UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ

Analisis del efecto de |la variante nueva

| €.901-6 903del en el gen COL6A2enla
expresion del mRNA en una paciente con
distrofia muscular de Bethlem.

TESIS

PARA OBTENER EL TiTULO DE
ESPECIALISTA EN:

GENETICA MEDICA

|
PRESENTA:
/
Dra. Yanen Zaneli Rios Lozano

\a B,
o
U8,

T

7 TUTORES:
Dr. Rodrigo Moreno Salgadqg® il
O Aghtin

- Dr. Oscar Medina Contrerta]t)%_:‘ 3 R
(5 #2%
[l X ';-I_‘%lhx ..
FEBRERD.2024 ¢




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION 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 imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Hospital Infantil de México Federico Gomez
Instituto Nacional de Salud
Ciudad de México a 02 de junio del 2023

Hoja de recoleccion de firmas del protoceolo de tesis: “Analisis del efécto tie
la variante nueva ¢.901-6_903del en el gen COL6AZ en la expresion del
mRMNA &n una paciente con distrofia muscular de Bethlem.

Dr. Rodrigo Mereno Salgado
Jefe del Departamento de Genetica Medica
Hospital Infantil de México Federico Gomez

Dr. Oscar Medina Contreras
Investigador en Ciencias Médicas D.
Unidad de Investigacion Epidemiolégica en Endocrinologia y Nutricion
Hospital Infantil de México Federico Gomez



Dedicatorias

A mi hijo, quien desde su llegada me inspira a ser una mejor version de mi todos los
dias, a ser mas empatica, tolerante y amorosa. Gracias Roman por llenarme de

besos y decirme que me amas. Eres mi motor y mi inspiracion cada dia. Te amo.

A mi esposo, quien cada dia me sorprende con sus ganas de aprender cosas
nuevas y con su curiosidad me invita a ser mejor, quien me apoyo desde el dia en
el que decidi ser genetista y siempre ha estado a mi lado echandome porras y

ayudandome a descubrir en mi cosas que ni yo conocia. Te amo por siempre.

A mis padres, quienes nunca me han dejado de demostrar que siempre contaré con
ellos. Nunca terminaré de agradecer todo, siempre tendran mi apoyo y admiracion.

Los amo.

A mis amigos y hermanos de residencia quienes con sus risas me ayudaron a que

los dias dificiles fueran mejores.

Al Dr. Oscar que ha guiado mi camino desde hace 7 afios que llegue a este hospital

durante mi servicio social.

A mis maestros, por compartir conmigo su conocimiento y poder guiarme.

Yanen



Contenido

1B T o038 =T 4 e o J TSR 5
N 1 (=Y o =T L= o | 1= RS 24
Planteamiento del problema..............ccooiiiiiiii e 25
Pregunta de investigacion ...............c.ooooiiice e e 26
JUSTIFICACION ...ttt e e aeseeens 27
[T o T 2= =T L= U 28
ODJEEIVOS.......ceeeeeeee ettt sttt et e e s be e s e et e bt e e et e e beentesteereenrenreas 29

ODbjJetivo gENETAl ..........c.ooiiee ettt neas 29

ODbjetivos @SPECITICOS ..o e 29
MEEOOIOGIA ... 30
Plan de analisis estadiStiCo...............cccooiiiiiei e 33
DescripCion de variables................cooooioiiiie s 34
RESUITATOS ...t sttt et b e et e st e et e besbe et e e e 38
[ 1= o U= T ] o S 46
CONCIUSION ...ttt sttt et e et e st et e s tees e e se e st eneensesneensesaesneensensens 50
POISPECLIVAS ...ttt sttt st et re e et e 51
Cronograma de actividades .............cccocveiiiiiieicccce s 52
Limitaciones del @StUdIO .............cocooiiiii e 53
=] =1 =1 4 Uo7 T T U 54
ANBXOS ...ttt ettt sttt e a et e bt e Rt et e eReen s e teeteententeese et e teeneentenres 61



Analisis del efecto de la variante nueva c.901-6_903del en el gen COL6A2 en

la expresion del mRNA en una paciente con distrofia muscular de Bethlem.

Marco teorico

Introduccién

El sistema musculoesquelético cumple una variedad de funciones como sostener el
cuerpo, permitir el movimiento y la proteccién a 6rganos. Dentro de los elementos
que lo conforman se encuentran los huesos, cartilagos, tendones, ligamentos u
otros tejidos conectivos que conectan las articulaciones, cuyos movimientos son
favorecidos por el musculo esquelético el cual se conecta a las estructuras 6seas
cercanas para poder transducir la fuerza generada mediante la contraccion

muscular.

El tejido conectivo tiene la funcion principal de sostener y unir tejidos y 6rganos, esta
compuesto por fibroblastos y matriz extracelular (MEC), la cual va a ser importante
para la adhesion celular, estabilidad y regeneracion. El colageno es un componente
importante de la matriz extracelular, da el soporte a muchos tejidos. Existen
diferentes tipos de colageno que forman parte de la MEC como el tipo I, II, I, VI,
IX, XI (Di Martino et al., 2023).

El colageno tipo VI, es una proteina de la MEC en el estroma, forma una estructura

micro fibrilar sobre la membrana basal (Bénnemann, 2011a)

Las miopatias relacionadas con el colageno tipo VI representan un grupo de
distrofias musculares con un amplio espectro de manifestaciones clinicas y son
causadas por variantes en uno de los genes que codifican para las cadenas a del

colageno VI (Bénnemann, 2011a).



Estos trastornos son unicos entre las miopatias hereditarias en el sentido de que
son trastornos hibridos con caracteristicas clinicas atribuibles tanto al musculo como
al tejido conjuntivo. Son trastornos paradigmaticos de la 'miomatriz', la matriz
extracelular del musculo, y destacan la importancia de la miomatriz en el

funcionamiento y mantenimiento del musculo (Bénnemann, 2011a).

El colageno tipo VI forma parte de la matriz extracelular a nivel muscular, esta
formada por tres cadenas peptidicas a, la A1, A2 y A3 las cuales son codificadas
por los genes COL6A1, COLAZ2 y COL6AS3 respectivamente, los dos primeros se
ubican en el locus 21g22.3 y el ultimo en 2q37 (Caldu-Agud et al., 2020).

La presencia de variantes patogénicas en los genes que codifican para alguna de
las cadenas del colageno tipo VI provocan una sintesis anormal de colageno tipo VI
o en cantidades insuficientes llevando a degradacion de la matriz extracelular que
rodea las células musculares, provocando los fenotipos de miopatias relacionadas
con el colageno tipo VI, con manifestaciones clinicas muy variables, en este se
incluye la miopatia de Bethlem y la distrofia muscular congénita de Ullrich (Panadés-
de Oliveira et al., 2019).

Las miopatias relacionadas con el colageno tipo VI tienen una prevalencia de
<1/100.0000, con patron de herencia autosomico dominante y recesivo.
Actualmente se clasifica dentro del gran grupo de distrofias musculares de cinturas
(LGMD D5 y R22, segun el modelo de herencia) (Idoux et al., 2019).

Historia

La miopatia de Bethlem fue descrita por primera vez en 1976 por J. Bethlem y H.
Wijngaarden quienes informaron sobre 3 familiar con una miopatia benigna con
patron de herencia autosdmico dominante que presentaba contracturas en los
dedos, codos y tobillos, asi como debilidad y atrofia de los musculos del tronco y
extremidades, con progresion lenta, sin embargo, actualmente se sabe que en

realidad se trata de una distrofia muscular mas que una “miopatia” ya que la



histologia del musculo muestra cambios distréficos tipicos como la degeneracion y
regeneracion, con reemplazo de musculo por grasa y tejido conectivo fibroso, datos

compatibles con una distrofia muscular.(Bethlem & Wijngaarden, 1976).

La distrofia muscular congénita de Ullrich, se describié por primera vez en 1930,
inicialmente como una distrofia muscular esclerética atonica congénita (Nihei et al.,
1979).

Para 1978 se describié a otra familia de ascendencia polaca en la que 6 miembros
en 4 generaciones padecian el trastorno descrito 2 afios antes. Posteriormente se
fueron describiendo nuevos casos, con las mismas caracteristicas clinicas, algunos
con presencia de torticolis, con niveles de creatina quinasa elevados y alteraciones
a nivel histopatoldgico, con reemplazo de tejido muscular por tejido graso. Para
1994 Merlini y colaboradores sugieren que el dato caracteristico son las
contracturas de los ultimos 4 dedos (Merlini et al., 1994), ese mismo afio, se reportd
el caso de una madre e hija afectadas con contracturas y debilidad préximal leve,
con distrofia y necrosis con regeneracion de fibras en la biopsia muscular y una
tomografia que mostré disminucion del volumen de los musculos paravertebrales y

menor densidad en musculos proximales (Tohyama et al., 1994).

En el 2005, se describié en una revision clinica los datos mas caracteristicos, las
contracturas musculares como sello caracteristico, asi como lesiones
dermatolégicas como hiperqueratosis folicular, cicatrizacion queloide y cicatrices
atréficas (Lampe & Bushby, 2005).

El fenotipo intermedio de estas alteraciones en la colagena tipo VI, se describié en
el 2011 y también se propusieron criterios de funcidn motora y pulmonar para

distinguir el fenotipo intermedio (Foley et al., 2013).

Epidemiologia



La epidemiologia internacional de la distrofia muscular de Bethlem no es bien
conocida, ya que a menudo es infradiagnosticada o mal diagnosticada. Sin
embargo, algunos estudios han estimado que la prevalencia es inferior a 1 en 1
millon de personas (S. S. Lee et al., 2022; Panadés-de Oliveira et al., 2019). Otros
autores reportan una prevalencia en el norte de Inglaterra de 0.13:100 000
(Norwood et al., 2009).

Y en Japon y Australia, el fenotipo intermedio representa la segunda forma mas
comun de distrofia muscular congénita después de la distrofia muscular de
Fukuyama y las a-distroglicanopatias, respectivamente (Okada et al., 2007; Peat et
al., 2008).

En nuestro pais no existen reportes acerca de los datos epidemiolégicos de la

distrofia muscular de Bethlem, de Ullrich o del fenotipo intermedio.

Manifestaciones clinicas

Los datos clinicos de los trastornos relacionados con el colageno tipo 6 representan
un amplio espectro de fenotipos superpuestos. La edad de inicio de los sintomas

suele ser desde los 2 afos hasta la séptima década de la vida.

A nivel neuromuscular la debilidad muscular préximal es uno de los datos
cardinales, asi como la hipotonia, atrofia y debilidad en los musculos proximales,
contracturas articulares multiples en flexién a nivel distal en dedos, muiecas, codo
y tobillo, hipermovilidad distal, hiperlaxitud de la articulacion distal sobre todo en las
articulaciones interfalangicas distales de las manos y la metacarpofalangica del
pulgar (Caldu-Agud et al., 2020).

Se ha descrito también, hipotonia congénita, torticolis, sobreposicion de las manos
y pies con manos con las mufiecas en flexién y tobillo en dorsiflexién, cifoescoliosis

temprana, cara redondeada con eritema facial en mejillas (Foley et al., 2021).



A nivel dermatoldgico también presentan datos clinicos muy caracteristicos, como
hiperqueratosis folicular, cicatrizacion queloide y/o atréficas o en “en papel de
cigarrillo”, las cuales pueden ser desencadenadas por lesiones leves(S. S. Lee et
al., 2022).

Los datos clinicos menos frecuentes son la insuficiencia respiratoria, aunque la
mayoria de los pacientes tienen parametros de funcién respiratoria disminuidos,
generalmente no requieren ventilacion no invasiva, en algunos casos esta es
necesaria en mayores de 50 afios, se puede establecer una correlacion entre la
capacidad vital forzada y la funcién del musculo esquelético, pero no con la edad
(Angelini, 2020).

