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ANTECEDENTES

1.1. Canales ionicos

Los seres vivos estan constituidos por células, algunas de las cuales son excitables y otras
no. Las células excitables utilizan impulsos eléctricos para comunicarse y transmitir
sefiales, esto gracias al desequilibrio i6nico que existe entre el exterior y el interior de la
membrana celular (gracias a una permeabilidad idnica de la membrana), estableciéndose asi
lo que se conoce como el potencial de membrana de cada célula.

Los iones pueden ingresar o salir de la célula gracias a diferentes mecanismos de
transporte, como los pasivos a través de poros hidrofilicos (por ejemplo), también llamados
canales ionicos (Tamargo, 2004). Existen diversos tipos de canales clasificados segln su
permeabilidad y selectividad, como: 1-canales i6nicos dependientes de voltaje (canales de
calcio, potasio, cloro y sodio); 2- canales relacionados con ligandos extracelulares (canal de
sodio ligando al receptor nicotinico); 3- canales asociados a segundos mensajeros (canal de
calcio ligando al inositol-trifosfato) (Armijo et al. 2000). Una de las sefiales que usan
algunas células para su comunicacion es el potencial de accion, el cual requiere proteinas
especializadas y canales ionicos para su ejecucion (Calderén 2012).

Un potencial de accion se da cuando la célula excitable cambia su permeabilidad ionica por
medio de un estimulo. En el tejido nervioso y muscular durante el potencial de accién se
activan los canales de Na+ dependientes del voltaje, el Na+ ingresa a la célula, provocando
un exceso de cargas positivas en el interior de la célula, elevando el potencial de -70mV a
+30mV y con esto se genera un potencial de accion (Brodal 2010, Zao et al. 2012). Al
llegar a ese punto otros canales, como el de K+ y cloruro, se empiezan a abrir
propagandose el potencial de accion por toda la célula (Macarulla & Gofii 1994, Moyes y
Schultes 2007). Los iones ingresaran a la célula hasta que las concentraciones interna y
externa sean equivalentes (potencial de equilibrio) (Struyk & Cannon 2005).

Una vez alcanzado el potencial de equilibrio los canales de sodio se inactivan y permanecen
en este estado por un periodo de tiempo conocido como el periodo refractario, en el cual no
podra generarse un nuevo potencial debido a la imposibilidad de que ocurra un flujo de
iones (Jurkat-Rott et al. 2010). Finalizado el periodo refractario (comprende la
repolarizacion y una breve hiperpolarizacion), la membrana retorna al potencial de

membrana en reposo de -70mV y puede generar un nuevo potencial de accion (Struyk &



Cannon 2005; Jurkat-Rott et al. 2010). Mientras el potencial de membrana esta en reposo
en el musculo esquelético, hay muchos canales de cloruro abiertos que sirven de buffer
eléctrico contra pequefias corrientes despolarizantes, asi como de regulador de la
excitabilidad eléctrica (Push et al. 1995, Dutzler et al. 2003). Eventualmente, el potencial
de accién viaja hasta regiones especializadas del musculo esquelético ocasionando la
liberacion de calcio del reticulo endoplasmatico, lo que llevara al acoplamiento de la
contraccion-relajacion del masculo esquelético (Cannon, 2010).

Asi, estos canales son de suma importancia para un buen funcionamiento del tejido en
donde funcionan, por lo que defectos en estos canales podrian ocasionar diferentes tipos de
patologias (Martinez, 2004). Mutaciones en los genes que codifican para algin canal
idnicos pueden afectar la estructura y funcion de los canales, llevando a un funcionamiento
anormal y con ello la disminucién en la conduccién (Herranz, 2002; Ruggieri & Arberas,
2002); también los canales pueden tener un funcionamiento anormal debido a factores
externos (toxinas, anticuerpos). Estos defectos han sido descritos por estar asociados con
diversas patologias, algunas esporadicas y otras hereditarias (Martinez, 2004; Cannon,
2006). Al conjunto de patologias asociadas a defectos en canales idnicos se les ha
denominado como canalopatias (Martinez, 2004). Las canalopatias pueden afectar el
funcionamiento del cerebro provocando epilepsias (defectos en los canales de Na*, K* o
Ca®*, por mutaciones en los genes SCN1A, SCN1B, KCNQ2, CACNA1H); ataxias (defectos
en los canales de K+ y Ca **, concretamente en los genes KCNA, KCNC3 y CACNA1A); y
también pueden afectar el tejido muscular provocando miotonias hereditarias (mutaciones
enel gen CLCN1y SCN4A) (Kullmann 2010).

1.2 Miotonias hereditarias
Las miotonias hereditarias son un grupo heterogéneo de enfermedades del mdusculo

esquelético caracterizadas por presentar una incapacidad transitoria de realizar
movimientos antagonicos, lo que lleva a una rigidez discapacitante o respuesta tonica lenta.
Esta incapacidad se puede deber a una alteracion o aumento en el tiempo de relajacion de
un masculo contraido voluntariamente, 0 a un estimulo mecénico (revisado en Heatwole &
Moxley 2007, Morales et al. 2003). Este signo clinico es denominado miotonia.

Electrofisiolégicamente, la miotonia resulta de una excitabilidad incrementada



(hiperexcitabilidad) de la membrana de la fibra muscular, de tal forma que un Unico
estimulo eléctrico ocasiona una serie repetitiva de potenciales de accién, impidiendo a la
ceélula lograr el equilibrio ionico (Matthews et. al, 2010).

Este grupo de enfermedades se ha dividido en dos grandes subgrupos segun sus
caracteristicas clinicas: las miotonias distroficas y las miotonias no distréficas (Morales et
al. 2008). El grupo de las miotonias distroficas abarca las distrofias miotdnicas tipo 1
(DM1) y 2 (DM2), y estan asociadas con la expansion de secuencias repetidas en tandem en
regiones no codificantes en los genes DMPK (para la DM1) y ZNF9 (para la DM2),
respectivamente (Brook et al. 1992; Meola 2000, Liquori et al. 2001).

El grupo de las miotonias no distroficas comprende enfermedades causadas por mutaciones
en canales idnicos del musculo esquelético, concretamente en los genes CLCN1 y SCN4A
(Dupre et al. 2009), por lo que, se les ha dado el nombre de canalopatias miotonicas.
Existen canalopatias producidas por alteraciones en los canales de potasio y calcio, pero no
se tomaron en cuenta en esta investigacion debido a que afectan principalmente al sistema
nervioso (Carrizosa 2006, Solis et al. 2008). Otras diferencias con las miotonias distréficas
son la ausencia de debilidad progresiva y algunas caracteristicas sistémicas (Matthews et al.
2010, Statland et al. 2011).

Algunos investigadores consideran a las canalopatias como trastornos benignos debido a la
debilidad episodica y la falta de efectos en otros sistemas; incluso son catalogadas como
enfermedades no progresivas (Heatwole & Moxley 2007), o sea, enfermedades que con el
tiempo no se vuelven mas severas. En contra de esta postura, existen investigadores que no
las consideran benignas, pues en algunos casos se ha demostrado que la calidad de vida de

los pacientes se deteriora debido a la enfermedad (Sansone et al. 2012).

1.3 Caracteristicas clinicas de las miotonias no distroficas

Los pacientes con miotonias no distréficas o canalopatias miotdnicas presentan, a nivel
clinico, rigidez y debilidad muscular, la cual ocurre cuando una porcion de las fibras
musculares parecen eléctricamente no excitables (Burge & Hanna 2012). La miotonia es
evaluada por medio de contracciones del musculo y percusion, ademas del uso del

electromiograma (Lehmann-Horn et al. 2008). En la primera prueba mencionada el



paciente toma un objeto fuertemente y cuando se le pide que lo suelte es incapaz de
hacerlo; en la segunda prueba, el musculo del paciente es estimulado mecanicamente, por
ejemplo golpeandolo con un martillo de reflejo. Otros sintomas son: hipertrofia muscular,
contraccion anormal del musculo, dolor, debilidad y fatiga (revisado en Morales y Cuenca
2004; Matthews et al. 2010), aunque el dolor en algunos casos no se presenta (Herrera
2012).

La miotonia puede desencadenarse por diversos factores: frio, ejercicio, carga oral de
potasio, uso de farmacos, comidas ricas en carbohidratos y estrés emocional (revisado en
Morales y Cuenca 2004, Burge & Hanna 2012). Con respecto al ejercicio, es importante
aclarar que en los momentos iniciales del mismo se desencadena la miotonia manifestada
como rigidez, pero dura pocos segundos si se continta con la actividad fisica, en otras
palabras la exposicion repetida al ejercicio se convierte en un atenuador de la rigidez
(fenébmeno conocido como calentamiento o warm up) (Meola et al. 2009).

1.3.1 Caracteristicas clinicas propias de la canalopatia de cloruro

La canalopatia de cloruro o miotonia congénita (MC) es la canalopatia hereditatia mas
comun y se debe a defectos en el canal de cloruro voltaje dependiente 1 o CLCN1 (Koch et
al. 1992). Esté catalogada como una enfermedad no progresiva (Heatwole & Moxley 2007)
que se empieza a presentar en la primera o segunda década de vida (Nagamitsu et al. 2000).
La miotonia y la hipertrofia muscular es observada en el cuerpo, incluyendo los muasculos
faciles y extraoculares (Kato et al. 2016) y se observa el fendmeno de warm up. A nivel
electrofisioldgico, en las electromiografias de los pacientes con esta enfermedad se puede
visualizar una serie ritmica de potenciales que se incrementan o decrecen progresivamente
en su amplitud y que son tipicos de las miotonias hereditarias (Thomas et al. 2008).

La MC puede heredarse de dos formas: autosomica dominante (enfermedad de Thomsen) ¢
autosomica recesiva (miotonia generalizada tipo Becker) (Becker, 1977), siendo esta ultima
la mas comun, con una prevalencia de 1 en 23 000 individuos (Lehmann-Horn & Jurkat-
Rott 1999); en cambio la forma dominante se presenta en 1 de cada 50 000 personas en la
poblacion caucasica (Lehmann-Horn & Jurkat-Rott 1999, Matthews et al. 2010; Zhang et
al. 2000). Aungue la base de datos de la Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) fija
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la prevalencia mundial en 1 por cada 100 000 individuos para ambas enfermedades (ver

http://www.omim.org/).

La miotonia de Thomsen (OMIM # 160800) es un trastorno leve comparado con la
miotonia tipo Becker. Esta condicion muestra heterogeneidad clinica (Koty et al. 1996) y
puede comenzar a manifestarse desde la infancia, pero los pacientes son conscientes de su
presencia hasta la adolescencia (Ruggiere y Arberas 2002). La variabilidad clinica va desde
casos donde el 90% de probandos muestran descargas en la electromiografia, pero solo el
50% en la prueba de percusion (Cherian et al. 2008; Herrera 2012). Ademas, se observan
algunos rasgos predominantes como las contracturas sin dolor y transitorias, hipertrofia
generalizada, miotonia muscular con predileccion de las extremidades superiores, manos y
musculos faciales (Cherian et al. 2008, Herrera 2012, Mori et al. 2016).

Dentro de los sintomas poco comunes se encuentran retraso al parpadear, miotonia de la
lengua, caida de los parpados (ptosis palpebral) (Mori et al. 2016). Los sintomas se hacen
mas notorios después del reposo, por lo que, los pacientes al iniciar la actividad se muestran
rigidos, con movimientos torpes y lentos, pero conforme se continda con el movimiento se
va adquiriendo flexibilidad (fenémeno de calentamiento) (Vilchez, 2016). Algunos
pacientes presentan debilidad muscular proximal junto con dificultades para subir escalones
(Cherian et al. 2008).

La enfermedad de Becker (OMIM# 25570) también es clinicamente variable; la miotonia se
puede presentar en todos los musculos esqueléticos (Heatwole & Moxley 2007) y los
primeros sintomas aparecen a edades tempranas (3 y 12 afios), afectando primeramente las
piernas y luego se expresa en los brazos, por lo que, es comdn que los nifios tiendan a
caerse frecuentemente (Herrera 2012). Se ha asociado también a mutaciones en el gen
CLCNL1. La rigidez en muchos pacientes se manifiesta primero en las piernas, a los pocos
afios en los brazos, masculos faciales y cuello (Koch et al, 1993). Ademas, en algunos
pacientes se ha observado torpeza al caminar y al tomar objetos (Deymeer et al. 1999,
Lehmann-Horn et al. 2008). En el caso de los adultos, estos presentan una figura
desproporcionada debido al poco desarrollo de los musculos del cuello, los hombros y las
manos (Lehmann-Horn et al. 2008).

