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Análisis del efecto de la variante nueva c.901-6_903del en el gen COL6A2 en 
la expresión del mRNA en una paciente con distrofia muscular de Bethlem. 

 

Marco teórico 

 

Introducción 

 

El sistema musculoesquelético cumple una variedad de funciones como sostener el 

cuerpo, permitir el movimiento y la protección a órganos. Dentro de los elementos 

que lo conforman se encuentran los huesos, cartílagos, 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 óseas 

cercanas para poder transducir la fuerza generada mediante la contracción 

muscular. 

El tejido conectivo tiene la función principal de sostener y unir tejidos y órganos, está 

compuesto por fibroblastos y matriz extracelular (MEC), la cual va a ser importante 

para la adhesión celular, estabilidad y regeneración. El colágeno es un componente 

importante de la matriz extracelular, da el soporte a muchos tejidos. Existen 

diferentes tipos de colágeno que forman parte de la MEC como el tipo I, II, III, VI, 

IX, XI (Di Martino et al., 2023). 

El colágeno tipo VI, es una proteína de la MEC en el estroma, forma una estructura 

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

Las miopatías relacionadas con el colágeno tipo VI representan un grupo de 

distrofias musculares con un amplio espectro de manifestaciones clínicas y son 

causadas por variantes en uno de los genes que codifican para las cadenas α del 

colágeno VI (Bönnemann, 2011a).  
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Estos trastornos son únicos entre las miopatías hereditarias en el sentido de que 

son trastornos híbridos con características clínicas atribuibles tanto al músculo como 

al tejido conjuntivo. Son trastornos paradigmáticos de la 'miomatriz', la matriz 

extracelular del músculo, y destacan la importancia de la miomatriz en el 

funcionamiento y mantenimiento del músculo (Bönnemann, 2011a). 

El colágeno tipo VI forma parte de la matriz extracelular a nivel muscular, está 

formada por tres cadenas peptídicas α, la A1, A2 y A3 las cuales son codificadas 

por los genes COL6A1, COLA2 y COL6A3 respectivamente, los dos primeros se 

ubican en el locus 21q22.3 y el ultimo en 2q37 (Caldú-Agud et al., 2020). 

La presencia de variantes patogénicas en los genes que codifican para alguna de 

las cadenas del colágeno tipo VI provocan una síntesis anormal de colágeno tipo VI 

o en cantidades insuficientes llevando a degradación de la matriz extracelular que 

rodea las células musculares, provocando los fenotipos de miopatías relacionadas 

con el colágeno tipo VI, con manifestaciones clínicas muy variables, en este se 

incluye la miopatía de Bethlem y la distrofia muscular congénita de Ullrich (Panadés-

de Oliveira et al., 2019).  

Las miopatías relacionadas con el colágeno tipo VI tienen una prevalencia de 

<1/100.0000, con patrón de herencia autosómico dominante y recesivo. 

Actualmente se clasifica dentro del gran grupo de distrofias musculares de cinturas 

(LGMD D5 y R22, según el modelo de herencia) (Idoux et al., 2019). 

 

Historia 

 

La miopatía de Bethlem fue descrita por primera vez en 1976 por J. Bethlem y H. 

Wijngaarden quienes informaron sobre 3 familiar con una miopatía benigna con 

patrón de herencia autosómico dominante que presentaba contracturas en los 

dedos, codos y tobillos, así como debilidad y atrofia de los músculos del tronco y 

extremidades, con progresión lenta, sin embargo, actualmente se sabe que en 

realidad se trata de una distrofia muscular más que una “miopatía” ya que la 
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histología del musculo muestra cambios distróficos típicos como la degeneración y 

regeneración, 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 describió por primera vez en 1930, 

inicialmente como una distrofia muscular esclerótica atónica congénita (Nihei et al., 

1979).  

Para 1978 se describió a otra familia de ascendencia polaca en la que 6 miembros 

en 4 generaciones padecían el trastorno descrito 2 años antes. Posteriormente se 

fueron describiendo nuevos casos, con las mismas características clínicas, algunos 

con presencia de torticolis, con niveles de creatina quinasa elevados y alteraciones 

a nivel histopatológico, con reemplazo de tejido muscular por tejido graso. Para 

1994 Merlini y colaboradores sugieren que el dato característico son las 

contracturas de los últimos 4 dedos (Merlini et al., 1994), ese mismo año, se reportó 

el caso de una madre e hija afectadas con contracturas y debilidad próximal leve, 

con distrofia y necrosis con regeneración de fibras en la biopsia muscular y una 

tomografía que mostró disminución del volumen de los músculos paravertebrales y 

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

En el 2005, se describió en una revisión clínica los datos más característicos, las 

contracturas musculares como sello característico, asi como lesiones 

dermatológicas como hiperqueratosis folicular, cicatrización queloide y cicatrices 

atróficas (Lampe & Bushby, 2005). 

El fenotipo intermedio de estas alteraciones en la colágena tipo VI, se describió en 

el 2011 y también se propusieron criterios  de función motora y pulmonar para 

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

 

 

Epidemiología 

 



8 
 

La epidemiología 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 

millón 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 Japón y Australia, el fenotipo intermedio representa la segunda forma más 

común de distrofia muscular congénita después de la distrofia muscular de 

Fukuyama y las α-distroglicanopatías, respectivamente (Okada et al., 2007; Peat et 

al., 2008). 

En nuestro país no existen reportes acerca de los datos epidemiológicos de la 

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

 

Manifestaciones clínicas 

 

Los datos clínicos de los trastornos relacionados con el colágeno tipo 6 representan 

un amplio espectro de fenotipos superpuestos. La edad de inicio de los síntomas 

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

A nivel neuromuscular la debilidad muscular próximal es uno de los datos 

cardinales, así como la hipotonía, atrofia y debilidad en los músculos proximales, 

contracturas articulares múltiples en flexión a nivel distal en dedos, muñecas, codo 

y tobillo, hipermovilidad distal, hiperlaxitud de la articulación distal sobre todo en las 

articulaciones interfalángicas distales de las manos y la metacarpofalángica del 

pulgar (Caldú-Agud et al., 2020).   

Se ha descrito también, hipotonía congénita, torticolis, sobreposición de las manos 

y pies con manos con las muñecas en flexión y tobillo en dorsiflexión, cifoescoliosis 

temprana, cara redondeada con eritema facial en mejillas (Foley et al., 2021). 
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A nivel dermatológico también presentan datos clínicos muy característicos, como 

hiperqueratosis folicular, cicatrización queloide y/o atróficas o en “en papel de 

cigarrillo”, las cuales pueden ser desencadenadas por lesiones leves(S. S. Lee et 

al., 2022). 

Los datos clínicos menos frecuentes son la insuficiencia respiratoria, aunque la 

mayoría de los pacientes tienen parámetros de función respiratoria disminuidos, 

generalmente no requieren ventilación no invasiva, en algunos casos esta es 

necesaria en mayores de 50 años, se puede establecer una correlación entre la 

capacidad vital forzada y la función del musculo esquelético, pero no con la edad 

(Angelini, 2020).  