A

Figura 1. Fotografias clinicas de los principales hallazgos en las distrofias muculares relacionadas con el coldgeno tipo VI.

(Victor et al., 2017).



A nivel cardiaco, las anomalias en la conduccién se describen en el 10% de los

pacientes, los niveles de CK pueden estar normales o elevarse hasta 10 veces su

valor basal.

Clasificacion

El espectro de manifestaciones clinicas de las miopatias relacionadas con el

colageno tipo -VI es muy heterogéneo, por lo que se ha establecido una clasificacion

de acuerdo con su severidad:

1.

Distrofia muscular de Bethlem: Se refiere al fenotipo mas leve de este grupo
de miopatias, clinicamente presentan debilidad muscular proximal,
contracturas articulares, hipotonia, retraso de hitos motores durante la primer
infancia y la afeccién respiratoria no es un dato frecuente. Prenatalmente
pueden estar ya presentes la hipotonia. En la adultez, los pacientes
continian con debilidad proximal, contracturas de los codos, tendén de
Aquiles y flexores largos de los dedos. La progresion clinica es lenta, incluso
en mayores de 50 afos, aun se conserva la deambulacion, aunque pueden
requerir ayuda.

Distrofia muscular de Ullrich: Este es el espectro de mayor gravedad, los
pacientes pueden presentar debilidad congénita, hipotonia, contracturas en
articulaciones proximales, hiperlaxitud en articulaciones distales,
movimientos prenatales disminuidos. Aunque algunos pacientes pueden
lograr la deambulacion, esta, suele perderse entre los 10 y 11 afios. Todos
los pacientes presentan insuficiencia respiratoria en etapas tempranas, suele
ser grave y amerita ventilacién no invasiva nocturna.

Fenotipo intermedio: Aunque logran deambulacién independiente después
de los 11 afos, no logran correr, saltar o subir escaleras sin ayuda. La

insuficiencia respiratoria suele tener un inicio mas tardio que en Ullrich,
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requiriendo ventilacién no invasiva a finales de la adolescencia(Foley et al.,
2021).

Biopsia muscular

Si bien, no existen datos especificos en las biopsias musculares de pacientes con
alteraciones del colageno tipo 6, se pueden encontrar reportes de cambios
miopaticos cronicos inespecificos al inicio de la enfermedad y con la evolucién
clinica se podran encontrar cambios como degeneracion, regeneracion y reemplazo
de tejido muscular por grasa y tejido conjuntivo fibroso. Si se utilizan anticuerpos
dirigidos contra el colageno tipo VI se puede encontrar una expresion disminuida o
una localizacion alterada. Como se puede observar en la figura 1, el colageno se
marca con rojo la laminina y-1 en verde y cuando estos colocaliza se observa una
coloraciéon amarilla. En a, son imagenes de un control sano y en b de un paciente
con un fenotipo intermedio de miopatias relacionadas con el colageno tipo 6. En b
se puede observar la falta de colocalizacion entre el colageno tipo VI y los
componentes de la membrana basal, sugiriendo una funcién inadecuada de la

proteina a nivel muscular (Bonnemann, 2011a).

Figura 2. Inmunohistoquimica del coldgeno tipo VI en biopsias musculares de un paciente con fenotipo intermedio de
miopatias relacionadas con el coldgeno tipo VI.
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Estudios de imagen.

La resonancia magnética y el ultrasonido muscular pueden brindar datos que
orienten hacia alteraciones del colageno tipo VI, sobre todo para la distrofia
muscular de Bethlem. En esta, el musculo que con mayor frecuencia se ve afectado
en los estudios de imagen, es el vasto lateral, se observa un borde de sefial anormal
a lo largo de la periferia con preservacion de la parte central (“patron de afuera hacia
adentro”). Otro musculo afectado es el recto femoral, con sefial anormal dentro de
un area central del musculo, rodeada por musculo de apariencia normal ("patrén de
nube central”). En la figura 2 se muestran imagenes de resonancia magnética de 4
pacientes con Distrofia muscular de Bethlem, con conservacién de la parte central
del vasto lateral y bordes con aumento de la sefal, asi como aumento en la parte

central del recto femoral (Mercuri et al., 2005).

(a) (b)

Figura 3. IRM. Imdgenes transversales ponderadas en T1, de cuatro pacientes con Distrofia muscular de Bethlem.
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Gen COL6A2

El locus se ubica en 21922.3, codifica para la subunidad alfa-2 del colageno tipo VI.
Se mapeo por primera vez en 1988 y en ese mismo afo se estudid su funcién

(Klewer et al., n.d.).

Gen Proteina Locus Exones Mb Da aa

COL6A1 Cadena alfa-1 del 21922.3 35 23.2 108529 1028
colageno VI

COL6A2 Cadena alfa-2 del 21922 .3 29 34.7 108579 1019
colageno VI

COL6A3 Cadena alfa-3 del 2937 .3 44 90.1 343669 3177
colageno VI

Tabla 1. Diferencias entre los genes de las cadenas alfa del coldgeno tipo VI.

Proteina COL6A2

El colageno tipo VI forma parte de la matriz extracelular en el musculo, esta
conformada por tres cadenas peptidicas, A1, A2 y A3 que son codificadas por los
genes COL6A1, COL6A2, COL6AS.

La proteina colageno VI es el componente principal de la matriz extracelular a nivel
muscular, participa en mantener la estabilidad muscular ya que permite establecer
la union entre la lamina basal y la matriz intersticial que rodea. Requiere de su
ensamblaje para que las cadenas a se combinen y formen tetrameros de COL6 que

seran secretados a la membrana extracelular (Aguti et al., 2020).
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Fisiopatologia y bases moleculares

Recientemente, se han descrito las celulopatias de las células satélite, es decir,
aquellos trastornos musculares cuyas variantes patogénicas provocan disfuncion de
las células satélite de manera directa o indirecta. Las células satélites, son el
nombre con el que se conoce a las células madre musculares, cuya funcion principal
se enfoca en el crecimiento y homeostasis del musculo esquelético para su
adecuada funcién, reparaciéon y regeneracion. La unidad funcional del musculo
esquelético es la fibra muscular (miofibra)(Martino et al., 2023).

Satellite Cell Myogenesis and Self-Renewal
Stimulus

Differentiation & Fusion

~ Quiescence

= Activation

Myofibre Regeneration or Growth

Stimulus

De Novo Myofibre Formation

@  Myonucleus O @@ Myotube
MPC/Myoblast y
D> OQuiescent SC O>

<> Activated SC @@ \yocyte

New Myonucleus

- Contractile Apparatus

Figura 4. Dindmica de las células satélite a nivel muscular.
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En la figura 2 se puede observar en color verde a las células satélite que por lo
general se encuentran en estado quiescente, ubicadas entre la lamina basal y el
plasmalema. Tras sufrir alguna lesion o como respuesta a algunas senales de
crecimiento, estas células se activan (ilustradas en color amarillo) y comienzan a
proliferar, generando una poblacién de células progenitoras musculares (MPC)
conocidas como mioblastos (en color anaranjado), que posteriormente entraran a
diferenciacién celular para convertirse en miocitos (ilustrados de color rojo). Los
miocitos posteriormente se fusionaran con fibras musculares multinucleadas
preexistentes, o bien, formaran miofibras nuevas. Del total de la progenie de las
células satélite, una parte es retiradas del ciclo celular y entra nuevamente en
reposo, lo que mantendra la autorrenovacion y regeneracion a lo largo de la vida
(Ganassi & Zammit, 2022).

Las variantes patogénicas en estos genes producen una sintesis alterada del
colageno tipo VI o en menor cantidad por lo que la matriz extracelular alrededor de

las células musculares se degrada (Caldu-Agud et al., 2020).

Al existir una cadena de colageno VI alterada, esta ejerce un efecto dominante
negativo durante la formacion de los tetrameros, llevando asi a un ensamblaje

defectuoso de la proteina a nivel intracelular (Aguti et al., 2020).

Las variantes con efecto dominante negativo, representan del 50-75% en los casos
con fenotipo grave o de Ullrich y 100% de los casos del fenotipo leve o de Bethlem
(Aguti et al., 2020).

Modelos de estudio

El uso de modelos animales para el estudio de las patologias es una metodologia
ampliamente utilizada. En el caso de la miopatia de Bethlem (BM), los modelos
murinos no han logrado reproducir las variantes patogénicas que ya se han
encontrado en humanos. Existe un reporte de un modelo murino con debilidad

muscular distal y disminucion de la fuerza de agarre(Meehan et al., 2017).
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También existe un modelo de pez cebra (col6a14°*’4) que se ha catalogado como el
unico modelo animal estandarizado para el estudio de esta patologia. Este modelo
tiene una de las variantes patogénicas mas frecuentes que provoca el salto del exén
14 en el mMRNA que codifica para la cadena a1 del colageno tipo VI (col6a1 2 ex74fish)
la cual se manifiesta con una estructura alterada del reticulo sarcoplasmico y
mitocondrias con alteracion en los canales idnicos y niveles de calcio (Idoux et al.,
2019).

Patréon de herencia

Inicialmente se describié un patron de herencia autosémico dominante, pero en el
2009 se describi6 el primer reporte de 2 pacientes no relacionados, cada uno de los
cuales era heterocigoto compuesto para una variante trunca y una variante sin
sentido en COL6A2 (Gualandi et al., 2009).

En el fenotipo intermedio y de Ullrich, se ha descrito mosaicismo somatico y
germinal. En el caso del patrén de herencia autosémico dominante, si uno de los
padres tiene la variante patogénica identificada en el paciente y esta afectado, el
riesgo para los hermanos del paciente de heredar la variante es del 50% por cada
embarazo de los padres e independientemente del sexo del producto, en el caso
que los padres no sean portadores de la variante y este sea un caso de novo en la
familia, las posibilidades de transmitir la variante patogénica es igual al riesgo de la
poblacion general, pero no se debe descartar la presencia de mosaicismo somatico

o germinal en los padres (Bonnemann, 2011a).

En la herencia autosdmico recesiva, si esta confirmado que ambos padres son
heterocigotos para una variante patogénica, cada hermano del paciente afectado,
tiene un riesgo del 25% de estar afectado, 50% de ser portador y 25% de no estar
afectado y no ser portador, estos riesgos son por cada embarazo de los padres e

independientemente del sexo del producto(Foley et al., 2021).
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Diagnéstico

No existen a la fecha criterios para el diagndstico clinico. El diagndstico se establece
en un paciente con los datos clinicos sugestivos, imagenes musculares, estudios
inmunohistoquimicos y mediante la identificacion de variantes patogénicas
heterocigotas o bialélicas en COL6A1, COL6A2 o COL6A3 mediante pruebas

genéticas moleculares (Bonnemann et al., 2014).

Estas pruebas moleculares, pueden incluir el analisis de genes unicos, panel
multigénico, secuenciacién de exoma, secuenciacion de genoma completo, segun
el fenotipo de cada paciente. Estos analisis pueden detectar deleciones e
inserciones intragénicas pequenas, asi como variantes en sitios de empalme. Sin
embargo, también se deben considerar los analisis de delecion/duplicacion
intragénicas en caso de no obtener resultados en los primeros analisis y si el
fenotipo del paciente es muy sospechoso de una miopatia relacionada con el

colageno VI (Fan et al., 2018a).

Para el caso de COL6A1, la frecuencia de variantes patogénicas identificadas es
del 35-38%, ara COL6A2, del 44-46% y para COLG6A3 del 18-19%, de todos los
casos de miopatias relacionadas con el colageno tipo 6. En los tres genes, la tasa
de deteccion por secuenciacion de proxima generacion es mayor al 99% y menor al

1% para el caso de los anadlisis de delecion/duplicacion (Allamand et al., 2011).

Esto apoya la idea de que ante un casos sospechosos en un paciente con datos
clinicos muy sugestivos de miopatias relacionadas con el colageno tipo VI, con

técnicas de secuenciacidn se obtienen tasas diagndsticas muy altas.