En términos generales, los pacientes pueden presentan una apariencia atlética sin aumentar

la fuerza muscular, debido a contracciones musculares involuntarias pequefias y continuas;

11


http://www.omim.org/

ademas pueden encontrarse pacientes con lordosis compensatoria (curvatura exagerada de
la columna) por caminar de puntillas, esto debido al acortamiento muscular que limita el
movimiento de la mufieca o del pie (Lehmann et al 2008). Adicionalmente, los pacientes
pueden presentar hipertrofia muscular en las piernas o en los musculos de los gliteos
(Lehmann-Hornn et al. 2008). La debilidad muscular en esta forma es transitoria y la
amplitud de la miotonia es mayor en comparacion con la forma dominante, por lo que es
mas severa (Thomas et al. 2008, Ruggiere y Arberas 2002).

En Costa Rica, por el momento, solo se ha reportado un caso de una familia que presenta la
enfermedad de Thomsen (Morales et al. 2003) y otra con la enfermedad de Becker
(Morales et al. 2008).

1.3.2 Caracteristicas clinicas propias de las canalopatias de sodio

Las canalopatias de sodio son enfermedades de herencia dominante asociadas a mutaciones
en el gen SCN4A, el cual codifica para la subunidad alfa del canal de sodio dependiente de
voltaje Nav1.4 del musculo esquelético. Existe un espectro de enfermedades autosomicas
dominantes ligadas a este canal, por lo que, la sintomatologia dependera de la enfermedad
asociada. Se pueden mencionar variantes que van desde paralisis periddica con ausencia de
miotonia (parélisis periddica hipocalemica tipo 2 o HOKPP2), con miotonia (paralisis
periddica hipercalémica o HYPP), solo miotonia sin pardlisis periddica (miotonia potasio
agravado, PAM) y paramiotonia (paramiotonia congéntica, PM 6 PMC) (Struyk & Cannon
2005; Matthews et al. 2010).

La HYPP (OMIM #170500) estd caracterizada por debilidad muscular, episodios de
parélisis flacida asociada con una elevada cantidad de potasio en suero y rigidez muscular
entre ataques (Morales y Cuenca, 2004). Esta enfermedad comienza a manifestarse en la
infancia. Muchos de los sintomas pueden iniciar después de realizar ejercicio, consumir
comidas ricas en potasio, ambientes frios, estrés emocional, ayuno y durante el embarazo
(Tawil, Griggs & Rose, 2000). Esta enfermedad presenta una prevalencia de 1/100 000
(Lehmann-Horn, Jurkat-Rott & Rudel, 2002). Esta enfermedad se ha asociado con

mutaciones en el canal Navl.4 (Jurkat-Rott et al. 2010). Existe una variante a esta
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enfermedad denominada de parélisis periddica normocalémica (normoKPP) que se ha
asociado con bajos niveles de potasio en la sangre (Guo et al. 2004).

La PAM (OMIM # 608390) tiene estrechas semejanzas fenotipicas con la MC; ambas
presentan miotonia con herencia dominante, ademés ausencia de debilidad después de ser
expuestos al frio (Mitrovic & Lerche 2000). Se diferencian en que la primera presenta
mayor incremento en la frecuencia y duracion de la miotonia, esto debido al potasio sérico
(Mitrovic & Lerche 2000). Los cambios de temperatura no alteran los sintomas clinicos y la
miotdnica varia dia con dia, y aumenta con el ejercicio prolongado. Su prevalecia se estima
en 1/400 000 individuos (Struyk & Cannon 2005; Jurkat-Rott et al. 2010).

La PC o PMC (OMIN # 168300) se ha reportado que inicia en la infancia o nifiez temprana.
La sintomatologia se diferencia de las demas miotonias pues la miotonia empeora debido a
la repeticion del movimiento o por un esfuerzo continuo, de ahi el término de paramiotonia.
La miotonia se ve reflejada principalmente en los musculos de la cara, lengua y manos, en
tanto que los miembros inferiores estan ligeramente afectados (Morales y Cuenca, 2004).
La miotonia puede durar segundos o minutos pero la debilidad se puede extender por largos
periodos; ademas empeora por exposicion al frio y el ejercicio, donde se pueden dar
episodios de paralisis flacida. Su prevalecia es de 1/200 000 individuos (Struyk & Cannon
2005; Jurkat-Rott et al. 2010, Matthews et al. 2010).

1.3.1 Caracteristicas genéticas de la canalopatia de cloruro

La MC esta asociada con mutaciones en el gen CLCN1 localizado en 7935 (Koch et al.
1992). Este gen esta organizado en 23 exones y codifican para el canal con el mismo
nombre (CIC-1), el cual estd constituido por 988 aminoacidos, formando 18 dominios alfa-
hélice, de los cuales 12 son dominios transmembrana (Figura 1)(Dutzler et al. 2002, Sun et
al. 2001; Zhang et al. 2000). El canal CLC-1 es un canal de aniones dependiente de voltaje,
pertenece a la familia CLC (Dutzler 2004) la cual es altamente conservada desde

procariotas hasta eucariotas (Duran et al. 2010).
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Figura 1. Modelo del canal CIC-1. El canal funcional es un homodimero. La imagen indica varias de las mutaciones
(usualmente mutaciones de sentido equivocado) asociadas a la miotonia congénita de Becker o Thomsen.
Imagen tomada de Lehmann et al. 2008.

Hasta el momento, se han descrito poco mas de 100 mutaciones diferentes en el gen
CLCN1 (ver http://www.hgmd.cf.ac.uk/). Entre las mas comunes, segin Human Gene
Mutation Database (HGMD) y la literatura, son las de sentido equivocado o cambio de
sentido (missense) y sin sentido (nonsense) (110 registradas); mutaciones en los sitios de
splicing (12 reportadas) y pequefias deleciones 9 registradas)
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php). Estas mutaciones se distribuyen alrededor de
todo el gen, siendo el ex6n 8 donde se han encontrado mas mutaciones (Fialho et al. 2007).
El canal de cloruro se forma gracias a la union de dos proteinas CIC-1, formando un
homodimero. Si una subunidad normal se une con una defectuosa, esto llevara a una
alteracion de la conformacion estructural de la subunidad normal (Struyk & Cannon 2006),
ocasionando una reduccién en la conductancia del cloruro o inactivacion del canal
(Kwiecinski et al. 1988, Meola et al. 2009), esto mediante el mecanismo de dominancia
negativa, lo cual explica la herencia dominante de esta condicion. Asi, para el caso de la
Enfermedad de Thomsen, los individuos afectados por esta condicidn son portadores de una
mutacion en el canal CIC-1, la cual actua de forma dominante mediante el mecanismo de
dominancia negativa. Las mutaciones que tienen un efecto negativo dominante son menos

frecuentes que las mutaciones de perdida de funcion, de ahi que las mutaciones asociadas
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con la enfermedad de Thomsen sean menos frecuentes que las asociadas con la miotonia
tipo Becker (Colding-Jorgensen, 2005; Cannon, 2015).

La mayoria de las mutaciones encontradas en CLCNL1 se han asociado con la forma recesiva
de la enfermedad y causan una peérdida de funcion del canal. Asi, para el caso de la
enfermedad de Becker, la mayoria de los individuos afectados presentan una mutacién en
estado homocigota, lo cual causa una pérdida de funcion del canal CIC-1. Sin embargo, se
han reportado individuos portadores de alguna de estas mutaciones, que son asintomaticos
(sin  miotonia fisica), pero que presentan leves descargas miotonicas en las
electromiografias, fendmeno que se le ha llamado miotonia latente (Steinmeyer et al. 1994,
Deymeer et al. 1999, Cannon 2006, Jorde 2011, Zielonka et al. 2012).

Adicionalmente, en la MC se ha descrito que el mismo individuo puede presentar dos
diferentes mutaciones en el gen CLCNL1, generando lo que se conoce como heterocigotos
compuestos (Kubisch et al. 1998). Estas dos mutaciones se han descrito como recesivas y
por consiguiente deberian estar asociadas con un fenotipo de la miotonia tipo Becker, sin
embargo, no siempre ocurre asi, pues se han descrito heterocigotos compuestos en CLCN1
con fenotipos mas similares a la enfermedad de Thomsen 0 a miotonias de sodio que a la
miotonia tipo Becker (Koty et al. 1996, Kubisch et al. 1998).

Asi, para el caso de mutaciones en el gen CLCN1, se podria decir que existen mutaciones
que describen una herencia dominante y otra recesiva. Incluso, se han reportado varios
casos donde la misma mutacion se puede comportar como dominante 0 recesiva en
diferentes familias, como por ejemplo las mutaciones p.A313T y p.G190S (Plasssart et
al.1998, Shalata et al. 2009). Por Gltimo, se han encontrado algunos pacientes con sintomas
asociados a la MC pero que no tienen las mutaciones tipicas encontradas en el gen CLCNL1.

Mediante el analisis de amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples (MLPA,
multiplex ligation-dependent probe amplification), el cual detecta inserciones o deleciones
génicas, aun en regiones no transcritas, se ha logrado confirmar que algunos de estos
pacientes portaban duplicaciones o deleciones de algunas regiones del gen CLCNL1, las
cuales probablemente contribuyen con el desarrollo de la enfermedad en estos pacientes
(Raja et al.2012).
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1.3.2 Caracteristicas genéticas de la canalopatia de sodio.

Las canalopatias de sodio son causadas por mutaciones en el gen SCN4A localizado en el
cromosoma 17¢23.1-25.3. Este gen esta constituido por 24 exones y codifica para la
subunidad alfa del canal de sodio (1851 aminoécidos) voltaje dependiente del musculo
esquelético (Navl.4) (Catterall, 1986). La proteina formadora del poro es una Unica unidad
proteica que posee cuatro largos dominios homdlogos (ver figura 2), cada uno con seis
segmentos transmembrana (S1-S6), siendo los segmentos del S1 al S4 los que conforman
los sensores de voltaje. EI segmento S4 se reorienta cuando hay una despolarizacion,
ocasionando un cambio conformacional de la proteina que resulta en la apertura del poro
conductor de iones y con esto la activacion del canal. Los segmentos S5 y S6 forman la
puerta de inactivacion y el sitio de acoplamiento respectivamente (Jukatt et al. 2010). Entre
el dominio 3 y el 4 existe una asa citoplasmatica conformada por un grupo de tres
amino&cidos hidrofébicos muy conservados: isoleucina, fenilalanina y metionina (IFM),
que sirven como una particula que ocluye el canal, produciendo una inactivacién rapida.

En términos generales, las partes de la proteina donde se han encontrado la mayoria de las
mutaciones (figura 2) asociadas con estas enfermedades son: 1- el asa o loop que une los
dominios tres y cuatro, 2- el cuarto segmento transmembrana (S4) de cada dominio, el cual
corresponde al sensor de voltaje y 3- los segmentos S5 y S6 del canal de Nav1.4 (Struyk &
Cannon, 2006).
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Figura 2. Representacion de la ubicacién de las mutaciones encontradas en Nav1.4. Se indican en la figura los principales
puntos de mutaciones. Flecha verde el asa de unién entre el dominio tres y cuatro, las flechas anaranjadas los segmentos

S4 de cada dominio y con la flecha roja los segmentos S5y S6 del domino IV.
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Todas las mutaciones descritas hasta el momento ocasionan una ganancia de funcion de la
proteina, por ende, son de herencia dominante. Estas mutaciones pueden modificar el canal
Nav 1.4 de diferentes formas: 1- produciendo alteraciones en la compuerta (el mas comun);
2- en la conduccién (defecto muy raro en el musculo esquelético); 3- afectando la
formacion de los poros (Cannon, 2010). Los exones en donde se han encontrado la mayor
cantidad de mutaciones han sido los exones 22 y 24 (Heidari, et al. 2015).

Estas mutaciones en este canal pueden llevar a una conduccion lenta (que lleva al desarrollo
de miotonia) o incompleta (que ocasiona debilidad) de los iones sodio, ademas de alterar el
estado de reposo (en donde se mantiene un flujo en la entrada de Na+) que induce paralisis,
esto al alterar la inactivacién o al acrecentar la activacion del canal (Cannon 2010).

