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| Resumen |

Antecedentes. La distrofia muscular cintura-cadera tipo 1B
es una enfermedad con herencia autosémica dominante y
secundaria a una mutacion en el gen LMNA. Esta enfermedad se
caracteriza por su afectacion a nivel neuromuscular y cardiaco.

Objetivo. Realizar diagndstico clinico y confirmatorio
molecular en una paciente con debilidad muscular proximal
y sintomatologia cardiaca a través de secuenciacién exomica.

Materiales y métodos. Se presenta el caso de una paciente
de 57 afios de edad con cuadro de debilidad muscular
proximal progresiva principalmente en extremidades y
posterior afectacion cardiaca; adicionalmente, la paciente
tiene multiples familiares con la misma sintomatologia. Se
realizé estudio de secuenciacion exomica con confirmacion,
por método de Sanger, de la mutacion hallada y posteriormente
el analisis bioinformatico de esta.

Resultados. La deteccion de la mutacion R377L en el gen
LMNA por secuenciacién exoémica con confirmacion por
Sanger, junto con la sintomatologia clinica de la paciente y
el analisis bioinformatico de la mutacion hallada, permitid
realizar diagndstico confirmatorio de distrofia muscular
cintura-cadera tipo 1B.

Conclusion. Es dificil realizar un diagnoéstico clinico debido
a la heterogeneidad genética del fenotipo de distrofias
musculares cintura-cadera. La aproximacion diagndstica
es compleja y requiere clasificar las distrofias musculares
segun el patron de afectacion y el patron de herencia de
la enfermedad. Adicionalmente, debido a los multiples
genes que pueden generar clinica semejante a las diferentes
distrofias musculares, se recomienda realizar secuenciacion
exomica solicitando especial énfasis en los genes candidatos
de distrofias musculares cintura-cadera.

Palabras clave: Genética; Distrofias musculares; Cardiomiopatia
dilatada; Polimorfismo de nucleétido simple; Exoma (DeCS).
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Summary
Background. Limb-girdle muscular dystrophy type 1B has

a dominant autosomal inheritance pattern and is caused by
a mutation in the LMNA gene. This disease has a major
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neuromuscular and cardiac compromise; furthermore, it
belongs to the limb-girdle muscular dystrophies.

Objective. To make a clinical and molecular confirmatory
diagnosis in a patient with proximal muscular weakness and
cardiac symptoms using whole exome sequencing.

Materials and Methods. This is the case of a 57 year old
patient with a slowly progressive proximal muscular weakness
and cardiac compromise; furthermore, the patient has many
relatives with the same clinical history. Whole exome
sequencing with Sanger confirmation and bioinformatics
analysis was performed on the found mutation.

Results. The detection of mutation R377L in the LMNA gen
by whole exome sequencing with Sanger confirmation, the
bioinformatic analysis of the mutation and the symptoms
exhibited by the patient allowed the confirmatory diagnosis
of limb-girdle muscular dystrophy type 1b.

Conclusion. Due to genetic heterogeneity in the phenotype
of limb-girdle muscular dystrophies it is difficult to make a
clinical diagnosis. The diagnostic approach is complex and
requires classification of the muscular dystrophies according
to the pattern of muscular weakness and to identify the disease
inheritance pattern. Additionally, due to the multiple genes
that can generate similar symptoms in the different muscular
dystrophies, the authors recommend the use of whole exome
sequencing with a special emphasis on the candidate genes
for limb-girdle muscular dystrophies.

Keywords: Genetics; Muscular Dystrophies; Cardiomyopathy,
Dilated; Polymorphism, Single Nucleotide; Exome (MeSH).
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Introduccion

Las distrofias musculares estdn conformadas por un
grupo diverso y heterogéneo de enfermedades que afectan
al sistema musculoesquelético; debido a esto, es comun
determinar el patron de debilidad muscular para clasificarlos
en grupos mas especificos: cintura-cadera, compromiso
distal, humero-fibular, entre otras (1). El término distrofia
muscular cintura-cadera (por su nombre en inglés Limb-girdle
muscular dystrophy LGMD) fue introducido por primera
vez por Stevenson (2) en 1953 y ampliado luego por Walton
& Nattrasss (3), quienes hacian referencia a un grupo de
distrofias cuya manifestaciéon mas temprana era debilidad de

los musculos de la cintura escapular y pélvica; desde estas
descripciones tempranas de la enfermedad se reconocia la
variabilidad clinica en la historia natural de este grupo de
enfermedades.