 
Figura 1. Fotografías clínicas de los principales hallazgos en las distrofias muculares  relacionadas con el colágeno tipo VI. 

(Victor et al., 2017). 
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A nivel cardiaco, las anomalías en la conducción se describen en el 10% de los 

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

valor basal. 

 

Clasificación 

 

El espectro de manifestaciones clínicas de las miopatías relacionadas con el 

colágeno tipo -VI es muy heterogéneo, por lo que se ha establecido una clasificación 

de acuerdo con su severidad: 

1. Distrofia muscular de Bethlem: Se refiere al fenotipo más leve de este grupo 

de miopatías, clínicamente presentan debilidad muscular proximal, 

contracturas articulares, hipotonía, retraso de hitos motores durante la primer 

infancia y la afección respiratoria no es un dato frecuente. Prenatalmente 

pueden estar ya presentes la hipotonía. En la adultez, los pacientes 

continúan con debilidad proximal, contracturas de los codos, tendón de 

Aquiles y flexores largos de los dedos. La progresión clínica es lenta, incluso 

en mayores de 50 años, aún se conserva la deambulación, aunque pueden 

requerir ayuda.  

2. Distrofia muscular de Ullrich: Este es el espectro de mayor gravedad, los 

pacientes pueden presentar debilidad congénita, hipotonía, contracturas en 

articulaciones proximales, hiperlaxitud en articulaciones distales, 

movimientos prenatales disminuidos. Aunque algunos pacientes pueden 

lograr la deambulación, esta, suele perderse entre los 10 y 11 años. Todos 

los pacientes presentan insuficiencia respiratoria en etapas tempranas, suele 

ser grave y amerita ventilación no invasiva nocturna. 

3. Fenotipo intermedio: Aunque logran deambulación independiente después 

de los 11 años, no logran correr, saltar o subir escaleras sin ayuda. La 

insuficiencia respiratoria suele tener un inicio más tardío que en Ullrich, 
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requiriendo ventilación no invasiva a finales de la adolescencia(Foley et al., 

2021). 

 

Biopsia muscular 

 

Si bien, no existen datos específicos en las biopsias musculares de pacientes con 

alteraciones del colágeno tipo 6, se pueden encontrar reportes de cambios 

miopáticos crónicos inespecíficos al inicio de la enfermedad y con la evolución 

clínica se podrán encontrar cambios como degeneración, regeneración y reemplazo 

de tejido muscular por grasa y tejido conjuntivo fibroso. Si se utilizan anticuerpos 

dirigidos contra el colágeno tipo VI se puede encontrar una expresión disminuida o 

una localización alterada. Como se puede observar en la figura 1, el colágeno se 

marca con rojo la laminina γ-1 en verde y cuando estos colocaliza se observa una 

coloración amarilla. En a, son imágenes de un control sano y en b de un paciente 

con un fenotipo intermedio de miopatías relacionadas con el colágeno tipo 6. En b 

se puede observar la falta de colocalización entre el colágeno tipo VI y los 

componentes de la membrana basal, sugiriendo una función inadecuada de la 

proteína a nivel muscular (Bönnemann, 2011a). 

 

Figura 2. Inmunohistoquímica del colágeno tipo VI en biopsias musculares de un paciente con fenotipo intermedio de 
miopatías relacionadas con el colágeno tipo VI. 
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Estudios de imagen. 

 

La resonancia magnética y el ultrasonido muscular pueden brindar datos que 

orienten hacia alteraciones del colágeno 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 señal anormal 

a lo largo de la periferia con preservación de la parte central (“patrón de afuera hacia 

adentro”). Otro musculo afectado es el recto femoral, con señal anormal dentro de 

un área central del musculo, rodeada por musculo de apariencia normal (”patrón de 

nube central”). En la figura 2 se muestran imágenes de resonancia magnética de 4 

pacientes con Distrofia muscular de Bethlem, con conservación de la parte central 

del vasto lateral y bordes con aumento de la señal, asi como aumento en la parte 

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

 

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

 

El locus se ubica en 21q22.3, codifica para la subunidad alfa-2 del colágeno tipo VI. 

Se mapeo por primera vez en 1988 y en ese mismo año se estudió su función 

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

 

Gen Proteína Locus Exones Mb Da aa 
COL6A1 Cadena alfa-1 del 

colágeno VI 

21q22 .3 35 23.2 108529 1028 

COL6A2 Cadena alfa-2 del 

colágeno VI 

21q22 .3 29 34.7 108579 1019 

COL6A3 Cadena alfa-3 del 

colágeno VI 

2q37 .3 44 90.1 343669 3177 

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

 

Proteína COL6A2 

 

El colágeno tipo VI forma parte de la matriz extracelular en el musculo, está 

conformada por tres cadenas peptídicas, A1, A2 y A3 que son codificadas por los 

genes COL6A1, COL6A2, COL6A3. 

La proteína colágeno VI es el componente principal de la matriz extracelular a nivel 

muscular, participa en mantener la estabilidad muscular ya que permite establecer 

la unión entre la lámina basal y la matriz intersticial que rodea. Requiere de su 

ensamblaje para que las cadenas α se combinen y formen tetrámeros de COL6 que 

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

 

Recientemente, se han descrito las celulopatías de las células satélite, es decir, 

aquellos trastornos musculares cuyas variantes patogénicas provocan disfunción 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 función principal 

se enfoca en el crecimiento y homeostasis del musculo esquelético para su 

adecuada función, reparación y regeneración. La unidad funcional del musculo 

esquelético es la fibra muscular (miofibra)(Martino et al., 2023). 

 

Figura 4. Dinámica 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 lámina basal y el 

plasmalema. Tras sufrir alguna lesión o como respuesta a algunas señales de 

crecimiento, estas células se activan (ilustradas en color amarillo) y comienzan a 

proliferar, generando una población de células progenitoras musculares (MPC) 

conocidas como mioblastos (en color anaranjado), que posteriormente entraran a 

diferenciación celular para convertirse en miocitos (ilustrados de color rojo). Los 

miocitos posteriormente se fusionarán con fibras musculares multinucleadas 

preexistentes, o bien, formarán 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 mantendrá la autorrenovación y regeneración a lo largo de la vida 

(Ganassi & Zammit, 2022). 

Las variantes patogénicas en estos genes producen una síntesis alterada del 

colágeno tipo VI o en menor cantidad por lo que la matriz extracelular alrededor de 

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

Al existir una cadena de colágeno VI alterada, esta ejerce un efecto dominante 

negativo durante la formación de los tetrámeros, llevando asi a un ensamblaje 

defectuoso de la proteína 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 patologías es una metodología 

ampliamente utilizada. En el caso de la miopatía 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 disminución de la fuerza de agarre(Meehan et al., 2017). 
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También existe un modelo de pez cebra (col6a1Δex14) que se ha catalogado como el 

único modelo animal estandarizado para el estudio de esta patología. Este modelo 

tiene una de las variantes patogénicas más frecuentes que provoca el salto del exón 

14 en el mRNA que codifica para la cadena α1 del colágeno tipo VI (col6a1 Δ ex14 fish) 

la cual se manifiesta con una estructura alterada del retículo sarcoplásmico y 

mitocondrias con alteración en los canales iónicos y niveles de calcio (Idoux et al., 

2019). 

