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Resumen: La Distrofia Mioténica es una enfermedad multisistémica de herencia autosémica dominante. El
defecto molecular es una expansion del trinucleétido CTG presente en la regién 3’ no codificante (3° UTR) del
gen DMPK, localizado en el cromosoma 19q13.3. El objetivo del estudio fue implementar el diagndstico mole-
cular de la DM con el fin de contribuir a mejorar el manejo clinico de los pacientes afectados y a que el consejo
genético sea mds certero y preciso. El estudio se realizé en pacientes con diagnéstico clinico de DM y sus fami-
liares, a los cuales se les confirmé el diagndstico mediante el uso de técnicas moleculares, a saber, la hibridacién
de Southern y la PCR. Se obtuvo el diagndstico molecular de 84 pacientes de 21 diferentes familias; en 34 se
diagnostico el defecto molecular. En 21 personas de familias donde se comprobd que segrega la mutacion, el
gen resulté normal. En 29 pacientes de ocho familias no se encontré la mutacion. Se observo una correlacion
positiva entre la severidad de la enfermedad y el nimero de repeticiones CTG. Aquellos casos que resultaron
negativos probablemente sean pacientes con mutaciones en otros genes, ya sea PROMM/DM?2 u otras miotonias
hereditarias. El diagndstico molecular debe usarse como herramienta para lograr la clasificacion clinica de los
pacientes. El abordaje correcto de la enfermedad, debido a que todavia no existe tratamiento, debe incluir, ade-
mds del manejo clinico interdisciplinario, la prevencion mediante el consejo genético basado en el diagndstico
molecular preciso de la condicién de portador o portadora.
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La Distrofia Mioténica (DM) es una enfermedad neuromus-
cular degenerativa y progresiva que constituye la forma
mds comun de distrofia muscular en adultos. Su incidencia
varfa en distintas poblaciones, para los japoneses se estima
en 1/20.000, para caucdsicos 1/8.000, llegando a 1/475 en
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Acido desoxirribonucleico; AMPc, Monofosfato ciclico de adenosina;
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Rehabilitacion; CTG, Citosina, timina, guanina; DM, Distrofia miotdnica;
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mioténica; H.N.N, Hospital Nacional de Nifios; H.S.J.D, Hospital San Juan
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ciertas regiones de Canadd.! Sin embargo, es extremadamen-
te rara en africanos negros, en donde sélo se ha descrito una
familia nigeriana afectada.’

La DM es una enfermedad multisistémica, caracterizada por
miotonia, desgaste y debilidad muscular progresivos, calvi-
cie frontal, cataratas, problemas respiratorios, hipogonadis-
mo, arritmias cardfacas producidas por defectos en el sistema
de conduccidn del musculo cardiaco, resistencia a la insulina
y atrofia testicular. Se presenta generalmente en la tercera o
cuarta década de la vida, pero puede ocurrir congénitamente
presentdndose de una manera mds severa, incluyendo hipo-
tonia, diplejia facial, retardo mental, defectos en la succion
y deglucion. La forma congénita presenta alta tasa de mor-
talidad perinatal y aquellos pacientes que sobreviven a éste
periodo desarrollan el cuadro clinico cldsico de la enferme-
dad aproximadamente a los 10 afios de edad.’

La DM presenta un patrén de herencia autosémico domi-
nante con expresion variable y penetrancia incompleta. La
variabilidad fenotipica de la enfermedad comprende desde
individuos con expresion tardia leve que se manifiesta en
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cataratas, hasta individuos que presentan la forma congénita
con expresion multisistémica. Ademds representa el ejemplo
mds contundente del fenémeno de anticipacion genética debi-
do a que, conforme se hereda la mutacidn a través de las gene-
raciones, el cuadro clinico de la enfermedad se manifiesta a
una edad mds temprana y de una manera mds severa.?