Debido a la heterogeneidad genética, la clasificacion
fenotipica de las LGMD ha mostrado limitaciones, y en 1995
se propuso una clasificacion de acuerdo al patron de herencia:
las de tipo 1 son aquellas con un patrén de herencia autosomico
dominante, mientras que las de tipo 2 son aquellas con un
patrén de herencia autosomico recesivo (4).

Dentro del grupo de las LGMD tipo 1 se encuentra la
distrofia muscular cintura-cadera tipo 1B (LGMD1B; OMIM
159001); esta es una enfermedad lentamente progresiva de
herencia autosdémica dominante, secundaria a una mutacion
en el gen LMNA que codifica para la proteina laminina A
(5). La LGMDIB se caracteriza por presentar debilidad en
los musculos de la cintura escapular y pélvica y posterior
afectacion cardiaca. Usualmente los primeros sintomas se
presentan alrededor de los 20 afos con debilidad de cadera, que
en ocasiones es tan leve que pasa desapercibida, posteriormente
debilidad de hombros y mas tardiamente desérdenes de la
conduccion atrioventricular, bradicardia, cardiomiopatia
dilatada y muerte cardiaca subita. Es importante destacar que
cursa rigidez articular leve con preservacion de la movilidad
en los codos; adicionalmente, la biopsia muscular muestra
distrofia leve, la electromiografia muestra cambios de miopatia
y puede haber aumento de creatina fosfoquinasa (5-7).

Es importante conocer que el gen LMNA esta ubicado en
el cromosoma 1q21-22 y esta compuesto por 12 exones (5);
por medio del splicing alternativo, este codifica las lamininas
tipo A y tipo C (5). Las anteriores, junto con las lamininas
tipo B —codificadas por el gen LMNBI1— y las proteinas
asociadas a la envoltura nuclear, forman la lamina nuclear, que
es una red subyacente a la membrana nuclear interna. Ademas,
también se encuentran distribuidas en el nucleoplasma donde
cumplen funciones por asociacion a cromatina, histonas
nucleares y varios factores de transcripcion, dando asi soporte
estructural al nicleo y encargandose del mantenimiento de
la arquitectura nuclear, migracion nuclear y apoptosis. Por
ultimo, forman parte en la transcripcion, regulacion del ciclo
celular, desarrollo y diferenciacion celular (8-10).

Para este estudio se presenta el caso de una paciente de
57 afios, quien desde alrededor de los 20 afios inicia un
cuadro de debilidad muscular progresiva principalmente en
las extremidades, y a quien a los 42 afos se le diagnosticd
cardiomiopatia dilatada; ademas, la paciente cuenta con
multiples familiares en primer, segundo, tercer y cuarto grado
de consanguinidad con la misma sintomatologia (Figura 1).
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Figura 1. Familiograma que ilustra enfermedad genética con patron de herencia autosémico dominante. Fuente: Elaboracion propia.

Se considero que la paciente presentaba clinica compatible
con el grupo de LGMD; sin embargo, debido al compromiso
cardiaco también era necesario descartar otras condiciones
genéticas como la distrofia muscular Emery-Dreiffus
autosémica dominante (EDMD2; OMIM 181350), la
cardiomiopatia dilatada tipo 1A (CMDI1A; OMIM 115200)
y la enfermedad Charcot-Marie-Tooth tipo 2B1 (ECMT2B1;
OMIM 605588). Por lo tanto, se realizd una secuenciacion
del exoma (SE) como método de identificacion de la causa
genética debido al gran nimero de genes que podrian generar
un fenotipo compatible con la clinica de la paciente, siendo
esta una estrategia diagnodstica mas costo-efectiva (1,11).

Materiales y métodos
Sujeto

Se describe el caso de una paciente del sur occidente
colombiano con historia de distrofia muscular iniciada en la
segunda década de la vida y asociada a cardiomiopatia dilatada
y valvulopatia mitral. La paciente refiere tener multiples
familiares afectados con la misma sintomatologia, entre ellos
el padre y dos hermanos, pero sin diagnéstico clinico-molecular

Estudios moleculares

El exoma fue capturado usando el kit de captura de
SureSelect All Human Enrichment Target Exon (Agilent’s)
de 51Mb y luego secuenciado usando la tecnologia Illumina
Hiseq 2000. En el proceso de secuenciacion se obtuvieron
lecturas emparejadas de tamafio 101 nucleétidos.

Resultados
Caracterizacion clinica

Paciente de 57 afios de edad con cuadro clinico que inicia
alrededor de los 20 afios con una leve debilidad muscular a
nivel de cintura escapular y pélvica y que ha ido aumentando
con el paso del tiempo. A los 42 afios consulta al cardidlogo
por sensacion de disnea, el profesional realiza ecocardiograma
hallando cardiomiopatia dilatada y valvulopatia mitral;
ademas, con el tiempo se hace diagnostico de fibrilacion
auricular con alto riesgo cardioembolico. A los 50 afios se le
toma biopsia del musculo cuadriceps izquierdo sin hallazgos
concluyentes para distrofia muscular.