Diagnésticos diferenciales

Existe una larga lista de trastornos que cursan con contracturas articulares que

deben ser tomados en cuenta como parte de los diagndsticos diferenciales de la
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distrofia muscular de Bethlem, entre ellos, se encuentran la Calpainopatia, debido
a variantes en CAPN3, con patron de herencia AR y AD y que cursa clinicamente
con atrofia de los musculos peri escapular y biceps y las contracturas suelen ser

mas graves (Forsting et al., 2022).

La distrofia muscular de Emery-Dreifuss, por variantes en EMD, FHL1, LMNA, con
patron de herencia ligado al X y AD que se presenta con contracturas articulares en
la primera infancia, atrofia muscular acompafnada de debilidad con progresién lenta
asi como afeccion cardiaca(Heller et al., 2020). La miopatia por variantes en FHL1,
con patrén de herencia ligado al X, cuyo dato histolégico caracteristico es la
presencia de cuerpos reductores y clinicamente presentan debilidad muscular
temprana, grave con insuficiencia respiratoria en edades tempranas (Borch et al.,
2022).

La distrofia muscular por variantes en LAMAZ2, distintivamente tiene afeccién en
SNC, con alteraciones de la sustancia blanca, niveles altos de creatina cinasa (CK)

y neuropatia desmielinizante (Angelini, 2020; Bonnemann et al., 2014).

La miopatia por variantes en TTN, de herencia autosdmico-recesiva que se presenta
con artrogriposis y alteraciones en la resonancia magnética muscular con contraste
(Oates et al., 2018).

Por las lesiones cutaneas que pueden presentar los pacientes con distrofia muscular
de Bethlem; la acroangiodermatitis, un trastorno angioproliferativo benigno, de
extremidades inferiores, es parte de los diagndsticos diferenciales, ya que, debido
a que las cadenas de colageno VI, se encuentran alrededor de los vasos
sanguineos, muy probablemente esto contribuya a la fisiopatologia de esta entidad
(S. S. Lee et al., 2022).

Existen otros trastornos a tomar en cuenta como parte de los diagnosticos
diferenciales como lo es, Ehlers-Danlos por variantes en COL12A1, ya que pueden
compartir datos con el fenotipo grave e intermedio como cifoescoliosis, hipotonia,
laxitud articular, retraso de hitos motores, piel blanda. También otros subtipos de
Ehlers-Danlos como el causado por variantes en PLOD1, FKBP14, COL1A1,
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COL5A1, COL5A2. Otra entidad que se debe considerar es el sindrome de Marfan,
por variantes en FBN1, ya que pueden presentar hiperlaxitud articular, retraso de

hitos motores y piel blanda (Bébnnemann et al., 2014).

Tratamiento y seguimiento

Actualmente no existe un tratamiento para las miopatias relacionadas con el
colageno tipo 6, se da un manejo multidisciplinario segun las afecciones que
presenten los pacientes. En el caso de la miopatia de Bethlem, para aquellos
pacientes que requieren ventilacion mecanica no invasiva (VMNI) mediante presién
positiva (BiPAP) sobre todo al dormir, por lo que requieren valoracion por
neumologia y cardiologia, para la prevencion de la sobrecarga cardiaca derecha asi
como fisioterapia respiratoria(Foley et al., 2013). En caso de presentar escoliosis y
contracturas como en el tendon de Aquiles; seguimiento por ortopedia y manejo
quirurgico en caso de ser necesario. Terapia ocupacional para el manejo de la
afeccion articular. Para las alteraciones en la piel, seguimiento por dermatologia
(Victor et al., 2017).

Los pacientes con miopatia de Bethlem requieren seguimiento anual con pruebas
de funcién pulmonar, polisomnografia, vigilancia de la progresién de la escoliosis
con radiografias anuales, evaluacién cardiaca anual con ecocardiograma y

electrocardiograma asi como evaluacion anual de fisioterapia(Foley et al., 2021).

Se han estudiado algunos enfoques utilizando un oligonucle6tidos antisentido
gamper (ASO) o RNAs de interferencia pequefios (siRNA) para disminuir el efecto
dominante negativo en variantes en COL6A asociadas a distrofia muscular
congeénita de Ullrich (Aguti et al., 2020).
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Clasificacion de variantes genéticas

El desarrollo e implementacion la secuenciacién de siguiente generacién de alto
rendimiento en el ambito clinico y de investigacion ha permitido mejorar las tasas
de diagndstico molecular. Sin embargo, esto también ha traido consigo una mayor
complejidad para la interpretacion de las variantes de secuencia encontradas, por
lo que el Colegio Americano de Genética Médica y Genomica (ACMG), en el 2020
publico los estandares técnicos para la interpretacion y el informe de variantes de
secuencia, el cual va dirigido a las pruebas genéticas implementadas en laboratorios
clinicos, para el genotipado, analisis de genes individuales, paneles, exomas y

genomas.

Dentro de la terminologia que se sugiere utilizar, para la clasificacion de las

variantes, en trastornos con herencia Mendeliana o clasica, tenemos:

1. Variante patogénica: Cambio en la secuencia de nucleétidos sobre una
secuencia de referencia que repercute negativamente en el fenotipo del
paciente.

2. Variante probablemente patogénica: De acuerdo con la secuencia se es
probable que haya relevancia, pero tiene que confirmarse

3. Variante de significado incierto: Diferencia entre la secuencia de un individuo,
sobre una secuencia de referencia que no se reconoce la relevancia
patogénica.

4. Variante probablemente benigna: De acuerdo con la secuencia se es
probable que no haya ninguna relevancia, pero tiene que confirmarse.

5. Variante benigna: La secuencia de nucleotidos no tiene ninguna relevancia
en la produccion de productos funcionales, por lo tanto, tampoco en el

fenotipo del paciente.

También se sugiere utilizar el término variante para reemplazar los términos

“‘mutacion” y “polimorfismo”, ya que estos solian crear confusién debido a su
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atribucion incorrecta a efectos patogénicos o benignos. En las tablas 1 y 2 se
muestran los criterios propuestos para la clasificacion de varian tes patogénicas y

benignas, respectivamente (Richards et al., 2015a).

Muy fuerte Sin sentido, frameshift.

Fuerte Establecimiento del dano in vitro o in vivo en el

gen o en su producto.

Moderada Cambio localizado en puntos calientes.

De soporte Fenotipo familiar altamente sospechoso.

Tabla 2. Criterios propuestos por la ACMG para la clasificacion de las variantes patogénicas.

Fuerte Evidencia en estudios in vitro donde no se

demuestra alteracion del producto funcional.

De soporte In frame en regiones altamente repetidas que no

altera el producto funcional.

Tabla 3. Criterios propuestos por la ACMG para la clasificacion de las variantes benignas.



Procesamiento del mRNA

El proceso de splicing o empalme alternativo es un mecanismo que permite que un
solo gen generé multiples RNA y asi regular la expresion génica postranscripcional,
asi el 95% de los genes que contienen intrones sufren una o mas formas de
empalme alternativo. Dentro de los tipos de empalmes alternativos estan: Omision
de exon, retencién de intrones, seleccion de sitios de sitios de empalme alternativos
en 5y 3" y el empalme mutuamente excluyente. El empalme alternativo es
modulado por secuencias reguladoras en cis llamadas potenciadores o
silenciadores del empalme las cuales se unen a proteinas reguladoras (Ule, J, et
al., 2019).

ape—a—un
an . T

RNA folding 1

3§ =T
Altermative splicing ‘/ lBack-splici.ng\']’rﬂns-sp!iciug

Figura 5. Procesamiento del RNA.
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Dentro del empalme, recientemente se han encontrado eventos de empalme
alternativos de RNA no codificante asi como empalme alternativo no canénico. Por
ejemplo, en RNA largo no codificante (IncRNA) genera diferentes tipos de RNA
mediante sitios de empalme alternativos 5y retencion de intrones. Dentro del
empalme no canodnico (Empalme inverso), permite generar RNA circular (circRNA),
el cual es un RNA no codificante que se genera después del empalme del pre-
MRNA en el que un empalme localizado corriente debajo de 5°(Sitio donador del
splicing) se une a un sitio de splicing corriente arriba de 3'(Sitio aceptor de splicing),
generando asi una transcripcion de RNA circular con un enlace fosfodiéster 3°-5°
(Xu B, et al., 2021).

Una delecidon en un sitio de empalme puede tener un efecto significativo en el
procesamiento del ARN. El empalme es el proceso mediante el cual se eliminan los
intrones del pre-mRNA vy los exones se unen para formar el mRNA maduro. El
empalme ocurre en sitios especificos llamados sitios de empalme, que se
encuentran en los limites entre los intrones y los exones. Una delecion en un sitio
de empalme puede dar como resultado que uno o mas intrones permanezcan en el

mRNA maduro, lo que lleva a la produccién de proteinas anormales.

Cuando ocurre una mutacion en el sitio de empalme, la transcripcion de mRNA
posee informacion de estos intrones que normalmente no deberia incluirse. Se
supone que se eliminan los intrones, mientras que se expresan los exones. La
eliminacion del sitio de empalme da como resultado que uno o0 mas intrones
permanezcan en el mMRNA maduro y puede conducir a la produccién de proteinas

anormales (Halperin et al., 2021).
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Antecedentes

En el departamento de genética del Hospital Infantil de México se han visto en
consulta tres nifios con sospecha de alteraciones de la colagena. Los datos se

resumen en la tabla 4, que se muestra a continuacion.

Manifestacion clinica Paciente Paciente Paciente Paciente
de este 1 2 3
protocolo
Hitos motores retrasados v v v v
Hipotonia v v v v
Debilidad muscular proximal v v v v

Contracturas articulares
distales (Codos, tenddn de v v v v
Aquiles, interfalangicas)

Progresion lenta v X X v
Dificultad para la

deambulacion, subir & / X v
escaleras

Cifoescoliosis X v X X
Displasia congénita de X v X v
cadera

Afeccion respiratoria X v v X

Alteraciones dermatolégicas

(Eritema facial, cicatrices

atroficas, queloides, v v X X
hiperqueratosis folicular)

Tabla 4. Comparacion de datos clinicos entre la paciente de este protocolo y 3 pacientes del HIMFG del Departamento de
genética.
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Planteamiento del problema

El colageno VI es un componente importante de la matriz extracelular que forma
una red microfibrilar que se encuentra en estrecha asociacion con la célula y la
membrana basal circundante. El colageno VI también se encuentra en el espacio
intersticial de muchos tejidos, incluidos musculos, tendones, piel, cartilagos y discos
intervertebrales. Por lo tanto, las variantes en genes que codifican para el colageno
VI dan como resultado trastornos con afectacidon combinada de musculo y tejido
conjuntivo con una clinica muy heterogénea. Sin embargo, es necesario profundizar
el estudio de las miopatias relacionadas con el colageno tipo VI ya que eso puede
ayudarnos a mejorar nuestra comprension de estos trastornos. A pesar de que a
nuestra institucibon acude un gran numero de pacientes con trastornos
musculoesqueléticos, es muy probable que no se estén diagnosticando todos los
casos de distrofias musculares por alteraciones en el colageno tipo VI, por lo que el
estudio la nueva variante ¢.901-6_903del en COL6A2, permitira ampliar el
conocimiento tanto clinico como molecular sobre esta enfermedad y también

sentara las bases para el estudio y analisis de futuros casos en nuestra institucion.
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Pregunta de investigacioén

¢, Cuales son las manifestaciones clinicas y el efecto en la expresién del mMRNA de
la variante nueva c.901-6_903del en el gen COL6A2 en una paciente con distrofia

muscular de Bethlem?
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Justificacion

Las miopatias relacionadas con el colageno tipo VI son un grupo de trastornos
genéticos raros, causados por variantes en los genes que codifican para la colagena
tipo VI, una proteina esencial tanto para la estructura como para la funcion de los
musculos. Estos trastornos pueden presentarse con un amplio espectro de
manifestaciones clinicas, aunado a esto, la baja frecuencia con la que suelen
reportarse hace mas complejo su diagnédstico. A nivel internacional existen reportes
de caso y series de pacientes, sin embargo, en nuestro pais, no contamos con esta

informacion.