 

Patrón de herencia 

 

Inicialmente se describió un patrón de herencia autosómico dominante, pero en el 

2009 se describió 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 somático y 

germinal. En el caso del patrón de herencia autosómico dominante, si uno de los 

padres tiene la variante patogénica identificada en el paciente y está 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 

población general, pero no se debe descartar la presencia de mosaicismo somático 

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

En la herencia autosómico recesiva, si está 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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Diagnóstico 

 

No existen a la fecha criterios para el diagnóstico clínico. El diagnóstico se establece 

en un paciente con los datos clínicos sugestivos, imágenes musculares, estudios 

inmunohistoquímicos y mediante la identificación de variantes patogénicas 

heterocigotas o bialélicas en COL6A1, COL6A2 o COL6A3 mediante pruebas 

genéticas moleculares (Bönnemann et al., 2014). 

Estas pruebas moleculares, pueden incluir el análisis de genes únicos, panel 

multigénico, secuenciación de exoma, secuenciación de genoma completo, según 

el fenotipo de cada paciente. Estos análisis pueden detectar deleciones e 

inserciones intragénicas pequeñas, asi como variantes en sitios de empalme. Sin 

embargo, también se deben considerar los análisis de deleción/duplicación 

intragénicas en caso de no obtener resultados en los primeros análisis y si el 

fenotipo del paciente es muy sospechoso de una miopatía relacionada con el 

colágeno 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 COL6A3 del 18-19%, de todos los 

casos de miopatías relacionadas con el colágeno tipo 6. En los tres genes, la tasa 

de detección por secuenciación de próxima generación es mayor al 99% y menor al 

1% para el caso de los análisis de deleción/duplicación (Allamand et al., 2011). 

Esto apoya la idea de que ante un casos sospechosos en un paciente con datos 

clínicos muy sugestivos de miopatías relacionadas con el colágeno tipo VI, con 

técnicas de secuenciación se obtienen tasas diagnósticas muy altas. 

 

Diagnósticos diferenciales 

 

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

deben ser tomados en cuenta como parte de los diagnósticos diferenciales de la 
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distrofia muscular de Bethlem, entre ellos, se encuentran la Calpainopatía, debido 

a variantes en CAPN3, con patrón de herencia AR y AD y que cursa clínicamente 

con atrofia de los músculos peri escapular y bíceps y las contracturas suelen ser 

más graves (Forsting et al., 2022). 

La distrofia muscular de Emery-Dreifuss, por variantes en EMD, FHL1, LMNA, con 

patrón de herencia ligado al X y AD que se presenta con contracturas articulares en 

la primera infancia, atrofia muscular acompañada de debilidad con progresión lenta 

así como afección cardiaca(Heller et al., 2020). La miopatía por variantes en FHL1, 

con patrón de herencia ligado al X, cuyo dato histológico característico es la 

presencia de cuerpos reductores y clínicamente presentan debilidad muscular 

temprana, grave con insuficiencia respiratoria en edades tempranas (Borch et al., 

2022). 

La distrofia muscular por variantes en LAMA2, distintivamente tiene afección en 

SNC, con alteraciones de la sustancia blanca, niveles altos de creatina cinasa (CK) 

y neuropatía desmielinizante (Angelini, 2020; Bönnemann et al., 2014). 

La miopatía por variantes en TTN, de herencia autosómico-recesiva que se presenta 

con artrogriposis y alteraciones en la resonancia magnética muscular con contraste 

(Oates et al., 2018). 

Por las lesiones cutáneas que pueden presentar los pacientes con distrofia muscular 

de Bethlem; la acroangiodermatitis, un trastorno angioproliferativo benigno, de 

extremidades inferiores, es parte de los diagnósticos diferenciales, ya que, debido 

a que las cadenas de colágeno VI, se encuentran alrededor de los vasos 

sanguíneos, muy probablemente esto contribuya a la fisiopatología de esta entidad 

(S. S. Lee et al., 2022). 

Existen otros trastornos a tomar en cuenta como parte de los diagnósticos 

diferenciales como lo es, Ehlers-Danlos por variantes en COL12A1, ya que pueden 

compartir datos con el fenotipo grave e intermedio como cifoescoliosis, hipotonía, 

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 síndrome de Marfan, 

por variantes en FBN1, ya que pueden presentar hiperlaxitud articular, retraso de 

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

 

Tratamiento y seguimiento 

 

Actualmente no existe un tratamiento para las miopatías relacionadas con el 

colágeno tipo 6, se da un manejo multidisciplinario según las afecciones que 

presenten los pacientes. En el caso de la miopatía de Bethlem, para aquellos 

pacientes que requieren ventilación mecánica no invasiva (VMNI) mediante presión 

positiva (BiPAP) sobre todo al dormir, por lo que requieren valoración por 

neumología y cardiología, para la prevención de la sobrecarga cardiaca derecha asi 

como fisioterapia respiratoria(Foley et al., 2013). En caso de presentar escoliosis y 

contracturas como en el tendón de Aquiles; seguimiento por ortopedia y manejo 

quirúrgico en caso de ser necesario. Terapia ocupacional para el manejo de la 

afección articular. Para las alteraciones en la piel, seguimiento por dermatología 

(Victor et al., 2017). 

Los pacientes con miopatía de Bethlem requieren seguimiento anual con pruebas 

de función pulmonar, polisomnografía, vigilancia de la progresión de la escoliosis 

con radiografías anuales, evaluación cardiaca anual con ecocardiograma y 

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

Se han estudiado algunos enfoques utilizando un oligonucleótidos antisentido 

gamper (ASO) o RNAs de interferencia pequeños (siRNA) para disminuir el efecto 

dominante negativo en variantes en COL6A asociadas a distrofia muscular 

congénita de Ullrich (Aguti et al., 2020). 
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Clasificación de variantes genéticas 

 

El desarrollo e implementación la secuenciación de siguiente generación de alto 

rendimiento en el ámbito clínico y de investigación ha permitido mejorar las tasas 

de diagnóstico molecular. Sin embargo, esto también ha traído consigo una mayor 

complejidad para la interpretación de las variantes de secuencia encontradas, por 

lo que el Colegio Americano de Genética Médica y Genómica (ACMG), en el 2020 

publico los estándares técnicos para la interpretación y el informe de variantes de 

secuencia, el cual va dirigido a las pruebas genéticas implementadas en laboratorios 

clínicos, para el genotipado, análisis de genes individuales, paneles, exomas y 

genomas. 