Las patologias de base han sido de caracter progresivo y
en la actualidad la paciente presenta falla cardiaca en estadio
C-NYHA III con ultimo ecocardiograma realizado a los
55 afios, el cual revela fraccion de eyeccion del ventriculo
izquierdo en 21%, insuficiencia mitral y dilatacion severa
de auricula izquierda y moderada del ventriculo izquierdo. A
la paciente se le realiz6 una electromiografia con velocidad
de neuroconduccion a los 57 afios, con la que confirma una
miopatia cronica no inflamatoria y sindrome del tinel del
carpo moderado bilateral. La creatinina fosfoquinasa se ha
encontrado dentro de rangos de normalidad.

Concomitantemente, la paciente presenta osteoporosis
diagnosticada por densitometria 6sea a sus 54 afios. Ese mismo
afio se le realizd una tomografia computarizada de columna
lumbar, que evidencio fractura por compresion de la primera
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vértebra lumbar, y una tomografia computarizada de cerebro
simple con cambios involutivos corticales.

Al examen fisico se encuentra una paciente femenina que
aparenta edad cronoldgica, examen mental normal, signos
vitales normales, marcha inestable, pérdida de la fuerza
muscular en las cuatro extremidades —4-/5—, arreflexia
generalizada y pie cavo bilateral.

Hasta el momento, la paciente ha presentado cuatro accidentes
cerebrovasculares isquémicos secundarios a eventos cardio-
embolicos y un bloqueo atrioventricular de segundo grado. La
paciente se encuentra recibiendo tratamiento farmacoldgico para
fibrilacion auricular, falla cardiaca y osteoporosis, al tiempo que
tiene un cardiodesfibrilador implantable con resincronizador.

Teniendo en cuenta la historia clinica de debilidad muscular
a nivel de los grupos musculares de la cintura escapular

00 210
. G H G i

y pélvica, el posterior compromiso cardiaco, el patron de
herencia autosomico dominante y la miopatia cronica no
inflamatoria, se considerd que el diagnostico mas probable
es una LGMD. Por lo tanto, se realiz6 una SE con especial
énfasis en genes compatibles para las LGMD (LMNA, SGCA,
SGCB, SGCG, SGCD, CAPN3, DYSF, TCAP, TRIM32,
FKRP, TTN, POMT1, ANOS, FKTN, POMT2, POMGNT]1,
PLEC, MYOT, CAV3, DES, DNAJB6) (12).

Secuenciacion del exoma

Se realizd secuenciacion del exoma detectando variante
nucledtida ¢.1130G>T en el gen LMNA; esta variante produce
el cambio del aminoacido arginina por leucina en la posicion 377
de la cadena polipeptidica (R377L). El resultado fue confirmado
posteriormente mediante secuenciacion Sanger; en la Figura 2 se
observa un cambio de codon CGC por CTC con un cambio de
aminodcido de arginina por leucina en la posicion 377.
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Figura 2. Electroferograma de la cadena sentido con la mutacion detectada por secuenciacion tipo Sanger ¢.1130G>T en el gen LMNA.

Fuente: Elaboracion propia.

Analisis bioinformatico del SNP R377L

Los analisis del efecto de los polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP) R377L se realizaron bajo condiciones
ideales, con pH=7.0 y a una temperatura de 27°C. Al realizar
el andlisis, utilizando la estructura cristalina de la proteina
humana LMNA 1X8Y, la estabilidad de la proteina decrecid
22%, lo que sugiere un aumento en la inestabilidad de la
estructura tridimensional debido al cambio del aminoacido.

" NORMAL

Igualmente, el analisis estructural de la proteina LMNA mostrd
la pérdida de un enlace de hidrégeno entre el aminoéacido
leucina 377 con histidina 374 posterior a la mutagénesis in
silico (Figura 3) con un cambio de la energia libre a nivel local
en el cambio de aminoéacido Arginina (R) por Leucina (L) de
271KJ/mol a -35KJ/mol, y a nivel global del cristal la LMNA
de -4094KJ/mol a -3855KJ/mol (13). El analisis fue realizado
con el programa DeepView-Swiss-PdbViewer y los puentes
de hidrogeno se representaron en color verde.

MUTACION

Figura 3. Efecto de los SNP R377L sobre la formacion de puentes de hidrogeno en la

estructura terciaria de la proteina LMNA.Fuente: (13).
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Diagnéstico definitivo

Teniendo en cuenta la clinica de la paciente, el analisis
in silico confirma la patogenicidad de la mutacion y que la
mutacion hallada estaba previamente reportada como causante
de LGMDI1B (14,15); se confirma el diagnostico molecular
de LGMDI1B.