La importancia de estudiar este tipo de distrofias musculares nos permitira
comprender mejor las causas moleculares y el papel del colageno tipo VI a nivel
muscular, ya que actualmente, no existen intervenciones terapéuticas
farmacolodgicas. Por lo que el estudio de estas distrofias musculares puede ayudar
mejorar nuestra comprension de estos trastornos y ayudar en el desarrollo de

herramientas tanto diagndésticas como terapéuticas.
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Hipétesis

Si el empalme es el proceso mediante el cual se eliminan los intrones del pre-RNA
y los exones se unen para formar un mMRNA maduro y si las deleciones del sitio de
empalme pueden tener un efecto significativo en el procesamiento del RNA,
entonces la variante ¢.901-6_903del en el gen COL6A2 interrumpira el proceso
normal de empalme y dara como resultado una proteina COL6A2 anormal que
resultara en una funcionalidad alterada del colageno tipo VI con manifestaciones

clinicas relacionadas con esta proteina.
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Objetivos

Obijetivo general

Analizar las manifestaciones clinicas y el efecto en la expresion del mRNA de la
variante nueva c¢.901-6_903del en el gen COL6A2 en una paciente con distrofia

muscular de Bethlem.

Objetivos especificos

1. Describir las manifestaciones clinicas que la paciente presento.

2. Describir las alteraciones en los resultados de imagen realizados en la
paciente.

3. Analizar el tipo de variante encontrada en la paciente en el estudio de
secuenciacion de segunda generacion.

4. Desarrollar un modelo de estudio que permita analizar mediante ensayos de
biologia molecular la region afectada por la variante encontrada.
Confirmar la variante a través de secuenciacion tipo Sanger.
Medir el efecto de la variante respecto a un control sanos, mediante el

analisis del mRNA
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Metodologia

El disefio del estudio consiste en un estudio experimental, prospectivo, transversal.
La poblacion de estudio consiste en una paciente femenina del Hospital Infantil de
México Federico Gomez vista en el departamento de genética, en el periodo de
marzo del 2022.

La paciente fue elegida debido a que inicialmente contaba con datos sugerentes de
alteraciones del colageno; sin embargo, no contaba con un diagndstico definitivo,
por lo que se realizé exploracion fisica completa e historia clinica completa, con

toma de fotografias clinicas autorizadas por la paciente y por su madre.

Se obtuvo consentimiento y asentimiento informado por la madre y paciente, se
brind6 asesoramiento genético preprueba y se tomd muestra de sangre periférica
para realizar secuenciacidon de segunda generacion de un panel de genes de

alteraciones musculoesqueléticas que incluyo 131 genes.

En una cita posterior, se hizo entrega de resultados y se brind6 asesoramiento
genético, debido a que inicialmente la variante obtenida: ¢.901-6_903del en el gen
COLG6AZ2 se reportd como probablemente patogénica, fue necesario realizar estudio

de segregacion a ambos padres.

El resultado de segregacién fue negativo, por lo que esto le dio mas puntos de

patogenicidad a la variante y fue reclasificada a patogénica.

Posteriormente, se le invito a participar en este proyecto (a la paciente y a un control
sano), se tomaron muestras de sangre periférica, 4 mL en tubos con EDTA. Se
extrajo DNA con el kit Quick-DNA Miniprep Plus Kit y RNA con el kit Quick-RNA
Miniprep Plus Kit (Zymo Research) de acuerdo con los protocolos facilitado por el
proveedor (Anexo E y F). Las muestra fueron almacenadas en la Unidad de
Investigacion epidemioldgica en endocrinologia y nutricion del HIMFG, a -80°C

hasta su utilizacion.

Se disefiaron 5 pares de oligonucledtidos (sentido y antisentido), para el exén 6, 7,
8 y 9 del gen COL6A2 (Anexo G).
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Se amplificé gDNA con los primers mencionados, y se realiz6 un gel de agarosa al
3% en dénde se corrieron 100 pg de gDNA de la paciente y un control sano, con los
siguientes pares de primers: 7F-9R, 7F-8R, 8F-9R para comparar el tamafno de la

banda entre paciente y control.

Posteriormente se elabor6 un gel de agarosa al 3% en donde se corrié durante 25
minutos a 100 V, 100 uyg de gDNA y 100 ug de cDNA de COL6A2 de la paciente,
para confirmar integridad y peso molecular, posteriormente la banda fue purificada

y enviada para su secuenciacion tipo Sanger.

Estas muestras junto con los primers fueron enviadas para realizar secuenciaciéon

tipo Sanger a un laboratorio privado.

Paralelamente se realizd High Resolution Melting (HRM) del cDNA de la paciente y

el control sano, para evidenciar cambios en la secuencia del RNA mensajero.
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Diagrama de flujo de la metodologia.
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Plan de analisis estadistico
Se realizara una comparacioén no paramétrica en los niveles de expresion del mMRNA

entre la paciente del protocolo y un control sano asi como descripcion de los datos

clinicos.
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Descripcion de variables

Variable Definicion Tipo de variable Unidad de medicion
Sexo Condicién de un | Cualitativa, nominal | Hombre/Mujer
individuo que lo | dicotébmica
distingue entre
masculino y
femenino.
Edad Tiempo que ha | Cuantitativa Afnos
vivido una persona | continua
u otro ser vivo
contando desde su
nacimiento
Miopatias Cualitativa nominal | Debilidad muscular
relacionadas con el | Grupo continuo de | policotomica proximal
colageno tipo 6 fenotipos  clinicos Contracturas articulares
superpuestos con en los codos, los
distrofia  muscular tendones de Aquiles y

de Bethlem en el
extremo mas leve,
distrofia  muscular
congénita de Ullrich
(UCMD) en el
extremo mas grave
y un fenotipo entre
UCMD vy distrofia
muscular de
Bethlem.
denominado COLG6-
RD intermedio

los flexores largos de
los dedos.

Hipotonia
Hitos motores
retrasados Afectacion

respiratoria
Cicatrizacién queloide
Cicatrizacién el papel
de cigarro

Queratosis folicular

Debilidad muscular

Pérdida de la fuerza
muscular

Cualitativa nominal
Dicotdmica

Presencia o ausencia

Contracturas
articulares

Tension

permanente de los
musculos, los
tendones, la piel y
los tejidos cercanos
que hacen que las
articulaciones se
acorten y se vuelvan
rigidas.

Cualitativa nominal
Dicotdmica

Presencia o ausencia

Hipotonia

Disminucion de la
tension o del tono
muscular, o de la

Cualitativa nominal
Dicotémica

Presencia o ausencia
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tonicidad de un
organo.

Hitos
retrasados

motores

Comportamientos o
destrezas fisicas
observadas en
lactantes y nifios a
medida que crecen
y se desarrollan.
Voltearse, gatear,
caminar y hablar se
consideran  todos
hitos o]
acontecimientos

fundamentales.

Cualitativa nominal
Dicotdmica

Presencia o ausencia

Dificultad
respiratoria (Disnea)

Afeccion que
involucra una
sensacion de
dificultad o]
incomodidad al
respirar 0 la
sensacion de no
estar recibiendo
suficiente aire.

Cualitativa nominal
Dicotédmica

Presencia o ausencia

Queratosis folicular

También conocida
comunmente como
queratosis pilaris, es

una afeccion
dermatoldgica
benigna que se
caracteriza por la
formacién de
pequefas
protuberancias
asperas y

escamosas en la
piel, por un exceso
de produccion de
queratina.

Cualitativa nominal
Dicotdmica

Presencia o ausencia

Cicatrices atrdéficas

Cicatrices que se
situan por debajo de
la superficie de la
piel circundante.
Estas pequenas
depresiones se
producen cuando la

Cualitativa nominal
Dicotémica

Presencia o ausencia
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cantidad formada
del nuevo tejido
conectivo es

insuficiente debido a
la desorganizacion

del proceso de
curacion.
Cicatrices queloides | Las cicatrices | Cualitativa nominal | Presencia o ausencia
hipertroficas y los | Dicotdmica
queloides son
respuestas

hiperproliferativas

del tejido conectivo
frente a diferentes
estimulos, entre los
que se incluyen la

inflamacion, la
infeccion 'y los
traumatismos

cutaneos (sobre
todo las

quemaduras y las
heridas
quirurgicas).

Variante Genética Cualquier cambio | Cualitativa nominal | Sanger
en la secuencia del | policotomica HRM
ADN de una célula NGS
High Resolution | El analisis de fusion | Cuantitativa Secuencia de
Melting (HRM) de alta resolucion | continua nucledtidos
(analisis HRM) es el Temperatura
analisis cuantitativo
de las curvas de
fusion de los
fragmentos de ADN
del producto
después de la
amplificacion por
PCR
Exones una region del | Cuantitativa Amplificacion de los
genoma que finaliza | continua exones que lo
con una molécula flanquean
de ARNm.
Secuenciacion tipo | el ADN blanco es | Cuantitativa Secuencia de
Sanger copiado muchas | continua nucledtidos
veces y se hacen
fragmentos de
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diferentes

longitudes.
Nucleétidos
fluorescentes que
actuan como

"terminadores de
cadena" marcan los
extremos de los
fragmentos y
permiten la
determinacion de la
secuencia.

Temperatura

El grado Celsius
representa una
unidad de medida
de la temperatura
que hace coincidir el
punto de fusién del
agua a presion del
nivel del mar con su
cero (0 grados
Celsius) y su punto
de ebullicién con el
valor de 100 grados
Celsius. Se expresa
con el simbolo “°C”.

Cuantitativa
continua

Grados Celsius
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Resultados

Manifestacion clinica

Hitos motores retrasados

Hipotonia

Debilidad muscular proximal

Contracturas articulares distales
(Codos, tenddn de Aquiles,

interfalangicas)

Progresion lenta

Dificultad para la deambulacion,

subir escaleras

Cifoescoliosis

LCC

Afeccidn respiratoria

Alteraciones dermatolégicas
(Eritema facial, cicatrices
hipertréficas o] queloides,

hiperqueratosis folicular)

Presente/Ausente

Tabla 5. Manifestaciones clinicas y edad de inicio en la paciente.
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Fotografias clinicas

=
Za

Figura 6a. Fotografias clinicas. Tomadas previo consentimiento y asentimiento informado
de la paciente y su madre.
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Estudios de imagen

-

HOSPITAL INFANTIL DE .'ERJ_ ‘m

i

HOSPITAC TNFANYIL D
RAL

HQSPETAL INFANTIL

Figura 7. Serie 6sea completa.

e, Laterdl

20|
HOEPITA* INFANTIL DE M




Figura 8. Imdgenes de IRM de musculo.
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Resultados de secuenciacion de panel de alteraciones neuromusculares.

AMENDED REPORT

This report supersedes RQ2376955 (07.09.2021), includes new information from family studies and updates the interpretation of previously
reported variant(s).

m Testing was performed on submitted parental samples and showed that neither parent carries the COL6A2 variant. This variant
most likely occurred de novo. When considering familial testing, please note that germline mosaicism in one of the parents
cannot be excluded.

Updated Interpretations

GENE VARIANT ZYGOSITY PRIOR VARIA| IFICATION MNEW VARIANT CLASSIFICATION
COLEA2 c.901-6_903del (Splice site) heterozygous Likely Pathogenic PATHOGENIC

@ RESULT: POSITIVE

One Pathogenic variant identified in COL6A2. COL6A2 is associated with a spectrum of autosomal
dominant and recessive collagenopathies.

Additional Variant(s) of Uncertain Significance identified.