El defecto genético es una expansion del trinucleétido CTG
en la regién 3’ no codificante (3’ UTR) del gen DMPK (pro-
tefna quinasa de la distrofia miotdnica por su similaridad de
secuencia con la familia de proteina quinasa serina/treonina,
las cuales se relacionan estrechamente con las protefnas qui-
nasas dependientes de AMPc) localizada en el cromosoma
19q13.3.#® La expansidn es inestable, es decir, que conforme
transcurren las divisiones celulares el nimero de repeticiones
cambia, con gran cantidad de repeticiones en los pacientes
con DM. La poblacién normal presenta alelos entre 5 a 37
repeticiones mientras que los individuos afectados tienen
de 50 a mds de 1000 repeticiones. La mutacion DM estd
presente en mds del 98% de la poblacion de pacientes con
el cuadro clinico de DM estudiada hasta ahora, incluyendo
diversos grupos étnicos en Europa, Asia, Australia, Norte y
Sur América.>’

El gen se expresa principalmente en el musculo liso, esque-
lético (unién neuromuscular) y cardiaco (discos intercalados
de los miocitos cardiacos y fibras de Purkinje), y en niveles
mds bajos también en el cerebro y en tejidos endocrinos.
Existe un paralelo entre el patrén de expresion del gen en los
diferentes tejidos y la forma fenotipica en que se manifiesta
la enfermedad en los pacientes.!”

Por lo general, el fenotipo mds severo estd acompaiiado de
los alelos con mds repeticiones. Los individuos con expansio-
nes pequeiias son minimamente afectados, algunos presentan
cataratas unicamente, mientras que otros son clinicamente
normales. Con base en esto se han establecido varias cate-
gorias clinicas:

1.- Asintomdtica

1I.- Leve: expresion de cataratas en adultos mayores de 40
afios. En algunos casos se presenta debilidad y desgaste mus-
cular leve.

111.- Cldsica del adulto: se expresan los cambios distréficos
y los rasgos neuromusculares tipicos con miotonia al examen
fisico o electromiografico en la adolescencia o temprano en
la vida adulta.

IV.- Pedidtrica: expresion <10 afios, los rasgos predominan-
tes son retardo en el desarrollo y debilidad leve.

V.- Congénita: problemas neuromusculares, usualmente seve-
ros, claramente documentados al nacimiento.'!

No obstante, la presencia de esta correlacién positiva, hay
un traslape entre la longitud del alelo y la categoria clini-
ca, lo cual indica que el tamafio de la amplificacion no es
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suficiente para predecir con certeza la severidad y forma de
expresion de la enfermedad. 2

El mecanismo molecular exacto por el cual ocurre la expan-
sién es desconocido, al igual que el mecanismo fisiopato-
16gico para la degeneracién multisistémica'® y aunque su
base genética ya se ha dilucidado, muy poco se sabe sobre
el defecto celular responsable de las manifestaciones pleio-
trépicas de la enfermedad.*!” Sin embargo se han encontra-
do niveles cuantitativamente anormales del ARNm del gen
DMPK y de la miotonina (nombre de la DMPK) en pacientes
con DM.!8:19

La DM no se ha estudiado en Costa Rica, no se conoce su
prevalencia, ni se hace diagndstico molecular a las familias
afectadas. Por ser una enfermedad neurodegenerativa, en
algunos casos severa e incapacitante, es de suma importancia
conocer la poblacidn costarricense que porta la mutacion, ya
que ésta es la mejor manera de ofrecer un consejo genético
adecuado. Es importante que en el pafs se comiencen a estu-
diar estas enfermedades y a implementar su diagndstico. La
presente investigacion tiene como objetivo principal utilizar
la biologfa molecular para determinar el tamafio exacto de la
mutacién en los pacientes afectados por DM y sus familiares,
con el fin de evaluar la importancia de esta enfermedad como
problema neuroldgico susceptible de prevencidn por consejo
genético. Gracias a este estudio, se podrd confirmar el diag-
noéstico clinico y electromiogrdfico mediante la utilizacién
del diagndstico directo de la mutacién por procedimientos
moleculares y correlacionar la longitud de la repeticién y la
severidad de los sintomas clinicos. El inicio de estos estu-
dios, permitird estimar la prevalencia de este tipo de proble-
ma neuroldgico en el pais.

