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Resumen

En México cerca de seis millones de personas presentan algtn tipo de discapacidad, siendo
las enfermedades neuromusculares (ENM) una de las causas mas frecuentes de invalidez y
muerte. Las ENM son condiciones complejas que no sélo afectan al misculo, sino también a
la unién neuromuscular, al nervio periférico o a la motoneurona espinal. La gran variabilidad
clinica y genética de las ENM dificulta su diagnéstico; en muchos casos se identifican tardia-
mente o en algunos casos el diagnéstico no llega a realizarse, ya sea por falta de recursos
econémicos o por desconocimiento de los centros especializados dedicados al estudio de las
ENM. En este articulo presentamos una descripcién general de las ENM mas frecuentes en
nuestra poblacién, asi como los resultados obtenidos tras la implementacion del diagndstico
molecular en el Instituto Nacional de Rehabilitacién, en el periodo de los tres Gltimos afios.
El trabajo conjunto por los laboratorios de investigacion ha impactado en el area asistencial,
logrando la confirmacién diagnéstica de 636 pacientes, beneficidndolos con un tratamiento
més adecuado para cada tipo de patologia, acompainado de asesoramiento genético, ayuda
psicolégica y programas de inclusién social. Los resultados muestran el estado actual y los
avances que se tienen a partir del desarrollo de las pruebas diagnésticas que se ofrecen en el
instituto. Finalmente, se discuten las perspectivas y el drea de oportunidad en el diagndstico
molecular, asi como el desarrollo de mdltiples pruebas diagnésticas que ya se encuentran en
implementacién.

Abstract

In Mexico, around six million people have some kind of disability, of which neuromuscular
diseases remain one of the most common causes of inability and death. Neuromuscular
disorders are rare conditions that affect the muscles, the neuromuscular junction, the periph-
eral motor nerves and the motor neurons. Their clinical and genetic variability impact in an
effective diagnosis; therefore, many cases are identified belatedly or not diagnosed at all, due
to lack economic resources or the absence of specialized studly centers for neuromuscular
diseases. In this article, we offer a general description of the most frequent neuromuscular
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diseases in our population, as well as the results obtained following the implementation
of molecular diagnosis three years ago in the National Rehabilitation Institute (INR). We
confirmed the molecular diagnosis in 636 patients, who received the benefit of a more

appropriate treatment, specific to each disease, and genetic counseling, psychological
monitoring and an effective social inclusion program. In the final part of this manuscript, we
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spinal muscular atrophy.

Introduccion

Actualmente la discapacidad es considerada un
problema de salud publica a nivel mundial. Por de-
finicidén, los individuos con discapacidad presentan
alguna deficiencia de tipo fisico, mental, intelectual o
sensorial, lo cual condiciona su interaccion con el en-
torno social y puede impedir su participacion plena en
igualdad de condiciones respecto al resto de la pobla-
cién. En nuestro pais, conforme a las mas recientes
estimaciones del Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI), cerca de seis millones de indivi-
duos presentan algun tipo de discapacidad, siendo la
motora la mas frecuente.! Sin embargo, actualmente
existen multiples padecimientos y patologias que no
se han considerado debido a la falta de un diagndstico
efectivo, por lo que las estimaciones finales pueden
presentar sesgos. Excluyendo a los accidentes como
un origen de discapacidad, se sabe que en algunos
casos se pueden presentar padecimientos adquiridos
de origen inmunolégico, infeccioso (virico, bacteriano
0 parasitario), téxico-medicamentoso o de origen
endocrino-metabdlico; no obstante, la mayoria de
los individuos con discapacidad presentan patologias
que se producen y evolucionan desde el nacimiento,
las cuales muestran un componente esencialmente

discuss the advances and perspectives of the development of molecular diagnosis of other
neuromuscular diseases in INR.

genético.23 Dentro de estas enfermedades, existe un
extenso grupo de padecimientos denominados «en-
fermedades neuromusculares» (ENM) que pueden
afectar a un gran nimero de personas de manera
congénita, en etapas tempranas y tardias de la vida
(edad adulta y/o vejez).® Las ENM son condiciones
complejas que afectan al musculo, a la unién neuro-
muscular, al nervio periférico y/o a la motoneurona
espinal. Dichos padecimientos se caracterizan por la
pérdida progresiva de fuerza muscular y la degene-
raciéon de los musculos y nervios que los controlan,
produciendo debilidad, atrofia o pseudohipertrofia
muscular, miotonia, calambres o contracturas muscu-
lares, mialgias, 0 en ocasiones, trastornos sensitivos.?
Algunas ENM son multisistémicas y pueden afectar
otros 6érganos como el cerebro, corazén o sistema
respiratorio.

Para inicios del presente afo se estimd la presencia
de 761 patologias con un fenotipo especifico, de las
cuales 406 se han asociado con genes especificos,
mientras que otras 76 regiones génicas se encuentran
aun en etapa de caracterizacion.® En general, las ENM
pueden ser agrupadas por sus caracteristicas clinicas
y genéticas en 16 tipos (Cuadro I). Desafortunadamen-
te, el diagnéstico de estas enfermedades se establece
tardiamente o en algunos casos no se llega a realizar,
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ya sea por falta de recursos econdémicos y/o por el
desconocimiento de la existencia de centros especia-
lizados en el estudio y diagndstico molecular de las
mismas, lo que impacta directamente en la atencién
y el tratamiento de los pacientes, modificando exten-
samente su calidad y expectativa de vida. Asi mismo,
un mal manejo del individuo, ademas de afectar sus
condiciones fisicas, psicosociales y laborales —y las de
sus familiares— impacta directamente al presupuesto
del sector salud de nuestro pais.

Las ENM mas frecuentes en México

Hasta la fecha no existen reportes epidemioldgicos que
muestren la situacion de las ENM en nuestro pais; no
obstante, el Instituto Nacional de Rehabilitacion, al ser
un centro de referencia de ENM a nivel nacional, podria
reflejar relativamente la situacién que se presenta en
México. Conforme a la experiencia clinica en nuestro
instituto, los tipos de ENM mas comunes en nuestro
entorno son:

Cuadro I. Clasificacion actual de las enfermedades neuromusculares.

Enfermedades
Grupo caracterizadas
I. Distrofias musculares 43
IIl. Distrofias musculares 41
congénitas
[ll. Miopatias congénitas 41
IV. Miopatias distales 17
V. Otras miopatias 24
VI. Sindromes miot6nicos 9
VII. Canalopatias 15
VIII. Hipertermias malignas 6
[X. Miopatias metabélicas 26
X. Cardiomiopatias he- 77
reditarias
XI. Sindromes miasténicos 26
congeénitos
XIl. Enfermedades de la 67
neurona motora
XIll. Ataxias hereditarias 62
XIV. Neuropatias sensoriales 78
y motoras hereditarias
XV. Paraplejias hereditarias 64
XVI. Otras enfermedades 30

neuromusculares
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Algunos ejemplos:

Distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular tipo
Becker, distrofia facioescapulohumeral, Emery-Dreifuss y
distrofia de cinturas, entre otras.

Miopatia de Bethlem, sindrome de Ullrich,
sindrome Walker-Warburg, entre otras.

Miopatia nemalinica 1, miopatia centronuclear dominante,
miopatia centronuclear recesiva.

Miopatia distal de Miyoshi, distrofia muscular tibial, miopatfa
distal Nonaka, entre otras.

Miopatia miofibrilar, distrofia muscular oculofaringea, entre otras.

Distrofia miotdnica tipo 1, distrofia mioténica tipo 2, sin-
drome Schwartz-Jampel, entre otras.

