Dra. Bernadette Estandia, 
Dra. Cesárea Bermúdez, Dra. Adriana Ruíz, Dr. Arturo Carlos II Becerra, Dra. Guadalupe 
Vargas, ya que cada uno contribuyó de manera valiosa para poder finalizar este trabajo, 
 
 
 
 
 
 
A la M. en C Nancy Hernández, Dra. Miriam Reyna, Dr. José Velázquez, parte del 
laboratorio de biología molecular del INP, por compartirme un poco de su conocimiento 
cuando lo necesite durante estos 2 años.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

Dedicatoria 
 
 
 
 
A las 5 personas que más amo en este mundo:  
 
A mi mamá, no tengo palabras para describir lo que significa en mi vida, gracias por todo 
tu apoyo, tu amor incondicional y las palabras exactas para darme el soporte que he 
necesitado,  
 
 
A mi papá, por ser el mejor papá del mundo, la persona a quien más admiro y mi modelo 
de vida a seguir, 
 
 
A Andrea, por simplemente estar en mi vida y hacerla mejor, por ser mi apoyo durante 
estos dos años, sin tu ayuda esto no hubiera sido posible,  
 
 
A mamá Yaya, donde quiera que estés siempre serás parte de mi corazón,  
 
 
A mamá Cuquita, por tus palabras y horas de plática y consejos, tus cálidos abrazos y tu 
amor infinito. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

Índice 
 
 
 
 
 
 
Resumen ………………………………………………………………………………………………………………………1 
 
Abstract ………………………………………………………………………………………………………………………..2 
 
Introducción ………………………………………………………………………………………………………………...3 
 
Objetivos ………………………………………………………………………………………………………………………6 
 
Metodología …………………………………………………………………………………………………………………7 
 
Resultados ……………………………………………………………………………………………………………………10 
 
Discusión ………………………………………………………………………………………………………………….....13 
 
Conclusiones ………………………………………………………………………………………………………………..18 
 
Literatura citada …………………………………………………………………………………………………………..19 
 
Anexo 1: Tablas ……………………………………………………………………………………………………………22 
 
Anexo 2: Figuras …………………………………………………………………………………………………….......28 
 
Anexo 3: Galeras del artículo ……………………………………………………………………………………….35 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

1 

 

Resumen  
 

Las distrofias musculares de cinturas (LGMD) son un grupo clínica y genéticamente 

heterogéneo de trastornos neuromusculares. La LGMD2I (MIM #607155) y otras 

entidades alélicas, se atribuyen a variantes patogénicas en FKRP (19q13.32, MIM 

*606596) que conducen a un defecto de la O-glicosilación del α-distroglicano. 

Clínicamente se superpone con las distrofinopatías (DMD/B) y variantes patogénicas en 

este gen, se han identificado hasta en un 12% de los casos con estudio molecular negativo 

a deleciones/duplicaciones en el gen DMD. En nuestro país, a pesar de que la frecuencia 

de portadores de la variante patogénica común en población europea p.(Leu276Ile) en 

individuos de ascendencia mexicana es de 1/64, no existen reportes de pacientes con 

LGMD2I, ni de los genotipos FKRP condicionantes y además se desconoce la frecuencia de 

la LGMD2I en pacientes con trastornos neuromusculares de etiología no establecida 

(TNMENE), situación que sólo podría ser confirmada por el estudio molecular del gen 

FKRP. Se incluyeron 60 pacientes pediátricos no relacionados con TNMENE para el análisis 

por secuenciación automatizada tipo Sanger del único exón codificante del gen FKRP, con 

estudio molecular negativo para deleciones en 22 exones del gen DMD (Xp21.2-p21.1, 

MIM *300377, n=55/60), y/o estudio normal de amplificación múltiple de sondas ligadas 

(MLPA) para 80 exones del gen DMD (n=25/60). En 5 pacientes (2 hombres y 3 mujeres) se 

analizó directamente el gen FKRP, ya que el cuadro clínico era sugestivo de LGMD. Se 

describen las características clínicas y la correlación genotipo-fenotipo de 2 casos en 

quienes se identificaron genotipos FKRP para dos variantes patogénicas previamente 

descritas: p.[Leu276Ile];[Asn463Asp] y p.[Asn463Asp];[Asn463Asp]. Los resultados indican 

que los trastornos relacionados a FKRP son responsables de al menos el 3.3% (2/60) de los 

pacientes catalogados con DMD/B o TNMENE. Se identificaron además dos pacientes 

heterocigotos para variantes de significado clínico incierto: c.427C>A o p.(Arg143Ser) 

(rs148206382) y c.143G>C o p.(Arg48Pro) (novel), ausentes en más de 100 controles sanos 

étnicamente relacionados. Este es el primer estudio en el país que indaga la frecuencia de 

los trastornos relacionados al gen FKRP en pacientes con clínica de DMD/B o TNMENE. La 

frecuencia identificada de estos trastornos justificaría su inclusión en el diagnóstico 

diferencial en pacientes con fenotipo similar a DMD/B o TNMENE y estudio molecular 

normal del gen DMD. 
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Abstract 

The limb-girdle muscular dystrophies (LGMD) are a clinically and genetically 

heterogeneous group of neuromuscular diseases. The LGMD2I (MIM#6077155) and other 

allelic entities are attributed to pathogenic variants in FKRP gene (19q13.32, MIM 

*606596) leading to an O-glicosilation defect of α-distroglican. Clinically they have an 

overlap with the dystrophinopathies, so that the LGMD2I has been identified in up to 12% 

of cases with negative molecular study to mutations in the DMD gene. In our country, 

although the frequency of carriers of the common pathogenic variant in European 

population p.(Leu276Ile) in individuals of Mexican ancestry is 1/64, there are no reports of 

patients with LGMD2I, nor of the conditioning FKRP genotypes and additionally the 

frequency of LGMD2I in patients with Neuromuscular Disorders of Unknown Etiology 

(NDUE) is unknown, a situation that could only be confirmed by the molecular study of the 

FKRP gene. It was included 60 non-related pediatric patients with NDUE, for the Sanger-

type automated sequencing analysis of the unique coding exon of the FKRP gene, these 

patients had negative molecular study for deletions in 22 exons of the DMD gene (Xp21.2-

p21.1, MIM *300377, n=55/60), and/or normal MLPA (Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification) for 80 exons of the DMD gene (n=25/60). In five patients (2 men and 

3 women), the FKRP gene was analyzed directly since the clinical phenotype was 

suggestive of LGMD. We describe the clinical characteristics and genotype-phenotype 

correlation of 2 cases in which FKRP genotypes were identified for two pathogenic 

variants previously described: p.[Leu276Ile];[Asn463Asp] and p.[Asn463Asp];[Asn463Asp]. 

Results indicate that FKRP-related disorders are responsible for at least 3.3% (2/60) of 

patients classified as DMD/B or NDUE. It was also identified two heterozygous patients for 

variants of uncertain clinical significance: c.427C>A o p.(Arg143Ser) (rs148206382) and 

c.143G>C o p.(Arg48Pro) (novel), absent in over 100 ethnically related healthy controls. 

This is the first study in our country that investigates the frequency of FKRP-related 

disorders in patients with clinical picture of DMD/B or NDUE. The identified frequency of 

these disorders would justify their inclusion in the differential diagnosis in patients with a 

phenotype similar to DMD/B or NDUE and a normal molecular study of DMD gene. 
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Introducción 

 

El termino distrofia muscular se refiere a un grupo de enfermedades genéticas que 

causan degeneración progresiva del músculo esquelético, las distrofias musculares de 

cinturas (LGMD, del inglés "limb girdle muscular dystrophies") son un grupo heterogéneo 

de trastornos musculares monogénicos y progresivos con involucro primario o 

predominante de la musculatura pélvica y/o escapular.1 Actualmente hay identificados 31 

loci responsables, 8 de ellos condicionantes de formas autosómicas dominantes y 23 de 

formas autosómicas recesivas (Tabla 1).2 El algoritmo sugerido para el diagnóstico de las 

LGMD requiere una valoración neuromuscular interdisciplinaria que incluya una historia 

clínica completa, interrogatorio de antecedentes familiares, evaluación neuromuscular e 

histopatológica/inmunohistoquímica de la biopsia muscular, así como medición de 

enzimas séricas musculares (creatinín-fosfocinasa o CK, aldolasa, lactato deshidrogenasa, 

transaminasas, entre otras), electromiografía y en ocasiones, se sugieren estudios de 

imagen muscular mediante resonancia magnética nuclear (RMN) o ultrasonografía para 

que con base en los patrones de afección muscular identificados, se decida el estudio 

molecular del gen más probablemente involucrado.3 

 

Entre las formas autosómicas recesivas que representan la mayoría de las LGMD, 

se encuentran las que condicionan alteraciones en la O-glicosilación post-traduccional del 

α-distroglicano.4,5 Este tipo de alteración disminuye su habilidad para unirse a diversos 

ligandos extracelulares incluida la cadena α2-laminina (o merosina α-2), lo que caracteriza 

a un subgrupo de enfermedades neuromusculares colectivamente llamadas 

“distroglicanopatías”.6,7,8,9 Dentro de este subgrupo, se encuentran los defectos de O-

glicosilación debido a la deficiencia de la proteína relacionada a fukutina (FKRP) 

condicionada a su vez por variantes amorfas/hipomorfas en el gen FKRP (OMIM *606596), 

el cual se organiza en 4 exones (los 3 primeros no codificantes) distribuidos en 12 kb de 

19q13.32.1,2,,6,7,10  Este gen se identificó a través de la homología con el gen codificante de 

la fukutina1,3 que causa la distrofia muscular tipo Fukuyama (FMD, OMIM #253800).2,10  La 

FKRP mediante el análisis in silico de su secuencia,1,4,,10,11,12,13,14 se consideró una 

glucosiltransferasa putativa localizada en el aparato de Golgi6,7 y que junto con la proteína 

fukutina llevan a cabo la adición de un residuo en tándem de ribitol-5-fosfato como 

modificación post-traduccional al α-distroglicano (Figura 1).7 Los pacientes con deficiencia 

de la proteína FKRP presentan una reducción de leve a severa en la cantidad a nivel de 

inmunohistoquímica o en el peso molecular en la inmunotransferencia (Western blot) del 

α-distroglicano, y el grado de severidad de dicha reducción puede correlacionar con el tipo 

de variantes patogénicas (amorfas/hipomorfas) documentadas en el gen FKRP y el 

fenotipo resultante.17  La confirmación de un trastorno relacionado al gen FKRP en 
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pacientes con alteraciones en el α-distroglicano a nivel muscular deben confirmarse por 

análisis molecular.15,16  

El espectro clínico por variantes patogénicas en FKRP va desde formas congénitas 

caracterizadas por anomalías en músculo-ojo-cerebro (MIM#613153) con o sin 

discapacidad intelectual (MIM#606612) hasta distrofias musculares de presentación desde 

la infancia hasta la adultez (MIM#607155; LGMD2I o distrofia muscular de cinturas por 

distroglicanopatía tipo C, 5 o MDDGC5), sin embargo, la amplia expresividad de los 

trastornos relacionados a FKRP, incluyen también pacientes asintomáticos en los cuales 

sólo se llega a documentar la elevación de CK.1 La LGMD2I de inicio temprano y curso 

severo se sobrelapa clínicamente con las distrofinopatías (similar a los fenotipos 

Duchenne/Becker), ya que los pacientes presentan debilidad muscular pélvica proximal 

con signo de Gower’s, pseudohipertrofia de gastrocnemios (hasta en el 76% de los 

casos),7,14,17 pérdida de deambulación en la segunda a tercera década de vida,11,18 

elevación persistente de CK sérica (>10-20X),1,2,3,13,14,19 involucro cardiaco (cardiomiopatía 

dilatada presente en el 30-50% de los casos)2,3,11,13,14 e insuficiencia respiratoria restrictiva 

(aproximadamente en el 65%).3,10,13,14,18 A la fecha, no se ha definido un patrón 

electromiográfico característico y la velocidad de conducción nerviosa en algunos casos  

se ha reportado normal.11 La biopsia muscular en estos pacientes revela cambios 

distróficos, infiltrado inflamatorio y reducción de inmunomarcaje para laminina α2 con 

disminución variable de α-distroglicano, pero con un patrón inmunohistoquímico normal 

para β-distroglicano.2,3,11,17 La evaluación inmunohistoquímica para distrofina se ha 

reportado normal, disminuida o irregular, lo cual contribuye a la dificultad diagnóstica 

para su diferenciación con las distrofinopatías.1,13 De hecho, pacientes con distrofinopatías 

fueron identificados en un ~4% (4/103) de pacientes daneses que cumplían criterios 

diagnósticos para LGMD2,18 e interesantemente, mediante el estudio molecular del gen 

FKRP se identificaron pacientes con LGMD2I en el ~13% (13/102) de casos únicos 

masculinos con fenotipo de distrofia muscular Duchenne o Becker en quienes no se 

identificó deleción o duplicación en el gen DMD mediante Southern blot.13 Lo anterior, 

pone de manifiesto la dificultad para la identificación certera de pacientes con LGMD2I 

sólo basado en datos clínicos, de laboratorio y/o de gabinete. 

  
 Se estima que la LGMD2I representa al menos 10% de todas las LGMD2 y ésta fue 

descrita por primera vez en una familia consanguínea de Túnez.1 Acorde a la distribución 

de las frecuencias alélicas para variantes patogénicas del gen FKRP, la frecuencia de 

LGMD2I varía entre poblaciones; así, entre la población caucásica se aprecia la frecuencia 

más alta a nivel mundial (38.4% en pacientes daneses clasificados como LGMD2)19 y en 

cambio, en poblaciones asiáticas existen sólo 12 pacientes reportados a la fecha.20 Los 

genotipos en FKRP responsables en diversos grupos étnicos se relacionan a las frecuencias 
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alélicas prevalentes que parecen estar influenciadas por efecto de fundador, deriva 

génica, y/o posibles efectos de ventaja selectiva. Así la variante p.(Leu276Ile) 

[rs28937900] es común en individuos europeos,21,22,23 con una frecuencia alélica (FA) en la 

base Exome Aggregation Consortium (ExAC, http://exac.broadinstitute.org/) >1%, en la 

base  dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) de 0.2% y en el Proyecto de los 1000 

genomas (http://www.internationalgenome.org/) de 0.8%; mientras que para la variante 

p.(Tyr182Cys) [rs543163491] en población asiática20 se reporta una FA de 0.3% en ExAC y 

dbSNP y de 0.06% en el Proyecto de los 1000 genomas. 

 

Con excepción de Brasil,1 en México y otros países latinoamericanos, no existen 

reportes de mutaciones en el gen FKRP identificadas en pacientes con distrofia muscular 

en estudio o con un trastorno neuromuscular de causa no establecida (TNMENE), a pesar 

de que el Instituto Nacional de Pediatría (INP) se considera un centro de referencia para el 

diagnóstico y manejo de trastornos neuromusculares. Si bien, existe un estudio que 

evaluó biopsias musculares, mediante inmunohistoquímica con un panel de 18 

anticuerpos, provenientes de 290 pacientes mexicanos con diagnóstico clínico de distrofia 

muscular, en el cual se documentó que después de las distrofinopatías (52%), la segunda 

distrofia muscular más frecuente es la disferlinopatía (18%), en este estudio no se 

evaluaron las α-distroglicanopatías.24  

 

Por lo anterior, consideramos importante el conocer en nuestra población la 

frecuencia de pacientes con variantes patogénicas en el gen FKRP y un aparente cuadro de 

distrofinopatía y estudio molecular del gen DMD negativo a deleciones o aquellos 

catalogados como un TNMENE, además de realizar la correlación genotipo-fenotipo y 

describir el espectro mutacional encontrado, ya que el Instituto Nacional de Pediatría 

analiza los trastornos neuromusculares y en el laboratorio de Biología Molecular del 

Departamento de Genética Humana se tienen captadas más de 350 familias con 

diagnóstico presuntivo de DMD/B de los cuales en sólo el 50% se ha confirmado el 

diagnóstico de una distrofinopatía subyacente, por lo que existe la posibilidad diagnóstica 

de un trastorno relacionado a FKRP en pacientes con un estudio molecular negativo para 

distrofinopatía, además de que en nuestra institución no se evalúa de manera rutinaria a 

las α-distroglicanopatías en biopsias musculares de pacientes con TNMENE. 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP
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Objetivos 

 

General: 
1. Determinar la frecuencia de variantes patogénicas en el gen FKRP en pacientes 

pediátricos catalogados con un aparente cuadro de distrofinopatía y estudio 

molecular del gen DMD negativo a deleciones o un TNMENE. 