Materiales y Métodos

Poblacién: Se estudiaron 84 pacientes con un diagndstico
clinico inicial de distrofia mioténica y sus familiares, pertene-
cientes a 21 familias diferentes. Los casos indices de las pri-
meras familias con DM se obtuvieron de los registros presen-
tes en el Hospital Nacional de Nifios (H.N.N). Las familias
restantes fueron captadas en la consulta externa del Hospital
Nacional de Nifios y del Hospital San Juan de Dios (H.S.J.D).
El diagnéstico clinico de al menos un paciente por familia fue
confirmado electromiograficamente. Los pacientes fueron
contactados para invitarlos a participar en el estudio, fueron
informados en detalle sobre las caracteristicas de la enferme-
dad y las particularidades de su herencia. Aquellas personas
que accedieron participar firmaron una férmula de consenti-
miento informado aprobada por el Comité Etico-Cientifico
de la Universidad de Costa Rica.

Diagnéstico Clinico: El diagndstico clinico se establecid
después de la realizacion de un examen fisico y electromio-
gréfico. El examen fisico incluyd la presencia o ausencia de
cataratas, calvicie frontal, miotonia, problemas respiratorios
y el grado de debilidad muscular. Para la electromiografia se



evaluaron los musculos: abductor pulgar derecho y del-
toides izquierdo, en donde se anoté el patrén miotdnico,
miopdtico, reclutamiento facial, baja amplitud y potenciales
polifdsicos, ademds se estudid la neurografia motora del
miembro superior e inferior. Para efectos del andlisis de los
resultados se utiliz6 la clasificacidn clinica mencionada en la
introduccién,!! debido a que los cuadros clinicos presentan
una gran variabilidad individual, lo que hace imposible una
descripcidn clinica detallada de cada paciente.

Diagndstico Molecular: el ADN fue extraido de leucocitos
de sangre periférica con fenol-cloroformo siguiendo los pro-
cedimientos usuales.’ Las reacciones de digestién completa
del ADN con las enzimas de restriccion se hicieron de acuer-
do con las especificaciones del fabricante. En general, 6mg
de ADN fueron digeridos con dos enzimas diferentes y por
separado, Eco RI y Bgll, Eco RI y Pstl 6 Bgll y Pstl. Los
productos digeridos se separaron en geles de agarosa al 0.7%
en buffer TBE 1X (Tris-base, dcido bérico, EDTA), los que
fueron transferidos a una membrana de nylon por el método
de Southern (transferencia del ADN a un soporte sélido).
Los filtros se hibridaron toda la noche con las sondas espe-
cificas (segmento de ADN complementario a una regién de
un gen) para la mutacion DM: la sonda pSB1.4 que detecta
fragmentos normales de 8.6 Kb y 9.8 Kb previa digestién con
la enzima Eco Rl y de 3.4 Kb cuando se utiliza la Bgll; y la
sonda pM10M6 que detecta un fragmento normal de 1.2 Kb
con la enzima Pstl. Las sondas fueron marcadas con fésforo
radioactivo. Las membranas se lavaron en SSC y SDS y se
expusieron a una pelicula de Rayos X que permanecié a —70

Distrofia Miotonica en Costa Rica/ Morales F et al

°C entre 5-7 dfas.?! Después de reveladas las peliculas, se
estimo el tamafio de la amplificacion en todos los individuos
analizados por comparacién con el marcador de peso molecu-
lar (Figura 1).

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, o amplifica-
cién de un segmento especifico del ADN) se realiz6 en aque-
llas muestras que presentaron fragmentos normales mediante
el procedimiento descrito anteriormente. Cada muestra fue
digerida con Hind III por 1h a 37 °C, segtin lo establece el
protocolo de Monckton et al.?> Luego se amplificaron 100
ng siguiendo las condiciones usuales, usando buffer 11X, 0.5
unidades de Biotaq polimerasa, agua, los iniciadores DM-A
(5-CAGTTCACAACCGCTCCGAGC-3’) y DM-BR (5°-
CGTGGAGGATGGAACACGGAC-3’) los cuales producen
un fragmento de 252 pares de bases en las muestras sin repe-
ticiones. El volumen final de reaccion fue de 10 ml. El perfil
utilizado en el termociclador T3 Biometra fue: 28x (96 °C
por 457, 68 °C por 45, 70 °C por 3’), 68 °C por 45 y un
periodo de extension final a 72 °C por 10°.