Miotonfa congénita de Thomsen, pardlisis periédica hiper-
caliémica, paramiotonfa congénita, entre otras.

Hipertermia maligna 1, hipertermia maligna 2, entre otras.

Enfermedad de Pompe, enfermedad de McArdle, deficiencia
de lactato deshidrogenasa A, entre otras.

Cardiopatia hipertréfica familiar tipo 1, cardiopatia dilatada
tipo 1, entre otras.

Sindrome del canal lento, sindrome del canal rapido, deficien-
cia del receptor de acetilcolina, entre otras.

Atrofia espinal muscular, esclerosis lateral amiotréfica tipo 1,
enfermedad de Kennedy, entre otras.

Ataxia espinocerebelosa tipo 2, ataxia espinocerebelosa tipo
7, ataxia de Friedreich, ataxia telangiectasia, entre otras.

Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth 1A, enfermedad de
Charcot-Marie-Tooth 1B, sindrome de Dejerine-Sottas, entre otras.

Paraplejia espastica 3, paraplejia espastica 4, entre otras.

Neuropatfa amiloide familiar, sindrome de Riley-Day, artrogri-
posis distal tipo 1, entre otras.
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a) Distrofias musculares (DM): Son un grupo he-

terogéneo de enfermedades que se caracterizan
por pérdida y debilidad de la masa muscular; se
encuentran categorizadas en el primer grupo de la
clasificacion de ENM (Cuadro ). Inicialmente, se
han clasificado por la edad de inicio y el grupo de
musculos afectados. Aunque los musculos y el gra-
do de afeccidn es variable, en general los pacientes
pierden la capacidad motora y/o de movimiento de
manera progresiva, lo que lleva a una dependencia
parcial o completa para poder realizar actividades
cotidianas. La etiologia de las DM se ha relacionado
con mutaciones en genes que codifican para protei-
nas del sarcolema, subsarcolema, citoplasmaticas,
sarcoméricas, de matriz extracelular asociadas a
glicosilacion y reticulo sarcoplasmico, lo que afecta
directamente a la funcion de la fibra muscular.*®
En la actualidad, se han identificado cerca de 50
enfermedades de este tipo.*® A pesar de su impor-
tancia, en México se tienen pocos reportes sobre
estos padecimientos; en el afio 2012, Gémez-
Diaz y colaboradores® reportaron una cohorte de
290 individuos con diagnéstico clinico de distrofia
muscular, cuyas biopsias musculares fueron anali-
zadas por inmunofluorescencia. Este reporte indica
que se obtuvo un diagnodstico confirmatorio en el
73.11% de los sujetos, siendo las distrofinopatias
la causa mas frecuente de DM en nuestra poblacion
(52.36%), seguidas por las distrofias musculares de
cinturas —donde la mas frecuente fue la ausencia o
disminucion de la disferlina (18.40%)—, mientras que
el 26.89% conformado por el resto de la poblacion
analizada en este estudio no mostré deficiencias en
ninguna de las proteinas exploradas.® Sin embargo,
con frecuencia los hallazgos por inmunodeteccion
por si solos no son suficientes para establecer el
diagnostico de distrofia muscular.®

De acuerdo con el numero de pacientes clinica-
mente caracterizados, se presentan con mayor
frecuencia las distrofias musculares de Duchenne
(DMD) o de tipo Becker (BMD), asi como un con-
junto de enfermedades conocidas como «distrofias
de cinturas» (LGMD, del inglés limb-girdle muscular
dystrophies). La DMD es una enfermedad heredi-
taria ligada al cromosoma X que afecta a 1/3,500
varones nacidos vivos, lo que la hace la distrofia
muscular mas frecuente en nifios. Se caracteriza
por la atrofia progresiva de los musculos proximales
y pseudohipertrofia de los musculos gastrocne-
mios.!! El diagnéstico clinico de los nifios afectados
con DMD generalmente ocurre entre los tres y cinco
afnos de edad. Con la progresion de la enfermedad,

se pierde gradualmente la habilidad para caminar, lo
que confina a los pacientes al uso de silla de ruedas
entre los 13 y 15 afos. Adicionalmente, la debilidad
muscular provoca complicaciones respiratorias
y cardiomiopatia, lo que conduce finalmente a la
muerte. La BMD es una presentacion clinica de me-
nor severidad comparada con la DMD; de hecho, en
este grupo de individuos la marcha independiente
se mantiene por tiempos mas prolongados.? Ambas
patologias son causadas por mutaciones en el gen
DMD, que codifica para la proteina distrofina, la cual
contribuye a la estabilidad del sarcolema durante la
contraccion de la fibra muscular.”™ Se conoce que
cerca del 60-70% de las mutaciones observadas
en los sujetos son deleciones, entre 5y 10% son
duplicaciones, y entre el 25 y 30% son mutaciones
puntuales.'® Cuando las mutaciones en el gen
DMD interrumpen el marco de lectura, se produce
una proteina truncada que no es funcional, lo que
desencadena el fenotipo DMD; por el contrario, si
las mutaciones no interrumpen el marco de lectura,
la proteina producida sera parcialmente funcional,
lo que llevara al desarrollo de un fenotipo BMD.®
Por su parte, las LGDM se definen como un grupo
heterogéneo de enfermedades de expresion clinica
y evolucion variable donde se han reconocido mas
de 29 genes causales.® Las LGMD se presentan en
las tres primeras décadas de la vida y afectan mus-
culos de la cintura escapular y pélvica, sin alterar los
musculos faciales; la presencia de pseudohipertrofia
es poco frecuente y la progresion va de moderada
a grave. El tipo de herencia es autosémico domi-
nante (LGMD1) y autosémico recesiva (LGMD2),
siendo estas ultimas las mas frecuentes.'” En las
formas recesivas, los primeros signos aparecen
frecuentemente antes de los 20 afios, y en las
formas dominantes, el inicio puede ser mas tardio.
Los pacientes afectados presentan dificultad para
correr, subir escaleras y levantarse del suelo. Las
caidas son frecuentes y las pantorrillas pueden
presentar hipertrofia, en especial en las sarcoglica-
nopatias. Actualmente, los avances de la genética
molecular han brindado una mejor comprension
de los procesos relacionados con la presentacion
clinica; sin embargo, la heterogeneidad genética y
clinica de las LGMD dificulta su diagndstico. Para
ello, con el objetivo de contar con un diagndstico
diferencial certero, se han desarrollado técnicas
inmunohistoquimicas de inmunodeteccion en fase
solida (WB), citometria de flujo, MLPA (del inglés
multiplex ligation-dependent probe amplification),
asi como secuenciacion.&24
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Alexandra B Luna-Angulo y cols.