Para el caso de la HYPP, las mutaciones se ubican principalmente en las partes interiores de
los segmentos transmembrana y en el loop que conecta el segmento S5 con el S6 del
Dominio Il. Estas mutaciones producen cambios tridimensionales que alteran la
inactivacion rapida del canal (Struyk & Cannon 2005; Jurkat-Rott et al. 2010).

Las mayoria de mutaciones que producen la PAM se sitdan en los N terminales de los loops
que conectan los dominios, principalmente el de la puerta de inactivacion (Struyk &
Cannon 2005; Jurkat-Rott et al. 2010), a nivel de expresion funcional, producen varios
efectos que van desde una miotonia leve (miotonia fluctuans) hasta mas severas, en donde
existe una lenta inactivacion rapida y se acelera la recuperacién del estado inactivo (Jurkat-
Rott, 2010). Las mutaciones en la PMC se encuentran principalmente en el sitio de las
particulas oclusivas IFM (Struyk & Cannon 2005; Jurkat-Rott et al. 2010, Matthews et al.
2010).

1.4 Justificacion

Desde el afio 1998 se han llevado a cabo una serie de investigaciones a nivel genético en el
Instituto de Investigaciones en Salud (INISA) con el fin de confirmar el diagndéstico clinico
presuntivo de miotonias hereditarias en un grupo de pacientes costarricenses. Dentro de los
resultados obtenidos, se ha encontrado un subgrupo de pacientes negativos para la distrofia
miotonica tipo 1. Como consecuencia de esto, en el 2003 se inici0 la bdsqueda de
mutaciones en los genes que codifican para los canales voltaje dependiente de cloruro

(CLCN1) y de sodio (SCN4A) del musculo esquelético, genes asociados con otras miotonias
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hereditarias. Las técnicas utilizadas principalmente para esta busqueda fueron PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa), SSCP (single stranded conformation polymorfism,
traducido como polimorfismo de conformacion de cadena simple) y secuenciacion
automatica para confirmar las mutaciones ¢ polimorfismos. Como resultado de esta
busqueda se han encontrado mutaciones ya reportadas en la literatura para la enfermedad de
Becker o Thomsen, asi como variantes nuevas, (Morales et al. 2003 y 2008). Sin embargo,
todavia queda un grupo de 14 muestras de pacientes diagnosticados a los cuales no se les ha
encontrado la causa genética de la miotonia por medio de las técnicas empleadas (SSCP y
PCR), pero se cree que podria ser alguna mutacion en los genes que codifican para el canal
de cloruro (CLC-1) o sodio (Nav 1.4).

El tamizaje de los genes para buscar estas mutaciones se ha realizado por medio del ensayo
SSCP, el cual se usa ampliamente a nivel mundial por sus capacidades de discriminar
diferencias de hasta una Unica base en el ADN (Hayashi & Yandell 2005). Sin embargo,
presenta algunas limitaciones, como que algunas variantes pueden no ser detectadas (falsos
negativos) debido a variables como la temperatura de la corrida, concentracion de iones,
solventes y tamario de los fragmentos (Hayashi 2013). Asi, se hace necesario completar,
mediante el analisis de secuenciacion, la identificacion de las mutaciones. Mediante el
ensayo de secuenciacion automatica de los genes CLCN1 y SCN4A, este proyecto pretende
identificar mutaciones responsables de los sintomas de un grupo de pacientes, que han
resultado negativos para el diagnostico de la distrofia miotonica tipo 1, esto con el fin de
servir de ayuda para clasificar clinicamente mejor al grupo de pacientes en estudio y darles

oportunidad a los médicos tratantes de ofrecer un mejor manejo clinico a los pacientes.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo General:
Identificar variantes genéticas en los genes CLCN1 y SCN4A responsables de la
enfermedad de un conjunto de 14 individuos con sospecha de padecer una condicién

miotdénica hereditaria con el fin de clasificarlos clinicamente.
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1.5.2 Objetivos Especificos:
1- Buscar variantes genéticas en los exones de los genes CLCN1 y el SCN4A en un
grupo de pacientes con miotonias hereditarias no distréficas por medio de anélisis

de secuenciacion.
2- Determinar si las variantes encontradas han sido previamente reportadas, o en su
defecto, implementar una metodologia para determinar si son variantes causantes de

la enfermedad o variantes no patogénicas.

3- Utilizar herramientas bioinformaticas para determinar conservacién y posibles

efectos funcionales de las variantes
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Poblacion en estudio

La poblacion de estudio estuvo constituida por 14 pacientes costarricenses con sospecha de
estar afectados por una miotonia hereditaria, los cuales habian resultado negativos para la
mutacion responsable de la distrofia miotdnica tipo 1. Esta investigacion se enmarcé dentro
del proyecto 742-A3-304 “Caracterizacion molecular de las Canalopatias en Costa Rica”,
el cual fue aprobado por el Comité Etico de la Universidad de Costa Rica, al igual que su
consentimiento informado. Todos los pacientes dieron previamente su consentimiento
informado para participar en este proyecto de investigacion. El proyecto fue financiado por
la Universidad de Costa Rica y por el CONICIT.

2.2 Extraccién del ADN
Las muestras (probandos y controles) que se emplearon forman parte de un banco de
muestras de ADN del INISA. EI ADN se aisld a partir de leucocitos de sangre periférica,

por medio del método de proteinasa K-fenol-cloroformo (Sambrook and Russell 2001).

2.3 Analisis molecular de las muestras

El andlisis de las muestras se realizé por medio de secuenciacion de Sanger. Para esto, se
uso la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) siguiendo procedimientos ya descritos
(Lehmann-Horn et al. 1995) y optimizados en el laboratorio del INISA (Morales 2008).
Mediante la PCR se amplificaron los 23 exones del gen CLCNL1 y los 24 exones del gen
SCN4A, para cada una de las 14 muestras. En breve, se usaron 10-100ng de ADN, 50pmol
de cada iniciador, 1,5mM MgCl,, 0,5 unidades de enzima (taq polimerasa), 5ul de buffer
5x, 0,5ul de mix de dNTPs y agua para un volumen total de 25ul. A las muestras se les
agreg6 aceite para evitar la evaporacion. Para amplificar la region de interés se us6 un
termociclador Biometra siguiendo el siguiente perfil: Desnaturalizacién 96°C por 10min,

luego 35 ciclos de 94°C por 30s, entre 51°C y 65°C (esto varia segun la temperatura de
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alineacion de cada iniciador) por 45s y 72°C por 1 min, finalmente, un periodo de

elongacion de 72°C por 5min.

Las secuencias de los iniciadores usados para amplificar las regiones codificantes (exones)

de los genes CLCN1 y SCN4a se detallan en los cuadros 1y 2.

Cuadro 1. Iniciadores empleados para amplificar la region codificante del gen SCN4A junto
con sus condiciones

Iniciador

SCN4A-1a

SCN4A-1b

SCN4A-2

SCN4A -3

SCN4A-4

SCN4A-5

SCN4A-6a

SCN4A-6b

SCN4A-7

SCN4A-8

SCN4A-9

SCN4A-10

SCN4A-11

SCN4A-12

SCN4A-13a

SCN4A-13b

SCN4A-14a

SCN4A-14b

SCN4A-14c2

SCN4A-15

Primer F

5’-AGCAGGAGGTGAGGAGTGG-3’

5’-TCACTGGCAGCCATAGAACA-3’

5’-CATCCATCTGTCTGCCTGT-3’

5-ACCTCCCATCCTAGCTGCTT-3’

5’GTTGCCACACTGACCCCTAC-3’

5-CCCAATTTCTTGGGAATCCT-3’

5-GCCAATATCCTTGCCCTCTC-3’

5-TTCAACGACACCAACACCAC-3’

5-TGTGTCCATGTGGGTGACTT-3’

5’AGCCCCCTGTCCTATTCCTA-3’

5-CACTCCCTCTCCCTCCACTC-3’

5-CTCTGGCTCAGAGCTGGACT-3’

5’ACCTGCTACCACCCCTCTC-3’

5-CTCTGTGACAGGGCCTCAT-3’

5-CTGGGCCTCATTCACCCTT-3’

5-AGCTACAAGGAGTGCGTGTG-3’

5-TGTGCTGGCTGAAGGTGG-3’

5-GATGAGGATGGCGAGATG-3’

5'-GGAGGACCTGAAGAAGGACA-3’

5-GATGTCATGTGACCCTGTGG-3’

Primer R

5’-GTCACTTCGTGGCTTCCGTT-3’

5’-TGGATGGCAGACAGACAGAG-3’

5-CATCTCGCCCATCCCTAAC-3’

5’-TCAGGGAGCAGGGAGACTT-3’

5'-ACCCCAGCCTCAGGATGTC-3’

5-TCTCTCAGCTCAGGCAGAGG-3’

5-CGTTGGCATACCATGAGT-3’

5-CGTCACCCTCCCCATTCTT-3’

5-TAATCAGCTCCCACCTTCCA-3’

5-TGAAGAGGCTGCAGGGATG-3’

5’CCCTGGGTCCTCTATCTCCT-3’

5-AGGCTCCACCCCTACCTAAG-3’

5-CCTGCCCATGAATGATCC-3’

5-CCCTGGGGCTTTTGTGTA-3’

5-GACGATGAGGAAGGAGTGGA-3’

5'-GAGAGGATGTGTTGGGGA-3’

5-CAGCAGCCCCAGGAGGAA-3’

5-CCCATGTGGTTCAGGATGT-3’

5-GAGAATTTGAAGCCGGGTCT-3"

5-GCTTTTGGTCCTGGTGTAGC-3’

TA
55,5
55,5
59,3
60
59,3
51,1
59,3
55,5
59,3
59,3
59,3
59,3
62,1
62,1
59,3
52,9
64
51,1
55

53

TF

294

245

229

157

226

240

290

199

176

230

270

249

300

224

280

302

228

254

254

248
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SCN4A-16
SCN4A-17
SCN4A-18
SCN4A-19a
SCN4A-19b
SCN4A-20
SCN4A-21
SCN4A-22
SCN4A-23a
SCN4A-23b
SCN4A-24a
SCN4A-24b
SCN4A-24c
SCN4A-24d
SCN4A-24¢
SCN4A-24F
SCN4A-24g
SCN4A-24h
SCN4A-24i
SCN4A-24j
SCN4A-24k
SCN4A-241
SCN4A-24m
SCN4A-24n

SCN4A-240

5-CATGATGTGGTGCCTGTCC-3’

5-GAACCAGCAGCATAGAGCAG-3’

5-GCTGTGAGTCCAGGAAGA-3’

5-GTGGCGTAGAGATGTGGAG-3"

5-CATCAACACCACCACCTCT-3’

5-CTCCCCAACCACACTCTCTC-3’

5-AGAAGCCAGCGTGCAAACC-3’

5-GGGAACTGCACCTCAACCT-3’

5-CCAACTCCTCCACATCCACT-3’

5-CCAGCTCAAGGTGGACAT-3’

5-GCAGCGTCCTCACTAGCTTC-3’

5-TCCTCCTCTTCCTGGTCA-3’

5-CCCAGACTGTGACCCCAA-3’

5-GATTGCCAAGCCCAACAAGA-3’

5-GTGTCCTACGAGCCCATCAC-3’

5-CGAGAATGGGAACAGCAG-3’

5-TGAGGGAGGAGGGCTTTG-3’

5-GAATCTCTGCCCCTCACT-3’

5-CCAGGCCAGCTCAGGAAT-3’

5-TTTTCTAGGAAGCACGGGGG-3’

5-ACCTTTCCCACCTCTCTC-3’

5-GGCTGTGTGTCTGCTTGT-3’

5-TGTGCTGTGAGTGTGTGG-3’

5-ATGCTCTCTCACCTGCTC-3’

5-TTTCGTCTAATGGGGGCAGT-3’

5-CCCTTCCTGTGTGTGGAGAC-3’

5-TGACAGCCTCTGGATGTAGC-3’

5-GAGTATAGACATGCACCCTCCA-3’

5-TGTTGTTGACCTCGGAGATG-3’

5-TGACACTGGGGTTGGGTA-3’

5-GCCAAGTCTCCCTCCTGTCT-3’