Discusion

En Colombia, este es el primer caso de LGMDI1B
reportado y diagnosticado molecularmente, y también es
la primera vez que se reporta la mutacion R377L en el gen
LMNA en poblacion latinoamericana. En el 2002, Ki e al.
(14) reportaron el caso de una mujer coreana de 41 afios con
contracturas en ambos tobillos, alteraciones en la marcha
y debilidad proximal de ambas extremidades, ademas de
taquicardia atrial con bloqueo atrioventricular de tercer grado,
cardiomiopatia dilatada y fibrilacion auricular. Al secuenciar
el gen LMNA se encontr6 la mutacion R377L y se realizo
diagnostico de LGMDI1B.

Es importante recalcar que aunque la secuenciacion
del exoma no es considerada actualmente el examen de
primera linea para el diagnostico de distrofias musculares,
recientemente se ha demostrado que su resultado es
costo-efectivo: Ghaoui ef al. (11) demostraron que es una
herramienta 1til en pacientes con fenotipo compatible con
miopatias y debilidad muscular; en este estudio se le realizd
SE en genes candidatos a 60 familias —100 pacientes— con
distrofia muscular cadera-cintura y se lograron identificar
mutaciones patogénicas en genes de miopatia en 27 familias.
De estos, 12 genes estaban relacionados con LGMD y
se identificaron 15 variantes en genes patologicos no
relacionados con las LGMD. Con la SE, los autores lograron
una tasa diagnostica de 45% para las distrofias, siempre
analizando estos estudios junto con el resto del contexto
clinico de cada paciente (11).

Los analisis bioinformaticos demostraron que el cambio del
aminodcido arginina por leucina genera efectos negativos con
relacion a la estabilidad de la proteina, generando la pérdida
de un enlace de hidrogeno entre los aminoacido 377 (L) y
374 (H). Los resultados corroboran a nivel molecular que el
SNP R377L genera efectos negativos a la laminina A, lo que
colaboraria a explicar el fenotipo de LGMD1B en la paciente.

En pacientes con clinica semejante a la de la paciente,
ademas de considerar el grupo de las LGMD, es fundamental
tener como diagnoésticos diferenciales la EDMD2, la CMD1A
y la ECMT2BI. Contrario a la LGMDI1B, la EDMD?2
presenta contractura en los codos y tenddén calcéaneo,

restriccion en los movimientos cervicales, cardiomiopatia
dilatada con defectos de conduccion cardiaca y arritmias
cardiacas. Ademas puede presentar escapula alada, rigidez
espinal, atrofia y debilidad de extremidades de predominio
superior, aumento de la creatina fosfoquinasa, compromiso
muscular en la primera década de la vida y compromiso
cardiaco después de los 20 afios (5,16-20).

La CMDI1A puede presentarse como cardiomiopatia
congestiva, defectos en la conduccion, fibrilacion o flutter
auricular, arritmia ventricular o incluso efusioén pericardica
y su sintomatologia usualmente inicia alrededor de los 50
afios; se diferencia de la LGMDI1B ya que esta no presenta
compromiso osteomuscular (5,16). Por ultimo, los pacientes
con ECMT2BI presentan pie cavo, alteraciones en la marcha
y debilidad en extremidades; sin embargo, se diferencia de
la LGMDI1B en que su patrén de herencia es autosémico
recesivo, tiene compromiso de fuerza distal, los sintomas
inician entre los 10 y 20 afios y presenta ausencia de afectacion
cardiaca (5,16).

Conclusiones

La secuenciacion del exoma es una herramienta util y
costo-efectiva para el diagndstico molecular de pacientes
con clinica de distrofia muscular y especialmente LGMD;
asi mismo, es fundamental caracterizar el patrén de debilidad
muscular, determinar el tipo de herencia y solicitar otros
examenes como la creatinina fosfoquinasa, la biopsia muscular
y la electromiografia con velocidad de neuroconduccion
para poder determinar el tipo de genes y patologias que
pueden generar dicho compromiso. No obstante, debido a
la heterogeneidad genética de las distrofias musculares hay
limitacion en los diagndsticos fenotipicos y por eso se debe
recurrir a técnicas moleculares para realizar un diagnostico
confirmatorio y definitivo (11); por lo tanto, los autores
recomiendan la SE para este tipo de patologias como una
herramienta valiosa y ademas sugieren la implementacion del
analisis in silico de las mutaciones halladas para predecir su
posible patogenicidad.
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