VARIANT ZYGOSITY VARIANT CLASSIFICATION
COL6A2 ¢.901-6_903del (Splice site) heterozygous PATHOCENIC
DYSF €.3296A>G (p.Glu1099Gly) heterozygous Uncertain Significance
MEB c.10080G>T (p.Trp3360Cys) heterozygous Uncertain Significance
NEB c.25112T>C (p.Val8371Ala) heterozygous Uncertain Significance

Figura 9. Resultado de secuenciacion de segunda generacion.
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Figura 10. Disefio de la estructura del gen.
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Figura 11.Gel de agarosa al 3% con gDNA de COL6A2, A. Paciente, B, Control, en ambas: 7F-9R, 7F-8R, 8F-9R.
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COL6A2 gDNA

COL6A2 cDNA
COL6A2
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Figura 12. Gel de agarosa al 2% con 2 ul de gDNA COL6A2 (izquierda) y 2 ul de cDNA COL6A2 (derecha), para corroborar
el tamafio de la banda.
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Figura 13. Alineamiento de gDNA de COL6A2 con la secuencia 7F y 9R
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Figura 14. Electroferograma de secuenciacion tipo Sanger del cDNA de COL6A2. 7F
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Figura 15. Alineamiento de la secuenciacion tipo Sanger del cDNA de COL6A2.
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Figura 16. Amplificacion de cDNA, donde se observan las diferencias en el tamafio de las curvas entre cDNA de la
paciente y un control sano.
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Discusion

De acuerdo con Bonneman y colaboradores, en la distrofia musuclar de Bethlem los
sintomas suelen ser mas leves. Los pacientes cuentan con antecedente de
hipotonia, deformidades en los pies y torticolis. Aunque la gran mayoria de las
contracturas suelen resolverse en los primeros 2 afos, para la primera década de
la vida y adolescencia la contractura del tendén de Aquiles y codos suelen hacerse
evidentes junto con la afeccion de la columna vertebral con rigidez. En extremidades
superiores, las contracturas de los flexores largos de los dedos impiden la extension
completa del dedo y con el paso del tiempo los pacientes presentaran debilidad
muscular proximal asi como enfermedad pulmonar restrictiva que podria resultar en
insuficiencia respiratoria, sobre todo si hay asociacién con apnea obstructiva del

sueno (Bénnemann, 2011b).

En el caso de nuestra paciente, la exploracion fisica (Figura 1), revelo una cara con
mejillas sonrojadas, extremidades superiores con hiperlaxitud distal, pliegues
palmares ausentes, camptodactilia del 5to dedo en mano izquierda y dificultad para
la flexion y extensién. En extremidades inferiores la presencia de cicatriz de
Zetoplastia del tenddn de Aquiles, metatarsos prominentes, braquidactilia y primer
dedo mas ancho, acompafnado de dificultad para la deambulacion, datos que

coinciden con lo reportado a nivel internacional(Fan et al., 2018b).

Nuestra paciente también presentd alteraciones en la piel, con cicatrizacién
queloide en codo izquierdo y queratosis folicular en extremidades superiores como

lo descrito por Fan Y et al (Fan et al., 2018b).

A nivel esquelético, somo lo reportado por Mohassel y colaboradores, nuestra
paciente presentd una ligera escoliosis con convexidad a la derecha en las vértebras
toracicas (Figura 6). La escoliosis es un hallazgo que suele hacerse mas evidente
con el paso del tiempo en los pacientes con distrofia muscular de Bethlem
(Mohassel et al., 2018)
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De acuerdo con Mercuri y colaboradores quienes sugirieron que de manera inicial
a pacientes en quienes se tenga sospecha clinica de distrofia muscular por
alteraciones en el colageno tipo VI, se incluye la Resonancia magnética muscular
ya que se podrian encontrar algunos datos sugestivos. Dentro de este estudio, se
recomienda incluir a los musculos vasto lateral y femoral, con afectacion en la
periferia del musculo y preservacion relativa de la parte central. En el caso de
nuestra paciente, las imagenes de resonancia magnética muscular, coinciden con
los hallazgos reportados ya que se logra observar preservacion relativa de la parte
central y los patrones descritos (Figura 7) (Mercuri et al., 2005, 2010).

El resultado de la secuenciacion inicial de segunda generacion de un panel de
alteraciones neuromusculares, reporto una variante probablemente patogénica, que
de acuerdo con los estandares publicados por el Colegio Americano de Genética
Médica y Gendmica en el 2020 y posterior a realizar estudios de segregacion en
ambos padres se reclasifico por el laboratorio y se reporté como patogénica, el resto
de variantes continuan como de significado incierto ya que dos de ellas fueron
reportadas en la madre y una en el padre, lo que hace menos probable que

participen en el fenotipo de la paciente(Richards et al., 2015b).

La variante reportada se ubica en el gen COL6A2 c.901-6_903del, es decir, se
eliminaron 9 pares de bases. Los nucleétidos deletados incluyen a los ocho ultimos
del intron 7 y el primero del exén 8, afectando presuntivamente el sitio de empalme
(Figura 8, Anexo B, C y D).

Segun Baralle y colaboradores, las variantes en sitios de splicing o empalme pueden
ser dificiles de detectar y pueden tener como efectos alteraciones en el
procesamiento de corte y empalme del mRNA precursor o pre RNA. Los efectos de
este tipo de variantes pueden ser una omision completa del exon, retenciéon del
intron o introduccion de un nuevo sitio de empalme dentro de un exén o intrén
(Baralle & Baralle, 2005).

Por el tipo de variante encontrada en nuestra paciente y a que presuntivamente

afectaba al exén 8, decidimos disefar 5 pares de primers dos exones antes y dos
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exones después, es decir para el exon 6, 7 8, 9y 10, todos en direccién forward (F)

y reverse (R) (Figura 9).

Nuestra paciente no mostro diferencias aparentes en el tamafo de las banda
correspondiente a la amplificacion del exén 8, al ser comparada con un control sano
(Figura 10), esto podria ser explicado ya que el tamafo de bases que se perdieron
en la paciente es muy pequefo, para poder ser visualizado mediante esta técnica
(P.Y. Leeetal.,, 2012).

La secuenciacion tipo Sanger, logro detectar la pérdida de exones al final del intrén
7 (Figura 12), sin embargo, no muestra la pérdida esperada segun los hallazgos de
la secuenciacion de segunda generacion. Esto puede explicarse por qué en realidad
los nucleétidos perdidos no fueron amplificados ni detectados mediante la
secuenciacion Sanger, hecho que hace menos posible a que se deba a que durante
la amplificacion la Polimerasa utilizada pierda fidelidad al tratarse de una regién

ubicada al final del intron (Gargis et al., 2014; Hjelm et al., 2010).

Posterior a comparar mediante el alineamiento del DNA gendmico de la secuencia
consenso de COL6A2 con la secuenciacion en direccion 7F y 9R, se pudo
corroborar que en el primer nucledtido del exdn 8 se mantiene entre la secuencia
consenso Y la secuenciacion en direccion 7F; sin embargo, en la direccion 9F no se
identificd ningun nucledétido, recordemos que la delecion de nuestra paciente abarca
el primer nucledtido del exdn 8 y los 8 previos del intron 7 y la secuencia eliminada
abarca 9 nucledtidos: GCCCCCAGG.

A diferencia del los resultados obtenidos en la secuenciacién del DNA gendémico
(gDNA), el RNA mensajero o cDNA si logré detectar la delecion, lo que reafirma que
existe una mayor cantidad de mRNA WT respecto a los que tienen la variante
(Figura 13), esto se puede explicar ya que nuestra paciente tiene la variante en
estado heterocigoto, es decir que solo uno de sus alelos muestra la variante (Alelo
afectado), pero el otro alelo no presenta dicha variante (Alelo wild-type, WT) (Morlan
et al., 2009).
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Por lo anterior, recurrimos a otra técnica que nos permitiera observar el efecto de la
variante tanto en el alelo afectado como en el WT, asi los histogramas que
encontramos mediante esta técnica tanto en la paciente como en el control sano,
nos confirmaron que el cambio en la curva de melting, medido a través del punto
mas alto al cual inicio la amplificacién, medida en grados Celsius, razén por la cual
se eligié este método ya que es mas sensible para detectar cambios a partir de un

solo nucledtido (Figura 15) (Moncada & Pancrazzi, 2022).
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Conclusion

Clinicamente, la paciente mostraba los datos reportados por otros autores, para
distrofia muscular de Bethlem como lo son: Lograr la deambulacion en la
adolescencia, aunque requiere ayuda y fue sometida una Zetoplastia del Tendén de
Aquiles y fasciotomia plantar bilateral. En cuanto a su funcion respiratoria, a pesar
de tener disnea leve en decubito supino, no ha requerido uso de ventilacion
mecanica no invasiva. En nuestra institucion no se realizé biopsia muscular, pero
contaba con una Biopsia fuera de esta Institucion la cual reporto solo cambios
morfolégicos compatibles con dafo miopatico. Los niveles de CK no son especificos
para este tipo de colagenopatias y nuestra paciente contaba con niveles normales.
Esto confirma la importancia de la sospecha clinica para poder dirigir el diagndstico

molecular, el cual fue positivo en nuestra paciente.

En cuanto al analisis de los efectos de la variante en el RNA mensajero del gen
COL6A2, podemos concluir que para este tipo de variantes en estado heterocigoto,
existen otras herramientas que pueden ser mas sensibles que la secuenciacion tipo
Sanger, como lo es el HRM, la cual es rapida y de bajo costo y nos permitié detectar
cambios en la curva de melting entre el paciente y el control, debido a que este
ensayo es mas sensible para detectar cambios desde un solo nucleétido, ese
cambio en la curva podria explicarse debido a la delecidn que presenta nuestra

paciente.

Con los resultados obtenidos, podemos concluir que aparentemente no se afecta el
sitio de corte y empalme debido al tamano pequefo de la deleciéon y a que es una
variante en estado heterocigoto, por lo que el alelo WT sea probablemente el que

vemos en la secuenciacion tipo Sanger.

No encontramos resultados que concuerden con alteraciones como salto del exén
o retencidn de intrones ya que los tamafos de las bandas observadas tanto en el

paciente como en el control son del mismo tamanio.
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Perspectivas

Evaluar la proteina COL6AZ in vitro e in silico, para analizar si existe una menor

cantidad de proteina a nivel global o la proteina que existe no es funcional.
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abril
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Limitaciones del estudio

Debido a que es la unica paciente con este tipo de variante y a que se trata de una
variante no reportada previamente, esto hace que la poblacion de estudio sea muy

pequena.

Como técnicamente no logramos separar los alelos WT de los afectados, no
logramos validar la variante encontrada por NGS mediante secuenciacion tipo

Sanger.

Realizar estas técnicas en DNA y RNA obtenido de tejido muscular seria importante
para analizar los cambios observados en sangre periférica; sin embargo, obtener
muestras de biopsias musculares de la paciente es complicado, por lo tanto, no

pudimos estudiar directamente la proteina.
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Anexos

Anexo A

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se invita a su hijo(a)
para que participe en el proyecto de investigacion titulado “Analisis del efecto de
la variante nueva ¢.901-6_903del en el gen COL6A2 en la expresién del mRNA
en una paciente con miopatia tipo Bethlem.”, cuyo objetivo principal es
determinar la patogenicidad de la variante mediante estudios funcionales, lo cual
podria mejorar el conocimiento actual que se tiene de la enfermedad.

¢, Cuales son los procedimientos del estudio?

Si usted acepta que su hijo participe, se le pedira una muestra de sangre, la cantidad
total de sangre extraida para todo el estudio sera de aproximadamente 5 ml en un
tubo, lo equivalente a una cucharadita. Su hijo puede experimentar molestias
similares a un piquete y podria sentir dolor, sin embargo, estas molestias son
transitorias y no graves.

¢ Para qué se usaran las muestras?