b) Sindromes mioténicos: Dentro de este conjunto
de enfermedades que conforman al sexto grupo
de la clasificacion de ENM (Cuadro I), sobresale
la distrofia mioténica tipo 1 (DM1) o enfermedad
de Steinert. La DM1 es un desorden multisisté-
mico con herencia autosdémico dominante cuya
presentacion clinica consiste en miotonia, distro-
fia muscular, defectos de conduccion cardiaca,
cataratas iridiscentes posteriores, afecciones del
sistema nervioso central y desérdenes endocri-
noldgicos.2>?” Es considerada como la distrofia
muscular progresiva mas comun en los adultos, con
una prevalencia mundial de 1/8,000. La mutacién
causante de la DM1 se localiza en la region 3’ no
traducida (3’'UTR) del gen DMPK y consiste en un
incremento del nimero de repetidos del triplete
CTG;?528 |os individuos sanos presentan de cinco
a 35 repeticiones de este trinucledtido, mientras
que los enfermos poseen mas de 50 y hasta 4,000
unidades repetidas del triplete CTG.* Existe una
condicidon conocida como «premutacion» (con la
presencia de entre 36 y 49 repetidos CTG) que, a
pesar de no causar sintomatologia aparente, puede
generar una mutacion con penetrancia completa de
una generacion a otra. A diferencia de otras ENM,
la DM1 se caracteriza por presentar el fendmeno
de anticipacién, por lo cual la enfermedad tiene
un inicio mas temprano y un curso mas severo en
las subsecuentes generaciones.?” La expansion
anormal de los repetidos provoca predominante-
mente un efecto téxico del RNAm mutante, el cual
se acumula en el nucleo de las células afectadas
y provoca su union aberrante con proteinas que
participan en la regulacion de procesos nucleares,
como moduladores del procesamiento alternativo de
transcritos (splicing alternativo) y factores de trans-
cripcion, lo que modifica finalmente la expresion de
diversos genes, impidiendo que las proteinas para
las cuales codifican lleven a cabo sus funciones;
esto provoca que la patologia presente sintomas
multisistémicos.® La determinacion del nimero de
repetidos CTG en el gen DMPK es fundamental
para establecer el diagndstico de DM1 y distinguir
esta condicion entre otras enfermedades como las
canalopatias.?®

c) Enfermedades de la motoneurona: Dentro de
este grupo (grupo 12 de las ENM), la enfermedad
de mayor importancia es la atrofia muscular espinal
(SMA por sus siglas en inglés), la cual corresponde
con un grupo de ENM de origen genético autoso-
mico recesivo, con una incidencia estimada de
1/6,000 a 1/10,000 nacidos vivos; es considerada
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la principal causa de mortalidad infantil de origen
genético. La SMA se caracteriza por la degene-
racion de las neuronas motoras alfa en la médula
espinal y tronco cerebral, o que resulta en una
debilidad muscular proximal progresiva, hipostenia
y pardlisis, que son por lo general simétricas.?' La
SMA se clasifica de acuerdo con su presentacion,
en funcién de la gravedad clinica, en los tipos I,
I, [l o IV. Los pacientes tipo | nunca son capaces
de sentarse en posicion vertical y por lo general
muestran una rapida pérdida de tono muscular
antes de los seis meses de edad. La mortalidad en
pacientes SMA tipo | se presenta cerca del primer
afo de vida por insuficiencia respiratoria u otras
comorbilidades asociadas. Los individuos con SMA
tipo Il pueden sentarse en posicion vertical, pero
deambulan con ayuda. En el tipo lll, los sujetos
pueden caminar, pero pierden esta funcion con el
tiempo, y los enfermos tipo IV sélo muestran evi-
dencia del deterioro neuromuscular en etapas tar-
dias.® Este desorden es causado por mutaciones
en el cromosoma 5q11.2-q13.3 que afectan el gen
de supervivencia de la neurona motora (SMN1).
Aproximadamente el 95% de los casos de SMA
presenta una delecion homocigota en el exén 7
del gen SMNL1. El ser humano presenta dos genes
SMN (SMN1y SMN2), los cuales son homdlogos;
sin embargo, el gen SMN2 presenta pequefias
variaciones tipo SNP (del inglés single-nucleotide
polymorphism) en el exén 7 y algunas regiones
intrénicas. Si bien la secuencia de aminoécidos
codificada no se modifica, este SNP interrumpe la
interaccion de un complejo modulador de empalme
de RNA, lo que resulta en la exclusion del exén 7
en el 90% de los transcritos de RNAm de SMN2;
la proteina resultante no es funcional y se degrada
rapidamente. El 10% restante de los transcritos
de SMN2 tiene un procesamiento adecuado y
esta fraccién da lugar a proteina funcional.33*
El principal modulador del fenotipo de pacientes
con SMA es el gen SMN2. Se ha observado una
correlacion entre el nimero de copias de SMN2
y la severidad de la enfermedad; por ejemplo, los
individuos con SMA tipo | portan una sola copia
de SMN2, mientras que los sujetos con tipo IV
tienen mas de tres copias de este gen.® Por esta
causa, la determinacion del numero de copias
del gen SMN2, asi como la identificacién de las
mutaciones en el gen SMN1 son claves para un
diagndstico efectivo.

d) Ataxias hereditarias: Este grupo de enfermedades

conforma al grupo nimero 13 de la clasificacion de
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ENM (Cuadro 1). La ataxia es un sintoma que se
puede definir como la descoordinacion al realizar
movimientos que no es resultado exclusivo de
debilidad muscular; ademas, se caracteriza por
un trastorno de la marcha que se manifiesta por
inestabilidad y aumento en la base de sustenta-
cion.%® La ataxia es causada por una disfuncion
del cerebelo, sus vias asociadas, médula espinal,
nervios periféricos 0 una combinacion de éstos.
Con base en su patrén de herencia, las ataxias
hereditarias son subclasificadas como autosé-
mico dominantes, autosémico recesivas, ligadas
al cromosoma X y mitocondriales.®” Las ataxias
cerebelosas autosémicas dominantes (ADCA, del
inglés autosomal dominant cerebellar ataxias) son
patologias que presentan una alta heterogeneidad
clinica, genética y neuropatoldgica. Dentro de este
grupo se encuentran las ataxias espinocerebelosas
(SCA), las ataxias episodicas y la ataxia espastica
autosdmica dominante.® Las SCA constituyen el
grupo de mayor importancia clinica debido a su
mayor frecuencia y a su evolucidn en los pacientes;
se caracterizan por una degeneracion progresiva
del cerebelo, tallo cerebral y otras partes del sis-
tema nervioso central, y tienen una incidencia de
5-7 por cada 100,000 habitantes.* La variabilidad
clinica provoca que el diagndstico en estas pato-
logias sea complicado debido a que existe una
imbricacion entre el fenotipo y el genotipo, lo que
hace necesario clasificar a los diferentes tipos de
SCA mediante su vinculacién a la mutacion en el
locus cromosomal que la origina. Con los avances
de la biologia molecular, en los ultimos 20 afos se
han descrito alrededor de 36 variedades de SCA.
A nivel mundial, la SCA de mayor frecuencia es la
SCAS3 (enfermedad de Machado-Joseph), la cual
representa el 21% de todas las ataxias autosémicas
dominantes; en segundo lugar, la SCA2 y SCAS6,
con el 15% cada una, seguidas por SCA 1, con 6%;
en quinto lugar esta la SCA7, con 5%.%° Sin embar-
go, cada regién geografica posee variaciones en su
frecuencia; por ejemplo, en México, al igual que en
Cubay la India, la SCA2 representa la causa mas
frecuente de ADCA.** También existen SCA casi
exclusivas de ciertas regiones o poblaciones, como
la SCA10, que se considera exclusiva de mexicanos
y brasilefios,*?*3 asi como la presencia de un efecto
fundador de SCA7 en nuestro pais.*4

La mutacién genética que origina la gran mayoria
de las SCA consiste en la expansion anormal del
trinucleotido repetido CAG. Estos repetidos se
localizan en regiones génicas tanto codificantes

como no codificantes.?¥4° Existe un numero de
repeticiones para cada una de las diferentes SCA
que representa el umbral entre el estado normal y
patoldgico, de tal manera que un incremento que
rebase esta frontera origina la aparicion de la sin-
tomatologia. Por lo tanto, para diferenciar a cada
condicion y tener un tratamiento especializado, es
necesario determinar el tipo de ataxia a través del
diagnoéstico molecular.