Particulares: 
1. Determinar el tipo y la frecuencia de variantes patogénicas del gen FKRP en 
pacientes pediátricos con un aparente cuadro de distrofinopatía y estudio molecular 
del gen DMD negativo a deleciones o un TNMENE que acuden al Instituto Nacional de 
Pediatría. 
 
2. Relacionar el fenotipo con el genotipo de FKRP documentado. 

3. Comparar la frecuencia de variantes patogénicas en el gen FKRP encontrada en 

nuestra población de estudio con la frecuencia documentada en estudios 

realizados en otras poblaciones bajo criterios de inclusión similares. 

Secundarios: 
1. Identificar individuos portadores en las familias de los casos índices afectados de 
trastornos relacionados a FKRP atribuibles a mutaciones en el gen FKRP. 
2. Brindar asesoramiento genético y ofrecer diagnóstico prenatal molecular a las 
familias en quienes se identifiquen mutaciones patogénicas en el gen FKRP 
condicionantes de trastornos relacionados a FKRP. 
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Metodología 

 

La población de estudio consistió en pacientes en etapa pediátrica que acudieron 

al Instituto Nacional de Pediatría en quienes los servicios de Genética y/o Neurología 

Pediátrica emitieron un diagnóstico presuntivo de distrofinopatía (DMD/B), una distrofia 

muscular de cinturas (LGMD) o un TNMENE con base en datos clínicos, de laboratorio, 

gabinete e histopatológicos y que acudieron en el periodo comprendido del mes de 

septiembre del 2014 hasta el mes de febrero del 2016, así como pacientes en etapa 

pediátrica con trastornos neuromusculares con muestra de DNA genómico disponible en 

el Laboratorio de Biología Molecular del INP, que fueron captados durante el periodo 

comprendido del año de 1992 hasta el año de 2014 y que tenían un resultado negativo en 

el estudio molecular de deleciones parciales intragénicas del gen DMD. A los familiares de 

primer grado de casos afectados donde se identifique un genotipo patogénico en el gen  

FKRP con previo asesoramiento genético, se les invitó a participar también en el presente 

estudio. 

Mediante la revisión de expedientes y/o registro interno del propio laboratorio se 

incluyeron 55 casos masculinos con los siguientes criterios de inclusión: 

a) Ausencia de deleciones en 22 exones representativos de los “hot-spots” del gen DMD 

(Dp427m exones 1, 3, 6, 8, 12, 13, 16, 17, 19, 43 al 45, 47 al 55 y 60; NM_004006.2)25 por 

PCR múltiple (PCRm); de éstos, 25 pacientes también contaron con estudio normal de 

amplificación de sondas múltiples dependiente de ligamiento (MLPA, por sus siglas en 

inglés) para los 80 exones del gen DMD (SALSA MLPA® P034 DMD mix 1 probemix y P035 

DMD mix 2 probemix, MRC-Holland Amsterdam, The Netherlands). 

b) Sin datos en la genealogía que sugieran un trastorno neuromuscular ligado al 

cromosoma X. 

c) Biopsia muscular con hallazgos de cambios distróficos y, en caso de estar disponible, 

inmunohistoquímica normal o parcial para distrofina.  

d) Cantidad suficiente de DNA genómico para realizar el estudio molecular del gen FKRP. 

Se excluyeron a: 

a) Pacientes con datos en la genealogía sugestiva de un trastorno neuromuscular ligado al 

cromosoma X.  

b) Temporalmente: pacientes transfundidos en un periodo menor a tres meses. 

c) Pacientes en donde la obtención de la muestra de DNA genómico a partir de sangre 

periférica o cuya muestra de DNA bajo el resguardo del Laboratorio de Biología Molecular, 

fuera inadecuada y no acepten una segunda toma de muestra. 
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 De manera adicional se incluyeron 5 casos clínicos clasificados como un TNMENE 

(2 masculinos y 3 femeninos) que presentaron debilidad muscular proximal (n=4), 

hiperCKemia (562-3,150UI/L, n=3), electromiografía (EMG) con patrón miopático (n=3), 

cambios distróficos en biopsia muscular (n=1) y/o  inmunohistoquímica para distrofina 

positiva (n=1). En estos pacientes no se llevó a cabo el estudio de PCRm ni MLPA para el 

gen DMD. 

 

Este trabajo de investigación fue aprobado por los Comités de Investigación, Etica y 

Bioseguridad de nuestro instituto con número de registro 056/2014.  

 

Se realizó el estudio molecular del gen FKRP mediante amplificación por PCR punto 

final de la secuencia codificante ubicada en el exón 4 (NM_001039885.2) del gen FKRP 

(nucleótidos c.1 a c.1488), así como el borde intrón 3-exón 4 y una porción de la región 5’-

UTR y 3’ UTR usando los primers (forward 5’-GCTGAAACCAAATAGGGAAAAGAAA-3’ y 

reverse 5´-ATAAATCTGGAGGTCGCTTCCC-3’) diseñados para generar un amplicón de 

1.85kb. 

 

Los amplicones se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 2% teñidos 

con bromuro de etidio  y purificación enzimática (ExoSAP-IT® PCR Product Cleanup, 

Affymetrix, Inc.). Posteriormente se realizó secuenciación automatizada bidireccional tipo 

Sanger con 6 primers internos: A forward (5´-AGGGGGTGGTTCTGACAATC-3´), A reverse 

(5´-TACTAGGGCCACAAACTCGG-3´), B forward (5´-GGAGTTCGAGGCATTTGACA-3´), B 

reverse (5´-CTCCTCGTAGAGGTAGGCG-3´), C forward (5´-TGCTGGACTTGACCTTCGC-3´), D 

reverse (5´-AAATCTGGAGGTCGCTTCCC-3´) y subsecuente alineación con las secuencias de 

referencia del gen FKRP (NM_001039885.2 y NG_008898.2) con los programas Chromas 

Pro Versión 1.7.7 y Codon Code Aligner Versión 6.0.2.  

 

Las variantes puntuales de sentido erróneo, sin registro en las principales bases de 

datos (dbSNP/ExAC/Exome Variant Server) o de significancia incierta, se sometieron a 

análisis in silico por los programas Poplyphen, SIFT y Mutation Taster. Adicionalmente, se 

buscaron en un mínimo de 100 controles sanos étnicamente relacionados, por PCR-ARMS 

(sistema de mutación refractario a la amplificación) con primers diseñados con el 

programa BatchPrimer 3v1.0 (Tabla 2). 

 

Las variantes novel o de significancia incierta fueron valoradas para determinar su 

patogenicidad o benignidad de acuerdo a las guías para interpretación de variantes 

publicadas por el American College of Medical Genetics and Genomics and the Association 

of Molecular Pathology.26 Adicionalmente, se realizó modelaje in silico de las proteínas 
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para predicción de los efectos estructurales de los cambios identificados, dado que la 

estructura precisa tridimensional de la proteína FKRP aún no se conoce, mediante el 

análisis de la secuencia de la proteína FKRP (NP_001034974.1) en el programa Phyre2 se 

escogieron los  moldes de mayor porcentaje de identidad (confianza >95) (Figura 8).  

 

Finalmente, en un paciente con datos clínicos muy sugestivos de  distrofia 

muscular de Becker (DMB) pero con resultado de PCRm normal y para determinar la 

significancia clínica de una variante novel de sentido erróneo en FKRP, se realizó 

posteriormente  análisis por MLPA del gen DMD. 
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Resultados 

 

Se identificaron 2 casos masculinos (2/60, ~3.3%) con genotipos diagnósticos de un 

trastorno relacionado a FKRP en estado heterocigoto compuesto (paciente 1) y 

homocigoto (paciente 2); adicionalmente se identificaron 2 casos (pacientes 3 y 4) 

heterocigotos para una sola variante catalogada como de significado clínico incierto y 

ausentes en 100 controles sanos étnicamente relacionados mediante la técnica de PCR-

ARMS.  

 

En la tabla 3 se resumen las características clínicas, genotípicas, de laboratorio y de 
gabinete del paciente 1 (Figuras 2 y 3), masculino de 10 años de edad,  producto de la 
gesta 6/6, padres no consanguíneos, 3 hermanas sanas y una hermana con edad actual de 
20 años y con debilidad muscular (Tabla 3 y figura 4). El paciente comenzó el abordaje 
diagnóstico por presentar un cuadro clínico altamente sugestivo de distrofia muscular de 
Duchenne (DMD) basado en debilidad muscular de predominio proximal y pélvico, con 
caídas frecuentes desde los 6 años. Los hitos del desarrollo se refirieron como normales, 
con excepción del inicio de la deambulación al año 2 meses de edad con caídas 
frecuentes. A la exploración física se observó peso, talla y perímetro cefálico normales, 
tórax con pectus excavatum, dorso con escápulas discretamente aladas, ligero aumento 
en el volumen y consistencia de los músculos gastrocnemios, signo de Gowers positivo, 
disminución del reflejo del tendón de Aquiles y marcha basculante. Una valoración 
cardiológica refiere regurgitación mitral y tricúspidea leve. La imagen por RMN reveló 
involucro bilateral simétrico muscular pélvico y de los grupos musculares del muslo 
posterior, con infiltración adiposa demostrada por hiperintensidad en glúteo mayor, 
aductor mayor y vasto lateral, músculo grácil, aductor largo del muslo y sartorio (Figura 5), 
situación compatible con lo previamente descrito en la LGMD2I.27  

 

Posterior a obtener un resultado normal de PCRm para el gen DMD en el paciente 

1, el análisis del gen FKRP identificó un genotipo heterocigoto compuesto diagnóstico de 

LGMD2I: c.[826C>A];[1387A>G] o p.[Leu276Ile];[Asn463Asp] por lo que se extendió el 

estudio molecular dirigido (secuenciación automatizada tipo Sanger) para ambas variantes 

en los padres y las hermanas (Figura 4). Se determinó el estado de portadores en ambos 

padres y 3 hermanas, mientras que la hermana con debilidad muscular presentó el mismo 

genotipo heterocigoto compuesto diagnóstico de LGMD2I observado en el caso índice 

(Figura 4). A nivel clínico, en ella se refiere una edad de presentación más tardía respecto 

a su hermano afectado (12 años vs. 6 años) y con leve debilidad muscular proximal. 

 

El paciente 2 tuvo seguimiento en el INP de los 6 meses a los 11 años de edad 

(Tabla 4 y figura 6). Cuenta con el antecedente de padres provenientes de una población 
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endogámica del estado de México producto de la gesta 1/1, con desarrollo psicomotor 

normal hasta los 6 meses, cuando se observó hipotonía y retraso motor. Inició 

deambulación a los 14 meses, pero ésta la perdió a la edad de 24 meses. La última 

exploración física a los 11 años, reveló peso y talla bajos, debilidad e hipotrofia muscular 

generalizada, ausencia de reflejos osteotendinosos y la radiografía de tórax reportó 

escoliosis. La medición de CK resultó elevada, la electromiografía con patrón miopático y 

la biopsia muscular se reportó sólo con cambios distróficos. Debido a estos datos de 

laboratorio y de gabinete se solicitó PCRm para la identificación de deleciones de 22 

exones y MLPA para 80 exones del gen DMD, los cuales se reportaron normales. El análisis 

del gen FKRP en el paciente 2 reveló un genotipo homocigoto para la variante c.1387A>G 

o p.(Asn463Asp) previamente reportado como un genotipo patogénico severo.28 El 

estudio molecular dirigido en su madre confirmó el estado de portadora obligada para 

dicha variante (Figura 6). No se contó con la disponibilidad de las muestras de DNA 

genómico para estudio de FKRP de otros familiares de primer grado. 

 

Referente a los dos pacientes con la identificación de una sola variante, el paciente 

3 (Tabla 5 y figura 7) no cuenta con antecedentes familiares de importancia, sin embargo 

presentó un cuadro clínico caracterizado por hipotonía desde el mes de edad, estudios de 

laboratorio y de gabinete con elevación de CK, biopsia muscular con cambios distróficos, 

electromiografía con patrón miopático y estudio para deleciones de 22 exones por PCRm y 

MLPA para 80 exones del gen DMD los cuales se reportaron normales. El paciente falleció 

a los 4 meses con los diagnósticos de sepsis, insuficiencia respiratoria y cardiaca derecha. 

El análisis molecular del gen FKRP mostró el genotipo heterocigoto para una variante 

previamente descrita como de significado incierto: c.[427C>A];[=] o p.[Arg143Ser];[=] 

(rs148206382).12,30,31 

 

El paciente 4 (Tabla 6 y figura 8) inició con debilidad muscular proximal a los 6 

años con pérdida de la deambulación a los 24 años, a la exploración física con lordosis 

lumbar acentuada, pseudohipertrofia de gastrocnemios, reflejos osteotendinosos 

ausentes, hiperCKemia 8se desconocen valores) y una biopsia muscular con cambios 

distróficos. Presentaba además un patrón respiratorio obstructivo y cardiomiopatía 

dilatada, aunque se desconoce su evolución clínica después de los 40 años de edad. Por 

estos datos clínicos y de laboratorio, se realizó el estudio molecular de 22 exones por 

PCRm del gen DMD el cual fue negativo para deleciones. Posteriormente, el análisis de 

FKRP documentó un genotipo heterocigoto para una variante novel de sentido erróneo 

c.[143G>C];[=] o p.[Arg48Pro];[=]. El análisis molecular familiar de FKRP sólo fue posible en 

la madre en quien no se encontró dicha variante. Debido al fenotipo muy sugestivo de 

distrofia muscular de Becker se realizó MLPA mediante el cual se documentó una 
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duplicación en marco de lectura que involucra a los exones 3 a 9 

[NM_004006.2:c.(93+1_94-1)_(960+1_961-1)dup], lo cual confirmó el diagnóstico de una 

distrofinopatía. 

 

El análisis in silico con los programas Poplyphen, SIFT y Mutation Taster de la 

variante c.427C>A o p.(Arg143Ser), catalogada como benigna o de significancia clínica 

incierta por las bases de datos dbSNP, ClinVar (RCV000153241.5) y UniProt 

(http://web.expasy.org/variant_pages/VAR_018282.html); al realizar el puntaje para 

definir patogenicidad o benignidad26 presentó un criterio moderado de patogenicidad 

(“PM3”), tres criterios de soporte de patogenicidad (“PP2”, “PP4” y “PP5”) y un criterio 

fuerte de benignidad (“BS1”), lo cual la clasifica como una  variante de significado incierto. 

Este cambio afecta una posición del dominio hacia el interior del aparato de Golgi 

(aminoácidos 30-495, incluye la región “tallo” y dominio catalítico), por lo que 

adicionalmente se realizó el modelaje in silico de la proteína codificada por esta variante 

con el programa Phyre2 usando los modelos con el mayor porcentaje de identidad, 97.8 

para la aminoglucósido nucleotidil-transferasa ant(2”)-2ia apo forma (c4wqkA), la cual no 

reveló ningún cambio en las estructuras secundarias y terciaria de la proteína (Figura 9).  

 

El análisis in silico de la variante novel c.143G>C o p.(Arg48Pro) mediante los tres 

programas la predicen como potencialmente dañina y el puntaje de patogenicidad o 

benignidad26 la clasificó también como una variante de significado incierto al presentar un 

criterio de patogenicidad moderado (“PM2”), un criterio de soporte de patogenicidad 

(“PP2”) y uno de benignidad (“BP5”). Este cambio también se ubica en el extremo hacia el 

interior del aparato de Golgi y el análisis in silico con el programa Phyre2 usando de 

modelo a la celulosa sintasa, intermediario translocación-2 (c4hg6a) con un porcentaje de 

identidad de 99.9, mostró una diferencia importante en la estructuras secundarias y 

terciaria, ya que esta posición en la proteína silvestre forma parte de un coil entre una 

hélice α y una  hoja β, mientras que se predice que la variante induce la conformación de 

una hoja β (Figura 9). 