Dentro de la terminología que se sugiere utilizar, para la clasificación de las 

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

1. Variante patogénica: Cambio en la secuencia de nucleótidos 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 nucleótidos no tiene ninguna relevancia 

en la producción de productos funcionales, por lo tanto, tampoco en el 

fenotipo del paciente. 

 

También se sugiere utilizar el término variante para reemplazar los términos 

“mutación” y “polimorfismo”, ya que estos solían crear confusión debido a su 
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atribución incorrecta a efectos patogénicos o benignos. En las tablas 1 y 2 se 

muestran los criterios propuestos para la clasificación de varían tes patogénicas y 

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

 

Evidencia de patogenicidad  Categoría  

Muy fuerte Sin sentido, frameshift.  

Fuerte Establecimiento del daño 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 clasificación de las variantes patogénicas. 

 

 

Evidencia de benignidad Categoría 

Fuerte  Evidencia en estudios in vitro donde no se 

demuestra alteración 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 clasificación de las variantes benignas. 
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Procesamiento del mRNA 

 

El proceso de splicing o empalme alternativo es un mecanismo que permite que un 

solo gen generé múltiples RNA y así regular la expresión génica postranscripcional, 

asi el 95% de los genes que contienen intrones sufren una o más formas de 

empalme alternativo. Dentro de los tipos de empalmes alternativos están: Omisión 

de exón, retención de intrones, selección de sitios de sitios de empalme alternativos 

en 5´y 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 proteínas reguladoras (Ule, J, et 

al., 2019). 

 

 

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 canónico. Por 

ejemplo, en RNA largo no codificante (IncRNA) genera diferentes tipos de RNA 

mediante sitios de empalme alternativos 5´y retención de intrones. Dentro del 

empalme no canónico (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 transcripción de RNA circular con un enlace fosfodiéster 3´-5´ 

(Xu B, et al., 2021). 

Una deleción 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 y los exones se unen para formar el mRNA maduro. El 

empalme ocurre en sitios específicos llamados sitios de empalme, que se 

encuentran en los límites entre los intrones y los exones. Una deleción en un sitio 

de empalme puede dar como resultado que uno o más intrones permanezcan en el 

mRNA maduro, lo que lleva a la producción de proteínas anormales.  

Cuando ocurre una mutación en el sitio de empalme, la transcripción de mRNA 

posee información de estos intrones que normalmente no debería incluirse. Se 

supone que se eliminan los intrones, mientras que se expresan los exones. La 

eliminación del sitio de empalme da como resultado que uno o más intrones 

permanezcan en el mRNA maduro y puede conducir a la producción de proteínas 

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 niños con sospecha de alteraciones de la colágena. Los datos se 

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

Manifestación clínica Paciente 
de este 

protocolo 

Paciente 
1 

Paciente 
2 

Paciente 
3 

Hitos motores retrasados ✔ ✔ ✔ ✔ 

Hipotonía ✔ ✔ ✔ ✔ 

Debilidad muscular proximal ✔ ✔ ✔ ✔ 

Contracturas articulares 
distales (Codos, tendón de 
Aquiles, interfalángicas) 

✔ ✔ ✔ ✔ 

Progresión lenta ✔ ✘ ✘ ✔ 

Dificultad para la 
deambulación, subir 
escaleras 

✔ ✔ ✘ ✔ 

Cifoescoliosis ✘ ✔ ✘ ✘ 

Displasia congénita de 
cadera 

✘ ✔ ✘ ✔ 

Afección respiratoria ✘ ✔ ✔ ✘ 

Alteraciones dermatológicas 
(Eritema facial, cicatrices 
atróficas, queloides, 
hiperqueratosis folicular) 

✔ ✔ ✘ ✘ 

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

El colágeno VI es un componente importante de la matriz extracelular que forma 

una red microfibrilar que se encuentra en estrecha asociación con la célula y la 

membrana basal circundante. El colágeno VI también se encuentra en el espacio 

intersticial de muchos tejidos, incluidos músculos, tendones, piel, cartílagos y discos 

intervertebrales. Por lo tanto, las variantes en genes que codifican para el colágeno 

VI dan como resultado trastornos con afectación combinada de músculo y tejido 

conjuntivo con una clínica muy heterogénea. Sin embargo, es necesario profundizar 

el estudio de las miopatías relacionadas con el colágeno tipo VI ya que eso puede 

ayudarnos a mejorar nuestra comprensión de estos trastornos. A pesar de que a 

nuestra institución acude un gran número de pacientes con trastornos 

musculoesqueléticos, es muy probable que no se estén diagnosticando todos los 

casos de distrofias musculares por alteraciones en el colágeno tipo VI, por lo que el 

estudio la nueva variante c.901-6_903del en COL6A2, permitirá ampliar el 

conocimiento tanto clínico como molecular sobre esta enfermedad y también 

sentará las bases para el estudio y análisis de futuros casos en nuestra institución.  
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Pregunta de investigación 
 

 

¿Cuáles son las manifestaciones clínicas y el efecto en la expresión del mRNA de 

la variante nueva c.901-6_903del en el gen COL6A2 en una paciente con distrofia 

muscular de Bethlem? 
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Justificación 
 

Las miopatías relacionadas con el colágeno tipo VI son un grupo de trastornos 

genéticos raros, causados por variantes en los genes que codifican para la colágena 

tipo VI, una proteína esencial tanto para la estructura como para la función de los 

músculos. Estos trastornos pueden presentarse con un amplio espectro de 

manifestaciones clínicas, aunado a esto, la baja frecuencia con la que suelen 

reportarse hace más complejo su diagnóstico. A nivel internacional existen reportes 

de caso y series de pacientes, sin embargo, en nuestro país, no contamos con esta 

información. 

La importancia de estudiar este tipo de distrofias musculares nos permitirá 

comprender mejor las causas moleculares y el papel del colágeno tipo VI a nivel 

muscular, ya que actualmente, no existen intervenciones terapéuticas 

farmacológicas. Por lo que el estudio de estas distrofias musculares puede ayudar 

mejorar nuestra comprensión de estos trastornos y ayudar en el desarrollo de 

herramientas tanto diagnósticas como terapéuticas. 
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Hipótesis 
 

Si el empalme es el proceso mediante el cual se eliminan los intrones del pre-RNA 

y los exones se unen para formar un mRNA maduro y si las deleciones del sitio de 

empalme pueden tener un efecto significativo en el procesamiento del RNA, 

entonces la variante c.901-6_903del en el gen COL6A2 interrumpirá el proceso 

normal de empalme y dará como resultado una proteína COL6A2 anormal que 

resultará en una funcionalidad alterada del colágeno tipo VI con manifestaciones 

clínicas relacionadas con esta proteína. 
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Objetivos 
 

Objetivo general 
 

Analizar las manifestaciones clínicas y el efecto en la expresión del mRNA de la 

variante nueva c.901-6_903del en el gen COL6A2 en una paciente con distrofia 

muscular de Bethlem. 