5'-ACAAAGGAGGCAGGAGGGAG-3’

5-ATCAGTCCCCTAGGCAGGAG-3’

5-ACAGGATGTCCACCTTGAGC-3’

5'-AGGATGGGTCTTCCCGAGT-3’

5-ATGCCCGACTCCTTCTTGAC-3’

5'-AAGCAGATGCCGATGGAG-3’

5-TGGCACCATGGGCAAGTC-3’

5-CGGTAGGCCCTCTGGATCTT-3’

5-GGCATCAGCCCCATAGTG-3

5-AGTGTGGCCAAATCCTGT-3’

5-GGCAACTGATCCCTCCAC-3’

5-GGTTTTGAGGCTTTGAGG-3’

5-AGGCCATGTGCAGCGATC-3’

5-CCCCAGGGTCGAAATATCTA-3’

5'-CACAGCTATACACACAGG-3’

5-CACCTTACCACATGCGTT-3’

5-AGAGGGGAGTGAGAGAGA-3’

5-AATGTGCCAGGAAGGGGAGA-3’

5’-CATACCAGAGGCACCAAGGA-3’

59,3
65,0
59,3
59,3
59,3
62,1
63,9
65,0
59,3
59,0
59,3
55,5
59,3
59,3
63,0
52,9
59,3
55,5
55,5
55,5
55,0
51,0
55,0
65,0

55,0

286

308

298

247

240

150

248

207

175

219

279

271

361

261

261

308

302

295

285

309

306

295

298

212

309

Fuente: tomado del protocolo establecido en el INISA; TA: temperatura de alineamiento; TF: tamafio del fragmento.
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Cuadro 2. Iniciadores empleados para amplificar el gen CLCN1, junto con sus condiciones

Iniciador

CLCN1-1

CLCN1-2

CLCN1-3

CLCN1-4

CLCN1-5

CLCN1-6

CLCN1-7

CLCN1-8

CLCN1-9

CLCN1-10

CLCN1-11

CLCN1-12

CLCN1-13

CLCN1-14

CLCN1-15

CLCN1-16

CLCN1-17

CLCN1-18

CLCN1-19

CLCN1-20

CLCN1-21

CLCN1-22

CLCN1-23A

CLCN1-23B

Primer F

5-GGG GCT CGG GGG GAG GGA AT-3

5-CTT CCA CAA GGC AGA CAC TG-3°

5-TTT TCCCTC ATC TCT TCC TA-3"

5-CGG TGG ACA CGG CTG CTC AG-3°

5-TAATCT TTC AACGCT TTT AG-3°

5-CCT CTG TGT AAC TCC CGT AT-3

5-ACC CACCCT GTT TCT CTG TC-3

5-TGC CCC CAACCACACTTC TG-3

5-ACT GGC CTT TCC ATC CTA CA-3’

5-TCC AAG AGATGAGGATTT CA-3°

5-ATT TAC TGT GAG TTG GCT GA-3°

5-GAC CAC CTTCTGCTT CTT CC-3°

5-CAG AGT TGA AAG GGT ATT CC-3°

5-ATC TCG TAACACCTT CCT TC-3

5-CAG GCG TAT TCC TGT GTC AT-3

5-GGC TAACCC ACC ATGCTT CT-3°

5-GCC TCT CCT GTT CCT TCT CA-3’

5-CCAGGC TGAGACTTCTTACT-3

5-CAT CCA CTC ACC TGT CCT CT-3°

5-GGA AGA AAA GGG AAAGAACT-3’

5-TGATTTTCG TGACTT TCCTC-3

5-ACC TGT GCT CTT CAT CCT CA-3°

5-TTT CCAACT TTT TAC CCT CT-3°

5-ACT GGA ACA GGG GAT GTG AT-3

Primer R

5-CCT CAT TTT CAC CAG TCT CT-3°

5-ATG CCC AAG TTATTC TCC TA-3°

5-CCATAACACACCCTGCTT AC-3

5-GCC GAG TCT GGT GGC AAG TT-3°

5-ATC CAC TTC CAC TCC CAG AG-3’

5-ATT TCACTG TCT CAACCT TA-3

5-GCT ATT CTC GTAAGT AAC CT-3’

5-GCC CAT TAT TCC TTT TCT GA-3°

5-GCC TCACTC CAC ACCCTGCT-3

5-GAC AAA AAG GGA GGA ACT CT-3

5-GTGCTG TTT CCT CTT TAC CA-3

5-TGG AGG TTT AGG GTG TTG CT-3’

5-CCT TATGTT TCC TGT ATC CT-3

5-ATG GGA GAG TTT AAG TGT GG-3’

5-ATT CCG TCT AGT GCC CCT GA-3’

5-ATT CAG GTC ACT AGC TCT GG-3°

5-AGACGACOCTTTCCCTTGCT-3

5-AGG GGT GAG TTG GGG TGC AT-3

5-GGG TCT CTG CCT TCCTGATT-3

5-GAC AAC ACA ATA AAG AAG GT-3

5-CCC CAC AGC CCT GAG CAG TC-3

5-CCC TCC TGC TGC TCA AAT GG-3’

5-TGG GGA GGC AGC AAT CAC AT-3’

5-TTT ATG AGG AGG TCG TGG GA-3°

TA

56

51

53

59

53

53

51

55

54

525

52

545

51

51

56

55

59

55

545

47

54

55

55

58

TF

272

234

256

211

248

227

227

259

157

229

178

214

176

221

260

209

389

179

197

171

172

144

229

244

Fuente: cuadro realizado a partir de Lehmann-Horn et al. 1995. TA: temperatura de alineamiento; TF: tamafio del

fragmento.

23



Los productos de PCR fueron purificados usando el Kit QIAquick PCR purification de
Qiagen (Alemania) siguiendo el protocolo que establece la casa comercial. Los productos
purificados se enviaron a secuenciar a la compafiia Macrogen, en Korea. Los resultados de
las secuenciaciones se analizaron usando los programas 4Peaks de Mek & Tosj
(mekentosj.com) y Chromas 2.6.1 de Technelsium Pty Ltd. Las variantes genéticas
encontradas se buscaron en la literatura o en diversas bases de datos como Ensembl, Human

Gene Mutation Database, EXAC Browser (http://exac.broadinstitute.org/) y NCBI para

verificar si estaban o no reportadas en estas enfermedades.

Una vez identificadas las variantes genéticas por secuenciacion se disefid un ensayo para
confirmar la presencia de las mismas en el ADN gendémico del probando y en los familiares
de los probandos (cuando estaban disponibles). Los ensayos realizados corresponden al de
polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion (restriction fragment length
polymorphism o RFLP) y PCR enzima especifico, esto por cuanto estas variantes pueden
crear o eliminar un sitio de restriccion.

Para identificar la presencia y genotipos de las variantes encontradas se utilizaron enzimas
de restriccion (cortan el ADN dependiendo si el probando presentaba o no la mutacién).
Para encontrar la enzima de restriccion que identificara la presencia de la mutacién se
empled el programa Restriction Mapper V. 3.0. (http://www.restrictionmapper.org/). En
caso que la variante no creara o eliminara un sitio de restriccion para una enzima conocida
se procedié a disefiar iniciadores que crearan un sitio de restriccion para una enzima
especifica, la cual se identificd utilizando el programa Restriction mapper. Los iniciadores
se elaboraron por medio del Primer 3 Oligo. En el cuadro 3 se indican los iniciadores,
enzimas y tamarfio de fragmento esperado para el analisis de las variantes.

Para el andlisis de restriccion de los fragmentos de PCR, se usaron 4ul del producto de
PCR, cinco unidades de la enzima de restriccion, buffer 1X en un volumen de 20ul. La
reaccién de digestion se incub6 toda la noche a la temperatura indicada por el fabricante
(cuadro 3).

Los productos de PCR obtenidos se observaron en un gel de agarosa (TopVision
LEGQ/Fermentas) al 1,5% tefiido con gel red, en buffer TBE 0,5X. Para esto, 2 uL del
producto de PCR se mezclaron con 3 uL de azul de bromofenol y se agregaron en el gel

colocado en la camara de electroforesis y se corrieron durante 1h a 80V, 250W y 150 mA.
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Para analizar la digestion de los productos de PCR, las muestras se corrieron en un gel de
agarosa al 3% (2% agarosa Topvision y 1% Nusieve), tefiido con gel red, en buffer TBE
0,5X. Para esto, 10 uL del producto de digestion se mezclaron con 5ul de azul de
bromofenol y se agregaron en el gel colocado en la camara de electroforesis y se corrieron
durante 2h a 80V, 250W y 150mA. Los productos de PCR y digestion se observaron en un
transiluminador.

En caso de encontrarse una variante genética no reportada, se procedio a analizar 100
individuos (200 cromosomas) no relacionados y no afectados con una canalopatia
mioténica con el fin de obtener evidencia si la variante encontrada corresponde mas
probablemente a una mutacion 6 a un polimorfismo. Este nimero de controles se escogio
porque es el mas empleado por los investigadores (Lehmann et al. 1995, Dupre et al.2009,
Vindas-Smith et al. 2015) para determinar si la variante puede ser causante de la
enfermedad o es una variante neutra. Se clasific6 como variante no causante de la
enfermedad o benigna (polimorfismo) cuando en los controles sanos (cromosomas), la
variante se encontraba en mas de 1%, si la variante se encontraba en menos de 1% se
clasificaba como variante causante de la enfermedad o mutacion.

Adicionalmente, para las mutaciones nuevas o no reportadas, se utilizaron los programas
Poly Phen 2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT (http://sift.jcvi.org/www/
SIFT_enst_submit.html) y SNPdryad

(http://snps.ccbr.utoronto.ca:8080/SNPdryad/#content) para verificar si las variantes

encontradas podrian afectar la funcion normal de la proteina respectiva. También, se usaron

los programas ClustalwW Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y T-Coffee

(http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:mcoffee) para estudiar el grado de conservacion de
las proteinas mediante un alineamiento de aminoécidos con secuencias de otras especies

(humano, orca, vaca, chimpance, raton, perro y gato).

25


http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://sift.jcvi.org/www/%20SIFT_enst_submit.html
http://sift.jcvi.org/www/%20SIFT_enst_submit.html
http://snps.ccbr.utoronto.ca:8080/SNPdryad/#content
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Cuadro 3. Iniciadores y condiciones para el analisis de las variantes encontradas en esta

practica
Mutacion Gen Iniciadores Enzima Fragmentos esperados
€.1053G>A; CLCN-1 | CLCN-ex9g355rF 5’-gaactaccagcttttgctgcee- | Aval 22bp y 185bp Con digestion
p.G355R 3
207bp sin digestion
CLCN-ex9g355rR 5-
ttggacataactactgcagggaaac-3”
€.966 G>A, CLCN-1 | CLCN -ex8-F 5"~ tgcccccaaccacacttctg -3°- Avall 116bp, 18bp con digestion.
p.W322X
iniciador especifico para la enzima 134bp sin digestion
CLCN -ex8-R 5’- ggttaccagcatccttggt -3
€.2003 G>T, SCN4A SCN4A-ex12 F 5’- ctctgtgacagggcctcat —3° Xmnl 116bp y 108bp con
p. W642C digestion
SCN4A -ex12 R 5"~ ccctggggcttttgtgta —3”
224bp sin digestion
c. 4015 C>T, SCN4A SCN4A -ex22 F 5'-gggaactgcacctcaacct-3’ Becl 207bp sin digestion 148bp y
p. T1313M 59bp con digestion
SCNA4A -ex22 R 5'-atcagtcccctaggcaggag-3
c. 4388G>A, SCN4A SCN4A -ex24a F 5°- gcagegtcctcactagctte-3° Sacll 149bp y 130bp con
p. R1463H digestion
SCN4A -ex24a R 5'- atgcccgactcecttcttgac-3°
279bp sin digestion

Fuente: elaboracion propia.