 

Los datos clínico-genotípicos ya se encuentran en la base de datos Leiden Open 

(source) Variation Data (LOVD, http://www.lovd.nl/3.0/home) 

Paciente 1: https://databases.lovd.nl/shared/individuals/00101231  

Paciente 2: https://databases.lovd.nl/shared/individuals/00101230  

Paciente 3: https://databases.lovd.nl/shared/individuals/00101229  

Paciente 4: https://databases.lovd.nl/shared/variants/0000164288#00000024  

 

 

http://web.expasy.org/variant_pages/VAR_018282.html
http://www.lovd.nl/3.0/home
https://databases.lovd.nl/shared/individuals/00101231
https://databases.lovd.nl/shared/individuals/00101230
https://databases.lovd.nl/shared/individuals/00101229
https://databases.lovd.nl/shared/variants/0000164288#00000024
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Discusión 

 

La relevancia del presente trabajo de investigación reside en ser el primero en su 

tipo en nuestro país y el segundo a nivel latinoamericano sólo después del realizado en 

Brasil,1 el cual tuvo como objetivo el determinar si existían pacientes con LGMD2I en una 

muestra de pacientes con DMD/DMB o TNMENE. Los resultados indican que los 

trastornos relacionados a FKRP comprenden al menos el ~3.3% del total de los casos 

analizados (2/60) o el 3.6%(2/55) de los pacientes catalogados clínicamente con sospecha 

de distrofinopatía, pero con PCRm negativa para deleciones en gen DMD. Esta proporción 

es menor a la observada en un estudio con criterios de inclusión similares al nuestro y 

realizado en población danesa donde se confirmó un trastorno relacionado a FKRP en 

12.7% (n=13/102) de pacientes masculinos clasificados como casos esporádicos sin 

evidencia de deleciones o duplicaciones en el gen DMD.11 Esta diferencia en frecuencias, 

podría deberse a que en nuestro grupo de estudio no se descarta el diagnóstico de una 

distrofinopatía en los pacientes al realizar solamente PCRm e incluso MLPA, o atribuirse a 

la diferencia en el tamaño de las muestras, a los criterios de inclusión considerados o por 

la variación natural y esperada de las frecuencias alélicas para trastornos con herencia 

autosómica recesiva en diferentes poblaciones.  

 

En el norte de Europa, la LGMD2I tiene una alta prevalencia, donde comprende un 

16% de los casos con cuadro clínico de LGMD originarios de Alemania22 y hasta un 38% en 

pacientes con presentación clínica de LGMD provenientes de Dinamarca.19 Así mismo, en 

Europa pareciera haber un gradiente genético de norte a sur, en pacientes con cuadro 

clínico de distrofia de cinturas, ya que en Italia se reporta que la LGMD2I comprende un 

4.3-9%15,31,32 y en República Checa de 4.1%.33 Estas diferencias en las frecuencias de 

LGMD2I aún entre poblaciones de origen europeo, podrían apoyar que en poblaciones 

genéticamente más distantes, como la mexicana, las diferencias podrían ser mayores. Sin 

embargo, cuando se compara la proporción de detección de la LGMD2I en estudios con 

criterios de selección menos restrictivos, como por ejemplo pacientes con hiperCKemia 

asintomática aislada, aún en pacientes de ascendencia europea,34 los porcentajes tienden 

a ser similares (3.3-3.6% vs 2% respectivamente). 
 

La variante c.826C>A o p.(Leu276Ile) (rs28937900) se considera el alelo más 

frecuente en LGMD2I a nivel mundial y particularmente en población general de origen 

europeo, donde su frecuencia alélica (FA) supera el 1% (0.01684) de acuerdo a la base 

Exome Aggregation Consortium (ExAC, http://exac.broadinstitute.org/), mientras que en 

la base Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) en población de origen mexicano 

donde analizaron 128 alelos presenta una FA mucho menor (0.008). De acuerdo a la base 

http://exac.broadinstitute.org/
http://www.ensembl.org/index.html
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de datos Proyecto de los 1000 Genomas Fase 3 (http://www.internationalgenome.org/) 

individuos de ascendencia mexicana tienen una frecuencia alélica de 0.8% y una 

prevalencia de portadores de 1/64 para esta variante. Si bien la presencia de la variante  

p.(Leu276Ile) en población mexicana podría atribuirse a la contribución genética de origen 

europeo, las FA observadas implicarían en ambas poblaciones una frecuencia distinta en la 

prevalencia de individuos con genotipo homocigoto c.826C>A o p.(Leu276Ile), la cual 

aparentemente sería menor en mexicanos al existir un menor número de individuos 

heterocigotos p.(Leu276Ile) en la población general, respecto a lo observado europeos. 

 

Referente a la presentación clínica condicionada por la variante p.(Leu276Ile) en 

estado homocigoto, ésta se considera leve, ya que ha sido reportada incluso en pacientes 

homocigotos que cursan únicamente con hiperCKemia19 y cuando se presenta en estado 

heterocigoto compuesto con una mutación nula, generalmente condiciona un fenotipo 

similar a una distrofinopatía tipo DMD1. La segunda variante patogénica detectada en el 

paciente 1, c.1387A>G o p.(Asn463Asp) [rs121908110], se considera un alelo severo.28 Lo 

anterior está en congruencia con el fenotipo clínico observado en el paciente 1 

heterocigoto compuesto c.[826C>A];[1387A>G] o p.[Leu276Ile];[Asn463Asp], que es 

francamente similar a una distrofinopatía. Si bien la variabilidad inter- e intrafamiliar es 

común en la LGMD2I,1,35,36 y acorde a lo observado en la familia 1, dado que la hermana 

afectada presenta una afección muscular leve y una edad de inicio más tardía (12 años), 

este fenómeno se ha reportado principalmente en pacientes homocigotos para la variante 

p.(Leu276Ile),23,36 mientras que pacientes heterocigotos compuestos con esta variante 

tienen una edad de inicio y una presentación clínica similares, como se documentó en 2 

miembros de una familia afectada reportada con el genotipo para FKRP 

p.[Leu276Ile];[Arg54Trpfs*16] (familia 9),11 y en un estudio en Noruega con 10 pacientes 

heterocigotos compuestos.36 En al menos una familia, la variabilidad clínica fue atribuida a 

la presencia de una o dos variantes patogénicas en el mismo alelo debido a un evento de 

recombinación intragénica,37 sin embargo la secuenciación completa del exón 4 

codificante del paciente 1 y su hermana afectada no reveló ningún cambio adicional al 

genotipo p.[Leu276Ile];[Asn463Asp], por lo que como en la mayoría de las familias 

LGMD2I, otros factores modificadores ambientales o genéticos deberán considerarse 

como condicionantes de la variabilidad fenotípica intrafamiliar. 

 

El paciente 2 mostró un genotipo homocigoto: c.[1387A>G];[1387A>G] o 

p.[Asn463Asp];[Asn463Asp], situación acorde con el antecedente de endogamia en sus 

padres. De acuerdo a ExAC esta variante sólo se ha descrito en Latinos y con una FA baja 

(0.001954). Interesantemente el alelo c.1387A>G o p.(Asn463Asp) sólo se ha reportado en 

estado homocigoto en dos pacientes con distrofia muscular-distroglicanopatía (forma 
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congénita con o sin retraso mental), tipo B, 5 (MDDGB5, OMIM #606612) de ascendencia 

mexicana radicados en Estados Unidos, con quienes nuestro paciente comparte el cuadro 

clínico de inicio temprano con hipotonía, retraso motor severo, desarrollo cognitivo 

normal, debilidad facial, ausencia de reflejos tendinosos, sin compromiso cardiovascular 

pero con afección respiratoria, hiperCKemia y cambios distróficos en biopsia muscular.28 

Por lo anterior, nuestro paciente sería el tercer caso que apoyaría la presencia de un 

fenotipo con inicio congénito cuando la c.1387A>G o p.(Asn463Asp) se encuentra en 

estado homocigoto. Los padres de los 2 casos previamente reportados homocigotos 

p.(Asn463Asp) son nativos del área central de México (San Luis Potosí y Toluca, Estado de 

México) lo que sugiere que esta variante podría tener un efecto fundador,28 lo cual podría 

ser apoyado por el hecho de que los padres del paciente 2 son originarios del San Felipe 

del Progreso, que también pertenece al Estado de México y se localiza cercano a Toluca. 

Sin embargo sería necesario realizar el análisis de haplotipos y documentar el genotipo 

FKRP en un mayor número de pacientes mexicanos para confirmar esta hipótesis.  

 

Así mismo, se identificaron 2 pacientes con una sola variante de significado clínico 

incierto (heterocigotos). Aunque los trastornos relacionados a FKRP presentan una forma 

de herencia autosómica recesiva, hay excepciones reportadas que incluyen pacientes 

heterocigotos para la variante p.(Leu276Ile) con hiperCKemia, involucro cardiaco tardío y 

afección muscular.38 De manera intrigante en el 7%23 a 30-40% de pacientes 

caucásicos11,15,21,29 clínicamente catalogados como LGMD2I, la secuenciación completa del 

exón 4 del gen FKRP ha identificado únicamente una variante patogénica [como la 

p.(Leu276Ile)]1,11,15,17,18,21 o de significado clínico incierto [como la c.427C>A o 

p.(Arg143Ser)].15,21,29,30 Ello sugiere que un segundo alelo podría encontrarse en los 

exones no codificantes 1 al 3, o en regiones intrónicas o promotor, sin embargo esta 

posibilidad aún no ha sido demostrada experimentalmente.36 Diversos estudios han 

considerado a estos pacientes como afectados independiente de la clasificación de la 

variante identificada en estado heterocigoto, sin embargo, algunos otros, incluido el 

presente estudio, sólo consideran el diagnóstico de un trastorno relacionado a FKRP en 

aquellos pacientes en quienes se demuestra la presencia de 2 variantes patogénicas.35  

 

La presencia de heterocigotos para sólo una variante de sentido erróneo con 

significado clínico incierto parece estar limitada a pacientes con presentación clínica de 

distrofia muscular de cinturas, y no en aquellos con formas congénitas,11,21,39 como la 

documentada en el paciente 3 heterocigoto para la c.427C>A o p.(Arg143Ser). Esta 

variante en las bases de datos como ClinVar (RCV000153241.5) y dbSNP (rs148206382) se 

refiere con interpretaciones contradictorias, y el puntaje de patogenicidad o benignidad 

fue compatible con una variante de significado incierto.26 En la base de datos ExAC se 
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reporta que los latinos tienen la frecuencia más alta a nivel mundial para este alelo, con 

3.95%, seguido de europeos no finlandeses (1.73%) y asiáticos del sur (0.77%), esto 

apoyaría que se trata de una variante común y benigna, aunque a la fecha no se han 

reportado individuos homocigotos. Al menos un estudio ha documentado un paciente con 

LGMD2I heterocigoto compuesto para la variante p.(Arg143Ser) con otra de significado 

incierto: p.(Pro358Leu) (rs143031195, RCV000153243.4).29 La variante c.427C>A o 

p.(Arg143Ser) condiciona un cambio de un aminoácido básico de mayor tamaño (arginina) 

a uno polar de menor tamaño (serina) y a pesar de que la posición p.Arg143 se encuentra 

conservada en la mayoría de los mamíferos y vertebrados, excepto en el gato doméstico, 

el análisis in silico de la proteína codificada por esta variante no mostró cambios a nivel de 

estructuras secundaria, ni terciaria, por lo que al evaluar todo lo anterior, consideramos 

que no hay evidencia suficiente para clasificarla como una variante patogénica, como 

tradicionalmente se ha citado en otros trabajos.29,30 

 

Por otro lado, el análisis in silico mediante tres programas de la variante 

previamente no descrita c.143G>C o p.(Arg48Pro) e identificada en estado heterocigoto 

en el paciente 4, reveló que es potencialmente dañina, ya que el aminoácido arginina en la 

posición 48 está altamente conservado en mamíferos, y este cambio también se ubica en 

el extremo N-terminal de la proteína FKRP, el cual parece ser importante para la 

formación de homodímeros.6 El puntaje para patogenicidad o benignidad para este alelo 

la catalogó como variante de significado incierto y este cambio tampoco se encontró en 

100 controles sanos étnicamente relacionados, sin embargo la confirmación posterior de 

una distrofinopatía en el paciente 4 sugiere que la variante p.(Arg48Pro) podría ser un 

hallazgo incidental de un alelo raro, aunque el análisis del modelaje a nivel de proteína 

mostró cambios evidentes en la estructura secundaria y terciaria (Figura 9). La prolina es 

un aminoácido que confiere rigidez, la cual es importante para la actividad catalítica en al 

menos la UDP-GalNAc: polipéptido α-N-acetilgalactosaminiltransferasa-T1,40 también se 

ha visto que este aminoácido es importante para la formación de loops cortos en las 

proteínas.41 Así, con estos datos, no se puede descartar un posible papel deletéreo de la 

variante p.(Arg48Pro) en la función de la proteína FKRP, por lo cual se requieren estudios 

funcionales6 o en modelos celulares y/o animales42 que contribuyan a asignar o descartar 

un posible papel patogénico o modificador en el fenotipo. 

 

El hallazgo de pacientes heterocigotos para una sola variante potencialmente 

patogénica en el gen FKRP y un TNMENE subyacente1,29 ha conducido a sugerir varias 

hipótesis para explicar este fenómeno: a) probablemente estas variantes en estado 

heterocigoto podrían ser polimorfismos benignos de muy baja frecuencia, cuyo hallazgo 

es meramente incidental; en nuestros casos, esta posibilidad se exploró para ambas 
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variantes y se descartó que fueran polimorfismos comunes con una FA de al menos del 1% 

al estar ausentes en nuestros 100 controles sanos étnicamente relacionados, aunque ello 

no aplica para la variante p.(Arg143Ser) por los datos depositados en las principales bases 

de datos genotípicos; b) se ha propuesto que estos pacientes pudieran tener un segundo 

alelo patogénico no identificado, dado que en literatura y en el presente trabajo de 

investigación, el análisis del gen FKRP sólo se enfocó a la región codificante (exón 4), por lo 

que no se descarta que el segundo alelo mutado se localice en el promotor, en regiones 

intrónicas no analizadas, o en los exones no codificantes 1 a 3, aunque esta última 

posibilidad ya se exploró y no se corroboró en al menos un estudio;27 c) similar a otros 

padecimientos monogénicos e incluso algunas distrofias musculares y/o neuropatías 

periféricas con heterogeneidad alélica importante (por ejemplo las condicionadas por 

LMNA, OMIM*150330), podría considerarse un modo de herencia autosómico dominante 

debido a un efecto dominante-negativo de la única variante génica identificada, ya que 

existe evidencia de que la proteína FKRP forma homodímeros, así como oligomerización 

con otras proteínas aún no caracterizadas5,6 sin embargo a la fecha aún no se ha descrito 

este modo de herencia en familias con variantes patogénicas conocidas en LGMD; y por 

último, d) se ha sugerido un posible modo de herencia oligogénico, ya sea por herencia 

digénica o trigénica.1 Para corroborar esta última posibilidad, se requeriría la realización 

de estudios de secuenciación de nueva generación para exomas o genomas completos, 

aunados a una adecuada evaluación clínica y de genealogía de los pacientes para poder 

realizar las correlaciones clínicas y de cosegregación de las variantes encontradas con el 

fenotipo patológico. 
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Conclusiones 

 

El identificar dos pacientes con genotipo patológico, destaca la importancia de 

considerar a los trastornos relacionados al gen FKRP en el diagnóstico diferencial de 

pacientes con TNMENE o con sospecha de distrofinopatía no comprobada por estudio 

molecular del gen DMD.  

 

La identificación certera de LGMD2I en los dos casos presentados, permitió brindar 

un asesoramiento genético de certeza a la familia 1 que continúa en seguimiento médico 

(vigilancia del desarrollo de cardiomiopatía dilatada), el reconocimiento de portadores y 

de otros familiares afectados de LGMD2I, así como la opción de ofrecerles estrategias 

preventivas basadas en diagnóstico prenatal molecular.  

 

A la fecha, en México las distroglicanopatías no son evaluadas de manera rutinaria 

en el estudio de biopsias musculares,25 por lo que el análisis molecular del gen FKRP y 

otros genes puede ser considerado una alternativa diagnóstica no invasiva, rápida y 

sencilla para la identificación de variantes patogénicas bialélicas.  

 

La identificación de dos pacientes heterocigotos con variantes de significado clínico 

incierto, uno de ellos con distrofinopatía posteriormente corroborada, enfatizan la 

importancia de definir en el futuro su papel en la etiología de trastornos relacionados a 

FKRP ya sea para catalogarlas como patogénicas o benignas, modificadoras del fenotipo 

muscular, o meramente como hallazgos incidentales, y en este último caso, con el fin de 

evitar que pueden condicionar errores de diagnóstico molecular.  
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Anexo 1: Tablas  

 
             Tabla 1. Clasificación genética y molecular de las distrofias musculares de cinturas (LGMD). 