 

Objetivos específicos 
 

1. Describir las manifestaciones clínicas 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 

secuenciación de segunda generación. 

4. Desarrollar un modelo de estudio que permita analizar mediante ensayos de 

biología molecular la región afectada por la variante encontrada. 

5. Confirmar la variante a través de secuenciación tipo Sanger. 

6. Medir el efecto de la variante respecto a un control sanos, mediante el 

análisis del mRNA 
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Metodología 
 

El diseño del estudio consiste en un estudio experimental, prospectivo, transversal. 

La población de estudio consiste en una paciente femenina del Hospital Infantil de 

México Federico Gómez 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 colágeno; sin embargo, no contaba con un diagnóstico definitivo, 

por lo que se realizó exploración física completa e historia clínica completa, con 

toma de fotografías clínicas autorizadas por la paciente y por su madre. 

Se obtuvo consentimiento y asentimiento informado por la madre y paciente, se 

brindó asesoramiento genético preprueba y se tomó muestra de sangre periférica 

para realizar secuenciación de segunda generación de un panel de genes de 

alteraciones musculoesqueléticas que incluyo 131 genes. 

En una cita posterior, se hizo entrega de resultados y se brindó asesoramiento 

genético, debido a que inicialmente la variante obtenida: c.901-6_903del en el gen 

COL6A2 se reportó como probablemente patogénica, fue necesario realizar estudio 

de segregación a ambos padres. 

El resultado de segregación fue negativo, por lo que esto le dio más 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 

Investigación epidemiológica en endocrinología y nutrición del HIMFG, a -80°C 

hasta su utilización. 

Se diseñaron 5 pares de oligonucleótidos (sentido y antisentido), para el exón 6, 7, 

8 y 9 del gen COL6A2 (Anexo G). 
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Se amplificó gDNA con los primers mencionados, y se realizó un gel de agarosa al 

3% en dónde se corrieron 100 μg de gDNA de la paciente y un control sano, con los 

siguientes pares de primers: 7F-9R, 7F-8R, 8F-9R para comparar el tamaño de la 

banda entre paciente y control. 

Posteriormente se elaboró un gel de agarosa al 3% en dónde se corrió durante 25 

minutos a 100 V, 100 μg de gDNA y 100 μg de cDNA de COL6A2 de la paciente, 

para confirmar integridad y peso molecular, posteriormente la banda fue purificada 

y enviada para su secuenciación tipo Sanger. 

Estas muestras junto con los primers fueron enviadas para realizar secuenciación 

tipo Sanger a un laboratorio privado. 

Paralelamente se realizó 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 metodología. 
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Plan de análisis estadístico 
 

Se realizará una comparación no paramétrica en los niveles de expresión del mRNA 

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

clínicos. 
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Descripción de variables 
 

Variable Definición  Tipo de variable Unidad de medición 
Sexo Condición de un 

individuo que lo 
distingue entre 
masculino y 
femenino.  

Cualitativa, nominal 
dicotómica 

Hombre/Mujer 

Edad Tiempo que ha 
vivido una persona 
u otro ser vivo 
contando desde su 
nacimiento 

Cuantitativa 
continua 

Años 

Miopatías 
relacionadas con el 
colágeno tipo 6 

 
Grupo continuo de 
fenotipos clínicos 
superpuestos con 
distrofia muscular 
de Bethlem en el 
extremo más leve, 
distrofia muscular 
congénita de Ullrich 
(UCMD) en el 
extremo más grave 
y un fenotipo entre 
UCMD y distrofia 
muscular de 
Bethlem. 
denominado COL6-
RD intermedio 

Cualitativa nominal 
policotómica 

Debilidad muscular 
proximal  
Contracturas articulares 
en los codos, los 
tendones de Aquiles y 
los flexores largos de 
los dedos. 
Hipotonía  
Hitos motores 
retrasados Afectación 
respiratoria 
Cicatrización queloide 
Cicatrización el papel 
de cigarro 
Queratosis folicular 

Debilidad muscular Pérdida de la fuerza 
muscular 

Cualitativa nominal  
Dicotómica  

Presencia o ausencia 

Contracturas 
articulares 

Tensión 
permanente de los 
músculos, los 
tendones, la piel y 
los tejidos cercanos 
que hacen que las 
articulaciones se 
acorten y se vuelvan 
rígidas.  

Cualitativa nominal  
Dicotómica  

Presencia o ausencia 

Hipotonía  
 

Disminución de la 
tensión o del tono 
muscular, o de la 

Cualitativa nominal  
Dicotómica  

Presencia o ausencia 
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tonicidad de un 
órgano. 

Hitos motores 
retrasados 

Comportamientos o 
destrezas físicas 
observadas en 
lactantes y niños a 
medida que crecen 
y se desarrollan. 
Voltearse, gatear, 
caminar y hablar se 
consideran todos 
hitos o 
acontecimientos 
fundamentales.  

Cualitativa nominal  
Dicotómica  

Presencia o ausencia 

Dificultad 
respiratoria (Disnea) 

 
Afección que 
involucra una 
sensación de 
dificultad o 
incomodidad al 
respirar o la 
sensación de no 
estar recibiendo 
suficiente aire. 

Cualitativa nominal  
Dicotómica  

Presencia o ausencia 

Queratosis folicular También conocida 
comúnmente como 
queratosis pilaris, es 
una afección 
dermatológica 
benigna que se 
caracteriza por la 
formación de 
pequeñas 
protuberancias 
ásperas y 
escamosas en la 
piel, por un exceso 
de producción de 
queratina. 

Cualitativa nominal  
Dicotómica  

Presencia o ausencia 

Cicatrices atróficas 
 

Cicatrices que se 
sitúan por debajo de 
la superficie de la 
piel circundante. 
Estas pequeñas 
depresiones se 
producen cuando la 

Cualitativa nominal  
Dicotómica  

Presencia o ausencia 
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cantidad formada 
del nuevo tejido 
conectivo es 
insuficiente debido a 
la desorganización 
del proceso de 
curación. 

Cicatrices queloides Las cicatrices 
hipertróficas y los 
queloides son 
respuestas 
hiperproliferativas 
del tejido conectivo 
frente a diferentes 
estímulos, entre los 
que se incluyen la 
inflamación, la 
infección y los 
traumatismos 
cutáneos (sobre 
todo las 
quemaduras y las 
heridas 
quirúrgicas).  

Cualitativa nominal  
Dicotómica  

Presencia o ausencia 

Variante Genética Cualquier cambio 
en la secuencia del 
ADN de una célula 

Cualitativa nominal 
policotómica 

Sanger 
HRM 
NGS 

High Resolution 
Melting (HRM) 

El análisis de fusión 
de alta resolución 
(análisis HRM) es el 
análisis cuantitativo 
de las curvas de 
fusión de los 
fragmentos de ADN 
del producto 
después de la 
amplificación por 
PCR 

Cuantitativa 
continua 

Secuencia de 
nucleótidos 
Temperatura 

Exones una región del 
genoma que finaliza 
con una molécula 
de ARNm.  