Paralelo a los andlisis de secuenciacion, se llevé a cabo un andlisis de amplificacion de

sondas dependiente de ligandos mdaltiples (MLPA multiplex ligation-dependent probe

amplificacion) para ambos genes. Este ensayo permite el estudio e identificacion de

mutaciones de tipo duplicacion y delecion. La MLPA se realiz6 en un total de 27 muestras

(22 pacientes sintomaticos y 5 muestras control- sin sintomas de una canalopatia

miotonica). Este grupo de 22 pacientes sintomaticos incluye los 14 del estudio y 8 pacientes

con un fenotipo atipico (pacientes diagndsticados clinicamente positivo con una canalopatia
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miotdnica, donde el fenotipo encontrado no concuerda con el genotipo o0 no se encontraron
mutaciones en los exones).

y se usaron los kits de la casa MRC-Holland para el gen CLCN1 (SALSA MLPA 350
CLCN-1-KCNJ2) y SCN4A (SALSA MLPA P397 SCN4A-CACNA15) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En el anexo se encuentran las sondas que hibridan en cada kit.
Para realizar el ensayo de la MLPA se usaron un total de aproximadamente 30ng de ADN.
Para realizar la hibridacion de las sondas, el ADN se incub6 por 5 min a 98°C y
posteriormente se agrego el buffer para la MLPA y el mix de sondas. La reaccion se incub6
por 1 min a 95°C, seguidamente se mantuvo a 60°C por 18 horas. Acabado este tiempo el
termociclador se mantenia a 54°C, en espera del siguiente paso. Para la ligacion, se uso la
la enzima ligasa el buffer A'y B del kit y el ADN. La reaccion se incubd a 54° C por 15
min, 98°C por 5 minutos y se mantuvo a 20°C hasta que se retirara el producto. Para la
amplificacion de las sondas, se usaron 8ul del producto anterior, agua, los iniciadores y la
ADN polimerasa y se uso el siguiente perfil en el termociclador: 95°C por 30s, 60°C por
30s, 72°C por un minuto (x33), 72°C por 20 minutos y luego se mantenia la temperatura a
15°C hasta retirar el producto. Una vez concluidos todos los pasos, las muestras se
enviaron a secuenciar a la compafiia Macrogen. Los analisis de los resultados se llevaron a

cabo en el INISA con el programa Coffalyser de la MRC Holland.
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RESULTADOS y DISCUSION

Luego de realizar la secuenciacion del gen CLCN1 en 14 muestras de pacientes
diagnosticados presuntivamente con una canalopatia miotonica, se encontraron variantes
genéticas Uunicamente en dos muestras (CR1 y CR2), las cuales aparentemente no estan
relacionadas entre si. Las 12 muestras restantes resultaron negativas para mutaciones
presentes en el gen CLCNL.

La muestra CR1 presentd dos variantes heterocigotas en el gen CLCN1, una en el exdn
ocho y otra en el exdn nueve. La variante del exdn ocho corresponde a una mutacion sin
sentido (nonsense), donde el cambio de una G por una A en la posicion 966 incorpora un
codon de terminacion en lugar de un codén para la sintesis de triptofano en la posicion 322
de la proteina CIC-1 (c.966G>A, p.W322X). La variante del exon nueve corresponde a una
mutacion de pérdida de sentido (missense), porque se da un cambio de una G por una A en
la posicion 1063, incorporando una arginina en la posicion 355 en lugar de una glicina
(c.1063G>A, p. G355R) (Figura 3).

a) Muestra CR1 exdn S8CLCN1

b) Muestra control exédn 8 CLCN1
c)Muestar CR1 exén 9 CLCN1
d) Muestra control exén 9 CLCN1

Figura 3. Electroferogramas correspondientes a la secuenciacion de los exones ocho y nueve del gen CLCN, para la
muestra CR1. Como se observa, en esta muestra se encontré una variante heterocigota en la posicién 966 donde se
incorpora un codon de terminacion en lugar de un codon para la sintesis de triptéfano en la posicion 322 de la proteina
CIC-1, la cual corresponde a una mutacion tipo nonsense (A). Este cambio no se observa en la muestra control (B).
También se observd una variante heterocigota en la posicion 1063 sustituyendo una G por una A, produciendo un cambio
de aminoécido de glicina por arginina (C), la cual corresponde a una mutacion tipo missense. Este cambio no se observa

en la muestra control (D). Las flechas indican la posicion del cambio en cada caso.
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Seguidamente, se procedi0 a buscar estas variantes en la pagina de Ensembl
(www.ensembl.org) para conocer si estas variantes estaban reportadas como un
polimorfismo de una sola base (single nucleotide polymorphism-SNP) o como una
mutacion. En el caso de la variante p.W322X no se encontrd referencia al respecto, en
cambio la mutacién p.G355R ya se encontraba reportada en Ensembl.org con el registro de
rs767000881, en EXAC Browser se halla registrada en una frecuencia muy baja (2,997x10°
®) en la poblacién europea (no finlandés) y se encuentra reportada como mutacion en el
articulo de Deymeer et al. (1998).

Con el fin de confirmar que estas variantes no corresponden a errores en la secuenciacion,
se procedio a confirmar su presencia en el ADN genomico. Para realizar eso, la region del
ADN de interés se amplificé usando el ensayo de la PCR vy el producto de PCR se digirid
con la enzima de restriccion apropiada para cada caso (cuadro 3). Para el caso de la
mutacion ¢.966G>A, p.W322X, la confirmacion de la mutacion en el ADN gendmico esta
pendiente, pues debido a problemas técnicos, no se ha logrado amplificar esta region para
esta muestra. Para la mutacién ¢.1063G>A, p.G355R, el cambio elimina un sitio de
restriccion, en este caso para la enzima Aval. En este caso, la presencia de la variante fue
confirmada en el ADN gendémico, donde el probando result6 ser heterocigoto (Figura 4), lo

cual concuerda con los resultados de la secuenciacion.

CONTROLES @i 4y |

-207pb
-185pb

Fig. 4. Resultados de la digestion con la enzima Aval para el estudio de la mutacion G355R. En los dos primeros carriles

se encuentran muestras controles. En el carril que dice CR1 se encuentra el producto de la digestion de la muestra en
estudio. En la figura se aprecia que la muestra denominada CR1 presenta dos bandas, confirmando la presencia de la

mutacion.

En vista de que la mutacién c.966G>A, p. W322X no se encontraba reportada en las bases
de datos, se procedid a realizar un tamizaje de 100 muestras (200 cromosomas) no
relacionadas ni afectadas con la MC para descartar que fuera un polimorfismo. Debido a
que esta variante no crea ni elimina un sitio de restriccion, se procedié a disefiar un
iniciador que introdujera un sitio de restriccion para una enzima especifica, en este caso,

para la enzima Avall, la cual no va a digerir el ADN cuando la mutacién esté presente en
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este sitio especifico, pero basto con los primers especificos despues de una PCR secundaria
para establecer los genotipos, sin necesidad de realizar la digestion. El analisis mostro que
no se encontro la presencia de la mutacion en ninguno de los controles (Figura 5), por lo

que, es probable que la presencia de esta variante contribuya con el desarrollo de la

PSD CONTROLES
-134bp
enfermedad.

Figura 5. Figura representativa del andlisis con PCR especifica para el estudio de la mutacion p.W322X en 100 controles.
En el primer carril se observa el producto de la PCR sin digerir (PSD) y en los restantes carriles se encuentran digestiones
de los controles. Se puede apreciar que en ninguno de los controles se encontré la mutacion, pues la no digestién del
producto de PCR indica la presencia de la mutacion.

El probando portador de estas mutaciones inicialmente habia sido diagnosticado con una
canalopatia miotonica, sin embargo, se tiene poca informacion clinica del paciente o
informacion familiar (esta pendiente el analisis de estas mutaciones en mas individuos de
esta familia). La mutacién p.G355R es bien conocida como causante de miotonia
congénita, mas especificamente su forma recesiva (miotonia tipo Becker). Deymeer y
colaboradores (1998) describieron esta mutacion en un hombre de 33 afios diagnosticado
con la miotonia tipo Becker. En este paciente los sintomas se manifestaron desde los 10
afios y presentaba debilidad transitoria. Asi, es probable que la presencia de esta mutacion
en conjunto con la p.W322X sean los responsables de los sintomas del paciente, aungque no
se tiene informacion funcional ni genética sobre la mutacion p.W322X. Asi, es probable
que este paciente este afectado por la miotonia tipo Becker y sea un heterocigoto
compuesto.

La muestra CR2 presentd solo una variante en el gen CLCN1, especificamente en el exén
ocho, la cual corresponde a una mutacion sin sentido (nonsense), donde el cambio de una G
por una A en la posicion 966 incorpora un codédn de terminacion en lugar de un codén para
la sintesis de triptdfano en la posicion 322 de la proteina CIC-1 (c.966G>A, p. W322X)
(Figura 6). Esta mutacién es la misma que se encontré en la muestra CR1, sin embargo, en

este paciente, la mutacidn se encontro en estado homocigota.
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a) Muestra CR2 exén 8 CLCN1
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b) Muestra control exén § CLCN1 70 g0
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Figura 6. Electroferogramas correspondientes a la secuenciacion del exdn ocho del gen CLCN1. para la muestra CR2.

Como se observa, en esta muestra se encontrd una variante en la posicion 966 donde se incorpora un codon de
terminacion en lugar de un coddn para la sintesis de triptfano en la posicion 322 de la proteina CIC-1, la cual
corresponde a una mutacion tipo nonsense (A). Este cambio no se observa en la muestra control (B). Las flechas indican

el lugar donde se encontré la mutacion.

Con el fin de confirmar que esta variante no corresponde a errores en la secuenciacion, se
procedio a confirmar su presencia en el ADN gendémico. Para realizar eso, la region del
ADN de interés se amplificé usando el ensayo de la PCR y el producto de PCR se digirid
con la enzima de restriccion apropiada (cuadro 3), tal como se realizo anteriormente para el
analisis de los 100 controles (Figura 5). En este caso, la presencia de la variante fue
confirmada en el ADN genomico (Figura 7), confirmandose asi que éste paciente es
portador de esta mutacion y en estado homocigota. Este probando habia sido tamizado
anteriormente usando el ensayo de PCR y SSCP pero la mutacién no se pudo encontrar. La

mutacion fue encontrada cuando se secuencio la region codificante de este gen.

PSD CR2 CR5 CONTROLES %)

-134bp
’ -116bp

Figura 7. Resultados de la digestion con la enzima Avall para el estudio de la mutacion p. W322X. En el primer carril se

muestra el producto de PCR sin digerir (PSD), en el segundo carril el producto de la digestion de la muestra CR2, en el
carril 3 se encuentra el producto de la digestion de la muestra CR5, familiar del probando CR2. Los carriles del cuatro al
seis son muestras control. El sétimo carril es ocupado por el blanco. Se observa que la muestra CR2 no sufrié digestion,
por lo que, presenta la mutacién en el ADN gendmico en forma homocigota, ademas se encuentra que la muestra CR5
presenta la mutacion, pero en estado heterocigoto. Como era de esperar, las muestras control presentan una banda de
menor tamafio por haber sufrido digestion y con ello se confirma que no posee la mutacion.
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Este probando es miembro de una familia costarricense donde el cuadro clinico era tipico
de la forma dominante de la MC, por lo que fue diagnosticado con la enfermedad de
Thomsen (Morales et al. 2003). En esta familia, todos los miembros evaluados clinicamente
(10 individuos) y mediante electromiografia, resultaron afectados, sugiriendo una herencia
autosdmica dominante. Interesantemente, el probado resultdé méas severamente afectado que
otros miembros de su familia, probablemente debido a su condicién de homocigota (Figura
8).

II-1| II-2

sk
II-1|11-2 II-3 | 1II-4  TII-5101-6 II1-7  II-8 III-9 III-10 III-11 III-12 III-13 III-14 III-15 III-16 III-17 1II-18
* % ] % %

V-1 Iv-2 v-3

II-5| 1I-6 -7 1I-8 I-9 1-10 II-11 1-12 II-13

%

O [ sélo mutacisn w322x @ [ Awbes mutaciones (W322X y R1463H)

. . S6lo mutaciéon R1463H O D Individuos no analizados

sk Individuos evaluados clinicamente ” -
No present6é mutacion

Figura 8. Arbdl genealdgico del probando CR2 (111-18) y CR3 (I-1). En este arbol se muestra los resultados del anélisis de las secuencias.
En color rojo se expresan los individuos que presentaron solamente la mutacién R1463H, en amarillo los individuos con la mutacion
W322X, en verde los individuos con ambas mutaciones y en azul los que no presentaban la mutacion. El asterisco (*) indica los

individuos a los cuales se les realizé el andlisis clinico. En blanco los familiares no analizados.

