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“We shall soon be far away from you, but then you world never know it.
You don't need anybody, inhuman that you are. How strange it is that
we can not do without you”
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Il. Resumen

La Distrofia Miotonica Tipo 1 (DM1) es la mas comun de las distrofias
musculares del adulto, con una prevalencia clinica de 5.5 por 100, 000
habitantes. Se trata de una enfermedad autosomica dominante que presenta el
fendmeno de anticipacién y expresividad variable; existiendo una forma
congénita de pronostico grave. El defecto génico de la DM es la mutacion que
consiste en la expansion del repetido trinucle6tido CTG en la region 3’ no
traducida (UTR) del gen de la Proteina Cinasa de la Distrofia Miotonica
(DMPK), localizado en el cromosoma 19q13.3. El repetido CTG esta presente
de 5-30 veces en la poblacion normal, mientras que los pacientes tienen
repetidos de 50 a varios miles. Se ha documentado que la edad de
presentacion de la enfermedad y la gravedad del fenotipo estan relacionadas
con el tamafio de la expansion del repetido inestable CTG. En el presente
estudio se describen tres generaciones en una familia Mexicana con DM1
analizada clinicamente y molecularmente. La familia incluyé 15 individuos
siendo estudiados 7 de ellos; 3 con DM y 4 clinicamente sanos. Para el andlisis
molecular se utilizo PCR para amplificaciones menores de 200 pares de bases,
aquellos alelos con mas pares de bases se analizaron con GLDM
PCRProber™. Se observé poca relacién entre el nimero de repetidos y las
manifestaciones clinicas. Un paciente con 1000 repetidos manifestd6 mas
tempranamente la enfermedad, mientras que otro con el mismo ndmero de
repetidos no presentaba evidencia de la enfermedad. La familia mostrada en
este estudio parece encontrarse dentro de lo previamente sefialado en la
literatura, en cuanto a que el tamafio del repetido no correlaciona con las
manifestaciones clinicas; sin embargo, esta familia parece encontrarse dentro
de las excepciones, haciendo referencia a un alto niumero de repetidos y

ninguna prueba clinica de padecer la enfermedad.



IV. ANTECEDENTES

La Distrofia Miotonica (DM1) es un desorden multisistémico autosémico
dominante y al parecer la forma mas comin de distrofia muscular en el adulto®™
2345 |a primera descripcion clinica de esta patologia fue hecha por Steinert
en 1909° quien la describié con miotonia, debilidad muscular, cataratas y
defectos cardiacos® " & ° 30 afios después Thomsen describié la forma
congénita que en el neonato se presenta con diplegia facial, hipotonia, distress

respiratorio y pie equino-varo.*

Al tratarse de un padecimiento autosémico dominante la DM1 fue
estudiada por andlisis de ligamiento en 1972 convirtiéendose en una de las
primeras enfermedades evaluada por este método. Los primeros loci asociados

11 Ulterior a

a este desorden fueron los grupos sanguineos Lewis y Lutheran.
estos hallazgos en los 80’s se describieron como marcadores de la DM1 a los
loci de la apolipoproteina Cll (Apo Cll, LDR 152 y p4,1)% sin embargo, no fue
hasta 1992 que se encontr6 el defecto molecular especifico para esta
patologia.** 3 % 1° 16 pemostrandose que este defecto molecular es la
expansion de un repetido trinucle6tido en el extremo 3" UTR del gen DMPK

localizado en el cromosoma 19g13.3

1. Incidenciay Prevalencia

La Distrofia Mioténica (DM1, OMIM 160900) o enfermedad de Steinert)
es la forma mas comin de enfermedad muscular con un patron de herencia
definido. Los datos epidemiol6gicos de la enfermedad varian grandemente
entre regiones y grupos étnicos. Inicialmente se consideraba una prevalencia
estimada de 2.4 a 5.5 por 100, 000 en Europa Occidental y 5.5 por 100, 000 en
poblacién Japonesa.'® " '8 19 sin embargo, desde 1990 se considera que
puede alcanzar una prevalencia entre 7 y 189 por 100, 000 habitantes® 2% 2% 22
La DML1 tiene un rango de prevalencia muy amplio (cuadro 1). La interpretacion
de estos datos requiere una precaucion considerable dado que numerosos

elementos pueden afectar la aparente prevalencia y la verdadera frecuencia de



la enfermedad, entre ellos se encuentran los efectos importantes que tiene la
estructura de la poblacibn como son: factores aleatorios en poblaciones

pequefas, rapida expansion de la poblacion y el efecto fundador

Cuadro 1. Estudios de Prevalencia en DM1. Modificado de Harper®

Ciudad Region Provincia Prevalencia Casos Poblacion Fuente
(X 100, 000) Total
Europa
Reino U. N. Irlanda 2.4 33 1.37X10°  Lynas®
Gales Sur 7.1 9.4X10° MacMillan et al®
Espafia Mallorca 11 60 5.5X10° Burcet et al®
Guiplizcoa  Basque 26.5 183 6.9X10°  Lépezet al®
Italia Turin 2.1 24 1.16X10°  Pinessi et al®
Venice 2.68 4.1X10° Mostacciulo et al®
Veneto Padova 7.24 61 8.4X10*  Siciliano et al*®
Tuscania Livorno 15.49 52 3.3X10° Siciliano et al*®
Lucca 5.32 20 3.7X10* Siciliano et al*®
Massa C 6.49 13 2X10° Siciliano et al*®
Pisa 13.76 53 3.8X10" Siciliano et al*®
Alemania Occidente 5.5 54.6X10°  Grima et al®
Suecia Norbottens 36.5 95 2.6X10°  Rolander et al®
Suiza 4.9 229 4.6X10°  Klein®
Croatia Istria 18.1 33 Medica et al®*
Origen
Europeo
E.U.A. Rochester 3.3 1 3x10* Kurland®
Canada Saguenay Oriente 189 3X10° Mathieu et al®
Africa Tranvaal Sur 14.3 Lotz et al®
Origen No
Europeo
Japon San-In 2.7 1.4X10°  Takeshita et al®

2. Manifestaciones Clinicas

La DM1 es un trastorno muy variable. Las manifestaciones neuro-
musculares son las mas comunes, principalmente la miotonia (Figura 1),
debilidad muscular y disminucién de la fuerza® * En su forma mas grave se

presenta desde el nacimiento con hipotonia extrema, artrogriposis, dificultad



para succionar, distress respiratorio, pie equinovaro, retraso mental y atrofia

cortical generalizada, no observandose la clasica miotonia. En estos casos

6,18, 24, 25, 26, 27, 28

generalmente ocurre polihidramnios con parto prematuro

> )
Figura 1. Miotonia espontanea de la mano, la relajacién retrasada. Disminuye al repetir
el ejercicio muscular. Modificado de Bouhour 20077

No obstante, la presentacion mas comun de la DM1 es la forma clasica y
generalmente se presenta en adultos jovenes. Algunos individuos afectados no
desarrollan alteraciones reconocibles y otros presentan manifestaciones
evidentes. Las caracteristicas degenerativas de la enfermedad ocurren en
todos los adultos al paso del tiempo, pero pueden progresar de manera
diferente; algunos individuos sucumben a la enfermedad en algunos afos,
generalmente por falla cardiaca, y otros se mantienen estaticos por décadas.?
Los pacientes presentan debilidad facial, ptosis, debilidad de los musculos

temporales, atrofia de los masculos mandibulares, calvicie frontal temprana en



hombres, disartria, voz hipernasal y miotonia que con frecuencia es el primer
sintoma. La miotonia es un estado de contraccion prolongado y puede llegar a
ser explorada percutiendo la region tenar y los musculos de la lengua, si bien
estas maniobras pueden generar dolor a los pacientes. La debilidad muscular y
la pérdida de fuerza afectan primero al esternocleidomastoideo y a la
musculatura distal de las extremidades; posteriormente se presenta en los
musculos proximales, tales como el triceps y los dorsiflexores del tobillo. La
debilidad es lentamente progresiva e individual por lo que el prondéstico es dificil
de predecir.?’