Los productos de la PCR se corrieron en un gel de agarosa
al 1% en buffer TBE 0.5X toda la noche a 300V a 4 °C. Se
transfirié el ADN a una membrana y se realizé una hibrida-
cion utilizando una sonda consistente de un fragmento con 52
repeticiones CTG. La sonda fue marcada con a-32P-dCTP.
La membrana se hibrid6 toda la noche, posteriormente fueron
lavadas en SDS y SSC y expuestos a una pelicula de rayos
X toda la noche. El tamafio de los fragmentos se determind
utilizando el Software Kodak 1D22 (Figura 2a).
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Figura 1:Autorradiaografia de un gel de agarosa con ADN gendémico digerido con una endonucleasa y posterior hibridacion con la sonda
respectiva. la figura de la izquierda muestra los fragmentos de ADN normales. La figura de la derecha muestra fragmentos tanto normales
(carriles 4, 7, 8, 9 y 10) como fragmentos expandidos, es decir, portadores de la mutacion DM (carriles 1, 2, 3, 5, 6 y 11).
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lo tanto, los pacientes sintomadticos
" " suman un total de 36.

f El estudio molecular determind que
29 individuos, entre afectados y fami-
liares, pertenecientes a otras ocho

[

— familias, que habian sido clinicamen-
| te diagnosticadas como DM, no son
portadores de la mutacién en el gen

difhe DMPK. El Cuadro 1 presenta una

descripcion detallada de cada familia
y de los casos afectados. Dos de esas
' familias estaban en los registros ini-

L~ - ;"\-. A EET L —— ciales tomados en el Hospital Nacio-
L nal de Nifos y las otras 6 fueron apa-
. ' ' reciendo conforme la investigacion
I iba avanzando.
—_— AR —
' - En las 7 familias diagnosticadas

Figura 2: Autorradiaografia de un gel de agarosa con los productos de la PCR y resultados
segun el secuenciador automatico y el programa Genescan. La figura de la izquierda muestra
los fragmentos de ADN normales después de separados en geles de agarosa y posterior
hibridacidon con la sonda respectiva. Se muestran los tamafos en nimero de repeticiones
para varias de las bandas que se obtuvieron al igual que el marcador de peso molecular.
Cada pico corresponde a un tamano determinado y se muestra el nimero de repeticiones

para cada pico.

con DM y en las que se cuenta
con la genealogia, el nimero de
afectados varia de una a otra, al
igual que la clasificacion clinica, es
decir, en unas familias se presentan
Unicamente dos formas (cldsica y

Los resultados de la PCR se confirmaron utilizando un secuen-
ciador automatico. Para esto, se utilizaron los ini-
ciadores: DM-CF-5"-AACGGGGCTCGAAGGGTCCT-3’ y
DM-DR-5’-CAGGCCTGCAGTTTGCCCATC-3’, uno de
los cuales estaba marcado con fluorescencia. El producto de
la PCR en este caso es un fragmento de 106 pares de bases
cuando no hay repeticiones. Los productos se corrieron en
un gel de acrilamida desnaturalizante al 6% en buffer TBE
1X utilizando el secuenciador 373 A DNA de Applied Biosys-
tems. Las muestras fueron analizadas utilizando el Software
Genescan Analysis con el programa ABI Pism 373 XL Collec-
tion (Figura 2b).

Resultados

Las visitas a las familias afectadas se iniciaron a finales de
1997, se construyé el drbol genealdgico y se tomaron las
muestras para los andlisis moleculares.