El probando (111-18) es el resultado de un incesto, donde tanto su padre (I-2) como su
madre (11-9) resultaron heterocigotos para esta mutacion. Una vez identificada la mutacion
en esta familia y con los ensayos (secuenciacion, PCR vy digestion del producto de PCR) y
muestras disponibles, se procedié a analizar a otros miembros de la familia (unos sin
evaluarse clinicamente). En total, se analiz6 el ADN de 15 individuos en esta familia, de los
cuales nueve presentaban esta mutacion (cinco individuos sin evaluacion clinica) y seis no
la presentaban. Interesantemente, estos seis individuos (no portadores para esta mutacion)
habian sido evaluados clinicamente y habian resultado afectados y diagnosticados con la
enfermedad de Thomsen (Morales et al. 2003). Esta observacion hace pensar en la
posibilidad de que estos seis individuos tengan una mutacion diferente a la p.W322X y que

contribuya con la enfermedad. Para descartar la posibilidad de otra mutacion en el gen
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CLCNL1 se secuencio el exoma de la abuela (I-1) del probando (CR3), sin embargo, no se
encontrd ninguna variante.

Otra observacion interesante es la forma de herencia de la mutacion, donde en la muestra
CR1 esta mutacion parece transmitirse de forma recesiva, mientras que en la familia de la
muestra CR2 se esta transmitiendo de forma dominante. Para este gen, se han descrito
aproximadamente unas 16 mutaciones (Matthews et al. 2010) que tienen este
comportamiento dual, por lo que algunas mutaciones tienen el problema de poder
enmarcarlas en el esquema de dominante o recesiva, debido a que en algunas familias para
la misma mutacion el efecto se transmite de forma dominante o de forma recesiva. Este
comportamiento se puede deber a otros factores desconocidos que estén regulando el nivel
de expresion de cada alelo (Plassart et al. 1998, Shalata et al. 2009).

Dado que 12 de las 14 muestras analizadas en esta investigacion resultaron negativas para
mutaciones en el gen CLCN1 (incluyendo una de las muestras de la familia de CR2, mas
especificamente, la abuela de CR2-que se denominard CR3- se procedié a secuenciar la
region codificante del gen SCN4A en estas 12 muestras. La secuenciacion de éste gen
permitio identificar variantes genéticas en 2 de las muestras (aparentemente no
relacionadas) analizadas para este gen, a saber, las muestras CR3 y CRA4.

La muestra CR3 (fig. 8, I-1) present6 dos variantes heterocigotas en el gen SCN4A, una en
el exdn 12 y otra en el exdn 24. Ambas variantes corresponden a una mutacion de sentido
equivocado (missense). En el primer caso se da un cambio de una G por una T en la
posicion 1926 de los nucle6tidos de la proteina SCN4A, incorporando una cisteina en la
posicion 642 en lugar de un triptéfano (¢c.1926 G>T, p. W642C). En el segundo caso se da
un cambio de una G por una A en la posicion 4388, incorporando una arginina por una
histidina (c. 4388G>A, p. R1463H) (ver figura 9).
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a) Muestra CR3 exdn 12 SCNda

- . ® - " . " - - - " = L = . "

b) Muestra control exdn 12 SCN4a
c) Muestra CR3 exdn 24 SCNda
d} Muestra control exdn 245CN4a

Figura 9. Electroferogramas correspondientes a la secuenciacion de los exones 12 y 24 del gen SCN4A, para . la muestra
CR3. Como se observa, en esta muestra se encontr6 una variante en la posicion 642 donde se incorpora una cisteina en
lugar de un triptéfano, la cual corresponde a una mutacion tipo missense (A). Este cambio no se observa en la muestra
control (B). También se observ una variante en la posicion 4388 sustituyendo una G por una A, produciendo un cambio
de aminoacido de arginina por histidina (C), la cual corresponde a una mutacion tipo missense. Este cambio no se observa
en la muestra control (D). Las flechas indican la posicion del cambio en cada caso.

Seguidamente, se procedi6 a buscar estas variantes en la pagina de Ensembl
(www.ensembl.org) para conocer si estas variantes estaban reportadas como un
polimorfismo de una sola base (single nucleotide polymorphims-SNP) o mutacion
reportada. En el caso de la variante p. W642C se encontré que poseia el nimero de SNP
rs781412058, en ExXAC browser se encontré con una frecuencia de 8,738x10® en la
poblacion latina, aunque inicialmente no se habia encontrado informacion sobre esta
variante, por lo que, en este trabajo se consideré como una variante nueva. Con respecto a
la variante p. R1463H, inicialmente se encontrd reportada como una mutacion, pero sin
encontrar informacion literaria que la soporte.

Con el fin de confirmar que estas variantes no corresponden a errores en la secuenciacion,
se procedio a confirmar su presencia en el ADN gendmico. Para realizar eso, la region del
ADN de interés se amplificé usando el ensayo de la PCR y el producto de PCR se digiri6
con la enzima de restriccion apropiada para cada caso (cuadro 3). Para este caso, la
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mutacion ¢.1926 G>T, p. W642C elimina un sitio de restriccion para la enzima Xmnl. Para
la mutacion p. R1463H, el cambio también elimina un sitio de restriccion, en este caso para
la enzima Sacll. En ambos casos, la presencia de la variante fue confirmada en el ADN
genomico y para ambas variantes, el probando result6 ser heterocigoto (Figura 10 y 11), lo

cual concuerda con los resultados de la secuenciacion.

B e =) CONTROIL,. <CONTROL, RS <>

-224pb

~-116pb
-108pb

Figura 10. Resultados de la digestion con la enzima Xmnl de la muestra de ADN para el estudio de la mutacion p.
W642C. En el primer carril se encuentran un producto sin digerir (PSD). En los carriles dos y tres se encuentran productos
de digestion de muestras control. En el cuarto carril se encuentra el producto de digestion de la muestra CR3. En el quinto
carril se encuentra el blanco. Se puede apreciar la diferencia entre las bandas de la muestra mutada y los controles.

PSD CONTROL CONTROL CR3 %)

-279pb

-149pb
-130 pb

Figura 11. Resultados de la digestion con la enzima Sacll de la muestra de ADN para el estudio de la mutacién p.
R1463H. En el primer carril se encuentran un producto sin digerir (PSD), el segundo y tercer carril muestran controles
negativos, en el cuarto carril se encuentra la muestra CR3, finalmente en el quinto carril se encuentra el blanco. Se puede
apreciar la diferencia en las bandas y con ello la confirmacién de la presencia en el ADN genémico de la mutacion.

Debido a que cuando se identifico la mutacion p.W642C no se encontrd informacion en las
bases de datos, se procedid a analizar 100 muestras control para determinar si esta variante
correspondia a un polimorfismo o una mutacion. Sin embargo, al cabo de 52 muestras
analizadas, la variante se encontrd en seis de ellas (ver figura 12), resultando en una
frecuencia de aproximadamente un 6% (6 cromosomas de un total de 104= 5.8%). Esto
hace pensar gue se trata de un polimorfismo y no una mutacién. Por lo consiguiente, varias
semanas después se volvié a revisar las bases de datos y se encontrd que ya se habia

incorporado la informacion del nimero de SNP, en Ensembl.
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PSD CE3 CONTEOLES

Figura 12. Resultados de la digestién de ADN con la enzima Xmnl de algunas muestras control. En el primer carril se
encuentra un producto de la PCR sin digerir (PSD). En el segundo carril se encuentra el producto de la digestion de la
muestra CR3, los siguientes carriles muestran controles negativos para la miotonia, se puede apreciar en el carril seis una

banda a una altura semejante a los productos sin digerir. A partir de esta informacion se concluye que es un polimorfismo.

Asi, este probando es portador Unicamente de la posible mutacién p.R1463H, la cual se
encontro reportada para el gen de SCN4A. Este probando, abuela de CR2 (fig. 8, I-1) habia
sido uno de los individuos evaluados clinicamente en esta familia, por lo que fue
diagnosticado con la enfermedad de Thomsen (Morales et al. 2003). Una vez identificada
esta mutacion en esta familia se encontr6 que de los 15 individuos en esta familia, siete
presentaban esta mutacion (un individuo sin evaluar clinicamente) y ocho no la
presentaban. Al analizar la forma de transmision de esta mutacién, el patron coincide con
una forma de herencia dominante, concordando con el patron reportado para las mutaciones
en el gen SCN4A. Este caso ilustra que algunas mutaciones en el gen SCN4A producen un
fenotipo semejante a la enfermedad de Thomsen, lo que puede llevar a equivocaciones
hacia donde dirigir la busqueda de las mutaciones.

De los 15 individuos analizados en esta familia (fig. 8), 1I-1 y 11-9 presentaban ambas
mutaciones (W322X yR1463H), sin embargo, el cuadro clinico de la 11-9, no era diferente
al resto de los afectados que portaban solo una de estas dos mutacion. El individuo 111-13
evaluados clinicamente y que resulto afectado, no portaba ninguna de las dos mutaciones,
lo que sugiere, la presencia de otra mutacion aun no encontrada, efecto de penetrancia
incompleta o0 que ninguna de las mutaciones produzca la enfermedad. En vista de esto, se
volvio a revisar las bases de datos y al respecto se encontrd que la mutacion p. R1463H, se
encontraba reportada en Ensembl.org como una variante missense y en EXAC browser con
una frecuencia muy baja de 6,03x10° en la poblacién de Surasia y 1,511 x10™ en la
poblacion europea no finlandes. Por lo tanto, queda pendiente realizar otros estudios para

descartar que sea un polimorfismo.
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La muestra CR4 presentdé una mutacién en el exén 22. La mutacidén corresponde a una
mutacion pérdida de sentido (missense). Consiste en el cambio de una T en lugar de una C
en la posicion 3938, lo cual, produce un cambio de aminoacidos en la posicion 1313 de la
proteina SCN4A, en donde una treonina es sustituida por una metionina (c. 3938 C>T, p.
T1313M) (ver figura 13). El probando CR4 result6 ser heterocigoto para la mutacion.

a) Muestra CR4 exdn 22 SCN4a

W W . W W ' . . . W W ] .

b) Muestra Control negativo exdn 22 SCNda

[ L] ] ] ] ] L] ] ] ] ] " [l L]

$

Figura 13. Electroferogramas correspondientes a la se.cuenciacién del exén 22 del gen SCN4A. para la muestra CR4.
Como se observa, en esta muestra se encontré una variante en la posicion 3938, en donde se incorpora una T en lugar de
una C, produciendo un cambio en los aminoacidos de treonina por metionina en la posicién 1313, la cual corresponde a
una mutacién tipo missense (A). Este cambio no se observa en la muestra control (B). Las flechas indican el lugar donde

se encontro la mutacion.

Esta mutacion se buscé en Ensembl.org para verificar si estaba reportada como SNP; al
respecto, se encontrd que estaba reportada con el nimero rs121908547, pero esta reportada
como una mutacién la cual afecta una parte muy conservada del canal (Yang et al. 1994).
Con el fin de confirmar que esta variante no corresponden a errores en la secuenciacion, se
procedié a confirmar su presencia en el ADN gendmico. Para realizar eso, la region del
ADN de interés se amplific6 usando el ensayo de la PCR y el producto de PCR se digirié
con la enzima de restriccién apropiada para cada caso (cuadro 3). Para este caso, la
mutacion ¢.4388G>A, p. T1313M crea un sitio de restriccion para la enzima Bccl. La
presencia de la variante fue confirmada en el ADN gendmico; el probando resultd ser
heterocigoto (Figura 14), lo cual concuerda con los resultados de la secuenciacion. Asi, este

probando resultd ser portador de la mutacion en el gen SCN4A.
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PSD CONTROIL CR4 CONTROI.L CR4

-207 bp

-148 bp

Figura 14. Resultados de la digestion con la enzima Bccl. En el primer carril se encuentra un producto de PCR sin digerir
(PSD). En los carriles dos y cuatro se encuentran controles negativos. En los carriles tres y cinco se puede apreciar la
digestion de la muestra CR4. Se puede apreciar en los carriles tres y cinco una banda a la altura de 150bp, no manifestada

en los otros carriles lo que comprueba la presencia de la mutacion.