e) Neuropatias motosensoriales hereditarias: Por

ultimo, en el grupo 14 de la clasificacion de ENM se
encuentran las neuropatias periféricas sensoriales
y motoras hereditarias, las cuales afectan entre 17
y 40/100,000 habitantes a nivel mundial. Las neu-
ropatias hereditarias son un grupo de trastornos
neuroldgicos genética y clinicamente heterogéneos
que afectan de manera preponderante al sistema
nervioso periférico. Dentro de estos desdrdenes, la
forma etiolégica mas importante es la neuropatia
hereditaria motora-sensitiva, también conocida
como «enfermedad de Charcot-Marie-Tooth»
(CMT).#” La CMT produce manifestaciones clinicas
caracterizadas por debilidad distal en extremidades,
deformacion del pie (pie cavo), debilidad y atrofia
muscular progresiva.®® Con base en las caracteris-
ticas clinicas y las velocidades de neuroconduccion
motora (VNM), la CMT se clasifico inicialmente en
dos tipos: a) CMT1, que afecta directamente la mie-
lina de las células de Schwann y se caracteriza por
la disminucion de las VNM por debajo de 38 m/s; y
b) CMT2, que afecta principalmente los axones de
las neuronas periféricas, sin que las VNM se vean
alteradas significativamente (VNM > 38 m/s).*° Re-
cientemente se han identificado otros tipos de CMT
que producen afecciones tanto a nivel de mielina
como a nivel axonal,*® por lo que la identificacion de
los genes relacionados con este tipo de enferme-
dades ha permitido una mejor clasificacion.*“” En
muchas de las poblaciones estudiadas, la CMT1A
es considerada como el subtipo mas frecuente,
por lo que su estudio adquiere gran importancia.5
La CMT1A es producida en la gran mayoria de
los casos por la duplicaciéon de una regién de 1.5
Mb en el locus 17p11.2-p12, donde se localiza el
gen PMP22 que codifica para el componente de la
mielina del sistema nervioso periférico, la proteina
integral de membrana PMP22.52 Se ha sugerido que
el aumento en la dosis génica de PMP22 ocasiona
las manifestaciones clinicas en el subtipo CMT1A.
Adicionalmente, se han reportado mutaciones
puntuales menos frecuentes en el gen PMP22
asociadas con CMT.* Debido a la alta frecuencia
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de CMT1A a nivel mundial, los estandares inter-
nacionales para el diagndstico de las neuropatias
periféricas hereditarias resaltan que la deteccién
de la duplicacion génica de PMP22 es fundamental
en el diagndstico de pacientes con caracteristicas
clinicas de CMT %455

Panorama en México

Las ENM actualmente no tienen cura; sin embargo,
la caracterizacion a nivel de gen, RNAm o proteina,
ha permitido entender mejor las bases moleculares
para comenzar a proponer posibles terapias que nos
permitan aminorar las manifestaciones clinicas. A
pesar de ello, en México existe una gran limitante res-
pecto a la practica clinica de las ENM, principalmente
desde la identificacion del tipo de patologia. Ante este
escenario, en los ultimos afios se ha conformado un
grupo multidisciplinario de investigadores y médicos
especialistas que nos hemos dado a la tarea de es-
tudiar estas enfermedades. Las lineas y proyectos de
investigacion que se tienen en comun han generado
nuevos conocimientos, han sido la base que ha sus-
tentado la parte asistencial y han permitido satisfa-
cer algunas necesidades diagndsticas en beneficio
de los pacientes. La unién de diversos laboratorios
y servicios médicos del INR ha permitido generar
diagnésticos confirmatorios mas rapidos, certeros y
confiables para nuestros enfermos. En el presente
articulo presentamos los resultados obtenidos en
los ultimos tres afios mediante la implementacion
de técnicas diagnésticas de las ENM, lo que nos da
una perspectiva de las patologias mas frecuentes en
nuestra poblacion.

Material y métodos
Seleccién de pacientes

Se analizaron 902 individuos mestizos mexicanos de
ambos sexos con caracteristicas clinicas de ENM,
provenientes de distintos puntos de la Republica Mexi-
cana, con al menos tres generaciones nacidas en el
pais y reclutados por la clinica de distrofias musculares
del INR. Los criterios clinicos para la seleccién de los
sujetos se basaron en las guias clinicas y los manua-
les de procedimientos establecidos en el sistema de
gestion de calidad 1ISO9001:2008 para la clinica de
distrofias musculares. Todos los enfermos presen-
taron una historia clinica completa, acompafiada de
los estudios clinicos y paraclinicos necesarios para
cada tipo de paciente. Los pacientes se integraron al
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protocolo voluntariamente mediante la firma de una
carta de consentimiento informado. Los protocolos
especificos para cada patologia se encuentran reco-
nocidos y aprobados por el Comité de Investigacion
del Instituto Nacional de Rehabilitacion.

Diagnéstico de ENM

Todos los métodos diagndsticos fueron estandariza-
dos y validados para su uso en el INR. Para los diag-
nésticos moleculares que asi lo requirieron, el ADN
gendmico se extrajo a partir de leucocitos de sangre
periférica utilizando el sistema de purificacion Gentra
PureGene (Qiagen, Hilden, Germany).

Estudios moleculares para DMD/BMD: En el
INR, el diagndstico molecular de DMD/BMD se ha
comenzado a realizar muy recientemente. A la fecha
se realiza un escaneo inicial por PCR multiplex, el cual
posteriormente se complementa con el diagndstico por
MLPA (MRC Holland). La técnica de PCR multiplex
fue descrita previamente por Chamberlain® y por
Beggs,®” y permite analizar deleciones de los exones
1,3,4,6,8,12,13,17, 19, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 50,
51, 52 y 60 del gen DMD. EI ADN de los pacientes
fue analizado en dos reacciones de PCR multiplex
usando los oligonucledtidos descritos previamente por
Chamberlain (exones 4, 8, 12,17, 19, 44, 45, 46,48 y
51) y Beggs (exones 1, 3, 6, 13, 43, 47, 50, 52 y 60).
Para la reaccion de PCR se utilizé el kit Multiplex PCR
de Qiagen, de acuerdo con las condiciones sugeridas
por el proveedor. Los amplicones obtenidos fueron
analizados en geles de poliacrilamida al 6%, usando
como referencia los amplicones obtenidos a partir de
la PCR multiplex de la muestra de un individuo sano.

Estudios diagnésticos para LGMD: El diagnds-
tico de LGMD consiste en el andlisis de proteinas en
biopsias musculares a través de técnicas como inmu-
nofluorescencia indirecta (IFI) y Western blot (WB), y
para el caso de disferlina, por citometria de flujo en
monocitos de sangre periférica.