Se recogieron 84 muestras de sangre de pacientes pertenecien-
tes a 21 diferentes familias. A todas se les realiz6 el diagnds-
tico molecular. Se detectd la mutacion en 34 individuos de
13 familias, 30 de los cuales estaban afectados por la enfer-
medad, confirmando de esta manera el diagndstico clinico, y
4 pacientes que resultaron tener la mutacién permanecen asin-
tomdticos hasta el momento, 21 personas de las mismas 13
familias no heredaron la mutacién. Seis pacientes afectados
de estas 13 familias, uno con la forma pedidtrica, dos con la
congénita y tres con la cldsica no se estudiaron en el laborato-
rio por dificultades en la toma de la muestra de sangre. Por
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congénita) mientras que en otras se
presentan tres formas (leve, cldsica
y pedidtrica). También hay diferen-
cias entre el sexo que estd transmitiendo la enfermedad, en
algunas familias es sdlo el sexo femenino, en otra sélo el sexo
masculino, y en otras los dos sexos. Sin embargo, todas tie-
nen dos cosas en comtn: a- en todas las familias el nimero
de repeticiones CTG aumenta de una generacion a la siguien-
te; b- la severidad de la enfermedad también aumenta de una
generacion a la otra. Un ejemplo lo constituye la familia #1
(Figura 3). En esta familia el sexo que estd transmitiendo la
enfermedad es el femenino. Mediante la hibridacién de Sout-
hern se logr6 determinar que la abuela I-2 (asintomdtica hasta
sumuerte, 75 afios) portaba una amplificacién de 70 repeticio-
nes y transmitié la mutacion a dos de sus hijos. El individuo
II-2 (clasica, edad de inicio: 47 afios) recibid un alelo con 130
repeticiones de su madre, con lo que hubo una amplificacién
intergeneracional de 60 repeticiones. Por su parte, la paciente
II-3 (leve, edad de inicio: 48 afios) heredd de su madre un ale-
lo con igual nimero de repeticiones (70 repeticiones) y ella
le heredd a una hija, la nifia III-5 (congénita, edad de inicio
al nacimiento) un alelo con 1430 repeticiones, una amplifi-
cacion intergeneracional de 1360 repeticiones. De los siete
individuos analizados en esta familia, a estos cuatro se les
detect6 la mutacién por hibridacion de Southern, en los tres
restantes, a saber, I11-2, I1II-4 y I11-6, 1a PCR dio como resulta-
do fragmentos normales, con lo cual, ellos podran fundar una
familia sin el riesgo de tener hijos afectados con DM.

Como se puede observar en la Figura 3, la edad de manifesta-
ci6én disminuye a través de las generaciones, lo cual correlacio-
na con el incremento en el tamafio de la mutacién. También
se logra observar un incremento en la severidad del cuadro
clinico de los pacientes conforme transcurren las generaciones.
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Cuadro 1: Resumen de la informacion clinica, electromiografica y molecular por familia

Familia Individuos Forma Forma Forma Forma Forma  Electromiografia Mutacidnen
estudiados asintomatica leve clasica pediatrica congénita Positiva el gen DMPK
(ind/familia)
1 7 4 1 1 1 2 SI
2 5 2 2 1 2 SI
3 2 1 1 1 NO
4 5 3 1 1 1 SI
5 1 1 1 NO
6 9 6 3 3 SI
7 4 1 3 1 SI
8 11 1 1 1 NO
9 11 3 2 3 2 2 Sl
10 9 6 3 2 NO
11 7 4 3 3 Sl
12 2 1 1 1 Si
13 1 1 1 Si
14 1 1 1 Si
15 1 1 1 Si
16 1 1 1 Si
17 1 1 1 Si
19 1 1 1 NO
20 1 1 1 NO
21 2 1 1 1 NO
Total 84 29

w e ]l '
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Figura 3: Genealogia de la familia # 1. Debajo de cada simbolo se muestra el nimero de repeticiones obtenido mediante la hibridacion
de Southern o PCR. El numero colocado en la parte superior derecha de cada simbolo representa la edad de inicio de la enfermedad. Se
muestra la clasificacion clinica correspondiente segun los sintomas presentes en cada paciente.
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Cuadro 2: Relacidn entre el tamano de la
mutacion DM y la severidad de la enfermedad en
los pacientes de familias donde se encontré
la mutacion DMPK

Forma clinica N° de casos Ambito en el tamario

de DM de la mutacion
(N° CTG)
Normales 21 5-37
Asintomatica 4 70-130
Leve 3 70-100
Clasica 19 130-1630
Pediatrica 5 630-1050
Congénita 3 1070-1900

En el cuadro II se aprecia claramente como correlaciona positi-
vamente la severidad de la enfermedad y el tamafio de la muta-
cion, ademads se muestra la distribucion de los casos afectados
por categoria clinica.