El paciente fue referido por presentar miotonia progresiva que empeoraba con el ejercicio,
cuando sujetaba objetos con su mano no podia abrir la mano, ademés de que se cansaba con
el ejercicio, presentaba contracturas sin dolor e insomnio, caracteristicas comunes en la
PMC. De hecho, la mutacion p.T1313M esta reportada Gnicamente en la PMC. Asi, una vez
revisados los datos clinicos y combinados con los datos moleculares obtenidos en esta
investigacion, podemos decir que el paciente esta afectado por la PMC.

Para las cinco variantes encontradas (p.W322X, p.G355R, p.W642C, p.R1463H vy
p.T1313M), se usaron los programas PolyPhen 2, SNPdrayd y SIFT con el fin de
determinar in silico, su posible efecto en la funcion del canal. EI analisis mostré que las
cinco mutaciones se podrian clasificar como probablemente dafiinas, lo que sugiere que la
proteina correspondiente podria tener defectos a nivel funcional y asi contribuir con la
sintomatologia de los pacientes.

Posteriormente, con el fin de determinar la conservacion de las regiones de la proteina
donde se encontraron las variantes génicas identificadas, se realiz6 un alineamiento de la
secuencia de las proteinas codificadas por los genes CLCN1 y SCN4A. Para esto, se uso la
secuencia de estas proteinas en diferentes organismos (humano, chimpancé, gato, raton,
orca, perro y vaca) y se utilizaron las herramientas Clustal W Omega y T-Coffee para
realizar el alineamiento. El analisis del alineamiento mostrdé que la ubicacién en donde se
encuentran todas las mutaciones identificadas en este estudio son zonas muy conservadas
(Figura 15). Estos datos sugieren que este cambio podria tener efectivamente, un efecto
importante a nivel del funcionamiento de la proteina, lo que podria traducirse en un efecto a
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nivel fenotipico y, por consiguiente, ser responsable de la sintomatologia de los
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Figura. 15. Resultados de alineamiento de secuencias en los programas T-Coffee y Clustal W Omega. Las secuencias
utilizadas fueron de humano, raton, chimpancé, gato, perro, orca y vaca. Las flechas indican las variantes identificadas en
este estudio. De arriba hacia abajo: p. W642C, p.T1313M, p. R1463H, p. W322X y p. G355R. Como se puede ver en
todos los casos las sustituciones encontradas afectan aminoécidos muy conservados.

A pesar de encontrar mutaciones en cuatro probandos, todavia quedan 10 probandos en
donde no se pudo encontrar ninguna mutacion en los genes CLCN1 y SCN4A. Aln asi,
estos probandos presentan sintomas de miotonia, lo que sugiere la necesidad de estudiar
otros genes que podrian estar relacionados con el signo de miotonia; como los otros genes
que participan directa o indirectamente en el potencial de accién del masculo esquelético.
También, sugiere la necesidad de explorar otros tipos de mutacion como duplicaciones o
deleciones de los genes CLCN1 y SCN4A, debido a que son un tipo de mutaciones que se
han encontrado en algunos individuos afectados con estas enfermedades (Raja et al. 2012).
Para descartar lo segundo, se procedié a realizar una MLPA en todos los 14 probandos de
este estudio. Adicionalmente, se incluyeron todos los probandos (22 en total) identificados

hasta el momento con un diagnostico clinico positivo de una canalopatia miotonica,
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independientemente de si la mutacidén ya habia sido identificada o no. Esto por cuanto
algunos de los pacientes presentan cuadros clinicos atipicos y este tipo de mutacion podria
contribuir con la forma como la enfermedad se esta presentando en estos pacientes Sin
embargo, el ensayo realizado no identifico la presencia de duplicaciones 0 deleciones en
ninguna de las muestras en estudio, tanto para el gen SCN4A como para CLCNL1. Este
ensayo lo que muestra es una normalizacion intramuestral seguida de una normalizacion
con referencias normales. Los resultados se expresan en coeficientes de dosificacion, que se
obtiene de dividir el valor de la muestra sobre el control con un intervalo de confianza,
esperandose un valor medio de 1. Valores que salen del rango permitido (0,7 y 1,3) son
tomados como indicadores de la presencia de copias aberrantes, por ejemplo, valores de 0,5
indican deleciones y valores superiores a 1,3 indican duplicaciones (Estrada-Juarez et al.
2012). La figura 16 muestra el resultado de MLPA para el gen SCN4A del canal de sodio
donde se observa que, para todas las sondas, los valores detectados de fluorescencia y
comparados con una referencia se encuentran en el rango normal permitido de entre 0,7 y
1,3 manteniéndose dentro de los intervalos de confianza permitidos, esto tanto para una de
las muestras en estudio (panel superior) como para una muestra control (panel inferior).
Para el caso de la sonda de referencia de 490nt, la desviacion probablemente se deba a que
no hubo hibridacion de la sonda con el ADN gendmico, esto porque reporta un valor de
cero, sin embargo, esta desviacion se observa tanto en el control como en la muestra CR2.
Por lo tanto, para el gen del canal de sodio se puede concluir que ninguna de las muestras
analizadas presenta una duplicacion o delecion. La figura 17 muestra el resultado de MLPA
para el gen CLCN1 donde se observa también que, para todas las sondas, los valores
detectados de intensidad de fluorescencia y comparados con una referencia se encuentra en
el rango de la normal de entre 0,7 y 1,3 manteniéndose dentro de los intervalos de
confianza permitidos, esto tanto para una de las muestras en estudio (panel superior) como

para una muestra control (panel inferior).
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Figura 16. Representacion esquematica de la intensidad de sondas relativa obtenida por el andlisis de MLPA para el gen
SCNA4A en una muestra diagnosticada con una miotonia hereditaria (panel superior) y un control negativo (panel inferior).
El diagrama muestra las sondas hibridadas (cada sonda hibrida una region especifica del gen), los valores detectados y
comparados con una referencia con un limite inferior de 0,7 (linea roja) y con uno superior de 1,3 (linea azul). La zona de
color azul representa a las sondas que hibridan para el gen CACNALS (canal de calcio), en la zona naranja las sondas que
hibridan para el gen SCN4A y en la zona gris se encuentran sondas de referencia o control interno. Como se puede
apreciar en ambas representaciones no hay ninguna sonda que presentara valores fuera del rango, salvo la referencia

490nt, pero esto se debidé a que no hubo hidridacidn, por dar un valor de cero.
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Figura 17. Representacion esquematica de la intensidad de sondas relativa obtenida por el analisis de MLPA para el gen
CLCNL1 en una muestra diagnosticada con una miotonia hereditaria (panel superior) y un control negativo (panel inferior).
El diagrama muestra las sondas hibridadas (cada sonda hibrida una region especifica del gen), los valores detectados y
comparados con una referencia con un limite inferior de 0,7 (linea roja) y con uno superior de 1,3 (linea azul). La zona de
color azul representa a las sondas que hibridan para el gen CICNL1, en la zona naranja las sondas que hibridan para el gen
KCNJ2 (canal de potasio) y en la zona gris se encuentran sondas de referencia o control interno. Como se puede apreciar

en ambas representaciones no hay ninguna sonda que presentara valores fuera del rango.

LIMITACIONES DE LA PRACTICA

La mayor limitacion presentada fue que no se lograron encontrar las variantes causantes de
la enfermedad en 10 probandos. Esto se pudo deber a que podrian encontrarse en otros
genes o que se haya dado un mal diagnostico clinico en algunos de los casos.

La practica permitio identificar dos variantes (p.W322X y R1463H) que podrian ser
causantes de enfermedad pero falt6 el andlisis a nivel funcional para conocer el efecto que
podria tener sobre el canal.
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Existio un faltante de informacion clinica que permitiera tener una mayor claridad en el tipo
especifico de enfermedad con que se esta tratando. Ademas, en los probandos CR1 y CR4
no se contd con suficiente informacion familiar para confirmar o conocer con mayor
certeza la forma de herencia, dato importante para descartar o confirmar algunas de las
enfermedades.

Otra limitante encontrada fue la escasa informacion sobre las variantes genéticas
encontradas, posiblemente por ser mutaciones muy poco comunes de efecto grande o
benignas poco frecuentes y las bases de datos no siempre estan actualizadas.

En el caso de la mutacion W642C se encontrd inicialmente en las bases de datos como
variante causantes de enfermedad pero al reproducir la investigacion se descubre que es una
variante que no produce la enfermedad o es neutra, por tanto, se debié cambiar la

descripcién indicada.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Se lograron los objetivos propuestos.

2. A pesar de no encontrar las mutaciones responsables de las canalopatias en algunos
de los pacientes en estudio, se lograron secuenciar los exones de los canales de
sodio y cloruro; descartando la presencia de mutaciones en estos genes.

3. Se encontraron pacientes portadores de variantes genéticas nuevas y ya reportadas
(p.G355R, p.T1313M, p.W322X y p.R1463H) que probablemente sean las
responsables de los sintomas de los pacientes, ademés se logré encontrar que la
variante W624C es una variante genética benigna comun en la poblacion
costarricense y no es causante de enfermedad.

4. La presencia de las mutaciones p. R1463H y p. W322X en una misma familia abre
la oportunidad para comparar las caracteristicas clinicas entre las dos formas.

5. Se recomienda realizar la secuenciacion del exoma de los genes CICN1 y SCN4A,
cuando se lleven a cabo estudios sobre miotonia no distréfica porque mutaciones en
uno de los dos genes puede modificar la expresion clinica y electrofisioldgica del
otro gen.

6. Es necesario realizar mas pruebas en los probandos donde no se encontraron
mutaciones, para intentar conocer las causas de la enfermedad. Entre las pruebas
que se pueden realizar se recomiendan una reevaluacion clinica, y realizar analisis
genético de otros genes, ya sea dirigido o secuenciacion de todo el exoma o
genoma.
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ANEXO

Tabla. Probemix de SALSA MLPA P397 SCN4A-CACNA15

Length Chromosomal position
(nt) SALSA MLPA probe reference SCN4A CACNAILS
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA guantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation

100 X-fragment: Specific for the X chromosome

105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome

130 Reference probe 00797-L13645 5g31

136 SCN4A probe 16602-L19132 Exon 8

141 SCN4A probe 16603-L19133 Exon 1

148 SCN4A probe 16604-L19134 Exon 13
154 * Reference probe 17907-122212 8p21

160 SCN4A probe 16606-L19136 Exon 18

166 SCN4A probe 16607-L19137 Exon 12
172 ¥ CACNA1S probe 21100-L29489 Exon 3
177 Reference probe 04359-L03779 7p13

184 CACNA1S probe 16608-.19138 Exon 20
196 SCN4A probe 16610-L19140 Exon 4

202 CACNA1S probe 16611-L19141 Exon 8
208 CACNA1S probe 16612-119142 Exon 33
214 Reference probe 10695-1L11277 6pl12

221 SCN4A probe 16613-L19143 Exon 9

226 CACNA1S probe 16614-121583 Exon 12
234 SCN4A probe 16615-1.22853 Exon 10

238 CACNA1S probe 16616-119146 Exon 1
244 SCN4A probe 16617-.19147 Exon 20

256 SCN4A probe 16618-.19148 Exon 6

265 Reference probe 02454-L01898 15g21

274 SCN4A probe 16619-L19149 Exon 23

282 SCN4A probe 16620-L19150 Exon 16

288 SCN4A probe 16622-1.21584 Exon 14

296 CACNA1S probe 16621-L21585 Exon 35
303 Reference probe 03242-1.19700 13g14

319 SCN4A probe 16623-L19153 Exon 21

328 Reference probe 02833-102262 21g22

335 SCN4A probe 16624-119154 Exon 19

346 Reference probe 09722-L10072 12g24

355 SCN4A probe 17933-1.22239 Exon 24

364 CACNA1S probe 16627-L19157 Exon 5
372 CACNA1S probe 16628-1.19158 Exon 17
382 SCN4A probe 16629-L19159 Exon 15

391 Reference probe 08792-L08816 10g21

408 CACNA1S probe 17931-122237 Exon 24
427 CACNA1S probe 17932-122854 Exon 29
436 CACNA1S probe 16633-L19163 Exon 38
445 SCN4A probe 16634-L19164 Exon 3

452 Reference probe 10633-L15190 4pl6

463 SCN4A probe 16635-L19165 Exon 2

472 CACNA1S probe 16636-L19166 Exon 44
481 Reference probe 16063-118237 9p13

490 Reference probe 14883-122098 14q11

* New in version A2 (from lot A2-0716 onwards).
¥ Changed in version A2 (from lot A2-0716 onwards). Small change in length, no change in sequence detected.