TIPO DE LGMD MODO DE 
HERENCIA 

GEN PROTEÍNA LOCUS 

Alfa-sarcoglicanopatía (LGMD2D) AR SGCA alfa-sarcoglicano 17q21.33 

Beta-sarcoglicanopatía (LGMD2E) AR SGCB beta-sarcoglicano 4q12 

Gamma-sarcoglicanopatía (SCARMD, 
LGMD2C) 

AR SGCG gamma-sarcoglicano 13q12.12 

Delta-sarcoglicanopatía (LGMD2F) AR SGCD delta-sarcoglicano 5q33.3 

Calpainopatía (LGMD2A) AR CAPN3 calpaína 3 15q15.1 

Dysferlinopatía (LGMD2B) AR DYSF disferlina 2p13.2 

LGMD2G AR TCAP Titina-cap 17q12 

LGMD2H AR TRIM32 Motivo de tripartita-32 9q33.1 

LGMD2I (MDDGC5) AR FKRP Proteína relacionada a fukutina 19q13.32 

LGMD2J AR TTN Titina 2q31.2 

LGMD2K (MDDGC1) AR POMT1 Proteina-O-manosiltransferasa 1 9q34.13 

LGMD2L AR ANO5 Anoctamina 5 11p14.3 

LGMD2M (MDDGC4) AR FKTN Fukutina 9q31.2 

LGMD2N (MDDGC2) AR POMT2 Proteína O-manosiltransferasa 2 14q24.3 

LGMD2O (MDDGC3) AR POMGNT1 Proteín O-unida manosa beta1,2-
Nacetilglucosaminiltransferasa 

1p34.1 

LGMD2Q AR PLEC Plectina 8q24.3 

MDDGA6 AR LARGE "like-glycosyltransferase" 22q12.3 

MDDGA7 AR ISPD Dominio de Isoprenoide sintetasa 7p21.2 

MDDGA8 AR POMGNT2 proteína O-unida manosa N-
acetilglucosaminiltransferasa 2 (beta 1,4-) 

3p22.1 

MDDGA AR B3GNT1 UDP-GlcNAc:betaGal beta-1,3-N-
acetilglucosaminiltransferasa 1 

11q13.2 

MDDGA AR B3GALNT2 beta-1,3-N-acetilgalactosaminiltransferasa 
2 

1q42.3 

MDDGC9 (LGMD) AR DAG1 dystroglicano 1 (glycoprotein 1 asociada a 
distrofina) 

3p21 

LGMD1A (miotilinopatía) AD MYOT miotilina 5q31.2 

LGMD1B AD LMNA Lamina A/C 1q22 

LGMD1C (caveolinopatía) AD CAV3 Caveolina-3 3p25.3 

LGMD1D AD DES Desmina 2q35 

LGMD1E AD DNAJB6 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, 
member 6 

7q36.3 

LGMD1F AD Desconocido ? 7q32.1-q32.2 

LGMD1G AD Desconocido ? 4q21 

LGMD1H AD Desconocido ? 3p25.1-p23 

AD, autosómico dominante; AR, autosómico recesivo; LGMD, distrofias musculares de cinturas (“limb-girdle muscular dystrophy”; LGMD1, autosómico 
dominantes; LGMD2, autosómico recesivas); MDDG, distrofia muscular del tipo distroglicanopatía. SCARMD: distrofia muscular severa de la infancia 

autosómico recesiva. La clave o nombre alternativo para algunas LGMD se señalan entre paréntesis. 
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Tabla 2. Primers diseñados para PCR ARMS para amplificación de variantes: c.427C>A o  
p.(Arg143Ser) y c.143G>C o p.(Arg48Pro) 

c.[427C>A];[=] o  
p.[Arg143Ser];[

=] 

Secuencia (5’—3’) Longitud 
del 

producto 

Tm %GC Auto 
complementariedad 

 

Auto 
complementariedad 

3’ 

Primer forward 
(normal) 

CCTGGCCTGCTGGAG
C 

120 59.7 75.00 4.00 4.00 

Primer forward 
(variante) 

CCTGGCCTGCTGGAG
A 

120 57.6 68.75 4.00 2.00 

Primer reverse 
(común) 

CTCTCGCAGGCTGAC
GTTC 

120 60.8 63.16 5.00 2.00 

c.[143G>C];[=] ó 
p.[Arg48Pro];[=

] 

      

Primer forward 
(común) 

CCTCTTCTATGTCTCG
TGGCT 

100 58.9 52.38 2.00 0.00 

Primer reverse 
(normal) 

CACCAGGACGGTGA
CAC 

100 57.1 64.71 5.00 5.00 

Primer reverse 
(variante) 

CACCAGGACGGTGA
CAG 

100 56.8 64.71 4.00 3.00 
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 Tabla 3. Características clínicas de laboratorio y de gabinete del paciente 1 y hermana  

Características clínicas, de 
laboratorio y gabinete 

 
Paciente 1 

 
Hermana 

Edad inicio 6 años 12 años 

Edad actual 10 años 20 años 

Datos clínicos iniciales Caídas frecuentes y debilidad 
muscular 

Debilidad muscular  

Inteligencia normal + + 

Inicio de la deambulación 1 año 2 meses 1 año 2 meses 

Pérdida de la deambulación NA NA 

Debilidad facial - - 

Macroglosia - - 

Debilidad muscular proximal + + 

Pseudohipertrofia de 
gastrocnemios 

+ + 

Acortamiento del tendón de 
Aquiles 

+ - 

Signo de Gowers + Parcial 

Patrón respiratorio 
obstructivo 

- - 

Cardiomiopatía dilatada - - 

CK (normal: 25-140 UI/L) 1,834 UI/L (22X) 6,114 UI/L (74X) 

Electromiografía ND ND 

 
 
 

Biopsia muscular 

Fibras con variación en el tamaño y 
forma, necrosis, con cambios 

regenerativos y de hipertrofia, 
infiltrado inflamatorio multifocal, 
aumento de tejido conectivo. Sin 

inmunohistoquímica para distrofina 

 
 
 

ND 

 
Genotipo 

c.[826C>A];[1387A>G] o 
p.[Leu276Ile];[Asn463Asp]. 

Variantes patogénicas previamente 
reportadas 

(rs28937900 y rs121908110) 

c.[826C>A];[1387A>G] o 
p.[Leu276Ile];[Asn463Asp] 

ND: no disponible, NA: no aplica, +: presente,-:ausente  
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Tabla 4. Características clínicas, de laboratorio y de gabinete del paciente 2. 

Características clínicas, de laboratorio y de 
gabinete 

 
Paciente 2 

Edad inicio 6 meses 

Datos clínicos iniciales Hipotonía y retraso motor 

Inteligencia normal + 

Inicio de la deambulación 14 meses 

Pérdida de la deambulación 24 meses 

Debilidad facial + 

Macroglosia - 

Debilidad muscular proximal + 

Pseudohipertrofia de gastrocnemios - 

Acortamiento del tendón de Aquiles - 

Patrón respiratorio obstructivo -  
(infecciones respiratorias de repetición, sin 

capacidad para soplar por lo que no se realizaron 
pruebas de función respiratoria) 

 

Cardiomiopatía dilatada  -  
(ecocardiograma normal a los 6 años de 

edad) 

CK (normal: 25-140 UI/L) 3,294 UI/L (40X) 

Electromiografía Patrón miopático 

 
Biopsia muscular 

Atrofia y pérdida de estructura muscular, necrosis 
e infiltración de tejido adiposo 

Sin inmunohistoquímica para distrofina 

Genotipo c.[1387A>G];[1387A>G]  o 
p.[Asn463Asp];[Asn463Asp]. 

Variante patogénica previamente reportada 
(rs121908110) 

+: presente, -: ausente  
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Tabla 5. Características clínicas, de laboratorio y de gabinete de paciente 3 

Características clínicas, de laboratorio y de 
gabinete 

 
Paciente 3 

Edad inicio 1 mes  

Padecimiento Hipotonía  

Inteligencia normal ND 

Debilidad facial - 

Macroglosia - 

Debilidad muscular proximal + 

Pseudohipertrofia de gastrocnemios - 

Acortamiento del tendón de Aquiles - 

Patrón respiratorio obstructivo  +  
(insuficiencia respiratoria progresiva desde los 3 

meses que requirió intubación) 

Cardiomiopatía dilatada  - 
(ecocardiograma con función ventrículo izquierdo 

normal a los 4 meses) 

CK (normal: 25-140 UI/L) 3,000 UI/L (39X) 

 
Biopsia muscular 

Fibras atróficas con angulación ocasional, variación 
en tamaño, fibrosis peri y endomisial, algunas 

fibras con eosinofilia  
Sin inmunohistoquímica para distrofina  

Genotipo c.[427C>A];[=] o  p.[Arg143Ser];[=]. 
Variante de significado clínico incierto previamente 

reportada (rs148206382) 

Otros Falleció a los 4 meses por sepsis, insuficiencia 
respiratoria y cardiaca derecha 

+: presente, -: ausente, ND: no disponible. 
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Tabla 6. Características clínicas, de laboratorio y  de gabinete del paciente 4 

Características clínicas, de laboratorio y 
de gabinete 

 
Paciente 4 

Edad inicio 6 años 

Padecimiento Debilidad muscular y caídas frecuentes 

Inteligencia normal + 

Inicio de deambulación ND 

Pérdida de deambulación 24 años 

Debilidad facial - 

Macroglosia - 

Debilidad muscular proximal + 

Pseudohipertrofia de gastrocnemios + 

Acortamiento del tendón de Aquiles - 

Patrón respiratorio obstructivo + 

Cardiomiopatía dilatada + 

CK (normal: 25-140 UI/L) (elevada) 

 
Biopsia muscular 

Músculo estriado con sustitución completa por 
adipocitos. Las pocas fibras musculares identificadas 
tienen rabdomiólisis, algunas otras forman sincicios y 
hay internalización de núcleos. Estos datos 
corresponden a atrofia. Sin inmunohistoquímica para 
distrofina  

Genotipo NM_001039885.2(FKRP):c.[143G>C];[=] o 
p.[Arg48Pro];[=]. 

Variante no reportada. 
NM_004006.2(DMD):c.(93+1_94-1)_(960+1_961-1)dup 

 
ND= no disponible, +: presente, -: ausente 
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Anexo 2: Figuras. 
 
 

                   
Figura 1. Esquema tomado de Kanagawa et al 2016; se representa la adición de un residuo 
en tándem de ribitol-5-fosfato que es llevada a cabo por las proteínas fukutina y FKRP 
como modificación post-traduccional del α-distroglicano.7 
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Figura 2. Paciente 1 con genotipo en gen FKRP c.[826C>A];[1387A>G] o 

p.[Leu276Ile];[Asn463Asp]. A) presencia de tórax con pectus excavatum, B) dorso con 
escápulas discretamente aladas. 

 

                         
 

Figura 3. Paciente 1 con genotipo en gen FKRP c.[826C>A];[1387A>G] o 
p.[Leu276Ile];[Asn463Asp]. Se aprecia la cicatriz secundaria al sitio de la toma de biopsia 

muscular y aumento simétrico discreto en el volumen de ambas pantorrillas. 
  



 

30 

 

 
 

    

 
Figura 4. Árbol genealógico de la familia del paciente 1 (II-6). Se ilustran los genotipos 
caracterizados en los familiares de primer grado al caso índice mediante secuenciación 
del exón 4 del gen FKRP. Se observan las variantes patogénicas (flechas) en estado 
heterocigoto compuesto en los electroferogramas parciales (cadenas “forward”) del 
exón 4 de FKRP en II-6: A) c.826C>A o p.(Leu276Ile) o p.(L276I) y B) c.1387A>G o 
p.(Asn463Asp) o p.(N463D). 
  

A 

B 
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Figura 5. Imagen por resonancia magnética de cadera y muslos de paciente 1 mostrando 
infiltración grasa con hiperintensidad en glúteo mayor (MX), aductor mayor (AM) y 
vasto lateral (VL), escaso músculo grácil (GR), aductor largo del muslo (LN) y sartorio 
(SA). 
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Figura 6. Árbol genealógico y genotipo de la madre y paciente 2 (II-9).  A): 

Electroferograma parcial del exón 4 del gen FKRP (cadena “forward”) del caso índice que 

revela el genotipo homocigoto para la variante patogénica puntual de sentido erróneo 

c.1387A>G o p.(Asn463Asp). B): Electroferograma parcial del exón 4 del gen FKRP 

(cadena “forward”) de la madre (I-2) del paciente que revela la variante c.1387A>G o 

p.(Asn463Asp) en estado heterocigoto (portadora). 
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Figura 7. Electroferograma parcial del exón 4 de FKRP del paciente 3. Se señala el 

genotipo heterocigoto para la variante de sentido erróneo y de significado clínico 

incierto c.427C>A o p.(Arg143Ser) (rs148206382). 

  
 

 

 

 

Figura 8. Electroferograma parcial de exón 4 gen FKRP de paciente 4. Se señala el 

genotipo heterocigoto para la variante de sentido erróneo y novel c.143G>C o 

p.(Arg48Pro). 
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Figura 9. Modelaje in silico de proteínas con el programa Phyre 2. A) Mediante el uso 
como referencia de la secuencia de la proteína FKRP (NP_001034974.1), se decidió 
emplear la estructura cristalizada de la nucleótido-difosfato-azúcar transferasa 
(d1xhba2). B): modelaje in silico de la variante p.(Arg143Ser) gen FKRP, aminoglucosido 
nucleotidil-transferasa ant(2”)2-ia forma apo (c4wqkA). C): modelaje in silico  de la 
variante p.(Arg48Pro) gen FKRP, celulosa sintasa, intermediario con translocación-2 
celulosa (c4hg6A_). Las estructuras secundarias y terciaria del molde y la proteína 
prevista no difieren para la variante p.(Agr143Ser), ya que esta posición aparece en una 
hélice α en ambos modelos (A y B). Sin embargo, para la variante p.(Arg48Pro) hay una 
diferencia clara entre ambos modelos, ya que la arginina 48 forma parte de un coil entre 
una hélice alfa y una hoja beta, pero cuando ésta se sustituye por la correspondiente 
prolina, se predice que forma parte de una hoja β, lo cual claramente causa una 
distorsión en la estructura terciaria de la proteína resultante (A y C).  
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Anexo 3 : Galeras del artículo derivado del presente protocolo de investigación el cual se 
publicará en el 2017 en la revista indizada y con arbitraje internacional Neuropediatrics  
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2 FKRP-Related Disorrlers in Neuromuscular Patienh Navarro-Cobos et al. 

Introduction Methods 

Pathogenic variants in FKRPgene (19q 13.32, MIM '606596) Subjects 
lead to a wide clínical spectrum of autosomal recessive 
muscular dystrophy phenotypes, ranging from the con
genital forms characteriled by musc!e-eye-brain anoma
líes (MIM#"613153) with or without intellectual disabilíty 
(MIM#"606612) to those that present from early childhood 
to adulthood (MIM#"607155; Limb-girdle muscular dys
trophy type 21 or LGMD21. forme rly known as muscular 
dystrophy-dystroglycanopathy. limb-girdle. type C. 5. 
Early-onset LGMD21 with asevere [Qurse has a signíficant 
clinical overlap with dystrophinopathies (Duchenne-like), 
including predominan t proximal and pelvic muscular 
weakness with Gowers' sign, calf pseudohypertrophy. 
loss of independent ambulation during the second to 
third decade, pe rsistent elevation (:2: 10-20 x) of serum 
creatine kinase (CK), and cardiorespiratory involvement. 1,2 
In fact. dystrophínopathies were documented ín approxi
mately 4% (4/ 103) of a group of Danish patients who 
fulfilled the clínical diagnostic críteria for LGMD2Q4.J 

Conversely, LGMD21 was identified through FKRP ana
!ysis in 1 2.7% (13/1 02) ofunique male cases with Duchenne 
or Becker muscular dystrophy (BMO) phenotypes wíth
out an ¡dentifiable deletíon or duplicatíon of the DMD 

gene.4 

The frequency of lGM021 varies across diverse popula
tions, with the highest rates reported in Caucasians 
(Le., 38.4% in Danish patients classified as LGM02)J but 
relatively few cases reported in Asíans. 5 The responsible 
FKRP genotypes in the various ethníc groups are related to 
the allelic freQuendes observed for the main pathogeníc 
variants, which appear to have been influenced by founder, 
genetic drift, and/or selec tive advantage effects; for 
example, p.(Leu27611e) [rs28937900J is commonly found 
in European individuals,6-8 whereas p.(Tyr182Cys ) 
[rs5431634911 is more common among Asians.5 To our 
knowledge, except sorne cases in Brazil,9 LGMD21 has not 
been reported in other Latin-American patients with LGMD 
phenotypes or neuromuscu!ar disorders of unknown 
etiology. In Mexico, the dysferlinopathies (LGMD2B, 
MIM#"253601 ) are the most frequent identified LGMD 
subtype among the muscular dystrophies (18.4%, N = 39/ 
212), but the employed immunoanalysis ofmuscle biopsies 
did not include any search for dystroglycanopathy. lO At 
present, the proportion of LGM021 and the responsible 
FKRP genotypes in Mexícan patients wíth muscular dys
trophies remain unknown. Moreover, and re fl ecting the 
genetic contribution of Europeans, the documented carrier 
frequency for the p.(Leun6I!e) pathogenic ¡'KXP variant is 
1 in 64 Mexican-ancestry individual s ( 1000 Genomes 
Project Phase 3). Thus, the FKRP-related disorders could 
be underdiagnosed in Mexico. 