Cuantitativa 
continua  

Amplificación de los 
exones que lo 
flanquean 

Secuenciación tipo 
Sanger 

el ADN blanco es 
copiado muchas 
veces y se hacen 
fragmentos de 

Cuantitativa 
continua 

Secuencia de 
nucleótidos 
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diferentes 
longitudes. 
Nucleótidos 
fluorescentes que 
actúan como 
"terminadores de 
cadena" marcan los 
extremos de los 
fragmentos y 
permiten la 
determinación de la 
secuencia. 

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

Cuantitativa 
continua 

Grados Celsius  
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Resultados 
 

Manifestación clínica Presente/Ausente  

Hitos motores retrasados ✔ 

Hipotonía ✔ 

Debilidad muscular proximal ✔ 

Contracturas articulares distales 

(Codos, tendón de Aquiles, 

interfalángicas) 

✔ 

Progresión lenta ✔ 

Dificultad para la deambulación, 

subir escaleras 
✔ 

Cifoescoliosis ✘ 

LCC ✘ 

Afección respiratoria ✘ 

Alteraciones dermatológicas 

(Eritema facial, cicatrices 

hipertróficas o queloides, 

hiperqueratosis folicular) 

✔ 

Tabla 5. Manifestaciones clínicas y edad de inicio en la paciente. 
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Fotografías clínicas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Serie ósea completa. 
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Figura 8. Imágenes de IRM de musculo. 
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Resultados de secuenciación de panel de alteraciones neuromusculares. 

 

 

Figura 9. Resultado de secuenciación de segunda generación. 
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Figura 10. Diseño de la estructura del gen. 

 

 

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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Figura 12. Gel de agarosa al 2% con 2 ul de gDNA COL6A2 (izquierda) y 2 ul de cDNA COL6A2 (derecha), para corroborar 
el tamaño de la banda. 

 

 

 

Figura 13. Alineamiento de gDNA de COL6A2 con la secuencia 7F y 9R 
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Figura 14. Electroferograma de secuenciación tipo Sanger del cDNA de COL6A2. 7F 

 

 

Figura 15. Alineamiento de la secuenciación tipo Sanger del cDNA de COL6A2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Amplificación de cDNA, dónde se observan las diferencias en el tamaño de las curvas entre cDNA de la 
paciente y un control sano. 

74.5° 

81° 
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Discusión 
 

De acuerdo con Bönneman y colaboradores, en la distrofia musuclar de Bethlem los 

síntomas suelen ser más leves. Los pacientes cuentan con antecedente de 

hipotonía, deformidades en los pies y torticolis. Aunque la gran mayoría de las 

contracturas suelen resolverse en los primeros 2 años, para la primera década de 

la vida y adolescencia la contractura del tendón de Aquiles y codos suelen hacerse 

evidentes junto con la afección de la columna vertebral con rigidez. En extremidades 

superiores, las contracturas de los flexores largos de los dedos impiden la extensión 

completa del dedo y con el paso del tiempo los pacientes presentaran debilidad 

muscular proximal asi como enfermedad pulmonar restrictiva que podría resultar en 

insuficiencia respiratoria, sobre todo si hay asociación con apnea obstructiva del 

sueño (Bönnemann, 2011b). 

En el caso de nuestra paciente,  la exploración física (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 flexión y extensión. En extremidades inferiores la presencia de cicatriz de 

Zetoplastia del tendón de Aquiles, metatarsos prominentes, braquidactilia y primer 

dedo más ancho, acompañado de dificultad para la deambulación, datos que 

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

Nuestra paciente también presentó alteraciones en la piel, con cicatrización 

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 presentó una ligera escoliosis con convexidad a la derecha en las vértebras 

torácicas (Figura 6). La escoliosis es un hallazgo que suele hacerse más 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 clínica de distrofia muscular por 

alteraciones en el colágeno tipo VI, se incluye la Resonancia magnética muscular 

ya que se podrían encontrar algunos datos sugestivos. Dentro de este estudio, se 

recomienda incluir a los músculos vasto lateral y femoral, con afectación en la 

periferia del musculo y preservación relativa de la parte central. En el caso de 

nuestra paciente, las imágenes de resonancia magnética muscular, coinciden con 

los hallazgos reportados ya que se logra observar preservación relativa de la parte 

central y los patrones descritos (Figura 7) (Mercuri et al., 2005, 2010). 

El resultado de la secuenciación inicial de segunda generación de un panel de 

alteraciones neuromusculares, reporto una variante probablemente patogénica, que 

de acuerdo con los estándares publicados por el Colegio Americano de Genética 

Médica y Genómica en el 2020 y posterior a realizar estudios de segregación en 

ambos padres se reclasifico por el laboratorio y se reportó como patogénica, el resto 

de variantes continúan 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 nucleótidos deletados incluyen a los ocho últimos 

del intrón 7 y el primero del exón 8, afectando presuntivamente el sitio de empalme 

(Figura 8, Anexo B, C y D). 

Según Baralle y colaboradores, las variantes en sitios de splicing o empalme pueden 

ser difíciles 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 omisión completa del exón, retención del 

intrón o introducción de un nuevo sitio de empalme dentro de un exón o intrón 

(Baralle & Baralle, 2005). 

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

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

y reverse (R) (Figura 9). 

Nuestra paciente no mostro diferencias aparentes en el tamaño de las banda 

correspondiente a la amplificación del exón 8, al ser comparada con un control sano 

(Figura 10), esto podría ser explicado ya que el tamaño de bases que se perdieron 

en la paciente es muy pequeño, para poder ser visualizado mediante esta técnica 

(P. Y. Lee et al., 2012). 

La secuenciación tipo Sanger, logro detectar la pérdida de exones al final del intrón 

7 (Figura 12), sin embargo, no muestra la pérdida esperada según los hallazgos de 

la secuenciación de segunda generación. Esto puede explicarse por qué en realidad 

los nucleótidos perdidos no fueron amplificados ni detectados mediante la 

secuenciación Sanger, hecho que hace menos posible a que se deba  a que durante 

la amplificación la Polimerasa utilizada pierda fidelidad al tratarse de una región 

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

Posterior a comparar mediante el alineamiento del DNA genómico de la secuencia 

consenso de COL6A2 con la secuenciación en dirección 7F y 9R, se pudo 

corroborar que en el primer nucleótido del exón 8 se mantiene entre la secuencia 

consenso y la secuenciación en dirección 7F; sin embargo, en la dirección 9F no se 

identificó ningún nucleótido, recordemos que la deleción de nuestra paciente abarca 

el primer nucleótido del exón 8 y los 8 previos del intrón 7 y la secuencia eliminada 

abarca 9 nucleótidos: GCCCCCAGG. 