Sintomas no Neuromusculares:

Sistema Nervioso Central y Periférico: Es comun la hipersomnolencia durante
el dia y esto no correlaciona con la severidad de los sintomas musculares.?’
También puede presentarse hipersomnolencia por hipoventilacion nocturna. La
etiologia de hipersomnolencia puede ser multifactorial y se ha hipotetizado que
puede ocurrir por disfuncion central de la regulacion del suefio, apnea del

suefio obstructiva y apnea del suefio central.?*

Puede observarse hiperhidrosis
que se desconoce si es de origen central o periférica asi como pérdida
sensorial menor. De igual manera se ha reportado cambios de la personalidad,
depresion y disfuncion cognoscitiva. Los estudios de resonancia magnética
indican lesiones hiperintensas en la materia blanca y atrofia generalizada
cortico-sub-cortical frecuentemente encontradas en los cerebros de las
pacientes con DM1.%% 2% %

Sintomas Gastrointestinales: Puede presentarse vaciamiento gastrico
retardado, gastroparesia, disfuncion de esfinteres y musculatura lisa, disfagia,
reflujo gastroesoféagico, mala absorcion de &cidos biliares y sobrecrecimiento
bacteriano del intestino delgado.” 2" 2% 18

Complicaciones Endocrinas: Incluye diabetes mellitus, la cual se presenta con
una incidencia de hasta cuatro veces mayor que en la poblacién general.?® '
Resistencia a la insulina.?® Atrofia testicular con degeneracién de tabulos
seminiferos, resultando disminucion en la espermatogénesis y por lo tanto
subfertilidad en los hombres.?” Algunos autores han reportado impotencia.” 8
Manifestaciones Cardiacas y Respiratorias: En el 10-30% de los pacientes
ocurre muerte subita por falla cardiaca. La gravedad de las complicaciones

cardiacas no correlacionan con la debilidad muscular.?’ El 80% de los



pacientes presentan manifestaciones cardiacas clinicas o subclinicas que
pueden ocurrir en cualquier momento de la enfermedad. Los sintomas incluyen
taquipnea, mareos, palpitaciones y pérdida de la conciencia subita. El sistema
de conduccion cardiaco es el primero en afectarse, aunque cualquier
componente de este sistema puede ser afectado, el sistema de His-Purkinje es
el mas afectado. También se observan bradiarritmias y bloqueo atrioventricular
de cualquier grado.® Cabe mencionar que en un estudio realizado en
Limburgia las arritmias cardiacas fueron la segunda causa de muerte en
personas afectadas con DM1?°?® E| 5% de los pacientes pueden requerir
marcapasos®’ La debilidad muscular y la deficiencia para manejar el centro
respiratorio contribuye a hipoventilacion alveolar y a cefalalgia matutina por la
insuficiencia respiratoria acontecida durante la noche. No es raro que se
presenten neumonias recurrentes relacionadas con aspiracién de fluidos o
alimento, incluyendo saliva o retencion de moco en la via aérea. La neumonia
puede llevar a insuficiencia respiratoria subaguda y es la causa de muerte en
30% de los casos, siendo esta la primera causa de muerte en Limburgia. 2
Los pacientes con DM1 tienen un riesgo mayor de complicaciones en los
procedimientos de anestesia, tales como hipotension, aspiracién pulmonar y
depresion respiratoria.”’

Oftalmolégicas: En 1911, solo dos afios después

de reconocer la distrofia miotonica como un
desorden especifico Greenfield not6 la ocurrencia
de cataratas en generaciones anteriores de
familias con DM1. Fleischer en 1918 demostro la
presencia de cataratas sin manifestaciones
musculares en individuos—descendientes de
pacientes con DM1*" Estas cataratas presentan un patrén inusual, son
indistinguibles, iridiscentes y a la exploracion con la lampara de hendidura se

observan como opacidades subcapsulares posteriores multi-coloreadas.? '8

También se puede presentar DM1 juvenil manifestada por problemas
menos graves en el desarrollo que los observados en la DM congénita,;

requiere atencion durante la infancia y presenta déficit cognoscitivo, problemas



de aprendizaje y se encuentra entre la DM congénita y la DM1 del adulto joven.
La miotonia y la debilidad muscular se presentan en la adolescencia, las
anormalidades en el electrocardiograma son frecuentes y la muerte subita es

rara antes de los 16 afios.?® %’

3. Genética de la DM1

La DM1 fue una de las primeras enfermedades autosémicas en la cual
un elemento genético fue identificado como causa del padecimiento. El analisis
de ligamiento de familias con DM1, mapeo la region responsable de la DM1 en
el cromosoma 19q13.2-13.3. En 1992, la mutacion responsable de la DM1 fue
identificada como una alteracion dentro del marco de lectura abierto del gen
DMPK, que consiste en una expansion de repetidos de trinucledtidos inestables
(CTG) en la secuencia de la region no traducida 3’ (3' UTR). Se cree que este
repetido es el responsable del 98% de los casos de DM1.% ¥

En 1918 se propone que este padecimiento sigue un patrén de herencia
autosémica dominante, lo que fue confirmado con estudios mas sistematicos
en 1948.% 3

Estudios de andlisis de segregacion en familias con DM1 demostraron
que la proporcion de descendientes afectados variaba entre 33.6% y 50.7%,
sugiriendo el patron de herencia autosémica. La proporcion de arriba del 16%
de portadores del gen afectados no detectados planteaba la idea de que podia
tratarse de una segregacion diferente.

Desde la identificacion del repetido CTG en el locus de la DM1 una serie
de estudios han examinado la segregacion del alelo anormal. Estudios previos
reportan que los repetidos son transmitidos preferencialmente a través de la
rama materna.

Asi, finalmente la conclusién es que se trata de un desorden autosdémico
dominante en el que puede haber una transmision preferencial (por rama
materna) del alelo con mas numero de repetidos, sin embargo se necesitan

mas datos para confirmarlo.



A. Anticipacion

Anticipacion es el término para definir al evento que sucede a una edad
de presentacibn mas temprana en las generaciones sucesivas.*’ La
anticipacion tiene un lugar muy especial en la genética de la DM1. No tan sélo
por que éste fue el primer desorden en el cual esto fue demostrado sobre la
base de la evidencia clinica, también por que habia sido el mas claro ejemplo
de este fendmeno. Ahora la anticipacion es reconocida como un indicador de
los padecimientos por amplificacién de tripletes.®

La anticipacion fue propuesta por primera vez en 1918 y cuestionada en
1948, para entonces todas las bases para explicar la extrema anticipacion
observada en la DM1 habian sido inadecuadas. El descubrimiento de una
expansion inestable de un repetido trinucle6tido proveia una explicacion

inmediata al proceso de anticipacion.®

B. La Mutaci6én de DM1

La mutacion de DM1 es la expansion de un repetido CTG que
normalmente esta presente en la region 3’ no traducida del gen DMPK en el
cromosoma 19q13.3. Este repetido es altamente polimérfico en la poblacion
general. Individuos sanos tienen alelos entre 5 y 35 repetidos, dentro de este
rango los alelos se heredan de manera estable’® ** Cuando los repetidos
exceden de 50 CTGs, el alelo se hace inestable y conduce a enfermedad. Los
alelos en el rango entre 35 a 49 repetidos han sido muchas veces corroborados
por un descendiente sintomatico, quien tiene un repetido mayor de 50. Por lo
que los alelos entre 35 a 49 repetidos son considerados como premutaciones.
El Consorcio Internacional para la Distrofia Niotonica propuso en el afio 2000
que el analisis del ADN basado en el numero de repetidos deberia ser usado

para diagnéstico de DM1.% 3334



C. Elgen DMPK

DMPK es expresado en una gran variedad de tejidos pero se encuentra
predominantemente en corazon, cerebro, musculo y o0jo. DMPK esta
compuesto por 15 exones, abarca 15 kb de ADN gendmico (Figura 2) y codifica
para una proteina de 629 amino Acidos la cual comparte regiones de
homologia con la ciclina monofostfato de adenosina (AMP) dependiente de
cinasas. A la DMPK la han caracterizado como una cinasa de serina/tronina
con un dominio catalitico de aproximadamente 43 kDa, seguida de una region
helicoidal de aproximadamente 12 kDa y una region hidrofébica que se piensa

actua como dominio transmenbrana al C-terminal.?®

? Arritmias Cardiacas Cataratas
/ /
| ' | |
DMWD ; ; DMPK SiX5
| AR |
12 14

_ 4 1“9'0\/15|_D -
LM N

2 3 5 1 2 3

CTGn

ARN A~~~ (CUG>100)

Miopatia Miotdnica
Figura 2. Representacion del gen DMPK. Se puede observar el repetido trinucleétido CTG, el
cual se encuentra en la region 3'UTR del gen y como consecuencia un ARNm mas grande. 500
pb rio arriba se encuentra el gen DMWD, SIX5 localizado rio abajo y su expresiéon solo es
detectable en el cristalino. Modificado de Tapscott 2000.%°

Se han propuesto tres distintas hipdtesis para explicar el mecanismo
molecular que genera el dafio a multiples sistemas celulares en la DM1. Dado
que la expansion del trinucledtido se encuentra en la regién no traducida del
gen pareceria que el defecto no tendria ninguna consecuencia sobre la funcién
normal de la proteina.®® Al parecer lo méas probable es que la expansion afecta
la expresion génica dentro de este locus a nivel transcripcional y post-

transcripcional.®® *’