Here, we perforrned a molecular analysis with the aim of 
determining the proport!on of FKRP-related disorders in a 
sample of Mexican pat lents with either a presumptive 
diagnosis of dystrophinopathy or neuromuscular disorder 
of unknown etiology. 

N.",oped i.:Jtr ia Vo l. OQ No . 012017 

A total of60 unrelaterl Mexican patients were includerl. From 
an in-house registry of genomic ONA samples obtainerl from 
patients who were initiaIly referrerl by a pediatric neurologist 
and/or genetícist for molecular studyofthe DMD gene due to a 
presumptive diagnosis of dystrophinopathy, we selecterl 55 
maje cases rf'1:ruited between 1992 and 2016 using the 
following criteria: (1) absence el partíal deletions in 22 exons 
representing the mutational hotspots of the DMD gene 
(Dp427m exon 1, 3,6,8, 12, 13,16,17,19,43 t045,47 to55 
and 60; NM_004006.2), as assessed by multiplex po!yrnerase 
chain reactíon (~R) testing; 11 25 of them also had nonna! 
multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) as
say results for 80 DMD gene exons (SALSA MLPA P034 DMO 
mix 1 pmbe mixandP035DMDmix2 probe mix, MRC-Holland 
Amsterdam, The Netherlands); (2)genealogy without X-!inked 
familial history of any neuromuscular disorder; (3) findings of 
dystrophic changes in the musde biopsy, with partial or 
normal posítivity of dystrophin at ímmunohistochemistry 
(lHC) assay, if available; and d) 5ufficient amount of geoomic 
DNA to perform the molecular study of FKRP. 

A!so, five additional cases c!inically dassified with a neu
romuscu!ar rl isorder of unknown etiology were induded ( two 
males and three fema!es ). No mu!tiplex ~R or MLPA assay of 
the DMD gene had been perfo!11led in these patients, which 
showerl proximal muscular weakness (n = 4 ), hyperCKemia 
(562- 3,150 IU/l. n = 3), myopathic pattern at electromyo
graphy (EMG, n = 3), dystrophic changes (n = 1) or dystm
phin posítivity at IHC assay (n = 1) on muscle bíopsy. None of 
the 60 analyzerl patients underwent a a-dystroglycan evalua
tíon on muscle biopsy. 

Molecular Analysls of the FKRP Gene 
Genomic DNA samples fmm tlle 60 inc!uderl patients were 
subjected to PCR using primers (forward 5'-GCTGAAACC 
AAATAGGGAAAAGAAA-3' and reverse 5'-ATAAATCTG
GAGGTCGCTICCC-3') designerl to generate a 1.85-kb ampliron 
enrompassing the entire FKRP coding seQuence of exon 4 
(N~OOl 039885.21 plus the intmn 3-exon 4 border and parts 
of tlle 5' and 3' untranslaterl regions rontained within the exon 
4. Tile amplicons were directly sequenced using four over
lapping primers (sequem:es available upon reQuest), aOO the 
obtained seQuences VY'f're aligned and analyzed with Chromas 
Pro Version 1.7.7 software!)!; (Technelysium Pty Ltd). Variant ~ 
annotation was performed using the A1amut Visual 2.7.2 soft-
ware Q6(lnteractive Biosoftware ¡. ~ 

Evaluatlon of Novel FKKP Varlants or Those o, 
Uncertaln Slgnlficance 
Missense vanants absent from the main genotype databases 
(rlbSNP, Exorne Aggregation Consortium or ExAC, Exorne Var
iant Server, 1000 Geoornes Projf'1:t Phase 3) or those cataloged 
as variants or those of uncertain significante (VUS), were 
directly searched by a specific-allele PCRassay of 100 ethnically 
relevant healthy controls (PCR conditions aOO pnmers available 
upon request). We scored tile nO'lel or VUS missense FKRP 

2 fKRfl R!"la ted Disorders In Neuro muscu lar Pati!"nts Navarro-Cobos e t al. 

Introduction Methods 

PathogeniC"variams in FKRPgene (19q13.32, MIM '60659G) Subjects 
learl to a wide cEnical spectrum of auto50mal recessive 
muscular dysrrophy phenotypes, ranging from the con
geni tal rorms characteriled by musc!e-eye-brain anoma
lies (MIM#.GI3 153) with or without intellectual disability 
(MIM#6066 12) to those that present from early childhood 
ro adul thood (MIM#607155; Umb-girdle muscular dys
trophy type 21 Of lGMD21, formerly known as muscular 
dysl rophy--dysrroglycanOpalhy, limb-girdle, type C. 5. 
Early-onset l GM021 with asevere tourse has a significant 
elinica! overlap with dystrophinopathies (Duchenne-like), 
including predominant proximal and pelvlc muscular 
weakness with Gowers' sign, ca! f pseudohypertrophy, 
loss of independem ambulation during the second lo 
third decade. pe rsistent elevation (~ 10-20 x ) of serum 
creatine kinase (CK). and rardiorespiratory involvernent. 1,2 
In far t, dys trophinopalhies were dorumented in approxi
mateiy 4% (4/ 103 ) of a group of Danish patien ts who 
fulfil!ed the clinical diagnostir criteria for lCMD2Q4.) 
Conversely, lGMD21 was identified through fKRP ana
Iysis in 12.7%( 13 /102) ofunique malecases with Duchenne 
or Becker muscular rlystrophy (BMD) phenotypes with
out an irlentiflable deletion or dup!iralion of the DMD 

gene.4 

The frequency of lGMD2 1 varies across diverse popula
tions, wi th the highest rates reported in Caurasians 
(Le., 38.4% in Danish patients d assified as lGMD2 )J but 
[elat ive!y few cases reported in Asians.5 The responsib!e 
fKRP genotypes in the various ethnic groups are relaterl to 
the allelic frequencies observed ror the main pathogenir 
variants, which appeaf to have been influencerl by founder, 
genet ic drifr, andlor ~elective arlvantage effects; fOf 
examp!e, p.(leu276I!e ) Irs289379001 IS commonly found 
in European indivirluals,6-8 whereas p.(TyrI82Cys ) 
Ir5543163491 1 is more common among Asians.~ lb our 
knowledge, except some cases in Brazil,9 lGMD21 has not 
been reported in other latin-American parient swith lGMO 
phenotypes or neurornU$Cu!Jf disorrlers of unknown 
etio!ogy. In Mexico, ¡he dysfer!inop,uhies (lGMD2B, 
MIMttc2S3601) are the most freQuent identifierl lGMO 
subtype among the muscular dystrophies (18.4%, N :=: 39/ 
212 ), bU( lhe employed immunoanalysis ofmuscle biopsies 
!lid not inelude any search for dystroglycanopathy.l 0 At 
present, the proportion of lGMD21 and the responsib!e 
F1<RP genotypt's in Mexican patients with muscular dys
ITophies refTlilin unknown. Moreover. and re fl ecting the 
genetic contribu tion of Europeans. Ihe dorumen led rarrier 
frequency fOf the p.{leul/6J1e) pathogenic f-KKI' variant ís 
1 in 64 Mexican-ancesrry individual s ( 1000 Genomes 
Projecl Phase 3). Thus, the FKRP-re!o1ted disorrlers could 
be undenjiagnosed in M~xico. 

Here, we perrormerl a molecular analysis with the aim of 
determining the proportlon of fKRI'-re!ated disorrlers in a 
samp!e of Mexican pat:ents with either a presumptive 
diagnosis of dystrophinopathy or neuromuscu!ar disorder 
of unknown etio!ogy. 

A total of60 unre!aled Mexican parients were induded. From 
an in-house regisrry of gcnomic DNA !iilmples obrained fmm 
patients who were initia!ly referred by a pediat ric neurologis¡ 
and/or geneticist formo!ecular study of the DMD gene due to a 
presumptive diagnosis of dystrophinopathy. w!" se!ecred 55 
maje cases recruited between 1992 and 2016 using the 
following cri terio1; ( l ) absenre d'partia! rleJet ions in 22exons 
representing the mutational hotspots of the DMD g!"ne 
(Dp427m eXDn 1,3,6,8, 12,13. 16, 17, 19,43 to 45. 47 to 55 
and 60; NM_004006.2), as assessed by multip!ex polymerase 
chain redction (PCR) testing; 11 25 of them .lIso had normal 
multiplex ligalion-depenrlent probe amplification (MLPA) .15-
say resu!ts for 80 DMD gene exons (SALSA M!JlA P034 DMD 
mix 1 probe mixandP0350MOmix2probe mix, MRC-Hol!and 
Amsterdam.lñe Netherlands): (2)genea!ogy without X-!inked 
ro1milia) history of any neuromur.cu!ar disorder; (3) findings of 
dystrophíc rhanges in the musde biopsy, wíth partia! Of 
norma! positivity of dystrophin at immunohistochemistry 
(IHC) asSily, if avai!able; anrl d) ,ufficienl amount of genomic 
DNA lo perform the molecular study of F1<RI~ 

Also, five adrlitional cases clinical!y r1assified with a neu
romuscu!ar disorder of unknown etiology were induded ( two 
malesand rhree fema!es~ No multiplex PCRor MIJ'A assay of 
the DMD gene hoJd !leen perfollllf'd in these patients, whkh 
showed proximal muscular weakness (n = 4), hyperCKemia 
(562-3,150 IU/\., rr "" 3), myopathic patrem at elecITomyo
graphy (EMG, 11 = J ). dystrophic changes (11 = 1) or dysl ro
phin positivity at lHC assay (11 "" 1 ) on musc!e biopsy. None of 
the 60 ana!yzed patients underwem a a-dystrog!ycan evalua
tion on musc\e bíopsy. 

Molecular Analysls of the FKRP Gene 
Genomic DNA samples fmm the 60 induded p.1 tients were 
subjected ro PCR using prim~rs (rorward 5'-GCfGAAACC 
AAATAGGGAMAGAAA-3' and r!'Verse 5'-ATAAATCTG
GAGGTCGCTTCCC-3') designed 10 generate a 1.85-kb ampliton 
enrompassing the entire ,.XRP ctxling sequence or eXDn 4 
(N~OOI 039885.2 ~ plus the imron 3-exon 4 border and parts 
of the 5' and 3' untrans!ated regions rnntained wilhin rhe exon 
4. rhe amp!icons were rlirect!y sequenced using fOllf over
lapping primers (sequences avai!ab!e upon requesr). aOO rhe 
obtained sequences were aligned and analyzerl with Chromas 
Pro Version 1.7.7 5Oftwal1'!l!i ('r~chne¡ysium Pty Ud). Variant 
annotation was performed using Ihe Alamut V¡sw! 2.7.2 sofl:
Wo1re Q!>(lnteractiVf' Biosoftwall"~ 

Evaluatlon of Novel FKRP Varlants or Those of 
Uncertaln Slgnlficance 
Missense variants absent from the main genotype databases 
(dbSNP, Exorne Aggregation Consortium or ExAC, Exorne Var
iantServer, 1000 Genomes Projl'<l Phase 3) or those c<l talogerl 
as variants or those of uncertain sigllificana' (VUS~ were 
rlirect!y seilrched by a spt"cifit-alle!e PCR o1Ssay oflOOethnica!ly 
re!evant heal thy controls (PCR conditions aOO primers avai!able 
upon request). We scored the nOlJeI or VUS missense FKRP 
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variants fo r pathogenicity or benignity acrording to the re- tes ting and further MLPA assay of the DMD gene were re-
LUIIUllelu.kLl ~ldIUjdl'{.b dlUl gui¡Jdí¡le~ fUI" lile j¡llerpl'eldliUlI uf 

st'{juence variantsY Protein in si!ko modeling was used to 
predict tlle structural effects of tlle identified changes, using 
the JPred4Q7 program (available at: http://www.compbio.dun
dee.ac.uk/jpred4) to calculate the sffondary structures, and the 
Phyre2 program (available at: http ://www.sbg.bio.ic.ac.uk/ 
-phyre2/html/page.cgi?id= index) using NP _001034974.1 to 

query FKRP protein st'{juence and applying different templates 
to search for the best hits (confidence >95) given that the 
three-dimensional structure of the FKRP protein is sti!l not 
available. We used the structure of the nucleotide-diphospho
sugar transferase (dlxhba2), which had the highest hit to 
NP _001 034974.1. To determine t lle dinical significance of a 
novel missense FKRP variant that was found in a patient with a 
highly suspicious BMO phellOtype but with a normal result on 
multiplex PCR testing, we additionally perfonnerl MLPA ana
Iysis ofthe DMD gene in this patient This study was approved 
by tlle Research and Ethics Committee oftlle Nationallnstitute 
of Pediatrics (056/2014), Mexlro. 

Results 

Confirmation of FKRP-Related Disorde rs in the St udy 
Populatlon: Ce notyplc and Clinica l Data 
Tv.u male cases were identified wi th pathogenic bial!elic 
genotypes diagnostíc for a FKRP-relaterl disorder (2/60, 3.3%). 
Their dinical and genotypic data are summarized in .. Table 1. 

Patient 1 wasreferred fo r molemlarDMDgene analysisbased 
on a clínica! picture thatwas highlysuggestiveofDuchenne-like 
musrular dystrophy ( .. Rg. 1, "SupplementaryVldeo, online
only) and the presence of dystrophk changes on musde biopsy. 
After identifying rus compound heterozygous FKRP genotype p. 
[Leu2761le]:[Asn463Asp] ( ... Flg. 2), we obtainerl further de
tailed dínkaI, radiological and familia! rustory data 
( ... Table 1, ... Figs. 2 and 3 ). The patient ha<! a 20-year-old sister 
with a mild proximal museleweakness, in whom the same FKRP 
gellOtype was subsequently identified ( .. Table 1, .. Flg. 2). By 
extending the molffular FKRP analysis to his relatives, we 
corroboraterl tlle oblígate carrier status for p.(l eu2761le) or p. 
(Asn463Asp) in both non-ronsanguineous parents and three 
Ilealthy sisters ( ... Flg. 2). 

Suppleme-ntary Video Patien t 1 with myopathic gait, 
hyperlordosis, seapu!ar winging, and ca!f 
pseudohyper trophy. He can wa!kon his toes but noton 
his hee!s, and runs with difficulty. Gowers' maneuver 
is positive. His museular strength in his !ower 
extremities is 4/5 in the proximal musc!es and 3/5 in 
the distal muse les. 

Patient 2, who harbored a previously reporterl homozygous 
p.[Asn463Asp]:[Asn463Asp] FKRP pathogenic genotype,14 
presented at 6 months of age g~neralized hypoton ia and severe 
motor delay. Based on hyperCKemia, a myopathic pattern on 
EMG, and dystrophic changeson muse!e biopsy, multiplex PCR 

4ue~leLl, l.Julllle~ yidLlt'tlllufllldl r~~ull~. UII[urtulldldy, lIle 

clínical evolution ofthis patient past 1I years old Is unknown. 
His parents denierl consanguínity, although they were native 
to a small population of approximately 1,500 inhabitants (Tres 
Estrellas-San Felipe del Progreso, State ofMexico). The obligate 
carrier status for th is pathogenic variant was only eonfi nned in 
his mother, as no other family member was available for 
molecular study. 

Ide ntificatio n of Pati ents w ith Single FKRP Missense 
Va riants and Their Ce notypic and Cllnica l Data 
Wedetecterl twoadditional male patients who each harbored a 
single FKRP missense vanant Patient 3, who was heterozygous 
for the previously reporterl c.427C > A or p{Arg I43Ser) 
(rsl48206382) allele,6,lS-17 presented at 1 month of age hypo
tonia. hyperCKemia (3000 IUIL. reference values: 55- 170 IU/l), 
and respiratory insuffi ciency. Multiplex PCR testing and MLPA 
assay IOr tlle DMD gene yielderl normal results, and the musele 
biopsy revealerl atrophic musele fibers along with perimysial 
and endornysial fibrosis but failed to establish a defi nitive or 
presumptive diagnosis. The patient died at 4 m onths of age with 
a diagnosis of right hear t fai!ure, respiratory insufficiency, and 
septic shock. 