A diferencia del los resultados obtenidos en la secuenciación del DNA genómico 

(gDNA), el RNA mensajero o cDNA si logró detectar la deleción, 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 

más alto al cual inicio la amplificación, medida en grados Celsius, razón por la cual 

se eligió este método ya que es más sensible para detectar cambios a partir de un 

solo nucleótido (Figura 15) (Moncada & Pancrazzi, 2022). 
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Conclusión 
 

Clínicamente, la paciente mostraba los datos reportados por otros autores, para 

distrofia muscular de Bethlem como lo son: Lograr la deambulación en la 

adolescencia, aunque requiere ayuda y fue sometida una Zetoplastia del Tendón de 

Aquiles y fasciotomía plantar bilateral. En cuanto a su función respiratoria, a pesar 

de tener disnea leve en decúbito supino, no ha requerido uso de ventilación 

mecánica no invasiva. En nuestra institución no se realizó biopsia muscular, pero 

contaba con una Biopsia fuera de esta Institución la cual reporto solo cambios 

morfológicos compatibles con daño miopático. Los niveles de CK no son específicos 

para este tipo de colagenopatías y nuestra paciente contaba con niveles normales. 

Esto confirma la importancia de la sospecha clínica para poder dirigir el diagnóstico 

molecular, el cual fue positivo en nuestra paciente.  

En cuanto al análisis 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 más sensibles que la secuenciación tipo 

Sanger, como lo es el HRM, la cual es rápida y de bajo costo y nos permitió detectar 

cambios en la curva de melting entre el paciente y el control, debido a que este 

ensayo es más sensible para detectar cambios desde un solo nucleótido, ese 

cambio en la curva podría explicarse debido a la deleción que presenta nuestra 

paciente. 

Con los resultados obtenidos, podemos concluir que aparentemente no se afecta el 

sitio de corte y empalme debido al tamaño pequeño de la deleción y a que es una 

variante en estado heterocigoto, por lo que el alelo WT sea probablemente el que 

vemos en la secuenciación tipo Sanger. 

No encontramos resultados que concuerden con alteraciones como salto del exón 

o retención de intrones ya que los tamaños de las bandas observadas tanto en el 

paciente como en el control son del mismo tamaño. 
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Perspectivas 
 

Evaluar la proteína COL6A2 in vitro e in silico, para analizar si existe una menor 

cantidad de proteína a nivel global o la proteína que existe no es funcional. 
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Cronograma de actividades 
 

 
Actividad 

´Periodo 
Marzo-
abril 
2022 

Mayo-
junio 
2022 

Julio-
agosto 
2022 

Septiembre-
octubre 
2022 

Octubre-
diciembre 
2022 

Enero-
abril 
2023 

Realización de historia 
clínica y toma de 
fotografías clínicas. 

✔      

Presentación de caso 
clínico y selección de 
este 

 
 
✔ 
 

     

Diseño del protocolo  ✔     

Elaboración de 
consentimientos 
informados 

 ✔     

Obtención de 
muestras sanguíneas 

  ✔    

Extracción de DNA y 
RNA 

  ✔    

Realización de PCR y 
geles de agarosa. 

   ✔   

Realización de Sanger 
y HRM 

   ✔   

Redacción de tesis     ✔ ✔ 
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Limitaciones del estudio 
 

Debido a que es la única paciente con este tipo de variante y a que se trata de una 

variante no reportada previamente, esto hace que la población de estudio sea muy 

pequeña. 

Como técnicamente no logramos separar los alelos WT de los afectados, no 

logramos validar la variante encontrada por NGS mediante secuenciación tipo 

Sanger. 

Realizar estas técnicas en DNA y RNA obtenido de tejido muscular sería 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 proteína. 
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Anexos 
Anexo A 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

Se invita a su hijo(a) __________________________________________________ 
para que participe en el proyecto de investigación titulado “Análisis del efecto de 
la variante nueva c.901-6_903del en el gen COL6A2 en la expresión del mRNA 
en una paciente con miopatía tipo Bethlem.”, cuyo objetivo principal es 
determinar la patogenicidad de la variante mediante estudios funcionales, lo cual 
podría mejorar el conocimiento actual que se tiene de la enfermedad. 
 
¿Cuáles son los procedimientos del estudio? 
Si usted acepta que su hijo participe, se le pedirá una muestra de sangre, la cantidad 
total de sangre extraída para todo el estudio será de aproximadamente 5 ml en un 
tubo, lo equivalente a una cucharadita. Su hijo puede experimentar molestias 
similares a un piquete y podría sentir dolor, sin embargo, estas molestias son 
transitorias y no graves. 
 
¿Para qué se usarán las muestras? 
Las muestras de su hijo(a) se usarán para los fines de investigación explicados a 
continuación: Se realizará extracción de DNA y/o RNA, posteriormente se realizará 
qRT-PCR (Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa), y otros 
métodos de biología molecular. 
 
¿Cuáles 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 miopatía tipo Bethlem. Por su participación en este estudio NO 
recibirá ningún pago o beneficio económico. 
 
¿Cuáles 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, formación de hematoma o moretón y 
dolor. 
 
¿Puedo decidir participar o dejar este estudio? 
La participación en este estudio es totalmente voluntaria. Es de mi conocimiento 
que seré libre de retirar a mi hijo(a) de esta investigación en el momento que lo 
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desee, sin que esto afecte o le sea negada la atención necesaria para su tratamiento 
en esta Institución y que se me entregará una copia de esta hoja de consentimiento. 
 

¿Qué se hará con mis datos personales?, ¿qué pasará 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 
registrará información personal como su nombre, sexo, edad, peso corporal, altura, 
raza u origen étnico, datos de contacto e información médica, incluido sus 
antecedentes médicos y lo que suceda durante el estudio (se obtendrán datos 
personales sensibles, según se definen en las normas locales). Por varias razones 
parte de esta información estará disponible para el para las personas que trabajen 
en la investigación. Estas razones incluyen las siguientes: a) Para asegurarse 
de que el estudio se está llevando a cabo de manera correcta y precisa.  b) Para 
efectos de pruebas científicas. C) Por motivos relacionados con la publicación de 
los resultados en una revista médica. 

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

El médico del estudio, el personal del hospital y otro personal relacionado con la 
investigación son las únicas personas que podrán identificarlo personalmente con 
los datos del estudio. Solo revelarán 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 identificará personalmente y solo se mostrarán los resultados 
combinados de todos los pacientes del estudio. El médico del estudio/la institución 
es responsable/administrador de los datos personales del sujeto y será 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 serán responsables de 
cuidar su información y usarla adecuadamente. Se les permite compartir sus datos 
únicamente 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 
Protección de Datos Personales en Posesión de los Particulares. Tiene el derecho 
de solicitar un resumen de su información médica por escrito al médico del estudio. 
Se tomará todas las medidas prácticas 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 harán 
públicos. 
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Publicaciones 

 
Al finalizar el estudio, es posible que los resultados y los datos del estudio, que no 
incluirán ningún dato de identificación personal, se publiquen de acuerdo con los 
requisitos normativos. Aunque la información sobre este estudio, incluidos los 
resultados, puede publicarse con fines científicos, presentarse o publicarse 
electrónicamente (por ejemplo, en una base de datos) o presentarse a grupos 
científicos, su nombre e información personal no se utilizarán y su identidad no se 
revelará 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 investigación 
puede comunicarse de 10:00 a 13:00 hrs, al teléfono 55 5228 9917 a la extensión 
9157 de lunes a viernes con el Dr. Rodrigo Moreno Salgado, que es el jefe del 
Departamento de Genética Médica. 
 