La primera hipdtesis postula que el repetido expandido en el transcrito
del DMPK (presente con el repetido CUG en el ARN, Figura 2) altera el
procesamiento del ARN del DMPK, resultando en una deficiencia de la proteina
(haploinsuficiencia). Sin embargo, que la haploinsuficiencia sea suficiente para
causar DM1 es cuestionable ya que ni ratones heterocigotos ni homocigotos
(Knockout) para este gen demuestran un fenotipo profundo, solamente
demuestra miopatia a una edad tardia y anormalidades de la conduccién sin
otras caracteristicas multisistémicas observadas en la DM1.> 3% 3" 23 26 Egtog
resultados proveen evidencia de que la haploinsuficiencia contribuye al fenotipo
de la DM1, pero no es suficiente para que se manifieste completamente la
enfermedad. La inactivacion de DMPK per se no puede ser la responsable del

desarrollo de DM1.%

En la segunda hipotesis, conocida como “efecto de campo” (del inglés
field effect) propone que la expansion del repetido CTG en el gen DMPK  altera
la estructura del la cromatina, resultando en una expresion alterada de genes
vecinos. Frecuentemente el fenotipo de las expansiones de trinucledtidos se
aproxima a la cantidad del ADN encontrado en un nucleosoma (146 pb), por lo
que se propone que el ADN que contiene grandes expansiones de
trinucledtidos podria formar nucleosomas estables que repriman la
transcrpcion.® Otra propuesta sefiala que la estructura alterada de la cromatina
inducida por la expansion del repetido puede afectar la transcripcion,
posiblemente por excluir la interaccion de factores de transcripcion con
regiones regulatorias adyacentes del ADN o por impedir la accion de la ARN
polimerasa.® * 3" 3 Asi una de las posibilidades es que la expansién del
repetido afecte directamente sobre la transcripciéon de DMPK y genes vecinos.
Se han descrito 6 genes adyacentes al gen DMPK: DMWD, SIX5, SYMPLEKIN,
20-D7, GIPR y RSHL1. SIX5 localizado rio arriba de DMPK ha sido implicado
en la regulacion de la diferenciacion de células musculares y en la homeostasis
del sodio, ambos afectados en la DM1. Por otro lado, la formacién de cataratas
en los ratones con uno o dos alelos defectuosos de Six5 sugiere que las
cataratas en humanos afectados con DM1 podrian ser el resultado de la
expresion disminuida de SIX5.3% 26:3%40.41 E| gen DMWD, rio arriba de DMPK,

es regulado negativamente por la expansion del repetido CTG, al parecer la



proteina codificada por este gen cuenta con un motivo presente en las
proteinas encargadas de la divisién celular, transcripcion, procesamiento de
ARNm y transduccion de sefiales. DMWD se expresa en cerebro y testiculos,
organos afectos en la DM1; por lo que también es un gen propuesto para
explicar la fisiopatologia de DM1.%

La tercera hipétesis argumenta que el repetido CUG en el ARNm DMPK
interactla con proteinas de unién a ARN bloqueando su actividad, una
ganancia de funcién téxica, la cual provoca alteraciones en el metabolismo
celular.® * % El mecanismo por el cual el transcrito con la expansién CUG
induce miotonia y degeneracion muscular aun no esta claro. Diferentes
modelos han servido para proponer que este ARN con la expansion CUG
interfiere con la poliadenilacion, con procesos de corte y empalme,
secuestrando proteinas de union a CUG o interaccionando con proteinas de
union a doble cadena de ARN.* %+ 4% | os efectos deletéreos del repetido CUG
crean un depdsito nuclear en fibroblastos y mioblastos. Recientemente se
describi6 que una expansion de repetidos CTG’s est4d asociada con un
padecimiento autosémica dominante caracterizado por degeneracion de las

células del cerebelo.3" 46 47

Infertiliciad Infertiliclad
Mazculing? Mazculing?

Efectos
Meurolddicos)

Cataratas

1/ AR nuclear

corte y empalme I a
« alterao almacenado

-

Fig 3. Patogénesis molecular en DM1. Representacion posible del camino
Patogénico en DM1. Los caminos normales que son perturbados se mues
tran en lineas discontinuas, las gananuas de funcion (+) y lo que no se sa
be con ?. Modificado de Harper



D. Genotipo y Fenotipo

El repetido trinucledtido inestable en DM1 es variable dentro de las
familias; inicialmente se asoci6 el nimero de repetidos con la gravedad del
padecimiento. Desde estas primeras observaciones numerosos investigadores
han explorado la relacion entre el genotipo y fenotipo correlacionandolos con el
tamafio de la expansion, edad de presentacion, gravedad de la enfermedad e
incluso manifestaciones clinicas de sistemas especificos.®

La distrofia miotonica se clasifica en: congénita, infantil, clasica o del
adulto joven con alteraciones neuroldgicas y la enfermedad minima en donde
frecuentemente la Unica manifestacion es la presentacion de cataratas.
Claramente esta clasificacion esta relacionada con la edad, y precisamente la
edad de presentacion ha sido usada como un indicador.

En un estudio inicial se demostré claramente diferencias entre el tamafio
de la expansion en las diferentes presentaciones de la enfermedad. Todos los
casos congénitos mostraron una expansion mayor de 2500 pares de bases (pb)
0 mas grandes; mientras en el grupo minimamente afectado todos tenian
expansiones de 250 pb o menos por lo que esto separaba completamente a
estos dos grupos. Los casos con la tipica distrofia del adulto joven tenian
amplia variedad en el tamafio del repetido, sobrelapdndose con otros grupos,
también se demostrd que los casos con repetidos mas largos correspondian a
la forma congénita. Ademas se encontrd una correlacion inversa con el tamafio
del repetido y la edad de presentacién no encontrdndose diferencias entre
sexo.’

Estos hallazgos fueron utilizados para clasificar a la enfermedad uniendo
el largo del repetido con la edad de presentacion, clasificAndolas como minima,
cladsica y congénita; concluyendo que cuando se tenia de 100 o menos
repetidos se trataba de una forma minima y de 1500 hacia arriba se tenian
altas probabilidades de enfrentarse con una forma mas grave de la patologia
(Cuadro 2).%% 3

Estudios adicionales a estos hallazgos han dirigido su atencion a la
correlacion entre el numero de repetidos y manifestaciones no musculares.

Estas incluyen sistema nervioso central, 1Q, defectos cardiacos y una variedad



de anormalidades endocrinas y metabdlicas. Casi todos han encontrado

correlacion

Cuadro 2. Clasificacién de la DM1 de acuerdo al tamafio del repetido en

asociaciéon con el nimero de repetidos. Modificado de Die-Smulders*®
]

Sintomas ala Sintomas en Etapas Largo del
) Edad de ) )
Tipo » Edad de Posteriores Repetido
Presentacion y
Presentacion CTG
Minima o de Cataratas Debilidad muscular leve,
Presentacion >50 afios por electromiografia 40-100
Tardia miotonia
Miotonia, debilidad Debilidad severa, apatia,
Adulta 0 o
o 12-50 afios  muscular complicaciones 100-1000
Clasica oL
sistémicas, cataratas
Problemas de Retraso mental,
) . aprendizaje y de complicaciones
Infancia 1-12 afios ) oL 500-2000
Lenguaje sistémicas como en la
clasica
Hipotonia, Retraso mental,
dificultad complicaciones
Congénita Periodo Fetal respiratoria, pie sisttmicas como en la 1000-5000

equinovaro, retraso

en el desarrollo

clasica

comparable con los estudios mas generales y la principal conclusién es que no

parece que un soOlo sistema este fielmente relacionado con el nimero de

repetidos ni tampoco ser independiente de éste. Estos hallazgos revelaron que

muy probablemente tendrian que estar participando genes vecinos en la

patologia de la enfermedad, y que esta expansién anémala del trinucleétido de

alguna manera estaba alterando la expresion adecuada de genes préximos;

muy parecido a los sindromes de genes contiguos.®



E. Diagndstico

El diagnostico de DM1 debe sospecharse ante sintomas tales como
miotonia, pérdida de la visién progresiva, debilidad muscular, sin embargo hay
otras patologias que pueden presentarse con sintomas similares y dar un
diagndstico equivoco por lo que el Consorcio Internacional de Distrofia
Mioténica elabora una guia para el diagnéstico molecular de esta patologia.*’

El andlisis directo de la expansion del repetido tiene alta sensibilidad y
especificidad cuando se combinan las técnicas de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y Southern blot y pueden detectar todas las mutaciones de
DMPK vy practicamente sin falsos positivos. Mediante el analisis de Southern
blot, el ADN gendémico es digerido con enzimas de restriccion tales como
EcoRI, BamHI, Ncol y Bgll siendo el procedimiento de eleccion para detectar
repetidos CTG mayores de 100. La PCR debe ser usada para identificar alelos
de DM1 entre 5 y 200 repetidos que frecuentemente se asocian con la forma
adulta-clasica (Cuadro 2). Usando oligonucledtidos sobre las regiones
flanqueadoras de la secuencia del repetido la region inestable puede ser
facilmente detectable. Lamentablemente repetidos mayores de 500 pb son
imposibles de amplificar. Por lo tanto, este método no es apropiado para hacer
un diagnostico directo en todos los pacientes con DM1, pero puede ser Util para
excluirlos.®®