Patient 4, who was heterozygOlls fo r novel FKRP varíant 
e.143G > C or p.(Arg48Pro), first exhibited symptoms at 
6 years of age, with proximal muse!e weakness affect ing al! 
four extremit ies, calf pseudohypertrophy, hyperCKemia 
(u navailable values), a rnyopathic pattern at EMG, respira
tory insufficiency, and dilated eardiomyopathy. &ased on a 
clínical diagnosis of BMO, in the year of 1997 before the 
advent of the MLPA assay, a multiplex PCR tes t íng for the 
DMD gene was done: however, it yielded a normal result. A 
muscle biopsy performed at 38 years of age was incon
clusive. The patient lost ambulation at the 24 years of age, 
but his clinical evolution after 40 years of age is unknown. 
The familíal FKRP analysis was only possib!e in the mother, 
in whom the p.(Arg48Pro)varian t was not found. Oue to his 
high!y suspicious BMO phenotype, despite the identifica
tion of the heterozygous p.(Arg48Pro) FKRP genotype, 
MLPA assay and/or complete sequence analysis of DMD 

gene were indicated. Thus, we performed the former and 
found a predicted in-frame dllplication encompassing 
exons 3 to 9 of the DMD gene, confirming the diagnosis 
of dystrophinopathy. 

Pathoge nicity Scoring a nd Mode ling of the Prote ins 
Re sulting from the p.(Arg48Pro) and p.(Arg143Se r) 
FKRP Variants 
These variants were absen t in the 200 FKRP contro! alleles 
sereened herein. Pathogenicity or benignity seoring12 

yielded a VUS dassi ficat ion for both : p.(ArgI43Ser) met 
one moderate pathogenicity criteríon ("PM3"), three sup
porting pathogenicity criteria ("PP2," "PP4" and "PP5"), and 
one strong benignitycriterion ("BSI"): and p.(Arg48Pro) met 
one criterion each for moderat~ pathogenicity ("PM2"), 
supporting pathogenicity ("PP2"1 and benignity ("BPS"). 
The protein structure in silico modeling only revealerl an 
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varianls for pathogenidty or benignity acrording 10 Ihe re-- lesling and furlher MIJlA assay of Ihe DMD gene were fe-
lU!!!!!!~lllku ~ld¡IÚdnh d¡ul gui¡jd¡! l~ fu! l!l~ ¡ t1l~!Pf~ldljU!1 uf 

sequence variantsY Prolein in silico modeling was used to 

prerlict rhe stru[[ural effect$ of the identi tied changes. using 
theJPred4Q7 program (available at: http: //www.compbío.dun
dee.acuk/jpred4 ) 10 calculale Ihe secondary sI ruttures. ano the 
Phyre2 program (ava\!able at: http: //www. ~bg.bio.ic.ac.uk l 

-phyre2/html/page.cgi ]id=index) us ing NP _001034974.1 ID 

query FKRP protein st'{jUl"nce and applying differenl templates 
to searrh for the besl hils (confidence >95) given that the 
three-dímensional st ructure of the A<RP protein is still not 
available. We userl the structure ofthe nutleotide-diphospho
sugar transfe rase (dlxhba2), whirh had the highest hit ro 
NP _001034974.1. To determine fhe dinical significana' of a 

nolft'l missense FKRP variant thar was found in J palient wilh a 
highly s uspicious BMO phenotype but with a norma) resull on 
mulliplex PCR testing. we additionally perrormed MLPA ana
lysis of the DMD gene in this patient This study was approved 
by lhe Research aOO ElhiCi Committee ofthe Nationallnstitute 
of Pedialrics (056/20 14). Mexxo. 

Results 

Confirmatlon of FKRP-Related Dlsorders In the Study 
Population: Ce notypic and Clini,al Data 
T'Ml ma!e cases were identified wilh pathogenic bi.:ll!e!ic 
genOlypes diagnostic for a FKRP-related disorder {2/60. 3.3%~ 
Their c!inica!andgenol:ypic data are summarized in _Table 1. 

Palient 1 wasreferred formolecu!arDMD gene analysisba!'of'd 
on a diniCdI pitture that was hígh!ysuggesl ive ofOuchefUle-Iikfo 
musru!ar dystrophy ( - Rg. 1. -Supplementa ryVideo. online
only) and the presence of dyslrophic changes on musde biopsy. 
After idenlifying his compound heternzygous FKRP genotype p. 
Ileu276I!e]:(Asn463Aspl ( _Fig. 2 ). we obtainerl further de
tailed dinical. radio!ogicat and familia! rustory data 
(_Ja ble 1. _Flgs. 2 and 1 ~ The patient had a 20-}1'ar-old sister 

with a mild proximal musde v.eakness. in whom the same FKRP 
genotype was subsequent!y idenlified (- lable 1. - Fig. 2 ). By 
extenrl ing the mo!ecular FKRl' ana!ysis m his re!alilft's, we 
rorroborate<! the obligate carrier status for p.(leu276Ile) or p. 
(Asn463Asp) in both non-coflSilnguineous pill'I"nts and three. 
heallhy sislers ( _FIg. 2 ). 

Supplement.u-y Video Patient 1 wi th myoparhic gai l. 
hyperlordosis, scapulaf winging, and calf 
pseudohypertropny. Hecan walkon his loes bu l nol on 
his heels. and runs wi th difficul ty. Gowers' maneuver 
is positive. His muscular ~ength in his !ower 
extremities ES 4/5 in [he proxImal musdes and 3/5 in 
the d is lal musdes. 

Patienr 2. who harbored a prevíously reponed homozygolls 
p.IAsn463Aspl:IAsn463Aspl FKRP pathogf'nic genotype. 14 

presenteddtG months ofage gi'neralized hypotonia amI severe 
motor delay. Ba!'of'd on hyperCKemia. a myopilthic poltlI'rn on 
EMG. and dyslrophicchangeson musele biopsy. mu!tiplex PCR 

4ue~h:~u.LJulll le~ yidllt'Ll llU!!l!d! I ~~ulb. UllrUllUl ldldy. lll~ 

cHnital f'Volution ofthis piltient paSl 11 yl'ar5 oId is unknown. 
His parents denied ronsanguíni ty. aIthough Ihey were native 
10 a smal! population ofapproximate!y 1.500 inhabi tants (Tres 
Es trellas-San Felipe de! Progreso.State of Mexko). The obligdte 
carrier SldtllS for th is pathogenic variant was on!y confi ml ed in 
his mother. as no other famíly member was available for 
molerular study. 

Identification of Patfents wlth Single FKRP Missense 
Varlants and The lr Cenotypic and Cllnlcal Data 
Werlelened two addiciona! male palients who each harborerl a 
single FKRP missense variant Palient 3. who was heternzygous 
for Ihe previously reportrrl c.427C ;;. A or p~Arg' 43Ser) 
(rsl48206382) a!lele.6.1S-1 7 p~S€'ntl'd at 1 month ofage hypo

tonia. hyperCKemia (3000 IU/L, reference va!ues: 55- 170 lU/L), 
and respiralory insufficieocy. Mu!tip!ex.l'CR testing and MLPA 
assay fur tlle DMD gene yie!derl normal resu! ts. and the muse!e 
biopsy revealerl arrophic musde fibers along w'ilh perimysia'¡ 
.lnd endomysial fibmsis bUI failed lo establish .l defi nitive or 
presumptive diagnosis. The pa[ient dierl at 4 months of age with 
a diagnosis of righ t heart fai!ure. respiratory insufficiency. aoo 
sepric shock. 

Patienl 4, who was helerozygous fo r novel FKRP variant 
c.143G ;;. e or p.(Arg48Pro ). first exhibi ted symploms a t 

6 yeolrs of age, with proximal musde weakness afrecting al! 
fom ext remities. ta!f pseudohypertrophy. hyperCKemia 
(unavailab!e values ). iI rnyopathit pattern at EMG. respira
tory insufficiency, and dila ted canl!omyopa(hy. Based on a 

clinica! diagnosis of BMD. in the year of 1997 before the 
advent o f Ihe MLPA assay. a mu![ip!ex PCR lesting for the 
DMD gene was done; however. i¡ yielded a normal resul !. A 
musde bjopsy performed al 38 years of age was incon

dusive. The pat ient lost amblllation at the 24 years of age. 
but his clínica) evo!ution aft er40 years of age is unknown. 

The familial FKRI' analysis was on!y possible in the mother. 
in whom the p.(Arg481'ro) variant was not fou nrl. Oue to his 
high!y sllspicious BMD phenotype. despite Ihe identifica
lion of the he terozygous p.(Arg48Pro) F/(RP genotvpe. 
MUlA assay andlor complete seqllente anaIysis of DMD 
gene were indicated. Thus. we performed the former ilnd 
found a prerlicted in-frame rluplira t ion encompassing 
exons 3 lo 9 of lhe DMD gene. confirmi ng Ihe diagnosis 
of rlyslrophinopathy. 

Pathogenidty Scorlng and Modeling of the Proteins 
Resulting from the p.(Arg48Pro) and p.(Arg143Ser) 
FKRP Varlants 
These varian ts were absen t in the 200 F/(RP control aUeles 
SC' recned herein. Parhogenkily Of benignity scoring12 

yie lderl a VUS dassi fical ion fOf bolh : p.(Arg143Ser) met' 
one moderate pathogenicily criterion ("PM3"). Ihree sup
porting pathogenicity crileria ("P1'2." "PP4" anrl"PP5"). and 

one strong benignitytriterion("BSI"): and p.(Arg48Pro)met 
one trilerion each for moderate pathogenicity ("PM2"). 

supporting pathogenicity ( "P1'2"1 and benignity ("Brs"). 
The prntein struclure in silico modrling only revea!ed an 
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Table 1 Main clinical dale of identified Mexican palienls wilh confirmed diagnoses of a fKRP-relaled disorder 

Patient 1 Affected sis ter of patient 1 Patient 2 

Age at lGMD21 9y 20y Unknown. Clinical follow-up 
diagnosis una'¡ailable after 11 y of age 

Muscle Proximal and pelvic muscle Mild proximal muscle weakness Generalized hypolonia, facial 
in\Ulvemenl weakness with Gowers' sign, predominanlly in pelvic girdle. weakness and severe mOlordelay 

discrete calf pseudohypertrophy. slighl calf pseudohypertrophy, evidenl al6 mo of age 
(_Fig.l and _Supplementary incomplele Gowers' sign 
Video,online-only) 

Ambulalion Independent ambulation started Independent ambulation started Independent ambulation started 
features al 14 mo of age; myopalhic gail, al 14 mo of age; al 12 y of age, al 14 mo of age but was losl 

frequent falls, difficullies in exhibited difficullies in running 10 mo laler 
running and climbing slairs since and climbing stairs, and occa-
6 y of age (_Suppleme ntary sional falls; myopathic gait 
Video, online-only); slill ambu- appeared al 18 y of age; still 
lanl al 10 y of age ambulant al20 y of age 

Serum CK 1,8341Ull 6,114IUll 3,2941Ull 
values (Reference value: 55 - 170 IUll) (Reference value: 5- 145 IUll) (Reference value: 55 - 170IUll) 

Cardiovascular At 10 Y of age, lhe patient is Al 20 Y of age, lhe patienl is Normal ECG al6 y of age 
status asymptomatic with normal EKG, asymptomatic with lVEF 57% 

LVEF 56% (reference value: (reference value: 55- 60%), slighl 
55 - 60%), slighl tricuspid and lricuspid and mitral valve 
mitral valve insufficiency insufficiency 

Respiratory Asymptomalic, but FVC was nol Asymptomatic, but FVC was nol Recurrenl respiratory infeclions 
funclion available available FVC values unavailable 

EMG ND ND Myopathic paltern 

Muscle biopsy Performed al8 years of age; ND Dyslrophic changes. bullHC for 
result; were compalible with dystrophin was not performed 
dystrophinopalhy, bullHC for 
dystrophin was nol performed 

Cognition Norm~l, withoul formal Normal, withoul formal Normal, withoul formal 
evaluation evaluation evaluation 

Olher relevant MRI revealed pelvic and posterior Slightlanguage articulation lowweight and heighl, weakness 
clinical dala thigh muscle involvemenl difficulties and generalized muscular wasl-

(-Fig.l); discrele and bilaleral ing, absence of osteolendinous 
Achilles tendon contractures reflexes, and scoliosis on X-ray 
were observed ch~l evalualion al 11 y of age 

Genolype' Compound helerozygous Compound heterozygous Homozygous 
c.(826C > A];(1387A > G] c.(826C > A];!1387A > G] c.(1387A > G];(1387A > G] 
oc oc oc 
p.! leu 27 61 le]:( As n463Asp] p. (Leu 2 7611e ]:( Asn463Asp] p.(Asn463Asp]:(Asn463Asp] 
(r518937900 and rs12190811O. (rs28937900 and rs121908110. (rs121908110) 
respectively) respectively) 

Clinical lGMO lype 21 ~MIM# 607155) lGMD-like2,3 MDCIGlike (MIM#606612)1 4 
presentation Duchenne-like ,J 

Abbrevialions: CK, serlJm creatine kinase: Ece. ecoocardiogram: EKG, eleclrocardiogram: EMG. eleclromyograplly: FVC, forced vital Glpacity: IHe. 
immlJnohistochemislry: lGMD. limb-girdle mlJsclllar dystrophy: lVEF, lefl·venlr ic ular ejeo:lion fraclion evaluale:! by ECG; MDC1C, congenital 
mlJSClllar dyslrophy 1C phenc.type: MRI, maognelic resonance imaging: ND. ool perFormed. 
"Varianl nomenctalure is given according to FKRP referer.c:e seQtJer.c:e NM_OO1Q39885.2. 

important difference in the tertiary slruclure of lhe pre
dicted protein encoded by lhe p.(Arg48Pro) variant ( _Fig. 4 ). 

Discusslon 

Proportion of FKRP-Related Disorders in the Study 
Population 
According to the 1000 Genomes Project Phase 3 database, 
Mexican-ancestry índividuals have an allelic frequency of 

N .... ropedi.1tria Vo l. OQ No. 012017 

0.8% .100 a carrier prevalence of 1/64 carriers for lhe common
esl FKRP varianl responsible for LGMD21 in lhe European 
population, c.826C > A or p.(leu276Ile) (rs28937900). We, 
therefore, hypothesízed that our study sample should indude 
sorne cases ofLGMD21.1 ndeed, our molet::Ular anal ysis revealed 
that FKRP-related disorders conditioned by a biallelic patho

genic genotype aa:ounted for3.3%(N = 2/60)of our total study 
population or 3.6% (N = 2/55) of those cata!oged as suspet::ted 
dystrophinopathy with a negative result for multiplex PCR 

4 FKRP-Relat&l Disorders In Neuromuscular Patit>nts Navarro-Cobos et al. 

Table 1 Main cJinkill dale of identHied Me.xican patit>nls with conrlrmed diagnoses 01 a fKRP-related di§order 

Patient 1 AUected sis ter of patient 1 Patl ~nt 2 

Age allGMD21 9, 20, Unknown. Cllnical follow-up 
diagnosis unil'¡ailable after 11 Y of age 

Muscle Proximal ilnd pelvic musele Mlld proximill musele weilkne'i'i Generillized hypotonia. Iilciill 
in\lOlvement weaknes~ wit h Gowers' sign. predominantly in pelvic girdle, weilkness ilnd severe motor deJay 

diserele calf pseudohyperlrophy. slight calf pseudohyperLIophy, evident ill 6 mo 01 age 
( ~Flg,l ilnd _Suppl@m@ntary Incomplet!" Gowers' sign 

Video, onl ine-only) 

Ambulalion Independenl ilmbulalion started Independenl ambulation st<Jrted Independent ambulatiol) star ted 
features al 14 mo 01 age; myopathic 9i1it, al 14 moof age; at 12 y of ilge, ill 14 mo 01 age bul was los t 

frequent falls , difficullies in exhibited dlfficulties in running 10 mo Iilter 
running and c1imbing stairs since and cllmbing slilirs. and I')(ca-
Ó y 01 age (-Supplementary sional falls ; myopathic gait 

Video, online-ooly): stJII ambu- appeilred at 18 y 01 age: slill 
Iilnt ilt 10 Y 01 ilge ambulant ill 20 Y of ,¡ge 

Serum CK 1.834IUll 6,1141UIL 3,2941UIL 
values (Reference ~,¡Iue: 55-170 IU/L) (Reference ~,¡Iue: 5- 145 IUIL) (RefE.rence value: 55- 170 IUIL) 