a) Inmunofluorescencia indirecta: Para esta técnica se
tomaron biopsias musculares del cuadriceps o del-
toides. Las muestras se congelaron en isopentano
enfriado con nitrégeno liquido para realizar cortes
de 7-10 pm de espesor.® Los cortes se sometieron a
tinciones histolégicas de rutina como hematoxilina-
eosina (HE) y tricrémico modificado por Engel y
Cunningham para evaluar la integridad del tejido e
identificar cambios distréficos.? El inmunomarcaje
de las criosecciones se realizé utilizando anticuer-
pos monoclonales dirigidos contra 14 proteinas de
musculo y, posteriormente, se utilizé6 un segundo
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anticuerpo marcado con un fluorocromo para evi-
denciar la unién anticuerpo-proteina con la ayuda de
un microscopio de fluorescencia Olympus BX60. El
andlisis semicuantitativo de la expresion de protei-
nas por IFI se reportd como expresion normal +++,
disminucion ++, disminucion severa + y ausencia —.°

b) Western blot: Para el andlisis por WB, se obtuvieron
extractos proteicos a partir de 10 a 15 criosecciones
de musculo homogeneizadas en solucion de lisis.
Posteriormente, se sometieron 50 ug de proteina total
a electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
al 10%. Las proteinas separadas fueron transferidas
a una membrana de nitrocelulosa sobre la cual se
realizd la inmunodeteccion de la(s) proteina(s) de
interés con anticuerpos primarios especificos a dis-
trofina, disferlina y calpaina-3. Tras ello, el anticuerpo
primario fue identificado por un anticuerpo secundario
(acoplado a peroxidasa) y evidenciado por quimio-
luminiscencia. Las condiciones de electroforesis,
transferencia e inmunomarcaje se realizaron segun
lo reportado por Anderson y colaboradores.%® Los
niveles de proteina en cada caso se normalizaron
con la deteccion de proteinas constitutivas (B-actina,
MHC o GAPDH) y la cuantificacion relativa se realizé
con el programa Chemilmager 4400.

c) Citometria de flujo: Se realizé la cuantificacion de

Cuadro Il. Diagnésticos positivos para ENM

realizados en los Gltimos tres afios en el INR.

Diagnostico Casos positivos
molecular (INR) (636)
DM1 236
CMT1A 116
LGMD
Disferlinopatia 50
Sarcoglicanopatia 45

Caveolinopatfa

Calpainopatia

SCA7 85
SMA 46
SCA2 32
SCA3 18
DMD#* 8

* Los resultados para esta patologia se cuantificaron a
partir de diciembre del 2014.

disferlina en monocitos CD14+ de sangre periférica
en pacientes con diagnostico clinico de disferlinopa-
tias; se emplearon muestras de sujetos sanos sin
patologias asociadas a musculo como control. Se
utilizaron 100 pL de sangre fresca recolectada en
tubos con EDTA. Los monocitos fueron doblemente
marcados por IFlI empleando dos anticuerpos pri-
marios: anti-CD14-PerCP-Cy5.5 humano para se-
leccionar la poblacién de monocitos y el anticuerpo
anti-disferlina C-terminal (Clona HAM1/7B6, Vector

Laboratories, Burlingame, CA). Las condiciones

de tincién se realizaron conforme a un protocolo

establecido recientemente en el INR. Las muestras
se analizaron en un citémetro de flujo FACSCalibur

(Becton Dickinson, USA) y el calculo de la cantidad

relativa de disferlina, expresada como el indice

medio de fluorescencia (IMF) se realizd con el
software FlowJo5.7.2 (Tree Star, Ashland, USA).

Los experimentos se realizaron con el control de

isotipo correspondiente y por triplicado.

Estudios moleculares para DM1: El andlisis de
los repetidos CTG del gen DMPK se llevd a cabo
mediante PCR empleando un par de oligonucledtidos
que flanquean los repetidos CTG. El oligonucleétido
sentido se marcé con el fluoréforo «hexaclorofluo-
resceina» (HEX). El disefio de los oligonucledtidos
y las condiciones de corrida se realizaron conforme
a lo reportado por Magafa y colaboradores.?® Para
la identificacion de alelos expandidos por encima de
100 repeticiones se empled la técnica TP-PCR (del
inglés triplet-primed PCR) utilizando tres oligonucled-
tidos para la PCR: el oligonucledtido sentido marcado
fluorescentemente (previamente descrito como P1),
un oligonucleétido quimérico P4CTG que va dirigido
a cinco repetidos CTG, y un oligonucledtido P3R, el
cual se dirige a la region quimérica de los amplicones
iniciales con el objetivo de optimizar la amplificacién
inicial; las condiciones de amplificacién se ajustaron
conforme a lo reportado por Magafa y su grupo.? El
analisis de fragmentos se realiz6 a través de un siste-
ma de electroforesis capilar ABlI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
y, posteriormente, se estudiaron mediante el programa
GeneScan. Todos los individuos que presentaron un
solo alelo fueron regenotipificados mediante TP-PCR
para descartar posibles falsos negativos. Todos los
resultados diagndsticos se analizaron por triplicado.
Para la estimacion del numero de repeticiones por
encima de 100 CAG, asi como la magnitud del mo-
saicismo somatico en cada paciente, se realizé la
técnica SP-PCR (del inglés small-pool PCR) resuelto
en geles de agarosa al 1.5% que posteriormente se
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transfirieron a membranas de nailon por el método de
Southern blot. EI método de deteccion se baso en el
marcaje con digoxigenina de sondas especificas para
los repetidos CTG modificadas en su grupo furanosa
(locked nucleic acid) de acuerdo con lo estipulado por
Tomé y colegas.5®

Estudio molecular para SMA: La determinacion
de la delecion en el exén 7 del gen SMN1 se realizé
mediante la técnica Tetra primer PCR reportada por
Baris y colaboradores.%® Mediante este procedimien-
to es posible identificar la mutaciéon homocigota en el
gen SMN1 responsable de aproximadamente el 95%
de los casos de SMA. Se utilizaron primers capaces
de reconocer la diferencia de bases en el exén 7
(posicion 840 A/T) de los genes SMN1y SMN2. Tras
la PCR, se realizo electroforesis en geles de aga-
rosa tefidos con bromuro de etidio para visualizar
tres productos de amplificacién que corresponden
al exén 7 de los genes SMN1 y SMN2, asi como
un producto proveniente de ambos genes. Por otra
parte, la determinaciéon del nimero de copias del
gen SMN2 se realiz6 mediante MLPA utilizando
el kit comercial PO60 de la marca MRC Holland,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Ademas
de confirmar el estado homocigoto de la mutacion
en SMN1, esta técnica permite determinar el nume-
ro de copias del gen SMN2 mediante el calculo de
la intensidad de fluorescencia de los productos de
amplificacion una vez que éstos se han separado
por electroforesis capilar.

Estudios moleculares para SCA: El diagnds-
tico molecular se realizé mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) en una reaccién
multiplex, empleando un par de oligonucleétidos
especificos que flanquean los repetidos CAG para
SCA1l, SCA2, SCA3, SCA6 y SCA7, conforme a
las condiciones reportadas por Magafa y su grupo,
2014.4 Cada oligonucleétido sentido fue marcado
con diferentes fluoréforos de acuerdo con el tama-
fio esperado (SCA1-VIC; SCA2-NED; SCAS3-FAM;
SCA6-FAM; y SCA7-NED). Para el analisis de los
productos de la PCR se mezcld una alicuota de 1.4
pL con formamida desionizada y una alicuota del
marcador de peso molecular (ABI GeneScan-500
LIZ). Las muestras se analizaron en el secuenciador
automatizado ABI PRISM 310 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) a una temperatura constante
(60 °C), un voltaje de 15 kV y un tiempo de corrida
de 40 min. Para el analisis de los datos y la asigna-
cion del numero de repetidos por alelo se emple6 el
programa GeneScan. Para los alelos homocigotos
se realizé una TP-PCR de acuerdo con lo reportado
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por Cagnoli y colegas, para evitar la presencia de
algun falso negativo.5!