El andlisis molecular debe realizarse en pacientes sintométicos como
confirmatorio o como parte de la integracién de un diagnéstico cuando la DM1
es parte de los diagndsticos diferenciales; para pacientes asintomaticos como
predictivo para determinar cual de los progenitores tiene la mutacion de DM1; y
para diagnostico prenatal por las implicaciones que la distrofia miotonica
congénita conlleva, si uno de los padres tiene un riesgo del 50% de tener el
alelo expandido y es asintomético primero debe evaluarse genotipicamente al
padre y posteriormente realizarse el andlisis molecular. Sin embargo, el analisis
para menores no deberia realizarse dado que la persona sometida al estudio
debe entender los beneficios y los riesgo que el andlisis molecular ofrece,
excepciones son en el caso que un paciente menor presente sintomas.*

Posterior a la confirmacién de la DM1 por andlisis molecular, se continla

con exadmenes de laboratorio y gabinete para diagnosticar las alteraciones



relacionadas. Estos corresponden a electromiografia, examinacion con lampara
de hendidura, medicion en suero de creatina fosfocinasa (CPK),
inmunoglobulinas  (Ig), hormona foliculo estimulante y testosterona,
electrocardiografia y biopsia muscular.*

Es importante realizar los estudios para establecer el diagnéstico
definitivo y asi evaluar a los pacientes de manera integral y permitirles el
beneficio de ofrecerles un manejo terapéutico y un asesoramiento genético
adecuados. Ademas, es importante conocer el comportamiento del
padecimiento en pacientes mexicanos tanto a nivel clinico como a nivel
molecular. Esto nos permitira identificar si existen o no otra serie de factores

gue estén participando en la génesis, evolucién y prondstico de la enfermedad.



V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION:

La DM1 es la distrofia muscular mas frecuente en adultos y en la
actualidad no existe ningun estudio molecular de dicha patologia en mestizos
mexicanos. La mayoria de los estudios han sido realizados en poblaciones
caucasicas.

Este estudio sera importante pues permitird conocer si la expansion del
trinucledtido CTG correlaciona con la edad de presentacion y la gravedad de la

enfermedad en una familia mestiza mexicana.

En articulos publicados internacionalmente se hace referencia a la
correlacion entre el nimero de repetidos y la edad de presentacion aunado a la
severidad de las manifestaciones clinicas de la DM1. En familias mestizas
mexicanas el numero de repetidos podra usarse como método diagnoéstico y
pronéstico; y de ser asi se establecerian posibles estrategias para la
identificacién de riesgo y prevencion de esta patologia. Del mismo modo nos

servir4 para conocer el comportamiento molecular del padecimiento



VI. OBJETIVO GENERAL:

Describir las manifestaciones clinicas de cada uno de los integrantes de
una familia con DM1 y su asociacion con el ndmero de repetidos del
trinucledtido CTG.

VII. OBJETIVOS PARTICULARES:

Realizar el andlisis molecular del repetido CTG del gen DMPK de

individuos asintomaticos y sintomaticos de una familia con DM1.

Analizar si hay correlacion entre el nimero de repetidos y la edad de
presentacion de individuos asintomaticos y sintomaticos de una familia con
DML1.

VII. HIPOTESIS:

Es posible que se encuentre una correlacion entre el nimero de
repetidos del trinucleétido CTG y la edad de presentacion aunado a la
severidad de la enfermedad en esta familia de mestizos mexicanos con DM1,

ya observado en otras poblaciones mundiales.



IX. Disefno del Estudio

1. Tipo de investigacion: No experimental.
Descriptivo.
En relacion a la unidad de estudio: Comunicacion de un caso
familiar.
El estudio fue ciego, al realizar el estudio molecular el investigador
ignoro si se trataba de pacientes asintomaticos o sintomaticos.
2. Universo:
La poblacion incluida en este estudio son miembros de tres
generaciones de una familia afectada por distrofia miotonica tipo
1.
— Criterios de inclusion:
Todos los familiares que desearon hacerse el andlisis
molecular, mayores de 18 afios.
— Criterios de exclusion:
Todos los familiares que no tenian mayoria de edad y/o
gue por motivos ajenos no se tomo la muestra sanguinea.
3. Variables del Estudio:
— Independiente:
Polimorfismo del repetido trinucledtido CTG de la region 3’
no traducida (UTR) del gen DMPK.
— Dependiente:

Manifestaciones clinicas de Distrofia Miotonica Tipo 1.



Materiales y Métodos:

1. Poblaciones incluidas en el estudio:
A. Miembros de la Familia Mestiza Mexicana Sintomaticos (Fig

1):

Los individuos 11-10, 11-12; 111-8, 111-10.

B. Miembros de la Familia Mestiza Mexicana Sintomaticos (Fig
1):

Los individuos I-1, I-2; 1I-2, 1I-4, 1I-6, 1I-12; 11I-3, 1lI-5, 111-9.

Todos los miembros de la familia que se encuentran en el grupo Ay B
recibieron asesoramiento genético previo y posterior a la toma de muestra
sanguinea. La muestra se tom6 con consentimiento informado. Ademas se
exploré a cada uno de ellos, se aplicé un registro realizado en Cardiff'® y se

realiz6 el estudio molecular.

Figura 1. Arbol Geneal6gico
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2. Extraccién y purificacion del DNA genémico™®

Un aspecto fundamental de este trabajo es la obtencion de DNA en
cantidades razonables y de alta pureza. Existen varias metodologias que
permiten su obtencion partiendo de diferentes fuentes, gotas de sangre seca,
semen, tumores, cabellos o tejidos antiguos. En este caso se obtuvo DNA de
todos los sujetos incluidos en el estudio a partir de leucocitos obtenidos de
sangre periférica. El método consiste en la eliminacién de eritrocitos mediante
choque hipotdnico para dejar limpios a los leucocitos. Posteriormente se lisan
los leucocitos para liberar el DNA. La lisis puede llevarse a totalidad utilizando
detergentes ionicos como el SDS. Alternativamente se puede hacer una lisis

parcial con detergentes no idnicos como el NP-40 o el Triton X-100.

A. Obtencidon de las muestras

1. Se toman 20 ml de sangre periférica en tubos “vacutainer” que
contienen EDTA como anticoagulante.

Transferir 3 ml de sangre a un tubo cénico de 15 ml.

Agregar 3 ml de amortiguador TTS

Homogenizar (agitar) suavemente.

o bk~ D

Centrifugar a 3,000 r.p.m. durante 5 min. Desechar
cuidadosamente el sobrenadante.

Al paguete de células blancas agregar 1 ml de TTS.

Agitar vigorosamente y pasar a un tubo de 1.5 ml.

Centrifugar a 10, 000 r.p.m. durante 3 min.

© ™ N o

Decantar el sobrenadante.

10.Repetir los pasos 6, 7, y 9 hasta que queden las células blancas
libres de eritrocitos (generalmente con 2 pasos de lisis es
suficiente).

11.Al paquete de células blancas agregar 570 ul de NaCl al 5 mM y

agitar 2 minutos.

12. Adicionar 30 pl de SDS al 10% y agitar 5 min vigorosamente.



13. Adicionar 200 pul de NaCl saturado y agitar 10 min vigorosamente.

14.Centrifugar a 11, 000 r.p.m durante 30 min a 4° C.

15. Decantar el sobrenadante cuidadosamente en un tubo de 13X100
mm estéril y afladir 2ml de etanol absoluto a -20° C.

En este paso se pueden congelar las muestras a -20° C 6 se puede

continuar la extraccion. La congelacion se puede hacer directamente

en los mismos tubos en los que se tienen las muestras. No se debe

descongelar hasta el momento de finalizar la extraccion.

Si se decide continuar la extraccion en el momento de agregar el

etanol absoluto a -20° C se observa precipitar al ADN.

16.Capturar el ADN con una varilla de vidrio y enjuagar este con
etanol al 70% dejando evaporarlo en condiciones de esterilidad

17.Resuspender el ADN en un microtubo con 200 ul de agua estéril.

18.Colocarlo en el termobloque a 60° C durante 2 horas.

Todos los materiales que se utilicen deben estar estériles para evitar la
presencia de nucleasas. Es importante, trabajar con guantes durante el
proceso de extraccion. Es importante también que la pureza de los reactivos
sea muy alta porque, si no es asi, la calidad del DNA disminuye, o puede

degradarse.

B. Tipificacion del numero de repetidos del trinucleétido CTG

La pieza fundamental en el presente estudio quizas sea el analisis del
repetido ya que de este resultado dependen tanto el manejo posterior como el

asesoramiento genético.