Las muestras de su hijo(a) se usaran para los fines de investigacion explicados a
continuacion: Se realizara extraccién de DNA y/o RNA, posteriormente se realizara
gRT-PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa), y otros
métodos de biologia molecular.

¢ Cuales son los beneficios de participar en este estudio?

Los beneficios de este estudio son el mayor conocimiento sobre la patogenicidad
de la variante que porta su hijo(a) para ampliar el conocimiento sobre las variantes
relacionadas con la miopatia tipo Bethlem. Por su participacion en este estudio NO
recibira ningun pago o beneficio econémico.

¢, Cuales son los posibles riesgos, inconvenientes y molestias de participar en este
estudio?

Los riesgos de este estudio para su hija consisten en un posible malestar en el
momento de obtener la muestra de sangre, formacién de hematoma o moretén y
dolor.

¢ Puedo decidir participar o dejar este estudio?

La participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Es de mi conocimiento
que seré libre de retirar a mi hijo(a) de esta investigacion en el momento que lo
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desee, sin que esto afecte o le sea negada la atencion necesaria para su tratamiento
en esta Institucion y que se me entregara una copia de esta hoja de consentimiento.

¢ Qué se hara con mis datos personales?, ;qué pasara con mi privacidad y
confidencialidad?

Al firmar este formulario de consentimiento, acepta que sus datos personales se
recopilen y utilicen para los fines descritos en este formulario de consentimiento. Se
registrara informacion personal como su nombre, sexo, edad, peso corporal, altura,
raza u origen étnico, datos de contacto e informacion médica, incluido sus
antecedentes médicos y lo que suceda durante el estudio (se obtendran datos
personales sensibles, segun se definen en las normas locales). Por varias razones
parte de esta informacién estara disponible para el para las personas que trabajen
en la investigacion. Estas razones incluyen las siguientes: a) Para asegurarse
de que el estudio se esta llevando a cabo de manera correcta y precisa. b) Para
efectos de pruebas cientificas. C) Por motivos relacionados con la publicacion de
los resultados en una revista médica.

En esta Investigacion se tiene un interés legitimo en usar la informacion relacionada
con su salud y atencion para estudios de investigacion, cuando usted acepta
participar en este estudio de investigacion. Esto significa que usaremos sus datos
obtenidos en el transcurso de un estudio de investigacion, de las maneras
necesarias para realizar, analizar y publicar el estudio de investigacion

El médico del estudio, el personal del hospital y otro personal relacionado con la
investigacion son las unicas personas que podran identificarlo personalmente con
los datos del estudio. Solo revelaran su identidad si esto es requerido por la ley o
por una urgencia médica. Si los resultados del estudio se publican en una revista
médica, no se le identificara personalmente y solo se mostraran los resultados
combinados de todos los pacientes del estudio. EI médico del estudio/la institucion
es responsable/administrador de los datos personales del sujeto y sera responsable
de resguardar los datos de conformidad con las normas locales.

Todas las personas que tengan acceso a sus datos personales deben seguir las
reglas de confidencialidad o secreto médico profesional y seran responsables de
cuidar su informacion y usarla adecuadamente. Se les permite compartir sus datos
unicamente de forma no identificada o sin nombre, y no se les permite hacer
fotocopias ni copias escritas de sus expedientes médicos. Usted tiene el derecho
de controlar el uso de sus datos personales, de acuerdo con la Ley Federal de
Proteccion de Datos Personales en Posesion de los Particulares. Tiene el derecho
de solicitar un resumen de su informacion médica por escrito al médico del estudio.
Se tomara todas las medidas practicas para proteger la confidencialidad de su
expediente del estudio, al igual que su identidad, al grado que esto sea permitido
por las leyes y normas vigentes. Esto significa que sus datos personales no se haran
publicos.
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Publicaciones

Al finalizar el estudio, es posible que los resultados y los datos del estudio, que no
incluiran ningun dato de identificacion personal, se publiquen de acuerdo con los
requisitos normativos. Aunque la informacion sobre este estudio, incluidos los
resultados, puede publicarse con fines cientificos, presentarse o publicarse
electronicamente (por ejemplo, en una base de datos) o presentarse a grupos
cientificos, su nombre e informacion personal no se utilizaran y su identidad no se
revelara de otro modo.

¢ Con quién debo ponerme en contacto en caso de preguntas, inquietudes o
quejas?

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacion
puede comunicarse de 10:00 a 13:00 hrs, al teléfono 55 5228 9917 a la extensién
9157 de lunes a viernes con el Dr. Rodrigo Moreno Salgado, que es el jefe del
Departamento de Genética Médica.

Declaracion de consentimiento informado

El Participante declara que:

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio. Ademas, he
leido (o alguien me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento.

He tenido la oportunidad de hacer todas preguntas que he tenido y todas mis
preguntas han sido contestadas a mi satisfaccion y de manera adecuada.

He tenido mucho tiempo para pensar sobre el propdsito y los procedimientos
del estudio, los posibles riesgos y beneficios del estudio, y los otros tratamientos
disponibles para mi problema de salud.

Acepto que mis muestras biolégicas y mi informacion médica se recopilen,
utilicen y revelen segun se ha descrito en este formulario de consentimiento
informado.

Al firmar este formulario de consentimiento, consiento o acepto
voluntariamente participar en este estudio de investigacion. También estoy dando
mi permiso para usar y revelar mis datos personales. No puedo participar en este
estudio de investigacion sin dar este permiso. Si me niego a dar mi permiso, no se
vera afectada la atencion médica que de otro modo tengo derecho a recibir. Me
entregaran un duplicado de este formulario de consentimiento firmado y fechado
para que la conserve.
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Por este medio, he decidido participar voluntariamente en este estudio de
investigacion. Tengo total libertad para dejar de participar en este estudio en
cualquier momento y por cualquier motivo; la decision de dejar de participar no
afectara mi atencién médica futura. Acepto seguir las instrucciones del médico del
estudio y le informaré de inmediato si se presenta algun cambio en mi salud.

Me han confirmado que se me otorgara un original de éste formado
Recoleccion de material biologico:

Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

PAGINA DE FIRMAS

Nota: Si el sujeto no puede leer ni escribir, pondra sus huellas dactilares y designara
a otra persona que firmara en su nombre en el lugar del sujeto

Yo he leido y comprendido
la informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio
pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en
este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma
de consentimiento.

Firma de la madre/padre o] tutor:

Nombre del nifo(a):

Numero de expediente:

Diagnostico:
1. Testigo:
Fecha:
Direccion:

Relacion con el paciente:

2. Testigo:
Fecha:
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Direccion:

Relacién con el paciente:

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante)

He explicado al Sr(a). la
naturaleza y los propésitos de la investigacién; le he explicado acerca de los riesgos
y beneficios que implica su participacién. He contestado a las preguntas en la
medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y
conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion en seres
humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesién, de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el
presente documento.

Firma del Investigador:
Direccion:
Teléfono:

Fecha:
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CARTA DE ASENTIMIENTO DEL MENOR

Si tu deseas platicar con el doctor del estudio en privado, por favor pideselo. Este
formato puede contener palabras o informacion que tu no entiendas. Por favor
pidele al doctor del estudio o al personal del estudio que te explique cualquier cosa
que no entiendas.

A ti se te ha pedido participar en un estudio de investigacion que se llama “Analisis
del efecto de la variante nueva ¢.901-6_903del en el gen COL6A2 en la
expresion del mRNA en una paciente con miopatia tipo Bethlem.” Te han
pedido que participes porque tienes una enfermedad la cual es muy poco frecuente
y hay muy poca informaciéon al respecto. El doctor del estudio te explicara mas
acerca de esta enfermedad si tuvieras alguna pregunta.

Si decides que deseas participar en este estudio, tu participacion consiste en
permitirnos analizar una nueva muestra de tu sangre que los médicos te tomar
cuando encontraron tu enfermedad.

La decision de participar en el estudio es para obtener mas informacion respecto a
la variante que encontramos en tus resultados previos, para asi poder saber si es la
causante de las alteraciones musculares que presentas.

Cualquier duda que tengas por favor preguntale a tu doctor o a tus padres.

Si decides participar en él, es posible que puedas tener molestias o dolor en el sitio
de puncién o donde te tomaron la sangre o en el sitio de vacunacion, si tuvieras
alguna molestia por favor dile a tu doctor Si no entiendes algo, por favor pide al
doctor que te lo vuelvan a explicar.

Si tu decides que no quieres participar en el estudio, no hay problema, puedes
decirselo al doctor. Tu puedes terminar tu participacion en el estudio en cualquier
momento. Tu recibiras el mismo tratamiento y atencién médica del doctor que
recibias antes, y no se te tratara de manera diferente.

Si tu firmas abajo con tu nombre, significa que entiendes la informacion que se te
presentd acerca del estudio, que todas tus preguntas fueron contestadas, y que te
ofreces como voluntario para participar en este estudio. Puedes hacer preguntas en
cualquier momento. Te van a dar una copia de esta hoja para que la conserves. Si
tuvieras cualquier pregunta, puedes comunicarte con el Dr. Rodrigo Moreno
Salgado al teléfono Ext. de lunes a viernes, de 10:00 a
13:00 hrs.

Nombre o firma del nifo

Fechay hora:

Nombre y firma del investigador
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Fecha y hora:

TESTIGOS

Nombre y firma

Fecha y hora:

Nombre y firma

Relacién con el participante

Fechay hora:

Relacién con el participante

67



Anexo B. Reporte completo de secuenciacidn de la paciente.

AMENDED REPORT

This report supersedes RQ2376955 (07.09.2021), includes new information from family studies and updates the interpretation of previously
reported variant(s).

m Testing was performed on submitted parental samples and showed that neither parent carries the COL6AZ variant. This variant
most likely occurred de nove. When considering familial testing, please note that germline mosaicism in one of the parents
cannot be excluded.

Updated Interpretations

GENE VARIANT ZYGOSITY PRIOR VARIANT CLASSIFICATION NEW VARIANT CLASSIFICATION
COLGA2 €.9017-6_903del (Splice site) heterozygous Likely Pathogenic PATHOGEMIC

@ RESULT: POSITIVE

One Pathogenic variant identified in COL6A2. COL6A2 is associated with a spectrum of autosomal
dominant and recessive collagenopathies.

Additional Variant(s) of Uncertain Significance identified.

[«1/13 VARIANT ZYGOSITY VARIANT CLASSIFICATION

COLBAZ €.901-6_903del (Splice site) heterozygous PATHOGENIC

DYSF €.32964>C (p.Clu1099Gly) heterozygous Uneertain Significance

NEB €.10080C>T (p.Trp3360Cys) heterazygous Uneertain Significance

NEB €.25112T>C (p.Valg371Ala) heterozygous Uncertain Significance
About this test
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Clinical summary

A Pathogenic variant, ¢ 901-6_%03del (Splice site], was identified in COLBAZ

B The COLGAZ gene |5 associated with autosomal dominant and recessive Bethlem mycpathy 1 (BTHLM1} (MedGen Ui Dz 331805} and Ullrich
cangenital muscular dystrophy 1 (LCMDT) (MedCen UID: 53048, collectively known as type Vi collagenopathies (MedGen UID: 468335). Other
COLEA2 related disarders hawe also been reported [CMIM: T20240).

B This result is consistert with a predispesition to, or diagnasis of, autosomal dominant COLEAD related conditions.

B Type VI collagenopathies represent a clinically and genetically heterogeneous spectrum of disorders generally characterized by muscle weakness
and point contractures [PMID: 20301676, 2087610, 1568544 E). BTHLAM tends to be more mild, and is associabed with proximal muscle
weakness and vaniable point contractures (PMID: 16141002). Ankles, elbows, and long finger fexars are the mast commonly affected joints
(PMID: 1021977E). The phenotype associated with LCMD is typically toward the meare severe end of the spectrum, and is characterized by
congerital musce weakness, pronimal gpint contractures, and significant hyperlaxity of distal joints (PMID: 5345174, 120101230, 19564531). Age of
onset varies from the prenatal period to adulthood, and may be partially dependent on genotype (PMID: 20976770, 19564581}

B Biological relatives have a chance of being at nisk for COLEAZ-related conditions and should consider testing if clinically appropriate.