(ardiovascular At 10 yofage.thepatienlis Al20 y 01 age. lhe pallent 15 Normal ECG .al 6 y of ilge 
status asymptomatic wllh normal EKG, asymptomatic with lVEF 57% 

LVEF 56% (reference value: (reference value: 55- 60%), 51ight 
55- 60%). \Iighl tricuspid and lricuo;pid and mitral villve 
mitrdl valve insufficleney insu ffi ciency 

Re:spiratory Asymptomatic. but FVC WilS not A~ymptomatic, bu t FVC was not Recurrenl respiriltnry infectjor,~ 
fun dion availilble ilvail,¡ble FVCvalues unavailable 

'MG ND ND MyOpi!thlc pilttem 

Musc1e biopsy Performe<! ilt 8 years of age; ND Dy~trophic changes, bUl IHC lor 
resul15 were compatible wilh dys trupllin wa§ not perform ed 
dystrophlnopalhy, but IHC for 
dyst rophin w,¡s nol performed 

Cognitlon Nomul, wi thout form,¡1 Normal, wl thoul forma l Normal, without formal 
evaludllon ev,¡luallon eVilluation 

Olher relevant MRI revealed pelvic ilud posterior 511ght language ilrticulation lowweisht ilnd heighl, weilknel~ 
clinicill datil thlgh musc1e involvemen t difficul lies and generillized muscular w,¡sl-

( ~FJg, 3 ): di serete ilnd bilateral in9 . absence of osleolen dinous 
Achilles len don contrilctures reflexes. ilnd scollosis on X-ray 
were observed ch~l evaluation at 11 Y 01 ase 

Genolype~ Compound helerozygous Compound helerolysou5 Homozygous 
c.[826C > Al:! 1387A > G] C.¡82ÓC > Al:! 1 ]87A > Gl c!1387A :> G] :( 1387A > Gl 

" " oc 
p.! leu 27 611e 1:( A~ n46]Asp] p_ [leu 2 7611e.]:! Asn463Asp 1 p_[ Asn463 Asp]:( As n4 6JAsp 1 
(rs28937900 ,¡nd r:s 121908110, (r528937900 and r51219081 1 O, (rs I21908110) 
respectively) respectively) 

(linical LGMO type 21 ~MIM#607 155 ) lGMD-like2,J MDC1(-like (MIM#606óI2)14 
presentation Duchenne-like ,J 

AbbreviJLioos: CK, serlJ m creal ine kill ase: ECC.l!.cOOcardiogram: EKG. efectrocardiogram: EMG. efearomyograpny; rV'C.lorced ~it.ll ap<ICUy: IHe 
lrnm"nohistochemistry: LGMD. IIm¡"9irdl~ nllJ5Cular dyurophy; lVEF. lefl·~f ntrl(:ular ejectiUI1 fractiOI1 evalllated by ECG: MDCl C. cor.gl'nital 
mUSClllar dystruphy 1 (phenotype: MRI. m¡¡gnettc: rcsonallce imaging: ND. not perrormed. 
"Variant nomendatl.lre is giYt'n occordir'lg [O F/(RP refereocl!. S¡>{jlJl!r.c:e NM_OO1039885.2. 

important diffe rence in the [ertiary struc lure of the pre
dicted protein encodt'd by the p.(Arg48Pro) ~ariant ( _Flg, 4 " 

DiscU5slon 

Proportfon o, FI<RP-Related Disorden in the Study 
Populiltlon 
According to the 1000 Genomes Project Phase 3 database. 
Mexiciln-aocestry individuals halle an aUelic frequency of 

0.8% and a carrier previllence of 1/64 carriers for the common
est FKRP Vdriant responsible for l GM021 in the Europea n 

population, c.826C > A or p.{teu2761le) (rs28937900 ). We. 
therefore, hypothesized [hat our study samp!e should ¡ndude 

sorne cases oflGMD21.1 ndeed. our molecular analysis revealed 

that f"KRP-relarerl disordefS conditioned by a biallelic patho

genic geootypeacrounted for3,3%(N = l/60)or our total study 

popu!ation or 3.6% (N = 2/55) of those cataloged as suspected 
dystrophinopathy with a neg.l ti ve result fo r mul lip!e.x PCR 
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Ag.l Q' Dis<rete s<apl.llar winging and slight calf pseooohypertro· 
phy in the patient 1. 

test ing of DMD gene rleletions and 25 of them with a normal 
MLPA assay. This proportion is lower than the 12.7% (N = 13/ 
102) found in a similar study perfom1ed in Darush males 
dassifie d as sporadic cases w¡thout evidence of delet¡on/du
plicatíon ofthe DMD gene.4Thiscould reflect the ¡mpossibility 
of ruling out in our study group, a genotype responsible for 
dystrophinopathy by using oriy multíplex PCR testing or even 
MLPAassay, ormay be due to the difference in sample size and/ 
or the genetíc st ructures of the populations. The LGMD21 is 
highly prevalent ¡n Northern European populatíons, account
ing for 16% ofGerman 7 and 38% ofDanísh3 LGMD patíents. ln 
Europe, there is an apparent north-to-south genetic gradient, 
wi th 10.......".r percentages of LGMD21 found in dinicaIly wel!-

defined LGMD patients of Italian (4.3_9%)17-19 and Czech 
(4.1 %)20 ¡WlluldliUl I ~. TIIU~, g!"U~~ ¡jifrel~l ll~ Luukll.Je eX~Lt t"LI 

in the prevalence of LGMD21 arross more genetically distant 
populatíons, induding that of Mexico. In fact, the lower 
frequency observed for a FKRP-re!;¡ted disorder in our study 
could agree with the estimated carrier frf.'{juencyof l /30- 50 or 
1/100-1 50 for the p.(l.eu27611e) valÍant in non-Frnnish 
European desa-nt (1000 Genomes Project Phase 3 and ExAC 
databases) or Danísh individuals,l4 respectively, which ís 
greater than the expecterl fmm 1/160 carrier indívidlL}!s for 
a FKRP-related disorder attributed to the two main pathogenic 
FKRPvariants in Latín-American [ p~Asn463Asp), l f255, ExACJ 
or Mexican-ancestry [p{l.eu276!le), 1/64, 1000 Genomes 
Project Phase 3J populations. However, when we compare 
our pmportion of LGMD21 cases with those found in studies 
employing more permissive selff tion criteria (e.g., isolaterl 
hyperCKemía even in patients of European descent¡21 and a 
lesser p.(l.eu27611e ) carrier frequency ( 1/300), 7 the figures tend 
to be more simílar(3.3- 3.6% vs. 2%, respectívely). 

Identified FKRP Pilthogenic Genotypes and the 
Resulting Phenotypes 
To the best of our knowlerlge, the coexistence of mild p. 
(Leu27611e )3.6.9 and severe p.(Asn463Asp)14 FKRP aHeles 
found in the patíent I has not been previously reported in 
LGMD21. This combination could explain his Duchenne-like 
phenotype, as the c!inical courses described in patients 
harboring similar allele combinattons have included more 
pronounced lower proximal musde wasting/weakness and 
earlier onset compared wíth that observed in homozygous p. 
(Leu27611e) patients.1-] However, our hypothesís does not 
explaín the milder LGMD21 phenotype observed in, the older 
affected sister of pat ient 1. Although the existence of inter
familía! and íntrafamilial variation ís well-recognized ¡n 
LGMD21,22,2J this phenomenon has been noted mainly in 
patients homozygous for p.(Leu27611e).I,2] In at !east one 
LGMD21 family, cI¡nical variabilíty was attributerl to the 
presence of one or two pathogenic variants in the same 

FIg.2 Partial electropherograms {forw~rd strands) of exon 4 of the FKRp09 gene in the patient 1 {index case, 11·6) showing the heterozygous ~ 
compollnd FKRP genotype c.[826C > A]:[1387A > G] or p.[LelJ2761Ie]:[Asn463Asp]. and his genealogy, in which fmther detailed clinical. 
fami lial. and molecl.llar FKRP evallJations led to the identification of a previously lJnrecognized LGMD21·affected $ister (11-3) and asymptomatic 
carriers for both of the identified pathogenic variants. FKRP genotypes are indicated below each individlJal. lGMD21, limb·girdle mlJS<l.Ilar 
dystrophy type 21. 
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Hg. l QI DI~crell' scapul¡¡r wlnglng and ~~ght c~1f p~tJdohypertrQ. 
phy In the patlent 1. 

testing of DMD gene deletions and 25 or them with a norma! 
MlPAassay. This pmportion i~ lower rhan the 12.7% (N = 13/ 
102) found in a similar study perfonned in Oanish males 
dassified as sporadir cases witoout evidence of deletion/rlu
plication ofthe DMD gene.4Thiscould reflect the impossibility 
of ruling out in our sturly group. a genotype responsib!e for 
dys trophinopathy by using oriy mul t iplex PCR testing or even 
MLPA assay. ormay be due to the difference in sample size and/ 
or the genetic stnJctures of the popu!ations. lile LGM021 is 
highly prevalent in Northern Eumpean populations, ,}ccount
ing for 16% ofGerman 7 and 38% orOanish~ lGMO patients.ln 
Europe, there is an apparent north-ID-south genetic gradit'nt, 
wi th 10'Nf'r percentages of LGMD21 found in dinica!!y wel!-

rlefined lGMO patients of Italian (4.3_9%)17-1 9 and Czech 
(4.1 %)20 ¡W)lUldtjU!I~. n l U~, ~ru~~ ¡JiIT~I~IILe.Luukll.J~ ~!I.~Llt.'t.I 

in the prevalence of lGMD21 across more genetically distant 
populations, induding tllat of Mexico. In fact, the lower 
frequency observed for a FKRP-relil ted disorder in our study 
couid agree with the estimated carrier frequencyof 1/30-50or 
1/100-150 for the p.(l.eu276tle) valiant in non-Finnish 
European rlescent (l 000 Genomes Project Phase 3 and ExAC 
databases ) or Danish índividua!s.l,4 respectively, which is 
greater than the expected fmm 1/1 60 carrier individuals for 
a FKRP-re!ated disorder attributed to the two main pathogenic 
FKRPvariants in l atin-American Ip~Asn463Asp ), 1/255, ExAC] 
or Mexic.an-ancestry Ip~ leu276!!e ), 1/64, 1000 Genomes 
I'roject Phase 3] populations. However, when we compare 
our proportion of LGM021 rases with those found in studies 
emptoyíng more permissive selation criteria (e.g., isolated 
hyperCKemia even in patients of European descentyl and a 
lesser p.(l.eu276I!e ) carrier frequency (I/300), 7 the figures tend 
to be more similar (3.3- 3.G% vs. 2%. respective!y). 

Identified FKRP Pathogenlc Genotypes and the 
Resultlng Phenotypes 
To the best of our knowledge. the coexistenre of milrl p. 
(l eu276t!e )3.6.9 and severe p.(Asn463Asp)14 FKRP alle!es 
found in the patient 1 has not been previously reported in 
LGMD21. This combination could explain his Duchenne-!ike 
phenotype. as lhe clinica! courses described in patiem s 
harboring similar aUele combinations have inc!uderl more 
pronounced lower proximal musde wasting/weakness and 
earlier onsetcompared wi th thatobserved in homozygous p. 
(Leu27611e) patients. I- 3 However. our hypothesis does not 
exp!ain [he milder lGMD2i phenotype observerl in, the o!der 
afferted sister of pa{ient 1. Although the existence of inter
familia! and inl rafamitial var iat ion is well-recognized in 
lGMD21.22.23 th is phenomenon has been noted main!y in 
patients homozygous fo r p.{Leu276Ile).UJ In at least one 
LGMD21 family, clínira! variability was attributed to the 
presence of one or two pathogenic variants in [he same 

Ag . 2 I'artial electrophe roglam . jlorward nr.lnds) of exon 4 01 the f/(RpQ9 gene In the patlent 1 (index case. 11·6) ~howing me heterozygous ~ 
compOl.md rKRP genotype c.1826C > AI:11387A > el 01 p.ILeu276Ite] :IAm463ASP1. and his genealogy, in whi<h flJrther detailed dinl<:al, 
famllial. and moleClJI¡¡1 FKRP eva lu;¡t lo ns led to the identifiution of ~ previously ul1lecognized Le MD21·¡¡ fl~cted li su~ r j lt·3) ¡¡nd asymptomatic 
carriNS ror both 01 me identir.ed p¡¡thogeni<: variants. FKRP genotypes are indic¡¡ted below each Individual. LGMD21, limb-girdle muscll lu 
dystro phy type 21. 
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FIg . 3 Hip ~nd thigh Tl -weighted m~gnetic reson~nce im<lging of the pat ient 1 showing fatty infi lt ra t ion with hyperin tensity at the g llJ te liS 
maxim liS {MX), addl.lctor ma<]llJS {AM), and vast lJS I~ tera li s {VL), with sp¡¡ring of the gr ~ci li s {GR), addl.l(tor longliS {LN), and H rtori liS {SA) . These 
fi ndings are compat ible with t hose de><:ribed in LGMD21. n LGMD21. limb·girdle mlJ><:lJ l ~r dystrophy type 21 

FKRP allele due to an intragenic recombination event.24 

However, our complete sequencing of exon 4 in patien t 1 
and his affected sister did not reveal any coding change 
besides the p.[Leu276Ile]:[Asn463Asp] genotype. Thus, as 
in most LGMD21 families, other environmental or genetic 
modifiers shou!d be considered. 

As far as we know, the patien t 2 is the third reported case 
harooring tlle severe p.[Asn463Asp ]:[Asn463Asp] FKRP geno
type.14 His clínical evolution highly resembles that previously 
described in two unrelated, USA-resident Mexican-ancestry 
patients with congenital muscular dystrophy type lC [MDCIC, 
or formerly muscular dystrophy-dystroglycanopathy (conge
nital with or without intellectual disability), type B, 5 or 
MDDGB5, MIM#"606612 ].14The survivalsofthe t'l-Kl previous!y 
described female patients were not pub!ished, and our patient 
2 failerl to continue his clinical follow-up at 11 years of age. 
Thus, it is diffi cult to establish a survival prognosis for patients 
bearing thisgenotype. However. the early and highly disabling 
dinical course described in the three patients homozygous for 
p.[Asn463Asp]:[Asn463Asp] genotype, along with the Duch
enne-like phenotype documented in the patient 2, supports 
the notion that p.(Asn463Asp) variant is asevere FKRP al!ele. 

Notably, the p.(Asn463Asp) variant accounted for three of 
the four confi rrned pathogenic FKRPalleles identífied in our 
two families . This varíant has only been identi fi ed in Latin
American popu!ations, with an allelic frequency of 0.2% 
according to the ExAC daubase. The parentsofthe previously 
described p{Asn463Asp) homozygous Mexican-ancest ry pa
tíents were native to a central geographic area of Mexíco (San 
Luis Potosí State and Toluca City, State of Mexico), suggesting 
that thís variant could be a founder allele.14 Indeed, this 
hypothesis could be supported by our present findings, as the 
parents of patient 2came from San Felipe del Progreso, which 
belongs to the State ofMexico and is located nearToluca City. 
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However, the genotypes and de tailed haplotype analysis of 
addit ional Mexican cases with FKRP-related rl isorders should 
be assessed to confi rm the founder effect. 

Patients with Heterozygous FKRP Cenotypes 
The FKRP-re!ated disomers described to date typically follow 
the classícal autosomal m:essivl' modeof inheritance, where it 
is assurned that carriers are asymptomatic. This is consistent 
with our findings in the heterozygous relatives of patients 1 
and 2. However, isolated exceptions to this pattern have been 
described, induding the late cardíac and skeletal muscle 
involvement with hyperCKemia described for p.(l.eu27611e) 
heterozygotes,25 but intriguingly, in 7%1 to 30- 40% of Cauca
sian patients2.6.15,17 dinically cataloged as LGMD21, even 
supported sornetirnes by a finding of a-dystrogly.::anopathy 
on muscle biopsy, complete seQuencing of FKRPexon 4 identi
fied only one copy of a proven pathogenic allele [i.e., p. 
(Leu27611e )]1 ;2.6.9.17;26 or a VUS missense allele [i.e.,commonly 
the c.427C > A or p.(ArgI43Ser) variant].6.15-17 This suggests 
that the semnd allelerould líe in nonroding exons 1 to 3.or in 
introníc or promoter regions: however. this possibility has not 
yet been demonstrated 2J Most of these studies have consid
ered such patients to represent <lffected cases regardless ofthe 
typeof variatíon ídentifi ed in tlle heterozygous state. However, 
sorne others, ind uding the present work, only confirm a 
diagnosis of a FKRP-relaterl disorder in patients bearing two 
proven pathogenic variants.D 

The p.(ArgI43Ser) variant identifi erl in patient 3, changes 
a basic amino acíd (Arg) to a pola r unchargerl residue (Ser) at 
a posit íon that shows high phylogenetic conservatíon (from 
human to zebrafi sh)and is located in the domain ofFKRP that 
is exposed to the Golgi lurnen . A survey reveals conflicting 
interpretatíons for this change in the main databases (Clin
Var RCV000 153241. 5, rlbSNP rs148206382), and our scoring 

6 FKRP-Related Disorders in Neuromu scular Patients Navarro-Cobos et al. 

Ag. J Hip ¡lIld lhigh Tl ·weighted magnetic: r e ~OIlance im<lging 01 the patie nl 1 s howing falty Infillratio n Wilh hyperinteruity ~t l he gllJteus 
maxim lJS (M X). addlJctor m agl lJS (AM ). and v~ ~ws laleralis (VL). with s pJr ing o f lhe 9r<lcili s (GR) .• u:kllJClo r lo ngllS ( LN ). <1M s.Jrtmllls (SA). lhe!e 
filldings are cOl'llp.Jt ible wilh those de sc rlbed in lGMD21. 13 lG MD21, I1mb-girdle mlJscIJlar dystro phy type 2 1. 