1. PCR
Los alelos entre 5 y 200 repetidos pueden identificarse por la técnica de
PCR usando oligonuclettidos de las secuencias flanqueadoras del repetido

(Cuadro ¢7?).



Cuadro 3. Oligonucleotidos de las regiones flanqueadoras del repetido.

Nombre Secuencia
*E 5 5 GGCTCGAAGGGTCCTTGTA3
*R 3 3" CTCAGCCTGGCCGAAAGAAY

Las condiciones de amplificacién para efectuar la reaccion de PCR

fueron las siguientes:

1. Calcular el volumen correspondiente a 500 ng de DNA gendmico.
2. Adicionar en un tubo de 2 mL:
a) Elvolumen equivalente a 500 ng de DNA gendmico.
b) 1 mM MgCl; (1 ul)
c) Desoxinucleotidos trifosfatados  (dNTP’s) a una
concentracion de 2.5 mM, llevarlos a una concentracién de
125 uM (1 pl)
d) Buffer 10X, llevarlo a una concentracion de 0.5X (1 pl)
e) Oligonucledtido F* a una concentracion de 20 mM, llevarlos
al0omM
f) Oligonucleétido R* a una concentracion de 20 mM,
llevarlos a 10 mM
g) 0.75 unidades de Taq polimerasa (1 unidad=0.3 pl)
h) Aforar con agua estéril hasta 50 pl
3. Colocar en el termociclador (Eppendorf, Master cycler gradient) el
siguiente programa:

Desnaturalizacion 95°C 30s

Alineacion 61°C 60s
Extension 72°C 2m
30 ciclos

Una vez concluido el programa los productos de amplificacion fueron
sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con objeto de confirmar la

presencia de los alelos. El peso esperado de los fragmento amplificados para



los alelos normales es alrededor de 129 pb. Una vez que se confirmé el

producto de la amplificacion, se procedio a la purificacion del fragmento.

2. Purificacion del Fragmento Amplificado

La purificacion del fragmento observado en el gel sufre un proceso de
purificacion, realizado con el kit QUIAEX II; esto evita contaminantes en la
reaccion de secuenciacion. Esta técnica remueve el exceso de dNTP’s,
oligonucleoétidos, enzima, ADN, etc y de esta manera obtener una secuencia

limpia.

1. Cortar la banda del fragmento amplificado del gel y pesarla.

2. Agregar 3 veces el peso de la banda buffer QXIy 5 ul QUIAEX I
en un tubo de 2 mL.

3. Incubar por 10 min a 50° C, agitando cada 2 min el tubo.

4. Centrifugar durante 1 min a 10, 000 r.p.m., decantar y afadir 500
ul de buffer QXI.

5. Centrifugar durante 1 min a 10, 000 r.p.m., decantar y eliminar los
residuos de este buffer. Agregar 500 ul de buffer PE, agitar
vigorosamente y centrifugar durante 1 min a 10, 000 r.p.m. (2
veces)

6. Eliminar los residuos del buffer PE y secar la muestra a
temperatura ambiente. Resuspender con 20 ul de agua estéril,
centrifugar 2 min a 10, 000 r.p.m. y el sobrenadante se coloca en
un microtubo.

7. Verificar que la purificacion haya sido exitosa, electroforesis del
producto obtenido en un gel de agarosa usando un marcador de

peso y cantidad (low-mass) de 100 pb.



3. Reaccidén de Secuenciacion

Teniendo la muestra purificada todo el producto de la PCR contiene el
ADN correspondiente a los alelos de DM1. Preparamos la muestra para la
secuenciacion automética. La tecnologia de secuenciaciéon del ADN nos
permite saber el orden o secuencia de los nucleétidos que forman parte del

gen.

Las condiciones de la reaccion de secuencia son las siguientes:

1. Adicionar en un tubo de 200 pl:
i) Mezcla de reaccion del kit BigDye Terminador (2 pl).
j) Purificado de la PCR 100 ng/ul (1 pl)
k) Oligonucledtido F* a una concentracion de 10 uM (1 pl)
[) Oligonucledtido R* a una concentracion de 10 uM (1 pl)
m) Agregar agua estéril (16 pul)
3. Colocar en el termociclador (Eppendorf, Master cycler gradient) el
siguiente programa:

Desnaturalizacion 96°C 30s

Alineacion 50°C 15s
Extension 60°C 4 m
25 ciclos

4. Purificacion de los productos de la extension

La purificacion se realiza por el método por columnas de Centri Sep para

eliminar la fluorescencia en exceso y permitir una secuenciacion limpia.

1. Pesar en una columna 0.06 g de sephadex.

2. Agregar 800 pul de agua inyectable, esperar por lo menos dos
horas a que se hidraten.

3. Centrifugar durante 3 min a 3000 r.p.m. para retirar el exceso de

agua.



4. Colocar el producto de la PCR en las columnas y centrifugar
durante 3 min a 3000 r.p.m. para obtener el producto purificado.
5. Centrifugar la muestra en una centrifuga al vacio (Opied Vac),

esperar hasta que el producto seque y tapar con una septa.
5. Montaje de la Muestra en el Equipo de Secuenciacion

1. Afadir 20 ul de amortiguador de carga TSR Applied Biosystems.

2. Transferir a un tubo de secuenciacion y colocar una septa.

3. Desnaturalizar la muestra a 94° C por 2 min y colocar
inmediatamente en hielo.

4. Colocar las muestras en el secuenciador automatizado ABI

PRISM modelo 310 de acuerdo a las instrucciones del equipo.

Al evaluar los resultados de las secuencias se encontraron hallazgos a
los ya reportados en la literatura, se identifican alelos entre 5 y 200 repetidos
por lo que se empleo una segunda técnica con el kit GLDM PCRProber™ que
es un analisis por PCR no radioactivo para la genotipificacion de la DM1
solamente en uso con fines de investigacion, para la identificacion de alelos

con una mayor expansion.

C. Tipificacién del niumero de repetidos del trinucledtido CTG
por el kit GLDM PCRProber™

El kit GLDM PCRProber™ esta basado en la técnica de Southern blot,
las sondas pueden estar disponibles sin marcaje para usarlas con
radioactividad o estar marcadas con digoxigenina para detectar la
quimioluminiscencia. Estas sondas son especialmente para detectar
expansiones de repetidos trinucledtidos, tales como X Fragil, Enfermedad de
Huntington, Ataxia de Friedreich, Enfermedad de Kennedy y DM1.

El Gene Link no radioactivo es un sistema de deteccibn para
enfermedades con expansion trinucledtidos rapido, fiable y sensible como el
32P. La mutacion detectada por Southern blot corta el ADN con cualquiera de

estas enzimas de restriccion (Bam HI o Pts I) este método detecta el tamafio de



la regién del repetido por hibridacién de la sonda GLDM1 o GLDM2 al ADN que
ha sido digerido con la adecuada enzima de restriccion y bloteada sobre la
membrana. El repetido CTG en rangos normales mide aproximadamente 1377

pb digerida con Bam HI y 1136 pb digerida con Ptsl.

1. Preparacion de la PCR Premix

Descongelar los componentes individualmente, inmediatamente
almacenar a -20° C después de usarlos. Preparar suficiente PCR Premix para
el nimero de reacciones que se haran. Tener precaucion de preparar 10% mas

del premix asignado. Preparar 49 ul de volumen final para la reaccion.

PCR Premix DM1

Componente A de la PCR GLDM 29 pl
Componente B de la PCR GLDM 4 ul
Componente C de la PCR GLDM 16 ul

Volumen Final 49 ul

PCR “Hot Start”

Los programas para la PCR son dos:

a. “Hot Start”
Desnaturalizacion 94°C 5 min
Mantener 60°C

b. Amplificacion del repetido CTG
Desnaturalizacion 95°C 30s
Alineacion 61°C 60s
Extension 72°C 2m

30 ciclos



Usar 44 pl del premix para cada reaccion, adicionar 50-100 ng de
ADN y comenzar con el programa de “Hot Stara” para
desnaturalizar por 5 min.

Mientras espera los 5 min de desnaturalizacion adicionar Taq
polimerasa a lo que sobro de la premix. Adicionar 2.5 unidades de
Taq Polimerasa por 10 pl de premix. Marcar este tubo como
Enzima Mix.

Mientras la PCR esta en 60° C adicionar 5 ul de la enzima mix a
cada tubo. Después de adicionar a cada tubo, continuar con la
PCR b.

Precipitar el producto de PCR con etanol. Disolver el botén en 5
ul de agua estéril y entonces adicionar 5 ul de buffer marcado

seq.

Electroforesis y Electrotransferencia

Preparar un gel de poliacrilamida al 6%-7 M de urea. Pre-electroforesis

por 10 min a 25 watts constante.

Calentar la muestra a 75° C por 5 min. Mantener en hielo. Cargar 5 ul al

gel. Correr el gel a 25 watts constante 10 min después de que el colorante

xileno cianol salga del gel, aproximadamente 1 hora.