AVariant of Uncertain Significance, ¢ 3296A-C (p.Clu1099C ), was identified in DYSF.

B The DY 5F gene is associated with aut: 1al recessive Migoshi muscular dystrophy type 1 (MMD] [MedCen LID: 33312E), kmb-girdle muscular
dystrophy type 38 (LGMD2E] (MedGen UID: 338149), and distal myopathy with anterior bhial onset (DMAT) (MedGen UID: 335708}, collectaely
known as the dysferlinopathies [MedCen LID: 419374).

B Mot all variants present in a gene cause disease. The clinical significance of the variant(s) identified in this gene is uncertain. Untd this uncertainty
«can be resoled, caution should be exercised before using this result to inform diinical management decisions.

B Familial ¥US testing is not offered. Testing family members for this vanant will nat comtribute evidence to allow variant reclassification. Details on
our VIS Resolution and Family Vanant Testing Programs can be found at https: ) fewe. imitaecom ffamily.

Twa Wariants of Uncertain Significance, e 10080C=T (p.Trp3360Cys) and e 25112T>C (p.ValB371Ala), were identified in MEB. Thesse

wariants are on the same chromosame.

B The MEB gene is associated with autosomal recessive nemaline myapathy 2 (NEMZ) (MedCen LiD: 342534). Additianally, the NEB gene has
preliminary evidence supporting a canrel with aut: 1al do t neraline myaopathy (PhI O 306 F2003).

W Mot all variants present in a gene cause disease. The clinical significance of the variant(s) identified in this gene is uncertain. Unbl this unoertainty
«can be resoled, caution should be exercised before using this result to inform diinical management decisions.

®  Familial ¥US testing is not offered. Testing family members for these vanants will not contribute evidernce to allow wariant redassification. Detaids
on our YUS Resolution and Family Variant Testing Programs can be found at hittpes: | fwwes. i tae_com ffamily.

Variant details

COLBAZ, Exan 8, £ 907-6_903del (Splice site), heterezygous, PATHOGENIC

B This variant results in the deletion of part of exon § {c901-6_503del) of the COLAAZ gene. It is expected to disrupt RMA splicing. Variants that
disrupt the donor or acceptor splice site typically lead to a loss of protein function (PMID: 16195347, and loss-of-function vanamts in COLBAZ are
known to be pathagenic (PMID: 19834007, 20976770).

B This variant & rat present in population databases (ExAC no frequency).
W This variant has been observed in individualis) with autcsomal dominamt COLGAZ-related conditions (Imvitae). in at least one indwidual the

varant was observed to be de nova.
B Algorithms deweloped to predict the effect of sequence changes on BNA splicing suggest that this wariant may disrupt the consensus splice sibe.
W Forthese reasons, this variant has been classified as Pathagenic.

DYSF, Exon 30, £ 3296A-0 (p.Clu1099C]l), heterozygous, Uncertain Significance
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NEB,

This sequence change replaces glutamic acid with glycine at codon 1099 of the DYSF protein (p.Glu1099Cly). The glutamic acid residue is
moderately conserved and there is a moderate physicochemical difference between glutamic acid and glycine.

This variant is not present in population databases (ExAC no frequency).

This variant has not been reported in the literature in individuals with DYSF-related conditions.

Advanced modeling of protein sequence and biophysical properties (such as structural, functional, and spatial information, amine acid
conservation, physicochemical variation, residue mobility, and thermodynamic stability) performed at Invitae indicates that this missense variant
is not expected to disrupt DYSF protein function.

In summary, the available evidence is currently insufficient to determine the role of this variant in disease. Therefore, it has been classified as a
Variant of Uncertain Significance.

Exon 69, ¢.10080G>T (p.Trp3360Cys), heterozygous, Uncertain Significance

This sequence change replaces tryptophan with cysteine at codon 3360 of the NEB protein (p.Trp3360Cys). The tryptophan residue is moderately
conserved and there is a large physicochemical difference between tryptophan and cysteine.

This variant is not present in population databases (ExAC no frequency]).

This variant has not been reported in the literature in individuals affected with NEB-related conditions.

Algorithms developed to predict the effect of missense changes on protein structure and function are either unavailable or do not agree on the
potential impact of this missense change (SIFT: "Deleterious”; PolyPhen.2: "Not Available”; Align-GVGD: "Class C0").

Algorithms develaped to predict the effect of sequence changes en RMA splicing suggest that this variant may create or strengthen a splice site.
In summary, the available evidence is currently insufficient to determine the role of this variant in disease. Therefore, it has been classified as a
Variant of Uncertain Significance.

Exon 179, €.25112T=C (p.Val&371Ala), heterozygous, Uncertain Significance

This sequence change replaces valine with alanine at codon 8371 of the NEB protein (p.Val8371Ala). The valine residue is weakly conserved and
there is a small physicochemical difference between valine and alanine.

This variant is not present in population databases (ExAC no frequency).

This variant has not been reported in the literature in individuals affected with NEB-related conditions.

Algorithms developed to predict the effect of missense changes on protein structure and function are either unavailable er do not agree on the
potential impact of this missense change (SIFT: "Deleterious”; PolyPhen-2: "Not Available”; Align-GVGD: "Class C0").

In summary, the available evidence is currently insufficient to determine the role of this variant in disease. Therefore, it has been classified as a
Variant of Uncertain Significance.
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Genes analyzed

This table represents a complete list of genes analyzed for this individual, including the relevant gene transcript(s). If more than one transcript is listed for a single
gene, variants were reported using the first transcript listed unless otherwise indicated in the report. Results are negative unless atherwise indicated in the report.
Benign and Likely Benign variants are not included in this repert but are available upon request. An asterisk (*) indicates that this gene has a limitation. Please see
the Limitations section for details.

GENE TRANSCRIPT GENE TRANSCRIPT GENE TRANSCRIFT

ACTA1 NM_001100.3 DES NM_D01927.3 LARGET NM_004737.4
ADSSL1 MM_1287165.2 DMD MM_DE4005.2 LDE3 NM_0010BD116.1;NM_DBT1716
AGRN NM_128576.3 DNA|BE HM_D58246.3 10.1;MM_007078 3
ALC14 P_144988.3 DHMZ MM_DO1005360.2 LMNA NM_170707 3
ALGZ NM_033087.3 DOKT NM_173660.4 LMoD3 NM_138271.4
AMPD1 NM_000036.2 DPAGTI HM_D01382.3 MAP3K2D NM_018653.2
AMDS NM_213599.2 DPM MM _D03859.1 MATR3 NM_193189.2
ATPZA] NM_173201.3 DPM2 NM_DO3BE3.3 MECF10 MM_032446.2
BICALMTZ MM _152490.4 DPM3 HM_153741.1 1= NM_D0B077.3
B4CATI MM_DDEETE.2 DYSF MM_D03434.3 MTMI1 MM _000252 2
BAG3 NM_004251.3 EMD HM_DO0117.2 MUSK NM_005592.3
BINT MM_138343.2 FHL HM_D01449.4 MYH2 NM_017534.5
CACHATS MM _D0DD06S. 2 FKEF14 MM_D17946.3 MYH? MK _000257.3
CAPNI* NM_000070.2 FKRP MM_024301.4 MYLZ MM_0D0432.3
CASQ NM_001231.4 FRTN HM_D01079802.] MYO1BE NM_032608.6
CAVS NM_033337.2 FLNCE MM_D0458.4 MYOT NM_00E750.2
CCDCTR NM_001031737.2 GAA MM_DOOT52.3 MYPN NM_037578 3
CFL2 NM_021914.7 GFPT1 MM_DDT244710.1 MEB* MM _001271208.1
CHAT hM_0R0549.4 GMPPE NM_D21871.2 2 NM_032750.3
CHEB NM_D05198.4 CHNE HM_DO1128227.2 PLEC MM_000445.4;MM_I01378.3
CHRMAT NM_000079.3 GOsR2 HM_D04287.3 PMPLAZ MM _020376.3
CHRNE1 NM_0D0T4T7.2 GYG1 NM_D04130.3 POMGHNTI MM_017739.3
CHRND NM_0D0751.2 Grsl HIM_D0Z103.4 POMGNT2 NM_032806.5
CHRNE NM_0D0OED.3 HACD MM_D14241.3 POMK NM_032237.4
CLCMT W _OD00E3.2 HHNRMPAZE] MM_D31243.2 POMTI NM_0071713
CHTNI MM_D01843.3 HMRMPDL MM_D31372.3 POMTZ NM_0133825
coLizal MM_004370.5 Iscu HM_213595.3 LU NM_00E036.4
COL13A1 NM_001130103.1 ISPD HM_D01101426.3 FYROXDA MM _024354.3
COLGAT MM_DO1E4E.2 ITGA? MM_DO02206.2 RAPSN NM_005055.4
COLGAZ NM_D01549.3 KBTED13 MM_DDT101362.7 RXYLTI NM_014254.2
COLEAZ MM _DD4365.3 KCM)2 HM_DI0BS1.2 RYR1 NM_000540.2
coLg NM_005677.3 KLHLAD NM_152393.3 SCMaA NM_000334.4
CPTZ hM_DOO09E. 2 KLHLAT HM_DDE0E3.2 Azl k] NM_020451.2
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GENE TRAMSCRIPT

SGCD NM_0D0337.5
SCGOG NM_000231.2
SLC1BAZ WK_003055.2
SLCSAT NM_0Z1815.2
SMCHD1 NM_015295.2
SKNT N M_DD0344.3
SMNZ NM_017411.3
SPEG WM _D05E76.4
SQETMI W K_003200.4
STALC3 NM_145064.3
STIM1 WK_DD3156.3
5YT2 NM_177402.4
TAZ NM_000116.4
TCAR NK_D03673.3
TIAT NM_023173.2
T2 N K_D0d614.4
THHNTI WM _003ZELS
THPFO3 NM_012470.3
TORTAIFT WM _D0126T5TE.1
TPM2Z NM_0032E9.3
TPM3* NM_152263.3
TRARFPCTI NM_0Z1942.5
TRIM3Z NM_013210.3
TTHE NM_001267550.2
WAMPT NM_014231.3
WO NM_007T126.3

WMAZT WNK_D01017980.3



Anexo C. Reporte completo de secuenciacién del padre.

Reason for testing Test performed

Family history Sequence analysis and deletion/duplication testing of the 3 genes listed
in the Genes Analyzed section.

REQUESTED VARIANTS
GENE VARIANT ZYGOSITY VARIANT CLASSIFICATION RESULT
DYSF €.32964>C (p.Clu1099Gly) heterozygous Uncertain Significance Detected
COL&A2 €.901-6_903de! (Splice site) NjA Likaly Pathegenic Mot detected
MEB c25112T=C (pvald371Ala) MA Uncertain Significance Mot detected
MEB c.10080G>T (p.Trp3360Cys) NA Uncertain Significance Mot detected

The table above reflects the information for the requested variant(s) as of the date that this report was issued. Please see the result box for a summary of any repartable findings.

@ RESULT: NO PATHOGENIC VARIANTS IDENTIFIED

Variant(s) of Uncertain Significance identified.

GENE VARIANT ZYCOSITY VARIANT CLASSIFICATION
DYSF € 3296A>C (p.Glu1099Gly) heterazygous Uneertain Significance
About this test

This diagnostic test evaluates 3 gene(s) for variants (genetic changes) that are associated with genetic disorders. Diagnostic genetic
testing, when combined with family history and other medical results, may provide information to clarify individual risk, support a
clinical diagnosis, and assist with the development of a personalized treatment and management strategy.




Anexo D. Reporte completo de secuenciaciéon de la madre.