FKRP alle!!' due to an int ragenic recombinat ion event.24 

HowelA"r. our complete sequencing of exon 4 in patien t 1 
and his affected sister rl id not revea! any corling rhange 
besides the p.lleu2761Iel;[Asn463Aspl genotype. Thus, as 
in most lGMD21 fam í lie~, other environmenta! or genetic 
modifiers should be consirlered. 

As far as we know. the patien t 2 is the third reporterl case 
harboring the selA"n' p.IAm4G3Asp];[Asn463Asp[ FKRP geno
type.1 4 His cliniralevolution highly resembles that previously 
described in t wo unrelated, USA-resident Mexican-ancestry 
patientswith congenital muscular dystrophy type 1 C I MDCIC, 
or formerly muscular dystrophy--dystroglycanopathy (conge
ni ta! wi th or without intellectual disabililY), type B, 5 or 
MODGB5, MIM#6066121.14The survivalsofthe tv.u previous!y 
described female patients were not published, and our patient 
2 failerl lO continue his clinical fo!!ow-up at 11 years of age. 
Thus, il is rliffi cu!{ to establish a survival prognosis for patients 
bearing Ihisgenotype. HOlVever, rhe early and highly dísabling 
dinical course desrribed in the three patients homozygous for 
p.IAsn463Aspl:[Asn463AspI genmype, along with the Ouch
enne-!ike phenotype documented in the palient 2, supports 
the nolion that p.(Asn463Asp) variant is asevere FKRPa!!ele. 

Notably, the p.{Asn463Asp) variant accounted for three of 
the four confirmed pathogenic FKRPaUeles ídenlified in our 
two families. This varíant has onl}' been idenlified in Latin
American popu!a tions. wilh an allelir frequenry of 0.2% 
arcording to the ExAC database. The parentsof lhe previollsly 
described p.(Asn463Asp )homozygous Mexican-ancestry pa
tients were native to a cenlral geographic area ofMexico (San 
luis Potosí Stare and Toluca City, Stale of Mexico ), suggesting 
that this variJnl rould be a founder a!!ele. 14 Indeed, this 
hypothesis could be supported byour present findings, as the 
parents of patient 2 carne ~rom San Felipe del Progreso, which 
belongs lO the State ofMexico and is located nearTotuca City. 
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However, the genotypes and detailed haplolype analysis of 
addil ional Mexican rases wi th fKRP-relatea disorrlers should 
be assessed lo confirm Ihe founder effect 

Patients with Heterozygous FKRP Cenotypes 
The FKRP-related disorrlers described 10 date Iypica!ly fo!!ow 
the c!assical autosomal m.:essive mooc ofinheritance, where it 
is assumed that carriers are asymptomatic. This is consistent 
with our findings in the helero:zygous relatives of patients 1 
and 2. However, isolaled exceptions lo this pallern have been 
described, induding Ihe late cardiac and skeletal musele 
involvemenl with hyperCKemía described for p.{Leu2761le) 
heterozygotes,25 bul intriguingly, in 7%1 to 30-40% of Cauca
sian pat ienls2.6.15.17 dinica!!y cataloged as lGM021. even 
supporlerl sometimes by a finding of a-dystrogl~anopJthy 
on musde biopsy, romplete sequencing of FKRPexon 4 idenri
fierl only one copy of a proven pathogenic aUele [i.e., p. 
(Leu276Ile)] I.1.6.9.17.26 or a VUS missense allele lí.e .. common!y 
the c.427C > A or p.{Arg 143Ser) vari.an t l.6.15-17 This suggests 
that the second aile!e muld lie in nonroding exons 1 to 3,orin 
intronir or ¡>romoter fegions; however, th is possibility has not 
yel been demonst rated 2) Mosl of these slurlies have consid
ered such palients lo represent affe erro c.ases regardless ofthe 
typeof variation identified in the heterozygous slate. However, 
sorne others, induding the ¡m'senl work, only confirm a 
diagnosis of a FKRP-related disorder in patients bearing two 
proven pathogenic variants.2J 

The p.(ArgI43Se.r) variant identifierl in patient 3. changes 
a basir amino arid (Arg) to a polar uncharge<l resid ue{Ser) at 
a posil ion that shows high phylogenetic ronservation {from 
human lo z:ebrafish )and is !ocated in the domain ofFKRP that 
is exposed to the Golgi lumen. A survey revea! s connicting 
imerpretations ror this change in the main databases (Clin
Var RCV00015324 1.5. dbSNP rs148206382), and our seoring 
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Ag.4 Protein in silic;o modeling performed lJsing the Phyre2 programo (A) Tertiary stwctllre modeling of FKRP (refereoce seqtienee 
NP _001034974.1) with Ihe <lyail<ble crystal strlJct lJre of nlJcleotide·diphospoo-slJgar transferase (rold library entry viewer: d1xhba2). 
(B) In silko modeling ortlle FKRP p.(Arg143Ser) vari~nt with lhe ¡¡minoglycoside nlJcleotidyltransferase ¡¡nt(2")-2 ia. apo form (rold libraryentry 
viewer: c4wQkA). ICJ In silko mo:leling of Ihe FKRP p.(Arg48Pro) variant with the (elllJlose synthase. celllJlose transloo::ation·2 intermediate. 
(rold library entry viewer: c4hg6A). lile secondary .md tertiary stflJctlJres of tlle template .md predicted protein <h not differ for p.{Arg143Ser) 
v.Jriant. as in this position it appe.Jrs into a o Ilelix on both models {A aoo B). However. the predicted p.{Arg48Pro) protein differs from the 
template in termsof its secondaryand terti.JrystrllctlJres. rile arginine at this position is part of a coillocated between an o helix aoo a p sheet. 
but the corresponding proline oflhe mlJlant is predicted to form part of a p sheet. which distorts the tertiary stm::tlJre of the reslJlting protein 
(A and C). rhe PDB files for eac:h model are available lJpon reqliest by e·mail. PDB. program database. 
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A 

B 
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FkJ.4 Protein In ~Hlco modellng perlormed l1slng the PIlyre2 programo (A) TertiilrY strlJctllre modellng 01 FKRP (relereoce seqt.en(e 
NP _001034974.1) wltll the ~vailcble cryst.ll mlJ(tl.lre 01 nllcleotide·dipllo~pho,slJgar transler~se (Iold IIbrMy entry viewer: d1xllba2). 
(B) In silim modeling 01 tlle FKRP p.(Arg143Ser) vilriant with tlle ¡¡minoglymside nlJcI~otidyltr.ln~lerase ant(2")·2 i~. ¡¡PO lorm {Iold libraryentry 
viewer: c4wQkA). le) In sillco mo~ellllg 01 the FKRP p.{Arg48Pro) vari~nt with tlle celllJlose syntll~se. {elllJlose t r.msloc:atioll-2 intermediate, 
(Iold library entry vlewer: c41lg6A). lile semooary .lOO tertiary stm<tl1res 01 the template .lM predkted proteill d:J not differ lor p.(Arg143Ser) 
variant.,"IS ill this positioll it 3ppe¡¡rS into a a Ilelix on botll models (A .me:! B). Howevcr. tlle predkted p.(Arg48Pro) protein dillers lrom tlle 
template In termsof Its secondaryand tertiarystrlJ((lJres. rile arglnine at tllis position Is part 01 a colllocated betweell ¡¡n o. hellx aM a p sheet. 
but the correspondill9 proline olllle ml1l.allt is predicted to 101m part 01 a IJ sheet. wllkll distorts the tertiary strlJ(tllle 01 tlle reslJltill9 protein 
(A .llld C). lile PDB files lor eac::h model are .lvailable lIpOllreqlif!st by e·mail. PDB, program database. 
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for pathogenicity Of benigni ty12 did not supports either defining their role in the etiology of FKRP-related disorders 

u¡¡liull. MU!"t"UV~f, dlllluugll llll:~ ¡¡ .{A!"g I43~r) dHele Wd~ 

absent in our healthy controls; the ExAC database indicates 

that Latin-American populations have the highest worldwide 

frequency for this alle!e, at 3.95%, followed by non-fínnish 
Europeans ( 1.73%)and SOll th Asians (0.77%). This agrees with 

the idea that this is a common and benign genetic variant, 

however to our knowledge, no individual homozygous for 

thisallele has been listed in the ExAC database or reported in 
the literature, although .It least one previous study docu

mented a compound heterozygous LGM021 patient with the 

p.(ArgI43Ser) anele plus the FKRP VUS p.(Pro358Leu) 
[rs143031195, RCVOOOI53243.4[, but information regarding 
chromosomal phase wa, not mentioned IS Besides, our 

protein in si/ko modeling predicted that t he encoded change 

would not gíve .In evident structure modification of FKRP 
( ~F1g . 4 ). Thus, we cons!der that there is not enough evi

dence yet to consider the p.{ArgI43Ser) varíant as a patho

genic alle!e. 
The second missense FKRP variant identified in the hetero

zygous p.Itient 4 is.1 novel c.143G > C or p~Arg4gPro) change 

with .In inconc1usive pathogenicity scoringY This al!e!e re

piares a basic aminoacid (Arg)wi th a hydrophobic one (Pro) in 
the prroicted stem Golgi luminal domain ofFKRP, at a position 

that is conserved among mammals and fish (Tetraodon nigro
virid~ and zebrafish). Similar to p.(ArgI43Ser), p.(Arg48Pro) ís 

located in the first third of the N-terminal domain of FKRP 
(amino acids 1-1 57), which seems to be important for the 
primary homodimerization interface of FKRP.27 However, the 

further confirmation of dystrophinopathy in this patient sug

gests that p.(Arg48Pro)could be acoincidental finding of arare 
or uníque FKRP aHele, al though our protein modeling data 

( ~F1g. 4 ) indicate that a definite damaging efffft for this VUS 

should not be strictly discarded and deserves further func
tiona¡27 or animal models studies,28 which rould help clarify 

whether the common!y identified heterozygousgenotypes for 
single missense variants in LGM021 patients,I,2,6,9.15-17,26 

rou!d have any modifYingor pathogenic role. 

Condusions 

Our results indicate that FKRP-related disorders should be 

inc1uded as a differential diagnosis in Mexican patients with 

neuromuscular disorders of unknown etiology, inc1uding 

those resembling dystrophinopathiesorcongenital muscular 
dystrophies with normal results on DMD gene de!etionl 

dup!ication analysis. At present, dystrog!ycanopathíes are 

not routinely assessed in dystrophic musc!e biopsies of 
patient s in our country. lO Thus, molecular study of the 

FKRP gene could be considered a simple, rapid, non-invasive 
and accessible diagnostíc alternative for identifying biallelic 

pathogenic genotypes. The present work, at least one pre
vious report,14 and the m.Iin genotype databases collec tively 

suggest that in Mexico, such genotypes could maínly repre

sent p.(Asn463Asp ) and the common European p.(Leu27611e) 

pathogenic variants. Finally, the findings of a single missense 

VUS in LGMO or a-dystroglycanopathy cases suggest that 
such changes should be studied further, in the hopes of 
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Wide Web resources that were consulted are provided as 
" ~Supplementary Material, available online-only:oQ!(l l2!ID 

Note 

This work was performed at the Instituto Nacional de 

Pediatría, Ciudad de México. Mexico. 
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ror pathogenicity or benigni ty ll did nor supports eilher rlefining thei r role in the eriology of FKRP-r~la ted d isorders 

upt iuII. MUIt"UV~I, <I!t!IUU~!1 UI~ 1l.(Al"gI43~r) d!!d~ Wd~ 

absent in our healthy comro!s: the ExAC database indicates 

that Latín-American populations have the highest worldwide 
freQuency for this aUele, al 3.95%, fol!ow~d by non-F¡nnish 

Europeans ( L73%) and 50uth Asia ns (0.77%). This agrees with 

the idea thar rhis is a rommon and benign genelir varíant, 

however to our knowledge, no individual homozygous for 

thisaUele has been listed in the ExACdatabase or reponed in 
Ihe literatu re, although al least on~ previous study docu

Olented a compound heterozygous lGMD2! pati~nt with [he 

p.{Arg143S~r) aUele pl llS th~ FKRP VUs p.{Pro358L~U ) 

[rs143031 195, RCV000153243.4], bU{ informatíon regarding 

chromosomal phase was not memioned 15 Res¡des, our 

protein in si/leo modeling predicted (hat (he enroderl rhange 

would not giv~ an evidellt strurture modification of FKRP 
( ~Rg, 4 ). Thus, we cons ~der that there is no( enough evi

dence ye t to consider [he p.{Arg 1435er) variant as iI patho

genir allele. 
The serond missense FXRPvañam ¡d~ntified in [he hetero

zygous p.1tient -1 i~ a nave! c.I-13C :> C or p~Arg"8Pm) change 

wi th an inronc!usive pathogenicity scoringY This a¡lele re

piares a bolsic amino atid (Arg)with a hydrophobirone (Pro) in 
the predicted stem Golgi !uminal domain ofFKRP, at a position 
thal is ronserved among mammalsand fish (Te/raodon l!igr(J~ 

viridio> and zebrafish). S¡m~ar ro p.(Argt43Ser), p.(Arg48Pro) is 
lorated in the !irst third af the N-terminal domain of FKRP 
Camino acids 1-157 ), which seems to be importan! for me 

primary homodimerization interface of FKRP.27 However, me. 

further confirmatían or osstrophinopathy in this patienr sug
gest s that p.(Arg48Pro) could be acoíncidental findíng of arare 
or uniQue FKRP aHele, al lhough our protein modeling dala 

( ~Rg. 4) indicare rhat a d~finite damaging efffft for this VU5 

should nOl be strictly discarrle<l ano deserves further func
dona! 2? or animal models sturlies,28 which mu!d help clarify 

wh~ther the commonly id~ntified hetemzygousgenotypes far 
single m'issense variants in LCMD21 patients, 1.2.6.9,15--17.26 

muld have any modifying or pathogenic rol~. 

Concluslons 

Our resul ts indicate that FKRP-relaterl d ísorders should be 

inc!uded as a diffefentia! diagnosis in Mexican patients with 

neuromusculaf disorder~ or unknown etiolagy. inc!uoing 

lhoSt' resembl ing dystrop~inopathiesarcongenita! muscular 
dystrophies with normal results on DMD gene deietionl 

duplication anaiysis. At present, dystroglycanopathies are 

not routineiy assessed in dyslrophic musde biopsies of 
patienrs in our count ry.lO Thus, mOlecular study of (he 

FKR1> gene could be considered a simple, rapid. non-invasive 
and arressible diagnostic alternative for identi fying bia\!elic 

pathogenic genotypes. The presem work, al least one pre
vious repon,1 4 amI the main genotype databases collec tiveiy 

sugges t [hat in M~xico. such genorypes rould rnain!y repre

sen t p.(Asn463Asp) ano the comman European p.(Leu2761Ie) 

p.1[hogenic variants. Final!y. the findings of a single missense 

VUS in LGMO or a-dysuoglycanopathy cases suggest that 
such rhanges shoulrl be s tudieo further, in the hopes or 

<1m..! <lvuit..!¡!I~ IJU ~~¡[¡k iIIUleLUl<l1 !Ui~i<lgllu~~~. Th~ Wu¡)J 

Wide Web resources that were ronsulted are provided as 
" ~Supplement.ary Material, avai!able online-on!y.'oQHI IQ!ID 

Note 

This work was performeo at rhe Instituto Nacional de 

Pediatría, Ciudad de México. Mexico. 
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