Estudios moleculares para CMT1A: El andlisis
de la duplicacion del gen PMP22 se llevd a cabo
mediante gPCR, empleando ensayos TagMan™
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). La
cinética de amplificacion para el gen PMP22 fue
normalizada con respecto a la cinética del gen de
albumina sérica humana (HSA), usado como control
endogeno, con lo que fue posible determinar la dosis
génica de PMP22 en cada muestra analizada. Se
utilizaron oligonucledétidos y sondas marcadas fluo-
rescentemente, dirigidos al exdn 3 del gen PMP22,
asi como al exén 12 del gen HSA. Las condiciones
de amplificacion se realizaron conforme a lo repor-
tado por Cortés y colaboradores.% Las muestras se
analizaron por triplicado, en presencia de un control
positivo y uno sano confirmados previamente (Kle-
berg Cytogenetics Laboratory, Baylor College Medi-
cine, Houston, TX, USA). Para el analisis de datos
se empled el método comparativo 2-24CT a través del
programa Step One 2.2 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA).

Resultados

Durante los tres ultimos afios se han implementado
técnicas moleculares y bioquimicas para el diagndstico
de 902 pacientes. El diagndstico fue confirmado en el
70.51%, mientras que en solo un 26.49% el resultado
fue negativo. Cabe mencionar que los enfermos fue-
ron seleccionados de acuerdo con sus caracteristicas
clinicas para diagndstico de DMD, BMD, LGMD, DM1,
SMA, SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7 y CMT1A;
sin embargo, aun existe un alto numero de individuos
gue no son candidatos para diagnoéstico de estas pa-
tologias y aun no cuentan con diagndstico molecular.
Conforme a los resultados obtenidos, en el cuadro Il se
muestran las patologias mas comunes con diagndstico
confirmado en el INR durante el periodo 2012-2015.

De manera interesante, los sujetos con DM1
presentaron la mayor frecuencia de individuos
diagnosticados en nuestra poblacion: a la fecha se
han identificado 70 familias con la patologia, de las
cuales 224 presentaron DM1 tipo clasica, 12 DM1
tipo congénita y 12 casos de premutaciones. De
manera paralela, se ha contemplado un programa
de asesoramiento genético y apoyo psicoldgico para
los pacientes y familiares, asi como una atencion
integral en los diferentes servicios del INR. En este
sentido, se han analizado 190 muestras de familia-
res que resultaron ser negativas para la mutacion.
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Cabe mencionar que solo ocho personas con carac-
teristicas clinicas y descargas miotdnicas positivas
fueron negativas para DM1, lo que podria sugerir
la presencia de DM2 en nuestra poblacién, aunque
en muy baja frecuencia. En la Figura 1 se observan
los patrones electroforéticos tanto para un individuo
positivo (13/> 100 CTG) como para una premutacion
(13/46 CTG) y un enfermo negativo (5/11 CTG) a
través de las técnicas complementarias de PCR y
TP-PCR. Finalmente, los resultados preliminares a
través de SP-PCR mostraron un alto grado de mo-
saicismo somatico en sujetos con DM1.

Respecto a las distrofias musculares de cinturas, a
lo largo de tres afios de trabajo se han identificado 157
pacientes referidos por la Clinica de Enfermedades
Neuromusculares del INR, por el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia, el Hospital General 450
de Durango y la Asociacion de Distrofia Muscular de
Oriente (ADMO) con diagndstico clinico de LGMD,
electrofisioldgico y de laboratorio. La deteccion de
alteraciones en la expresion de disferlina por IFI en
musculo fue realizada en 50 pacientes (31.8%), sar-
coglicanos en 45 (28.6%), calpaina-3 en tres (1.91%)
y caveolina en tres (1.91%). Para el caso de las LGD-
M2A, tres casos fueron confirmados por WB. De los
50 diagnosticados como disferlinopatias por IFI, 29
fueron identificados por citometria de flujo, resaltando
el hecho de que los resultados que se observaron en
musculo correlacionaron con los resultados encontra-
dos en el andlisis citométrico de monocitos (Figura 2).
Cabe mencionar que se han reportado por primera vez
niveles normales de disferlina en monocitos CD14+ en
sujetos sanos, lo que en comparacion con los niveles
expresados en pacientes con disferlinopatia, permitid
establecer un algoritmo simplificado basado en las
tasas de similitud de los diferentes puntos de corte
del IMF de disferlina, que nos va a permitir clasificar
en un futuro a individuos con sospecha clinica de esta
enfermedad.

En relacion con la SMA, se han evaluado 91 pacien-
tes con diagnéstico clinico sugestivo, confirmandose
el diagnostico en 46 de ellos (50.5%) mediante proce-
dimientos moleculares (Figura 3). La mayoria de los
individuos estudiados corresponde a casos de SMA
tipo 1l y algunos tipo lll, mostrando una asociacion
con el nimero de copias del gen SMN2, consistente
con lo reportado en la literatura. De igual manera, es
importante sefalar que la deleciéon homocigota del gen
SMNL1 en todos los sujetos analizados hasta ahora se
ha detectado tanto por MLPA como por PCR, siendo
los resultados consistentes en el 100% de los casos
(Figura 3).

Respecto a las SCA, se diagnosticaron 22 pacien-
tes con SCA2, seguidos de 18 enfermos con SCAGS;
dichas personas se concentraron geograficamente
en la regién central del pais; sin embargo, un alto
nuamero de individuos con SCA7 han sido diagnosti-
cados, identificando hasta la fecha 85 sujetos con la
patologia. De manera interesante, los pacientes con
SCAZ7 pertenecen a una region geografica del sureste
del pais, lo que indica que este fendmeno se presenta
particularmente en la regién central del estado de
Veracruz. Es indudable que las frecuencias de ciertas
patologias pueden variar de poblacién a poblacién
aun en nuestro mismo territorio nacional. Respecto al
diagndstico de SCA, se identificaron 20 casos negati-
vos que podrian relacionarse con otros tipos de SCA
en nuestra poblacion.

Por otro lado, las neuropatias periféricas son un
grupo de padecimientos muy comunes en nuestro
instituto. Se analizaron por triplicado 243 muestras
de enfermos referidos por la Clinica de Enfermeda-
des Neuromusculares del INR y otros hospitales e
institutos nacionales de salud con diagndstico clinico
y electrofisiolégico de CMT. La duplicacion del gen
PMP22 fue detectada en 116 sujetos (47.73%). Este
porcentaje fue similar a la frecuencia de CMT1A re-
portada en poblaciones clinicas de Espaha, Estados
Unidos, Finlandia y Suecia (p = 0.05). Sin embargo,
existen diferencias estadisticamente significativas con
paises como Japoén (p = 0.0001), Rusia (p =0.0035) y
Gran Bretafna (p = 0.0001), los cuales presentan una
menor frecuencia de dicha patologia. Conforme a los
valores obtenidos por el método comparativo 2447
para la deteccion de la duplicacion de PMP22, los 116
individuos positivos mostraron valores en promedio de
1.77 £ 0.18, conforme a lo esperado (valores mayores
a 1.5); mientras que las 127 personas negativas pre-
sentaron valores promedio de 1.05 + 0.11, semejante
a lo observado en las 13 muestras utilizadas como
controles sanos (1.02 + 0.12).