Reason for testing Test performed

Family history Sequence analysis and deletion/duplication testing of the 3 genes listed
in the Genes Analyzed section.

REQUESTED VARIANTS
GENE VARIANT ZYGOSITY VARIANT CLASSIFICATION RESULT
NEB . 10080G>T {p.Trp3360Cys) heterozygous Uncertain Significance Detected
NEB c25112T=C (p.Vald371Ala) heterozygous Uncertain Significance Detected
COLEAZ .901-6_903del (Splice site) MjA Likely Pathogenic Mot detected
DYSF ©.3296A>C (p.Glu1099Cly) MA Uncertain Significance Mot detected

The table above reflects the information for the requested variant(s) as of the date that this report was issued. Please see the result box for a summary of any reportable findings.

@ RESULT: NO PATHOGENIC VARIANTS IDENTIFIED

Variant(s) of Uncertain Significance identified.

GENE VARIANT ZYGOSITY VARIANT CLASSIFICATION

NEB .10080C>T (p.Trp3360Cys) heterozygous Uncertain Significance

NEB €.25112T=>C (p.Val8371Ala) heterozygous Uncertain Significance
About this test

This diagnostic test evaluates 3 gene(s) for variants (genetic changes) that are associated with genetic diserders. Diagnestic genetic
testing, when combined with family history and other medical results, may provide information to clarify individual risk, support a
clinical diagnosis, and assist with the development of a personalized treatment and management strategy.
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ANEXO E. Protocolo para la extraccion de DNA a partir de sangre periferica.

Protocol

Reagent Preparation

*  Add 1,040 pl Proteinase K Storage Buffer to each Proteinase K (20 mg)
tube prior to use. The final concentration of Proteinase K is ~20 mg/ml. Store
at -20°C after mixing.

Sample Processing

Resuspend cultured cell or E. coli peliets using DNA Elution Buffer or an isotonic
buffer (e.g. PBS). For < 1 x 10° cells, resuspend in 100 pl; For 1-5 x 10° cells,

resuspend in 200 p.
Biological Fluids & Cells Solid Tissues
1. Add up to 200 pl' sample to a 1. Totissue samples (< 25 mg) in
microcentrifuge tube and add: a microcentrifuge tube, add a
solution of:
200 pl BioFluid & Cell Buffer (Red)
95 pl Water
20 pl Proteinase K H
H 95 yl Solid Tissue Buffer (Blue)
For inputs < 200 w, proportionally 10 ul Proteinase K
decrease BioFluid & Cell Buffer .
seconds and then incubale
2. Mix thoroughly or vortex 10-15 the tube at S5°C for 1-3 hours
seconds and then incubate the or until tissue solubilizes®.
. I : Mi tharoughl before
tube at 55°C for 10 minutes?, o Ix ing® ughly r
3. Add 1 volume Genomic Binding
Buffer to the digested sample. Mix 3. Add 2 volumes Genomic
thoroughly or vortex  10-15 Binding Buffer to the
seconds. supematant. Mix thoroughly
or vortex 10-15 seconds.
Example: Add 105 pl Genomic ) ,
Binding Buffer to the 105 pl digested Example: Add 400 ul Genomic
sample. Binding Buffer to the 200 pl
mixture.

4. Transfer the mixture to a Zymo-Spin™ |IC-XLR Column in a
Collection Tube. Centrifuge at 2 12,000 x g for 1 minute®. Discard the
flow through and collection tube.

"I using < 50l sample, Inereass the velume to 50 i using DNA Elution Bulfer or an lsotonie buffer (e.g. PBS)
before conbinuing.

 Ouemight digeations are posalble without sfecting Be nmegrty of e DNA

3 To remove insoluble debris, centrifuge alz 12,000 x g for 1 minute. Transter aqueous suparnalant to a cean
FRETOCen tube. Aveld transferring the lipld layer and pelated cellular debris.

“If the lysate = siill visibs on fop of the mabix, centrifuge for anather minube or until complately claared.

T
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Add 400 pl DNA Pre-Wash Buffer to the spin column in a new
Collection Tube. Centrifuge at = 12,000 x g for 1 minute. Empty the
Collection Tube.

Add 700 pl g-DNA Wash Buffer to the spin column. Centrifuge at 2
12,000 x g for 1 minute. Empty the Collection Tube.

Add 200 pl g-DNA Wash Buffer to the spin column. Centrifuge at 2
12,000 x g for 1 minute. Discard the Collection Tube with the flow
through.

Transfer the spin column to a clean microcentrifuge tube. Add = 50 pl
DMNA Elution Buffer or water' directly on the matrix. Incubate for 5
minutes at room temperature, then centrifuge at maximum speed for
1 minute to elute the DNAZ. The eluted DNA can be used immediately
for molecular based applications or stored = -20°C for future use.
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ANEXO F. Protocolo para la extracciéon de RNA a partir de sangre periférica.

(Ill) Total RNA Purification

+  Perform all steps at room temperature and centrifugation at 10,000-16,000 x g for 30
seconds, unless specified.

1. Transfer the sample lysed in RNA Lysis Buffer into a Spin-Away™
Filter" ( ) in a Collection Tube and centrifuge to remove the
majority of genomic DNA.

Save the flow-through!
2. Add 1 volume? ethanol (95-100%) to the flow-through (1:1) and mix well.

Example: Add 300 pyl ethanol to 300 pl fliow-through.

Then transfer the mixture into a Zymo-Spin™ IICG Column’ (green)
in a Collection Tube and centrifuge®. Discard the flow-through.

3. DMase I* treatment [recommended)

(D1) Wash the column with 400 gl RNA Wash Buffer and cenfrifuge. Discard the
flow-through.

(02) Inan nuclease-free ube, add 5 ul DNasa | (1 Uil)y*, 75 pl DNA Digestion Buffar
and mix. Add mixture directly into the column matrix.

(D3) Incubate the column at reom temperature (20-30°C) for 15 minutes.

4. Add 400 pl RNA Prep Buffer to the column and centrifuge. Discard
the flow-through.

5. Add 700 pl RNA Wash Buffer to the column and centrifuge. Discard
the flow-through.

6. Add 400 pl RNA Wash Buffer and centrifuge the column for
1 minute to ensure complete removal of the wash buffer. Then
carefully, transfer the column into a nuclease-free tube (not provided).

7. Add 100 pl DNase/RNase-Free Water directly to the column matrix
and centrifuge.

Alternatively, for highly concentrated RMA use = 50 ul elution.

The eluted RNA® can be used immediately or stored frozen.

1 To process samples > 700 pl, columns may be reloaded.

2 To lsolate large RNA species 2 200 nt, add 0.5 volume athanol (D5-100%) to the Sow-through and i well,

3 Opbienal: Al Bis point, proteins can be purifled from the flow-threugh (page 12).

4 Prior bo use, reconstilute the lyephilized DNase | (Bulfer Preparation, page 5). * Unit definfion — one ura
mcreagas the absorbance of a r'lgl'l mokecular I’ﬂ!'|g'lt DA aolution at & rate of 0.001 A units'ml of reacton
midUre at 25°C.

5 Fer complete remeval of PCR (RT) inhibiters fram plant, sell and fecal samgles, use the OneStep ™ PCR
Inhibiter Resmoval Kit (DB03D).



ANEXO G. Oligonucleétidos disenados para los exones 6, 7, 8 y 9 del gen
COLG6A2.

Exon 6
GGTGCCAAGGGCAACATGGGTGAGCCGGGAGAGCCTGGCCAGAAGGGAAG
ACAG

F GGTGCCAAGG
R CTGTCTTCCC

Exon 7
GGAGACCCGGGCATCGAAGGCCCCATTGGATTCCCAGGACCCAAG

F GGAGACCCGGGCATC
R CTTGGGTCCT

Exén 8
GGCGTTCCTGGCTTCAAAGGAGAGAAG

F GGCGTTCCTG
R CTTCTCTCCT

Exén 9
GGTGAATTTGGAGCCGACGGTCGCAAG

F GGTGAATTTG

R CTTGCGACCGTCGGC

Exon 10
GGGGCCCCTGGCCTGGCTGGCAAGAACGGGACCGATGGACAGAAG

F GGGGCCCCTG
RCTTCTGTCCA
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ANEXO H. Nucleétidos de la regién del exén 7.

361
421
481
541
681
661
721
781
341
961

cgctgagetg
cgggcagega
gcaccttcac
agggcaccgt

gegggcatcaa
cccccaacca

tctaccgcaa
tcaaccgcat
gcctggaaat

gcaacatggg

gcgectacggce
ccgggectcec
cgactgcgeg
ccacttcgec
gctgecaggcc
gaacctgaag
cgactacgcc
catcaaggtc
ccctgggecc

tgagccggea

ggcctgcact
ttcatcaaga
ctggeccaaca
gtggtcatca
gagcgesccc
gagcagggcc
accatgctge
atgaaacacg
tctggcccca

gagcctggcec

lxMaaggccccat tggattccca ggacccaag

1821
1831
1141
1291
1261
1321
1381
1441
15e1
1561
1621
16381
1741
1801
1861
1921
1931
2041
2101
2161

aatttggagc

cgacggtcgc

gacagaaggg caagctgggg

gEEECCCCga
gcaaggggga
gaagcaaggg
agggegggcece

cggttacccg
ccectggeegce
gtatcaaggc

tgggcceccgce

ccaagggcag cccaggcage

ggccccgegg cctggetgega
ctggacccag aggcccccag

accccggtga

geaggeetgg
gcccacgegg
aaggagagaa
caagaggagt
agtgtgacgt
gtggegecect
tcacactgga
accccaagtc
ttgaggccat
tcaagaacct

tgcaggaccec
attcagctac
ccccgaggega
aggagagcct
cccaggaccc
catgacctac
ggacgtggtc
gaagaacttc
cgagacagge
ccagctggac
cgagtggatt

aagggggcecec
cgcatcggac

ggggaagcag
ccaggacgca
aacagtggag
ggacccaaag
gatggcccca
gaggttggea
ggagctcttg
cgtggagact
ccaggacccc
EgCcEagece
gcggatcctg
gagggtgagc
gtgagggaga
ttcgtcatcg
gtcatcaacg
acgegtgteg
gacgaacgta
gcgeecseeca

tctectgacca

acctgcaggg
tgacggagca
ccgacggceca
gcgagegasgee
tgcgggacat
ccgactccac
aagcctacgg
agggctaccg
agaagggaag
gcgttectgg
ctggecctggce
ctcctggetg
ggagtccagg
gagggccccc
ccccaggaag
gcgagecegee
aggeeggagaa
acaaaggagc

gggagcececgg
caggacagcc
gaggagcacc
actttggctt
gtcccectgg
ccggeecccc
cctgegggte
acagctccga
tggtcaacag
gcgtggtgca
tcgactccect
cctggacacc

ggtggagegtg ttcagcccac
catcagctcc ttccgecgeg
gatccggcag gaccgcagca
cgtcaccgge agcccctgeg
catccggectc ttcgecgtge
cgccagcacg ccgcacgage
cgagatcgac caggacacca
agagtgctac aaggtgagct
tggacagaag ggtgccaagg
Jiggagac_ccgggcatcg
cttcaaagga gagaagggtg

tggcaagaac gggaccgatg
caagggagac cctggaaacc

ggagcgagea
gggagaaatc
tecctggtegte
gcgeagggsea
gggggaccct
caagggagac

aaagcaggga
aggccccaag

cggagaaaaa
gaaaggagaa
tgagccagge
tggagacccc
ctgcgactgt

gaccaaggcg

ggggccaagg
aaaggagcca

gaccccggcea
ggccectgagg
cgaggcttgce
tctcgggeag
ggagaccccg
ggcgageccg
cctgggagea
ccteggggec
ggtctcacgg

gagaagcgct

gagcattggg tacaccaact
gctgggtgce atcgectaagg
gtacagccac gagggcacct
gtcgagcttc aaggaggcetg
ctcagccctc aagtttgect
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