Declaración de consentimiento informado 
 
El Participante declara que: 
 

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio. Además, he 
leído (o alguien me ha leído) 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 satisfacción y de manera adecuada.  

He tenido mucho tiempo para pensar sobre el propósito 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 biológicas y mi información médica se recopilen, 
utilicen y revelen según se ha descrito en este formulario de consentimiento 
informado. 

Al firmar este formulario de consentimiento, consiento o acepto 
voluntariamente participar en este estudio de investigación. También estoy dando 
mi permiso para usar y revelar mis datos personales. No puedo participar en este 
estudio de investigación sin dar este permiso. Si me niego a dar mi permiso, no se 
verá afectada la atención médica que de otro modo tengo derecho a recibir. Me 
entregarán 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 
investigación. Tengo total libertad para dejar de participar en este estudio en 
cualquier momento y por cualquier motivo; la decisión de dejar de participar no 
afectará mi atención médica futura.  Acepto seguir las instrucciones del médico del 
estudio y le informaré de inmediato si se presenta algún cambio en mi salud. 

Me han confirmado que se me otorgará un original de éste formado  
Recolección de material biológico:  

 Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.  
  Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros. 
 
PÁGINA DE FIRMAS 
Nota: Si el sujeto no puede leer ni escribir, pondrá sus huellas dactilares y designará 
a otra persona que firmará en su nombre en el lugar del sujeto 
 
Yo _____________________________________________he leído y comprendido 
la información 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 científicos. Convengo en participar en 
este estudio de investigación. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma 
de consentimiento. 
 
Firma de la madre/padre o tutor: 
__________________________________________________________________ 
 
Nombre del niño(a): 
__________________________________________________________________ 
 
Número de expediente: 
__________________________________________________________________ 
 
Diagnóstico: 
__________________________________________________________________ 
 

1. Testigo: ______________________________________________________   
Fecha: ______________________________________________________ 
Dirección: ____________________________________________________ 
Relación con el paciente: ______________________________________ 
 _ 

 
2. Testigo: _____________________________________________________   

Fecha: ______________________________________________________ 
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Dirección: 
____________________________________________________________ 
Relación con el paciente:  ________________________________________ 

 
Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante) 
 
He explicado al Sr(a).__________________________________________ la 
naturaleza y los propósitos de la investigación; le he explicado acerca de los riesgos 
y beneficios que implica su participación. He contestado a las preguntas en la 
medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leído y 
conozco la normatividad correspondiente para realizar investigación en seres 
humanos y me apego a ella. 

Una vez concluida la sesión, de preguntas y respuestas, se procedió a firmar el 
presente documento. 
 
Firma del Investigador: _______________________________________________ 
Dirección: _________________________________________________________ 
Teléfono: __________________________________________________________ 
 
Fecha: ____________________________________________________________ 
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CARTA DE ASENTIMIENTO DEL MENOR 

Si tú deseas platicar con el doctor del estudio en privado, por favor pídeselo. Este 
formato puede contener palabras o información que tú no entiendas. Por favor 
pídele 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 investigación que se llama “Análisis 
del efecto de la variante nueva c.901-6_903del en el gen COL6A2 en la 
expresión del mRNA en una paciente con miopatía tipo Bethlem.” Te han 
pedido que participes porque tienes una enfermedad la cual es muy poco frecuente 
y hay muy poca información al respecto. El doctor del estudio te explicará más 
acerca de esta enfermedad si tuvieras alguna pregunta. 
Si decides que deseas participar en este estudio, tu participación consiste en 
permitirnos analizar una nueva muestra de tu sangre que los médicos te tomar 
cuando encontraron tu enfermedad. 
La decisión de participar en el estudio es para obtener más información respecto a 
la variante que encontramos en tus resultados previos, para así poder saber si es la 
causante de las alteraciones musculares que presentas.  
Cualquier duda que tengas por favor pregúntale a tu doctor o a tus padres. 
Si decides participar en él, es posible que puedas tener molestias o dolor en el sitio 
de punción o donde te tomaron la sangre o en el sitio de vacunación, 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 tú decides que no quieres participar en el estudio, no hay problema, puedes 
decírselo al doctor. Tú puedes terminar tu participación en el estudio en cualquier 
momento. Tú recibirás el mismo tratamiento y atención médica del doctor que 
recibías antes, y no se te tratará de manera diferente. 
Si tú firmas abajo con tu nombre, significa que entiendes la información que se te 
presentó 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 niño   
 
 

  

Fecha y hora:_________________   
 
Nombre y firma del investigador 
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Fecha y hora:_________________   
 
 
TESTIGOS 
 
 
Nombre y firma    
 
 

  

 
Fecha y hora:_________________ 

 
Relación con el participante 

 

   
 
Nombre y firma  

  

 
 

  

 
Fecha y hora:_________________ 

 
Relación con el participante 
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Anexo B. Reporte completo de secuenciación de la paciente. 
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Anexo C. Reporte completo de secuenciación del padre. 
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Anexo D. Reporte completo de secuenciación de la madre. 
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ANEXO E. Protocolo para la extracción de DNA a partir de sangre periferica. 
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ANEXO F. Protocolo para la extracción de RNA a partir de sangre periférica. 
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ANEXO G. Oligonucleótidos diseñados para los exones 6, 7, 8 y 9 del gen 
COL6A2. 

Exón 6 
GGTGCCAAGGGCAACATGGGTGAGCCGGGAGAGCCTGGCCAGAAGGGAAG
ACAG 
 
F GGTGCCAAGG 
R CTGTCTTCCC 
 
Exón 7 
GGAGACCCGGGCATCGAAGGCCCCATTGGATTCCCAGGACCCAAG 
 
F GGAGACCCGGGCATC 
R CTTGGGTCCT 
 
Exón 8 
GGCGTTCCTGGCTTCAAAGGAGAGAAG 
 
F GGCGTTCCTG 
R CTTCTCTCCT 
 
Exón 9 
GGTGAATTTGGAGCCGACGGTCGCAAG 
 
F GGTGAATTTG 
R CTTGCGACCGTCGGC 
 
 
Exón 10 
GGGGCCCCTGGCCTGGCTGGCAAGAACGGGACCGATGGACAGAAG 
 
F GGGGCCCCTG 
R CTTCTGTCCA 
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ANEXO H. Nucleótidos de la región del exón 7. 
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