Respecto a DMD/BMD, de noviembre de 2014 a la
fecha se ha realizado el diagndstico de 22 pacientes
con fenotipo DMD, de quienes, por PCR multiplex, se
ha obtenido el diagndstico positivo para ocho indivi-
duos. Debido a que la técnica de PCR multiplex sélo
analiza deleciones de 19 exones, y a que la DMD/
BMD puede ser causada no sélo por deleciones, sino
también por duplicaciones o mutaciones puntuales en
cualquiera de los 79 exones del gen DMD, no se pue-
de descartar que el resto de los sujetos tenga alguna
mutacion, por lo que es necesario complementar el
diagndstico con un andlisis por MLPA, el cual ha sido
implementado en nuestro laboratorio.
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Figura 1. Cenotipificacion de los repetidos CTG en el gen DMPK. Los corrimientos electroforéticos para la deter-
minacién de los repetidos CTG se realizaron a través de PCR convencional (panel de la izquierda) y TP-PCR (panel
de la derecha) analizados mediante un sistema de electroforesis capilar. A la izquierda de la figura se asocia el
fenotipo de un individuo respecto al nimero de repetidos CTG. A) El electroferograma confirma la presencia de
dos alelos en un rango de normalidad con 5 y 11 repetidos correspondiente a un individuo sano, mientras que
la TP-PCR confirma un nimero de amplificaciones correspondientes a los alelos determinados por PCR conven-
cional. B) Se muestra la presencia de un alelo normal (13 repetidos) y un alelo en rango de inestabilidad con 46
repetidos CTG, que corresponde para un individuo con premutacion; para la TP-PCR, se observa un gran niimero
de amplificaciones definiendo perfectamente el alelo premutado. C) Finalmente, a través de PCR convencional,
se observa sélo un alelo normal con 13 repetidos CTG; sin embargo, el analisis de TP-PCR muestra un patrén
electroforético que confirma la presencia de un alelo mayor a 120 repetidos, lo que significa la presencia de un
individuo con DM1.
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Discusiéon poblacion; sin embargo, la necesidad de contar con

servicios médicos especializados para el tratamiento
Las ENM son causa frecuente de morbilidad adulta y de estos pacientes se ha incrementado en los Gltimos
pediatrica. Estos trastornos son causa de discapaci- anos. El conocer el tipo especifico de patologia que
dad progresiva en la persona que las padece, por lo un individuo presenta es fundamental para desarrollar
que el diagndstico oportuno es fundamental. Hasta un plan especifico de tratamiento y prevencién de
la fecha no existen datos epidemiolégicos en nuestra complicaciones, ya que se puede dar un tratamiento

MM
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Figura 3A. Diagndstico molecular de SMA. A) Perfil electroforético de los productos de PCR obtenidos mediante la
técnica de Tetra Primer PCR para la deteccién de delecién en el ex6n 7 del gen SMNT. A partir de una muestra de
DNA de un individuo sano (S), se detectaron los productos de amplificacién que corresponden al exén 7 de los genes
SMNT (SMNT) y SMN2 (SMN2), asi como una banda de amplificacién correspondiente a una secuencia comdn a
ambos genes (Coman). Por su parte, a partir de una muestra de DNA positiva para SMA (carril C+), Gnicamente se
detectaron las bandas de amplificacion correspondientes al gen SMN2 y la secuencia comin, pero no se detectd el
producto de amplificacién proveniente del exon 7 del gen SMN7T. Los productos de PCR de dos muestras problema
(P) presentaron un patrén de corrimiento electroforético idéntico a la muestra control de SMA (C+), confirmando la
presencia de la mutacion. El control negativo de la reaccion de PCR (control sin DNA, carril C-) no mostré producto
de amplificacion especifico. MPM: marcador de peso molecular en pares de bases (pb).
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adecuado considerando diversos equipos de trabajo
conformados por médicos de diversas especialidades.
Con medidas encaminadas a evitar el avance drastico
de la enfermedad, se puede aumentar la calidad de
vida del paciente neuromuscular, asi como de sus
familiares. Con la implementacién del diagndstico
molecular de ENM, es necesario el establecimiento

de programas de deteccion de portadores de pade-
cimientos especificos, acompafados de practicas de
asesoramiento genético adecuado, la planificacion fa-
miliar de forma segura y asistida, el apoyo psicoldgico,
asi como planes de reincorporacion social y laboral.
Para ello es importante corroborar la anamnesis y
asociar el examen clinico con estudios moleculares
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Figura 3B. Electroferogramas de los productos de amplificacién de la reaccién de MLPA para un individuo sano (ima-
gen superior) y un paciente con SMA (imagen inferior). En comparacién con el control sano, en el enfermo se observa
la ausencia de los picos correspondientes a los exones 7 y 8 del gen SMNT (flechas negras) y un aumento en la sefial
correspondiente a los exones 7 y 8 del gen SMN2 (flechas grises), lo que confirma el diagnéstico de SMA.
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y genéticos de manera integral. Tanto el diagndstico
clinico como la implementacion de pruebas molecu-
lares y genéticas han sido producto del arduo trabajo
y esfuerzo de diversos departamentos del INR en
colaboracién con otras instituciones del pais como
el INNN, el CMN 20 de Noviembre, el CRIS-DIF de
Veracruz y el Hospital General de Durango, lo que ha
permitido que la identificacion de las ENM sea mas
eficiente en tiempo y calidad.

Como se observo, de 902 estudios genéticos en
individuos con caracteristicas clinicas de ENM, se
confirmé el diagnostico en el 70.51% de los casos,
lo cual nos muestra que el programa de diagndstico
molecular ha sido un éxito en su etapa inicial. Sin
embargo, hay que considerar que muchos pacientes
de ENM no fueron candidatos para estos estudios, por
lo que un gran nimero de ellos aln no conoce qué
tipo de enfermedad padece. En esta primera etapa,
el INR comienza a consolidarse como un centro de
referencia que cuenta con el diagndstico molecular
de algunas de las ENM mas frecuentes; sin embargo,
aun existen metas méas ambiciosas para abarcar un
mayor nimero de pruebas moleculares para estos
padecimientos, ya que un alto porcentaje de perso-
nas aun no cuentan con un diagndstico molecular
definitivo. Actualmente, nuestro grupo se encuentra
trabajando en la implementacién de nuevos diagnos-
ticos como el sindrome de X fragil, distrofia muscular
facioescapulohumeral, otros tipos de ataxia y CMT-X,
asi como realizando técnicas mas sensibles para el
diagnodstico de ENM, como MLPA para DMD.

Respecto a nuestros resultados, es importante
mencionar la alta frecuencia de sujetos con DM1, lo
cual se puede deber a que actualmente el INR es la
unica institucidon de salud publica que cuenta con el
diagnostico molecular en todo el pais; dicho diagnés-
tico tiene un 100% de sensibilidad con la combinacion
de las técnicas de PCR y TP-PCR. En un estudio
realizado recientemente en poblacion mexicana,
determinamos que en los individuos sanos de origen
mestizo-mexicano se presenta una alta frecuencia
de alelos largos normales (> 18 repetidos CTG), lo
gue sugiere que se podria presentar un alto nimero
de casos, comparable a las poblaciones caucasicas
y japonesas, en donde se ha determinado la mayor
tasa de prevalencia de esta patologia.?® Esto coincide
con la alta frecuencia de casos de DM1 reportados en
este trabajo. En muchas poblaciones, la frecuencia
de alelos normales largos correlaciona con una alta
frecuencia de la enfermedad. Ante este panorama, en
el INR se ha conformado una clinica de trabajo para
la DM1, que incluye las areas de rehabilitacion fisica,

ortopedia, oftalmologia, cardiologia, rehabilitacion
cardiopulmonar, neurologia, psicologia, foniatria y
audiologia, entre otras.

En cuanto alas LGMD, los estudios de la expresién
de proteinas por IFl y/o WB en musculo esquelético
nos muestran que existe una alta frecuencia de pa-
cientes con alteraciones en la expresion de disferlina
(desde una reduccion severa hasta su total ausencia),
seguidas de sarcoglicanopatias —contrario a lo que se
habia reportado con anterioridad en México, donde
después de las DMD/BDM, las sarcoglicanopatias
ocupaban el segundo lugar en frecuencia.® La razén
de lo anterior se deriva de que, actualmente, el INR
cuenta con una bateria mas amplia de anticuerpos y
técnicas, asi como personal altamente capacitado, lo
cual ha permitido una mejor identificacion y diagnostico
de las LGMD, con la capacidad de diferenciar neuro-
patias inflamatorias, metabdlicas o mitocondriales de
otras anomalias.