Mientras el gel corre, prepararse para la transferencia. Remojar con

carga positiva la membrana de nylon en agua por 5 min, continuar remojando

en TBE 1X. Ajustar el aparato de electrotransferencia. Electro-transferir a 400
mA por 1 hora en TBE 1X.

3. Hibridacién y Deteccion

Preparar la hibridacion y deteccion mientras sucede la transferencia.

Después de la electrotransferencia, lavar la membrana con 50 ml
de solucion Hybwash | a 55° C por 30 min.
Prehibridar en 7.5 ml con solucién Lumisol Ill precalentada a 55°

C por 30 min.
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Remplazar con 7.5 de Luminisol Il precalentada a 55° C
adicionando 2 ul de la sonda GLDM PCRProber™. Hibridar a 55°
C por 30 min. No excederse de 30 min.

Posteriormente lavar con 75 ml de la solucion Hybwash |
precalentada por 7 min a 55° C. Repetir 3 veces. Un total de 4
lavados.

Lavar con 150 ml de solucion Hybwash Il precalentada por 5 min
a 55° C. Repetir una vez. Un total de 2 lavados.

Lavar en 25 ml de buffer de deteccion 1X a temperatura ambiente
por 5 min. Repetir 3 veces. Un total de 4 lavados.

Transferir a una hoja plastica y desechar el exceso de buffer.
Secar los extremos con una toalla de papel, sin tocar el interior.
Rociar CDP-star, un substrato listo para usar, cubrir
homogéneamente la membrana. Cubrir con la hoja plastica y
enjuagar la superficie completa para quitar cualquier exceso de
substrato y burbujas aire. Exponer la placa a temperatura
ambiente por 1 hora o por el tiempo necesario.

La luminiscencia permanece por lo menos 24 horas y la

intensidad permanece casi constante durante algunas horas.



Con expansiones mayores de 200 repetidos el ADN gendmico fue digerido con
la enzima de restriccion Bam | (Figura 4). Y el ADN se hibrido como se

menciona en el punto 3 (hibridacion y deteccion).

GeneProber™

Dia 1 U ADN Gendmico

Digestidn con enzimas de
Restriccion

Electroforesis

® ) el de
Dia 2 Poliacrilamida

Membrana de
Mylon

!

(:g Dia 3 —=| Quimioluminiscencia
4 -] (Southern blot)

!

['i%esultadus, Analisis e Interpreta [:iﬁn.a,'

Fig 4. Representacion de la técnica.

Bam HI CTG Repeats Bam HI
GLDM | [y 1
2109 bp GLDM1 Bam HI 1377 bp S

Fig 5. Se representa el sitio de corte de la enzima de restriccion Bam HI.



XI.

RESULTADOS

Se valoré una genealogia de tres generaciones con 24 integrantes, de
los cuales 6 individuos presentan manifestaciones clinicas compatibles con
DM1. Del total de integrantes se realizd historia clinica completa de 15
individuos incluyendo a 4 de los afectados clinicamente. Posterior al
interrogatorio y a la exploracion fisica se analizaron molecularmente a 3 de los

gue presentan signos y sintomas y a 4 individuos clinicamente sanos.

zada a los

7 individuos de la genealogia.
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Fig 7. Electroferograma que corresponde a dos alelos a) arriba 5 repetidos, B) abajo 11

N e

repetidos.



Para los individuos del grupo A los datos se resumen en el Cuadro 4:

Cuadro 4. Manifestaciones de los Miembros de la Familia Mexicana
Sintoméaticos. @ Francamente Positivo, O Positivo, ? Desconocido,
cuadro en blanco=negativo.

Manifestaciones Clinicas 11-10 11-12 111-10

Problemas de Movilidad

Problemas para Deglutir

Problemas Cardiovasculares
Astenia/Adinamia

Somnolencia

Infecciones de Vias Respiratorias
Cataratas

Ptosis

Fuerza Muscular Disminuida
Problemas a la Flexion Cervical
Problemas a la Extension Cervical
Problemas Abducciéon de Hombros
Problemas a la Extension de Mufieca
Problemas a la Flexion de la Mufieca
Problemas para Pinzar

Problemas a la Flexion de Cadera o

Problemas Dorsi-Flexion del Tobillo o

Miotonia Moderada Leve Grave Leve
Alteracion Funcion Respiratoria

Alteracion en el Electrocardiograma ()
Edad de Inicio 40 afilos 30 afios 15 afios 16 afios

No. de Repetidos NA 139 713 27

El individuo 1I-12 ha presentado problemas para deglutir ocasionalmente,
cuando come o0 bebe tose desde hace 3 afios y frecuentemente tiene que
esperar o golpearse para deglutir el alimento. El reporte cardiol6gico concluyo

bradicardia. La paciente refiere alteraciones del suefio. Presenta ligera ptosis,



dificultad a la extensién del cuello, al pinzar y a la dorsiflexion del tobillo; con
139 repetidos.

El individuo 111-8 ha presentado somnolencia, cambios en el suefio, una
miotonia importante con pérdida de fuerza y habitualmente presenta dificultad a
la flexion de la cadera.

El individuo I1I-10 presenta somnolencia, miotonia paresia de lengua y al
pinzar.

En el caso de los individuos del grupo B el registro Cardiff fue negativo
para todos los signos y sintomas, ninguno de ellos se habia realizado
electrocardiograma excepto 1I-6 cual fue normal y el nimero de repetidos se

presenta en el cuadro 5.

Cuadro 5. Miembros de la Familia Asintomaticos.
-1 -2 -2 14 16 1MW-3 -5 1-9

No. de Repetidos NA NA NA 142 1000 NA 15 127

A pesar de que el registro Cardiff evalia gran parte de los problemas que
pueden observarse en la DM1 hay algunos datos clinicos que quedan fuera
(Cuadro 6).

La expansion del repetido trinucle6tido fue analizada en pacientes afectados y
pacientes aparentemente sanos. Se observa (Cuadro 6) que los pacientes II-4,
[I-6, 111-5, IlI-9 sin datos clinicos para DM1 presentan 142, 1000, 15y 127 de
ndameros de repetidos, respectivamente. Los pacientes con manifestaciones
clinicas 11-12, IlI-8 Y III-10 presentan 139, 713 y 27 numeros de repetidos,
respectivamente. Solo uno de ellos (Ill-10) presenta leve dafio cognitivo
caracterizado por poca fluencia verbal. Ninguno de ellos presenta cataratas, ni
diabetes. Uno (1I-12) tiene bradicardia. Todos presentan un grado leve de dafio
motor dado por la miotonia y debilidad muscular observado también en la
puntuacion referida en la Escala de Rango de Incapacidad (2 para los

afectados).



Cuadro 6. Hallazgos clinicos y moleculares.

P S E EI D.C. C AC. D D.M. EMG ERDM* (CTG),

II-4

F 49 NC - - - - - - 1 142
1I-6

F 43 NC - - - - - - 1 1000
11-12

F 3 3 - - + - + + 2 139
I11-5

F 25 NC - - - - - - 1 15
I11-8

F 19 15 - - - - 4 + 2 713
I11-9

F 25 NC - - - - - - 1 127
I11-10 N

M 22 16 - - - + 2 27

P, paciente; S, sexo; E, edad; El, Edad de Inicio; DC, Dafio Cognitivo;

C, cataratas; AC, Alteracion Cardiaca, D, Diabetes; DM, Discapacidad
Motora; EMG, Electromiografia; ERDM, Escala de Rango de Incapacidad,;
(CTG),,; tamafio del repetido; NC; No datos Clinicos de DM1.



XIl.

DISCUSION.