Una distribucién del nimero de casos que se presentaron en
este estudio por rango de edades a las cuales dichos pacientes
empezaron a desarrollar sintomas de la DM se presenta en la
Figura 4. Como se observa, la mayoria de los casos estudia-
dos y a los cuales se les realizé el andlisis molecular, iniciaron
el cuadro clinico antes de los veinte afios y la minoria de los
casos después de los cuarenta afios, no habiéndose encontrado
a ninglin paciente entre los cincuenta y sesenta y nueve afos.

Discucion

La presente investigacion logré obtener informacién mole-
cular de 84 individuos distribuidos en 21 familias costarri-
censes que tenfan un diagndstico clinico de DM. Solo 13
de éstas familias tienen la mutacién en el gen DMPK, que
causa la DM tipo 1. Por el momento, el andlisis molecular
ha confirmado el diagndstico clinico de DM en 30 pacientes
clinicamente afectados. Existen también otras seis personas
afectadas clinicamente en las familias donde se confirmo la
presencia de la mutacion, y otros cuatro individuos portado-
res asintomadticos, por lo que hasta el momento hay al menos
40 individuos portadores del alelo con amplificacién CTG en
Costa Rica. Este estudio ha logrado contribuir a la correcta
clasificacién clinica de 21 familias, quedando todavia por
analizar a nivel molecular al menos otras 32, ya que hasta la
fecha sabemos que en Costa Rica existen al menos 53 fami-
lias con diagnéstico clinico inicial de DM.

Este es el primer y tnico estudio que se ha llevado a cabo en
Costa Rica sobre la DM que incluye el andlisis molecular; aun-
que todavia esta en sus inicios, es evidente que esta enferme-
dad emerge como una patologia importante de prevenir debido
a la gran carga que representa para las familias y la sociedad.
Serfa conveniente que su estudio contintie, debido a que la DM
es uno de los padecimientos hereditarios que estdn contribu-
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Figura 4
Distribucion del nimero de pacientes afectados con DM por
rango de edades de manifestacion de la enfermedad.
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yendo a la morbilidad y mortalidad de la poblacién costarri-
cense, al igual que en otros paises, donde se ha observado que
la esperanza y la calidad de vida se ve reducida en los pacien-
tes afectados. Un gran porcentaje de los recién nacidos con
la forma congénita mueren durante el primer afio de vida, los
que sobreviven muestran el cuadro clinico de la forma cldsica
a la edad de 10 afios, muchos de ellos deben ser sometidos
a intervenciones quirdrgicas para corregir sus deformaciones
esqueléticas,? algunos muestran retardo mental y un porcen-
taje debe vivir confinado a la silla de ruedas. La esperanza de
vida promedio de éstos nifios es de 35 afios.?*

Las mujeres con tamafios de amplificacién dentro del rango
de la forma cldsica, muchas veces estdn asintomaticas en el
momento de quedar embarazadas y comienzan a manifestar
los sintomas durante la gestacion®. Estos embarazos son de
alto riesgo, muestran atonia uterina, placenta previa, placenta
retenida, polihidramnios, abortos espontdneos, mortinatos
sufrimiento fetal, arritmia cardiaca materna, sensibilidad a los
anestésicos y relajantes y depresion respiratoria postoperato-
ria.?® El 12% de los nifios nacen muertos o mueren al nacer,
el 9% sobreviven afectados gravemente, y el 29% manifies-
tan la enfermedad posteriormente. Por estas razones se debe
ofrecer el diagndstico molecular predictivo y presintomdtico
a las mujeres de familias con DM con el fin de adelantarse a
las complicaciones obstétricas®’.

Un estudio longitudinal de 180 pacientes afectados por la for-
ma cldsica en Holanda demostré que la esperanza de vida se ve
reducida, a los 45 afos han sobrevivido un 88% de los pacien-
tes, un 7% menos que la poblacion general, a los 65 afios sola-
mente ha sobrevivido un 18% de los afectados en comparacion
con el 78% de la poblacién general. Un 73% de las muertes
ocurrieron por neumonias y arritmias cardiacas, causas direc-
tamente atribuibles a la distrofia mioténica. Un 50% de los
pacientes estaban en sillas de ruedas cuando fallecieron.?*



La prevalencia de la DM en Costa Rica es desconocida, pues
se ignora el nimero exacto de familias y el nimero total de
afectados con la enfermedad. Sin embargo, tomando en cuen-
ta que la prevalencia de DM en caucdsicos es de 1/8000, que
en africanos y amerindios es casi nula?® y considerando que la
poblacidn costarricense es producto de una mezcla racial, en
donde el componente genético europeo es el mds importante
de las tres etnias originales (Espaifiol, Indigena y Africano), se
podria esperar que la prevalencia en Costa Rica sea similar a
la de caucdsicos, aunque un poco menor debido a esa mezcla
de la que somos producto.