Fuente: Descripcién de sondas del kit SALSA MLPA P397 SCN4A-CACNA15. Tomado de
http://www.mlpa.com/WebForms/WebFormProductDetails.aspx?Tag=tz2fAPIAupKyMjaDF%5CE%5Ct9bmuxglhe/Lggf

k8HKjuss%7C&ProductOID=ADL8MV%5Cak48%7C
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Tabla. Probemix de SALSA MLPA 350 CLCN-1-KCNJ2

Length Chromosomal position
(nt) FALSA MLPA proba reference  CLCN1 KCNIZ
64-70-76-82 | Q-fragments: DAA quantity; only visible with bess than 100 ng sample DNA
85-92-96 D-fragments: Low signal of BE or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 i-fragment: Specific for the ¥ chromosome
105 Y¥-fragment: Specific for the ¥ chromosome
130 Reference probe D0F97-L 13645 31
136 CLCH1 probe 13955-L15525 Exon 1
142 CLCH1 probe 13959- 15528 Exon 4
145 « CLCH1 probe 13978-L 15547 Exon 3
154 Reference probe 0B375-LOB229 15024
161 CLCH1 probe 14650-L20767 Exon 7
166 & KONI2 probe 17294-1L21185 Exon 1
175 Reference probe 10416-L 12662 Sq34
184 & KCNI2 probe 13979-L15543 Exon 1
190 Reference probe 13432-) 13423 14024
1565 = CASF2 probe 17295-L 30777 upshream
203 + CLCH1 probe 13975-L2076E Exon 21
210 CLCH1 probe 13957-L15526 Exon 2
220 W CLCH1 probe 17206-5P473-L20774 Exon 12
279 Reference probe 15522-L17377 1a6g13
238 CLCH1 probe 13964-L15533 Exon 9
248 KCNI2 probe 13980-L15549 Exon 2
256 Reference probe 09360-L 1 7664 6a27
265 + CLCH1 probe 13960-L15529 Exon 5
T4 CLCH1 probe 13968-L15537 Exon 13
283 Reference probe 06754-L0635E Bgli
2492 CLCH1 probe 13975-L15544 Exon 20
301 CLCH1 probe 13958-L 15527 Exon 3
317 ¥ CLCH1 probe | 7208-5P0474-121314 Exon 18
3ZB = = FAMI31E probe 17297-L20779 dawnstream
337 CLCH1 probe 13961- 20766 Exon &
346 CLCH1 probe 13965-L15534 Exon 10
355 CLCH1 probe 13971-L15540 Exon 16
354 Reference probe 01580-L01152 2212
373 CLCH1 probe 14538-L 15538 Exon 14
38z CLCH1 probe 13974-L15543 Exon 19
391 Reference probe 12235-L13163 12pl3
409 CLCH1 probe 13972-L15541 Exon 17
419 & CLCH1 probe 13963-L21254 Exon B
427 KCMIZ prnde 13981115550 Exinin 2
434 CLCH1 probe 13965-L 15535 Exon 11
445 KCMI2 probe 17300-L20762 Exon 2
454 « CLCH1 probe 13977-L15546 Exon X2
463 CLCH1 probe 13970-L15539 Exon 15
472 Reference probe 12761-L13877 3l
454 Reference probe 09662-L10062 3025

+ SHP r577199385 (203 nt), ¢.568_5565delinsTC (265 nt) and rs1180656140 (419 nt) could influence the probe signal. In
case of apparent delstions, It is recommended to sequence the region targeted by this probe.

« This probe ks located within, of dose to, a very strong CpG sland. A low signal of this probe can be due by incomplete
sample DNA denaturation, e.g. due to the presance of salt in the sample DNA.
¥ This probe consists of three parts and has two ligation sites.
-~ Flanking probe. Induded to facilitate the determination of the estent of a deletion/duplication. Copy numbes
alterations of flanking and reference probes are unliely to be related to the condithon tested.

= The significance of exon 1| deletions is not clear as this exon & non-coding and alternative transcript varants wsing
other transoription start sites are known.

Fuente: Descripcion de sondas del kit SALSA MLPA 350 CLCN-1-KCNJ2. Tomado de
http://mwww.mlpa.com/WebForms/WebFormProductDetails.aspx?Tag=_tz2fAPIAupKyMjaDF-E-

t9bmuxglhe_Lgqfk8Hkjuss.&ProductOID=_aiWUkQJimDU.
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Tabla Descripcion de sondas para SCN4a

Length | SALSAMLPA | SCN4A Ligation site Partial sequence (24 nt [::)s"?::

(nt) probe exon NM_ 000334.4 adjacent to ligation site) probe
start codon 78-80 (exon 1)
141 16603-L19133 Exon 1 80-81 GATGCGAGGATG-GCCAGACCATCT 0.4 kb
463 16635-L19165 Exon 2 365-366 TTCATCGTACTC-AACAAGGGCAAG 0.2 kb
445 16634-L19164 Exon 3 24 nt beforeexon3 | CTAGCTGCTTCC-TCACTTTCCTTG 0.5 kb
196 16610-L19140 Exon 4 626-627 GGCTTCTGTGTC-GACGACTTCACA 3.7 kb
256 16618-119148 Exon 6 1026-1027 ACGGCAATGACT-CATGGTATGCCA 1.9 kb
136 16602-119132 Exon 8 1215-1216 TCAAGACCGGGC-GGAACCCCAACT 16 kb
221 16613-119143 Exon 9 1365-1366 TCTTCGTGGTCA-TCATCTTCCTGG 0.8 kb
234 16615-122853 Exon 10 1541-1542 GCCAAGGCCGCC-CAAGCTCTGGAA 45 kb
166 16607-L19137 Exon 12 2064-2065 TGGCCAACGTAC-AGGGACTGTCTG 2.1 kb
148 16604-L19134 Exon 13 2447-2448 GTCATCGGCAAT-CTTGTGGTGAGT 5.7 kb
288 16622-121584 Exon 14 2832-2833 TCAACAACCCCT-ACCTGACCATAC 2.0 kb
382 16629-119159 Exon 15 2951-2952 CAGCCTCTCTAT-GATGGGAACTCG 0.8 kb
282 16620-L19150 Exon 16 3125-3126 CGTGGGAAGAAG-TGGTGGACTCTG 16 kb
160 16606-L19136 Exon 18 3425-3426 GTGGCCAACTGG-CTGGGCTACTCG 1.7 kb
335 16624-119154 Exon 19 3685-3686 CATCTCCGAGGT-CAACAACAAGTC 0.5 kb
244 16617-119147 Exon 20 23 ntafterexon 20 | TCGCTGAGATGT-GGCTGGTGAGCG 0.2 kb
319 16623-119153 Exon 21 3866-3867 GAGGAGCAGCCG-CAGTACGAGGTG 18 kb
274 16619-L19149 Exon 23 4234-4235 GGACATCCTGTA-CAACATCAACAT 14 kb
355 17933-122239 Exon 24 4794-4795 GCAACCCCTCCA-TCGGCATCTGCT
stop codon | 5586-5588 (exon 24)

The NM_000334.4 sequence is a reference standard in the NCBI RefSegGene project.

Fuente: Descripcion de sondas del kit SALSA MLPA P397 SCN4A-CACNA15. Tomado de
http://www.mlpa.com/WebForms/WebFormProductDetails.aspx?Tag=tz2fAP1 AupKyMjaDF%5CE%5Ct9bmuxglhe/Lagaf

k8HKkjuss%7C&ProductOID=ADL8MV%5Cak48%7C
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Tabla Descripcion de sondas para CLCN1

Length | SALSA MLPA CLCHN1 Ligation site Partial sequence (24 nt Distance to
{nt) probe exon NM_000083.2 adjacent to ligation site) next probe
196 = 17295-L20777 CASPZ gene ACTTATCAAGGA-TOGEGAAGET TA 113 kb

st Coeian S5-97 (emon I}
136 13956-L 15525 Exon 1 1559-158 reserse TCAAAGGECATA-TACTEETACTGE 3.5 kby
210 135957-1 15525 Exon 2 291-292 CACAAAGARCAA-T TCTCAGACAGE 1.0 kv
301 13958-1 15527 Exon 3 503-504 GLACTACGTCAG-TGOCAARASTTT 0.7 ki
142 13959-L15528 Exomn 4 B47-648 TOOOCAGGLTGT-TEETGAGARACTT 0.2 kb
265 & 135960-L 15529 Exon 5 675676 GAAATGAAGACA-ATACTTCGTGEE 1.6 kiby
337 13961-1 20766 Exon & 835-834 reverse GAACACAGACAT-GAATTTGLTGAG 1.2 kby
BT nt after axon 7
161 14650-L20767 Exon 7 —— AGTAADCTGETA-ATACCAGCACTT 6.3 kb
419 & 135963-1L. 21254 Exon B 9599-1000 AACTACTGGAGA-GGATTCTTTGCA 0.4 ki
238 139641 15533 Exon 9 1094-1095 GTTCAGAADCARA-TTTOOGAATGEA 0.3 kb
346 13065-L 15534 Expn 10 11B6-1187 reverse TEECGATEOAGA-TACACARATACA 0.9 kb
434 135966-L13535 Exon 11 1285-12E6 TTETTALCTTTG-TCATTGLLTCAT 0.4 kb
17 296-5P0473- . CTELEOCAETOA-2B Nt spanni
220 ¥ L20778 Exon 12 1425-1426; 1453-1454 oligo-TTGTCATCATCA ng 6.5 kb
274 13968-1 15537 Exon 13 15481547 reverse CCTAGCACAAAM-ACAGECATEAAG 0.2 ki
373 145381 15538 Exon 14 1589-1550 GETAGGAGAAAT-CATGGOCATEET 2.4 kb
463 13970-L15539 Exon 15 1722-1721 reverse AATTCGAAGCAA-ATCALAGLTETG 0.4 kbr
355 13971-L 15540 Exon 16 1952-1951 reverse GUAACTOLCCAT-ATGTETAMGAAG 3.2 kb
409 13972-1 15541 Exon 17 2142-2143 TOEGAGE TEOCT-TACGALGGEAAG 0.5 kb
2289-J2BE; 2 nt o
07 ® 17 298-5P0474- Exon 18 before m 18 FoLELAGTALGTA-53 Nt Spanning 0.5 kb
L21318 — oligo-AGLLTEEEAGDA
382 139074-1 15543 Exon 19 e mre;w 12 TTTGALLTGAGA-GLALAGL TEAGT 0.4 kb
292 13975-L1554 Exon 20 29862489 TETCACCTGAAG-AGETGAGTAAGG 35 kb
M5 & 135976-1 20768 Ewon 21 J537-2538 IGTCTGTTTTGA-TTOCTGETGTAT 0.2 ki
4544 = 13077-L 15545 Expn 22 26352636 TOCACCTOGCTT-ADGTRACCASCR 1.2 kv
148 = L397E-L 13547 Exon 23 28552804 reverse GGAGECAVECAA-TCACATOLLLTG 5.1 ki
SN CORAWT S5S-AF (oo 23)
JH o= 17297-L. 20779 FAMI31E gene AGAGTATOCTGA-AGCTGGTTEGGA

£ SNP rs77199385 (203 nt), €.568_560dclinsTC (265 nt) and rs1 16066140 (419 nt) could influence the probe signal. In
case of apparent deletions, it i recommended to sequence the region tangeted by this probe.
« This probe is Iocated within, or dose to, a very strong CpG ksland. & low signal of this probe can be due to incomplete
sample DMNA denaburation, e.g. due to the presence of salt in the sample DNAL
M This probe conststs of three parts and has two ligation sites.
- Fanking probe. Induded to facilitate the determination of the extent of a deletion/duplication. Copy number
alterathons of flanking and reference probes are unlikely to be related to the condithon tested.

Fuente: Descripcién de sondas del kit SALSA MLPA 350 CLCN-1-KCNJ2. Tomado de
http://www.mlpa.com/WebForms/WebFormProductDetails.aspx?Tag=_tz2fAPIAupKyMjaDF-E-

t9bmuxglhe Lggfk8Hkjuss.&ProductOID=_aiWUkQJimDU.
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