El reconocimiento de la expansion del repetido CTG en los pacientes
con DM1 ha sido basico para empezar a resolver algunos aspectos de la
enfermedad. Este mecanismo biolégico parece explicar la amplia variabilidad
en la sintomatologia de la enfermedad y la edad de presentacion,
particularmente entre diferentes generaciones de la misma familia.>® Sin
embargo, en nuestro estudio no se puede concluir que haya correlacion entre el
ndamero de repetidos y el cuadro clinico de la enfermedad (cuadro 6); hay
familiares que presentan alto numero de repetidos sin manifestaciones clinicas,
como la paciente II-6, y al menos en el grupo B uno de ellos (llI-5) en su alelo
mas expandido presenta 15 repetidos trinucledtidos, colocandolo como el Unico
individuo dentro de los clinicamente sanos con alelos dentro de los rangos
normales; paraddjicamente, la paciente Il1-8 presenta 713 trinucledtidos que no
correlacionan con sus manifestaciones clinicas, sin embargo, esta paciente es
la que tiene una edad de presentacibn mas temprana. Los pacientes con
manifestaciones clinicas (lI-12 y 1l-8) y con aumento de repetidos, presentan
miotonia y disminucion de la fuerza importantes, sobre todo la paciente I1I-8. A
pesar de que el paciente lll-10 presenta en su alelo la expansion de 27
trinucledtidos, que lo coloca dentro de los polimorfismos de alelos normales,
tiene datos clinicos de miotonia, ademas de presentar, a diferencia de 1I-12 y
[1I-8, poca fluencia verbal. Algunos autores han propuesto que probablemente,
algunas manifestaciones clinicas especificas presentan una correlacion entre el
namero de repetidos mientras que en otras no se observa esta
correspondencia®; la presencia o ausencia de varias manifestaciones clinicas
gue son frecuentemente observadas en los pacientes con DM1 (insuficiencia
respiratoria, diabetes, hipogonadismo, cataratas y desordenes del suefio) no
estan relacionadas con el largo del repetido.”® En los 90's se escribieron
articulos que mencionan que el fenotipo mas grave de DM1 presenta el
repetido mas largo con una edad de presentacion mas temprana en los hijos de
padres afectados. Estudios similares mencionan que el tamafio del repetido es
mas extenso en estos hijos.'® 3 °® 52 Con todos estos antecedentes la
propuesta es que la variacion en la gravedad correlaciona con lo extenso de la

mutacién y la edad de presentacion.*” ** Probablemente esta sea la Unica



relacion existente, y dado que la presentacion es mas temprana, la historia
natural de la enfermedad pareceria ser mas grave en los pacientes de inicio
temprano. Para valorar si las manifestaciones clinicas dependian de la
expansion del triplete se iniciaron estudios analizando el tamafio del repetido
en diferentes tejidos. Se observéd que en el masculo esquelético se
encontraban repetidos mas largos que en los linfocitos de sangre periférica del
mismo individuo.* ! Las expansiones mas grandes fueron localizadas en el
corazon, seguido de fibroblastos, higado y cerebro ademés de proponerse que
la inestabilidad del repetido CTG es mas pronunciada en los estados mas
tempranos de la embriogénesis, no excluyendo que la expansion puede ocurrir
continuamente a lo largo de la vida del paciente®® > Se ha planteado que la
distribucion del tamafio del alelo entre células sométicas tiende a futuras
expansiones y que el promedio del largo del repetido en células de sangre
periférica de pacientes con DM1 puede incrementarse en un tiempo
relativamente corto (1 a 5 afios), si en la evaluacion inicial el repetido es >200
en un intervalo de 2 afios se observard un incremento en el repetido pero si el
repetido es <200 el incremento serd después de 5 afios? Por otra parte el
tamafio del alelo no siempre correlaciona con lo observado clinicamente?, asi la
familia mostrada en este estudio parece encontrarse dentro de las excepciones
qgue algunos autores mencionan con respecto a las correlaciones descritas en
la literatura. No contamos con el andlisis molecular de la generacion |, esto nos
limita para determinar el origen materno o paterno de la expansion del
repetido. En la generacion Il los pacientes 8,10,12 y 14 estan afectados; 11-14
finada a los 44 afios por falla cardiaca, con diagnéstico de bradicardia por
problemas en la conduccién cardiaca. 1I-12 con leves manifestaciones (ver
cuadro 3y 5) incluyendo leve miotonia. Esta paciente presento 4 abortos, los 2
primeros se trataron de molas hidatiformes, manifestacion ligada a impronta
gendémica paterna®® lo que descartaria el antecedente de DM1. Sin embargo,
ignoramos la causa de los ultimos dos abortos y si hubiera alguna relacion con
el repetido que en ella fue de 139. De los pacientes 1I-8 y 1I-10 no contamos
con al andlisis molecular y al menos de 1I-8 tampoco evaluacion clinica. El
paciente 1I-10 presenta diversas alteraciones (ver cuadro 3) y tiene una hija
afectada. La generacion Il con solo dos pacientes sintométicos; I11-8 con pocas

manifestaciones clinicas (ver cuadro 3 y 5) y miotonia grave con 1000 repetidos



y una edad de presentacion temprana; llama la atencion que presenta pocas
manifestaciones clinicas pero una grave miotonia, una edad de presentacion
temprana y un largo repetido. El paciente IlI-10 presenta manifestaciones
menos evidentes (ver cuadro 4 y 6) que Ill-8, a pesar de ser el descendiente de
una mujer afectada y finada a temprana edad por alteraciones cardiacas,
curiosamente su alelo mas expandido presenta 27 trinucle6tidos. No obstante
los pacientes asintdmaticos presentan expansion del repetido. El 1I-4 y III-9
tienen >100 repetidos sin ninguna manifestacién clinica, sin embargo cabe
mencionar que 11I-9 es hija de una afecta clinicamente por DM1 y hermana de
un individuo (l1I-10) con manifestaciones clinicas sin expansion. Por otro lado II-
6 se reportd con 1000 repetidos y al aplicarle el registro Cardiff y la evaluacion
médica no presenta ni una sola manifestacion clinica. Ambas pacientes (II-6,1ll-
8) presentan 1000 repetidos y sin embargo ambas presentan un cuadro clinico
contrario que va de manifestar la enfermedad hasta ser portadora sana, que es
un termino que propone Harper para referirse a los individuos con un repetido
<100°" probablemente esta paciente (ll-6) sea portadora, no manifieste la
enfermedad por que tenga mosaisismo somatico y/o quizds haya genes
modificadores participando en la expresion de la enfermedad. Ademéas todos
nuestros pacientes fueron evaluados por un oftalmélogo experimentado y
ninguno de ellos (sintoméaticos o clinicamente sanos) presentan cataratas
policromaticas™®; este signo es muy frecuente en los pacientes con DMI,
pueden ocurrir a cualquier edad pero usualmente no se presentan antes de la

pubertad, ademas puede ser la manifestacion minima de la enfermedad.®

Estudios previos propone que el repetido CTG es muy inestable de una
generacion a otra y que ademas esta inestabilidad también se observa en
diferentes tejidos de un mismo individuo. Esto podria estar generando
mosaicismo somatico, es decir, en un mismo tejido la existencia conjunta de
una gran variacion del niumero de repetidos en cada una de las células. Este
proceso que Harper describe como edad-expansion, asume que a mayor edad
es mayor la expansion de trinucledtidos y que ademas se presenta en todas las
células del organismo. Esto permite proponer que el tamafio del repetido tiene
un bajo poder predictivo para la edad de presentacion y la gravedad de la

enfermedad. Analogo a estas observaciones, cuando se valora la transmision



intergeneracional de la mutacion y es comparada con la expansion del repetido
presente en la sangre de un padre y en la de su hijo, cerca del 6% muestran
una disminucion de la expansién, conocida como contraccion. Y contrariamente
a lo que se esperaria observar, aparentemente estas contracciones son
asociadas a anticipacion clinica. Esta paradoja probablemente sea el resultado
de medir el repetido y asociarlo con el padre, el hijo y la edad de presentacion
cuando la toma de muestra para el andlisis molecular es a una edad mayor de
los padres e ignoramos mucho del comportamiento del repetido a lo largo del
tiempo en los diferentes tejidos. Asi se debe tomar un cuidado especial al inferir
lo largo de la expansién del triplete en un diagnéstico clinico.*

A pesar del descubrimiento de la participacion de la mutacion de DMPK
como el gen protagdnico en la DM1, esta mutacion no ha sido suficiente para
explicar todas las manifestaciones clinicas observadas en la patologia. Dado
que la mutacion de DMPK se encuentra en la region 3'UTR del gen se plantea
que al transcribirse este ARNm afecta la expresion local de otros genes y que
DMWD, DMPK y SIX5 actian como un sindrome de genes contiguos.*

El analisis de la expansion de los repetidos trinucleétidos por el kit
GLDM PCRProber™ basado en la técnica de Southern blot, usando
digoxigenina para detectar la quimioluminiscencia es altamente confiable y un
método menos toxico para el investigador. Este método puede facilitar la
investigacion de las enfermedades humanas por amplificacion de trinucle6tidos.
Nosotros planteamos la posibilidad de emplear las sondas GLDM PCRProber™
para diagnéstico clinico, sin embargo, aun faltaria un estudio comparativo entre
el método diagnostico hasta ahora empleado (Southern blot) y las sondas
GLDM PCRProber™. Por lo que continuar empleando las sondas
quimioluminiscentes en futuras investigaciones y correlacionando los hallazgos
clinicos con los reportes de las expansiones de los trinucledtidos ayudaran a
elucidar si estas sondas GLDM PCRProber™ son confiables para utilizarse en
la practica diaria, de ser asi la tecnologia a encontrado un nuevo método para
dejar de utilizar material radioactivo, benéfico para el personal de salud. Si este
método es viable repercutirhd tanto en pacientes como en investigadores y
finalmente se reflejara en un mejor manejo clinico para el paciente y por
supuesto para un mejor asesoramiento genético del que ahora podemos

ofrecerles a estas familias.