La determinacion de la expresion de disferlina
mediante IFl y WB a partir de biopsias musculares
representa el criterio base para dar un diagndstico
positivo de disferlinopatias; sin embargo el analisis de
la expresion de esta proteina en monocitos de sangre
periférica mediante procedimientos de citometria de
flujo se ha propuesto como una nueva alternativa ade-
cuada, especifica y rapida para su identificacién como
paso previo al diagndstico genético confirmatorio.23

Por su parte, el estudio molecular de SMA ha
permitido confirmar el diagndstico de esta condicién
particularmente relevante en la poblacion infantil. De
acuerdo con lo reportado en la literatura, con la me-
todologia empleada por nuestro grupo se cubre cerca
del 95% de los casos de SMA, detectando la alteracion
mas frecuente, que corresponde a la delecién del exén
7 del gen SMN1.%'32 Es importante sefalar que el 5%
constituido por los casos restantes presenta muta-
ciones puntuales o deleciones en otras regiones del
gen SMN1, las cuales no son detectables con nuestro
abordaje experimental. En este trabajo, se confirma-
ron el 50.5% de los casos analizados por sospecha
diagndstica de SMA. Este dato refleja la importancia
del establecimiento de un diagndstico diferencial como
miastenia gravis, miopatias congénitas, esclerosis la-
teral primaria, esclerosis lateral amiotrdfica, etcétera.
De igual manera, la sospecha clinica puede no estar
plenamente fundamentada; sin embargo, la falta de
accesibilidad a pruebas diagndsticas adicionales pue-
de invitar al médico especialista a realizar los ensayos
disponibles. Por otra parte, con la implementacion de
técnicas como el MLPA, tenemos ahora la posibilidad
de determinar de manera precisa el nimero de copias
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del gen SMN2, como lo mencionamos previamente, un
modificador de la enfermedad. Asi mismo, tenemos la
capacidad de detectar el estado portador de un indivi-
duo, lo cual, aunado al asesoramiento genético, per-
mitira un mejor tratamiento de las familias afectadas.

En relaciéon a las SCA, es de gran relevancia su
estudio en nuestro pais, ya que en los ultimos afos
se ha detectado un gran nimero de pacientes con
este tipo de caracteristicas. A pesar de que las SCA
generalmente son clasificadas como enfermedades
neurodegenerativas, como se puede observar en el
Cuadro I, forman parte de las ENM, ya que afectan
la integridad neuromuscular de los individuos. En
este sentido, a pesar de ser considerada como una
enfermedad huérfana, el tratamiento sintomatolégi-
co con algunos farmacos, acompafado de manera
esencial de la rehabilitacién fisica y neuroldgica, ha
llevado a retrasar la progresion tan severa de este
tipo de padecimientos. De acuerdo con nuestros
resultados, la SCA2 y SCAS3 son tipos muy comunes
en nuestra poblacion; sin embargo, el hallazgo de una
poblacién fundadora de SCA7 en la regién sureste del
pais nos lleva a la necesidad de realizar un estudio
a nivel nacional, ya que una muestra de la poblacion
no representa la magnitud del problema en nuestro
pais.*54¢ Gracias al diagndstico molecular multiplex
que se realiza en nuestra institucion, se puede rea-
lizar un filtro de las ataxias mas representativas a
nivel mundial, teniendo un resultado muy sensible y
que se ha acoplado para su uso de manera rutinaria,
convirtiéndonos en el lider en este tipo de diagndstico
en México. Cabe mencionar que con este diagndstico
se ha identificado a la serie de casos de SCA7 mas
grande a nivel mundial, lo que permitira estudiar y
caracterizar de manera mas detallada dicha patolo-
gia.*“¢ Este es ejemplo claro de que el diagndstico
certero de una enfermedad nos permite identificar su
comportamiento en nuestra poblacion y el panorama
gue se necesita para su asistencia meédica.

Por otra parte, aunque se conocen alrededor de 50
subtipos diferentes de CMT, CMT1A se considera la
de mayor prevalencia en el mundo; por ello, para los
pacientes con diagnéstico clinico de CMT es indispen-
sable identificar la duplicacion del gen PMP22. Cabe
mencionar que hasta hace poco tiempo, el estudio mo-
lecular para detectar dicha duplicacion se encontraba
disponible Unicamente en laboratorios privados a un
elevado costo econémico, por lo cual nuestro grupo
de trabajo establecid y valido el diagndstico molecular
por gPCR. En ese sentido, es importante destacar
que el INR fue la primera institucion de salud publica
donde se establecié este método para el diagndstico
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molecular de CMT1A. Dado que el INR es un centro
de referencia para neuropatias hereditarias, el por-
centaje de individuos con la duplicacion reportado en
el presente trabajo representa un valor aproximado
de la frecuencia de CMT1A en sujetos mexicanos
con caracteristicas clinicas de CMT. De manera inte-
resante, dicho porcentaje (47.3%) fue similar al que
se ha reportado en poblaciones de Espana (42%),
Estados Unidos (51.6%), Finlandia (52.5%) y Suecia
(58.2%);54%5 sin embargo, existen diferencias estadis-
ticamente significativas con otras poblaciones, como
Japon (14.9%) y Rusia (33.9%).57%° Tales semejanzas
y diferencias pueden explicarse por el origen étnico
de cada poblacioén, grado de ancestria y localizacién
geografica. Con respecto a los pacientes negativos
para la duplicacion, es necesario identificar la mutacion
causante de la patologia por medio de la secuenciacion
de genes relacionada con CMT, como PMP22, MPZ y
GJB1; también se puede considerar secuenciar el exo-
ma completo de la persona mediante secuenciacion
de siguiente generacion. Es importante resaltar que
la deteccion de la duplicacion de PMP22 por medio
de gPCR permitio realizar el diagndstico molecular
de CMT1A, lo cual es crucial para el asesoramiento
genético y el manejo de los pacientes. Adicionalmente,
en un futuro cercano, el diagndstico oportuno de esta
enfermedad podria permitir intervenciones tempranas,
lo que ayudaria a evitar o reducir complicaciones
relacionadas con discapacidad en nuestra poblacion.

Finalmente, para mejorar estos diagndsticos se
sigue trabajando en el desarrollo de técnicas basicas
diagnésticas, asi como de posibles tratamientos. En
este sentido, parte de nuestras lineas de investigacion
tienen como objetivo estudiar mecanismos de pato-
génesis en modelos experimentales de DM1, DMD,
SCA2y SCA7, asi como identificar potenciales blancos
terapéuticos para estas patologias.

Conclusiones

El establecimiento del diagndstico de un paciente
con ENM es una labor complicada. La heterogenei-
dad clinica y genética de las ENM, en conjunto con
el alto costo de los estudios especializados y la baja
disponibilidad de centros de referencia, dificultan el
diagndstico certero del individuo con ENM. La imple-
mentacion de técnicas moleculares para la deteccién
de mutaciones especificas es determinante en el
establecimiento del diagndstico de las ENM. Una
vez realizado, éste debe derivar en la creacion de
programas de deteccion de portadores de padeci-
mientos especificos, acompafados de practicas de
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asesoramiento genético, planificacién familiar, apoyo
psicoldgico, y programas de reincorporacion social y
laboral. En este sentido, el INR puede ser un centro de
referencia nacional para el diagndstico y tratamiento
multidisciplinario integral de este grupo de patologias.
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