Xlll. APENDICE

1. Registro clinico muscular Cardiff para Distrofia Miotonica

Nombre Fecha

Lista de Problemas Peso
Talla

Movilidad

Deglutir

1. ¢Tose cuando come o bebe?
2. ¢Usted tiene que cortar muy finamente o picar sus alimentos antes de comer?
3. ¢Usted evita comer ciertos alimentos por que le causa dificultad para
deglutirlos?
4. ¢Usted tiene que esperar o golpearse para deglutir el alimento?
Cardiovascular
Disnea
Taquicardia
Astenia/Adinamia
Somnolencia
1. Suefio durante el dia
2. Cambios en el suefio
3. Cefalalgia matutina

Numeros de infecciones de vias respiratorias en los Ultimos 6 meses

Exploracion Fisica
Presencia de cataratas u opacidades en el cristalino Ausente
Visible
Madura u Operada

Ptosis Normal



Media

Moderada
Severa
D I

Fuerza Muscular

Flexion Cervical 543210

Extension Cervical 543210

Abduccién de los Hombros 543210 543210
Extension de la Mufieca 543210 543210
Flexion de la Mufieca 543210 543210
Pinzar 543210 543210
Flexion de la Cadera 543210 543210
Dorsi-flexion del Tobillo 543210 543210
Fuerza al pinzar Dinamémetro _ Kof Kgf

Escala Médica: 5=Normal

4=Movimientos activos en contra de la resistencia

3=Puede vencer la gravedad 2= Movimientos si elimina la gravedad

1=fluctuacién/vestigio 0=No movimiento de ninguno.

Miotonia Ausente/Solamente a la percusién/Medio/Moderado/Severo
Pulso Presion Arterial
Torax Abdomen
Acostado Sentado/Sin movimiento
FEV1
FVvC
Deglucion

Volumen Total (usualmente 100 ml)



Tiempo
No de Tragos
Cantidad de dobles tragos

Toser mientras deglute

ECG Requerido Ritmo

No requerido

Otros

Otros comentarios

Flutter Auricular

Ritmo Intervalo PR

Bloqueos (especificar)

Firma



2. Preparacion de Soluciones

Stock
NaCl a 5 mM
SDS al 10%
NaCl Saturado
Etanol absoluto
Etanol al 70%
Agua Bidestilada

Solucién TTS:
500 ul de Tris
500 pl de Tritén
15 ml de Sacarosa

30 ml de agua
Soluciones para hibridacién del kit GLDM PCRProber™:
Solucién de Lavado de Hibridacién 1:

35 ml de hybwash A

312 ml de agua estéril desionizada

3.5 ml de hybwash B
Solucién de Lavado de Hibridacién 2:

7.5 ml de hybwash A

340 ml de agua estéril desionizada

3.5 ml de hybwash B

Buffer de Deteccion a 1X:



100 ml de buffer de deteccion 1X
10 ml de buffer de deteccién 10X

90 ml de agua estéril desionizada

3. Secuencia del gen DMPK

2312 gtccctaggcectggcectatcggaggcegcttteectgetectgticgecgttgttetgtetegtgecgecgecctggget

gcattgggttgg
tggcccacgccggecaactcaccgeagtctggegecgeccaggagecgeccgegetcccTGAaccctagaactgtettcgactee

ggg

gccccgttggaagactgagtgeccggggcacggcacagaagecgegceccaccgcectgecagtticacaaccgcetccgagegtggg
tctccgeccagcteccagtectgtgatccgggeccgecccctagcggecggggagggaggggecgggtecgeggecggegaacgg
F5’ gccgggaatgetgcetgetgetgetgetgetgetgetgetgetgetgetgetgetgetgetge
tgctgctggggggatcacagaccatttct F3’ gccctgacgtgga
tgggcaaactgcaggcctgggaaggcagcaagecgggccgtcegtgttccatcctccacgecacccccacctategtiggticgcaaa
gtgcaaagctttcttgtgcatgacgccctgetctggggagegtctggegegatetctgectgcttactcgggaaatttgcttttgccaaacc
cgctttttcggggatcccgegeccccctectcacttgegetgetctcggagecccagecggcteecgeccgcttcggeggtttggatatttat
tgacctcgtcctccgactcgetgacaggctacaggacccccaacaaccccaatccacgttttggatgcactgagaccccgacattect
cggtatttattgtctgtccccacctaggacccccaccecccgaccctcgcgaataaaaggecctccatctgcccaaaaaaaaaaaaaa

ddaaaaaaaaaaaaa



XIV. GLOSARIO

Alelos: Version especifica de un gen que ocupa una localizacion determinada
en el genoma. Se diferencia de otros alelos del mismo gen por ser distinta su
secuencia de nucleétidos. En general, uno de los diferentes estados
alternativos del mismo gen.

Amplificacion del ADN: Proceso por el que se generan copias de un fragmento
de ADN. Puede producirse in vivo o realizarse in vitro mediante diversas
técnicas.

Cromosoma: Elemento que existe en el nucleo de las células en el momento de
su divisién o mitosis, que contiene el material genético.

Congénito: de caracter hereditario.

Enzima: catalizador biol6égico, normalmente una proteina, que mediatiza y
promueve un proceso quimico sin ser ella misma alterada o destruida. Son
catalizadores extremadamente eficientes y muy especificamente vinculados a
reacciones particulares.

Enzimas de restriccion: enzimas bacterianas que reconocen una secuencia
palindromica especifica de nucledtidos en un ADN de doble cadena.,
rompiendo ambas cadenas. La ruptura se produce dentro del lugar de
reconocimiento. Cada una de estas enzimas escinden el ADN siempre en el
mismo sitio, en loci especificos 0 secuencias objetivo. Son las tijeras de la
ingenieria genética que abrieron las puertas a la manipulacion genética.

Gen: Secuencia de nucleétidos que codifica un producto. Incluye regiones
anteriores (5’ no traducida; 5° UTR) posteriores (3’ no trducida; 3' UTR) a la
region codificante, asi como secuencias interpuestas (intrones) entre
segmentos (exones). Unidad de transmision hereditaria; ocupa un sitio
determinado en los cromosomas llamado locus.

Genotipo: Conjunto de genes de una persona que puede o0 no expresarse. La
contribucion genética a la descendencia. La constitucion génica de un locus
particular. Constitucion genética de un organismo.

Heterocigoto: Un individuo que ha recibido informacion genética diferente de
cada uno de los padres, para la unidad en cuestion. Tener dos alelos
diferentes de un gen especifico.

Homocigoto: Un individuo que ha recibido la misma informacion genética de
cada uno de los padres, para la unidad en cuestion. Tener dos alelos idénticos
de un gen especifico.

Kilobase (Kb): unidad empleada para medir la longitud de los fragmentos de
ADN constituidos por una serie de bases. 1 Kb = 1000 bases.



Kilodaltones (kDa): Es una pequefia unidad de masa usado para expresar
masas atémicas y masas moleculares. Es definido como 1/16 de la masa del
atomo de oxigeno, es decir, cerca de 1.65X102* ar.

Loci: en latin, plural de locus.
Locus: en genética, punto de un cromosoma ocupado por un gen.

Miotonia: Prolongacion de la contraccion muscular, voluntaria o no, mas alla de
su margen normal, retrasando la relajacion. Disminuye al repetir el ejercicio
muscular.

Multifactorial: Causado por la interaccion de mdultiples genes y factores del
medio ambiente.

Mutacion: Cambio en la secuencia de bases nitrogenadas en la molécula de
DNA. Variacién espontanea o inducida del genoma.

Par de bases (bp): Par de Acon T o C con G, en una doble hélice de ADN, que
interactian mediante enlaces de hidrégeno.

Polimorfismo genético: Presencia en una poblacién de dos o més alelos de
cualquier sistema, en la que la frecuencia del mas raro de ellos no puede
explicarse por mutacién recurrente.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR): Amplificacion enzimética de
fragmentos de DNA localizado entre un par de iniciadores. Il Reaccion de la
polimerasa en cadena, en la que la ADN polimerasa copia un segmento de
ADN, resultando en una enorme amplificacion de una muy pequefia muestra.
La técnica es ampliamente utilizada en investigacion, diagnéstico médico y
medicina forense.

Secuenciacion: secuenciacion de DNA. Determinacion del orden en el que se
disponen las bases que forman una molécula de DNA. Proceso mediante el
cual se determina el orden de los nucleétidos o de los aminoacidos en una
molécula de &cido nucleico o de proteina.

Southern Blot: Nombrado asi por Edgard M Southern quien desarrollo este
procedimiento. Las moléculas de ADN son transferidas de un gel de agarosa o
poliacrilamida a una membrana que posteriormente hibridan con una sonda
especifica y generalmente marcada con radioactividad, se revela la placa y se
observa el patron de “manchas”.

Taq polimerasa: una DNA polimerasa termoestable aislada de una bacteria,
utilizada en PCR.
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