De las 21 familias con un diagnostico molecular, ocho no
tienen la amplificacion, aunque habfan sido inicialmente diag-
nosticadas como DM. Se ha descrito que aproximadamente
el 98% de los pacientes diagnosticados clinicamente con DM
presentan la mutacion, por lo que aproximadamente un 1-2%
de los pacientes que presentan el cuadro clinico no presentan
la amplificacién en el gen DMPK.® Thornton et al® fueron
los primeros en describir los primeros tres casos de DM sin la
amplificaciéon CTG. El diagnéstico clinico de esos tres casos
era compatible con DM, no as{ el diagndstico molecular, por
lo que ellos concluyeron que sus tres pacientes podrian pre-
sentar una condicién distinta a la DM. Esa condicién, que
es muy similar a la DM, es la Miopatia Mioténica Proximal
(PROMM); caracterizada por presentar miotonia, debilidad
facial, debilidad distal y proximal, cataratas, calvicie, pro-
blemas cardiacos, las cuales, son también las principales
manifestaciones clinicas en la DM. Sin embargo, el cuadro
clinico en PROMM es mads leve y el fendmeno de anticipa-
cion no es tan claro como en la DM. Hasta la fecha no se ha
descrito un caso congénito de PROMM.*-32 Recientemente
Ranum et al.,*! reportaron una gran familia con una condicién
muy similar a DM a la que ellos llamaron DM tipo 2 (DM2),
por presentar las mismas manifestaciones clinicas de la DM
pero que no mostraban la mutacion en el gen DMPK. Ellos
lograron localizar el gen de la enfermedad en esta familia en
una regién del brazo largo del cromosoma 3. Sin embargo,
mads recientemente Ricker e al.3* mostraron por primera vez
que el locus de la enfermedad para PROMM estaba ligado
al locus recién descrito para DM2 en el brazo largo del cro-
mosoma 3. Ellos mencionan que debido a que los fenotipos
clinicos de PROMM y DM?2 parecen traslaparse, las dos
enfermedades podrian ser causadas por la misma mutacion,
ser condiciones alélicas o ser causadas por genes ligados con
funciones relacionadas.

La ausencia de la mutacion DM en individuos con diag-
nostico clinico, permite sospechar que sean pacientes con
PROMM, DM2 o también podrian ser pacientes que estdn
siendo afectados por otras miotonias hereditarias, pues, vale
la pena aclarar que hay un nimero de enfermedades que tie-
nen miotonia como uno de los signos principales, a saber,
paramiotonia congénita, miotonia de Thomsen, miotonia con-
génita, entre otras.** Esta situacién es la que podria estarse
presentando en alguna de estas ocho familias de Costa Rica,
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algo que todavia queda por estudiarse y comprobarse con
andlisis moleculares.

La DM es una de las enfermedades de mayor variabilidad
fenotipica que se conocen, encontrandose desde individuos
gravemente afectados, hasta individuos en los que las catara-
tas es el tnico sintoma apreciable. Por lo general, los pacien-
tes gravemente afectados presentan un nimero de repeticio-
nes CTG relativamente grande, mientras que individuos con
cataratas presentan un nimero de repeticiones relativamente
pequeiio. Sin embargo, existe un traslape entre la severidad
de la enfermedad y el tamaiio de la mutacién (Cuadro II), por
lo que el tamafio de 1a mutacion no debe ser tomado como uni-
co factor para determinar la forma y la severidad de la enfer-
medad. Esto concuerda con lo descrito por Lavedan et al.'

La mayoria de la poblacién afectada y estudiada a nivel mole-
cular hasta el momento (N=19) en nuestro pais estdn dentro
del rango de edades entre 0 y 19 afios. Los restantes 13 casos
estdn en el dmbito de edades entre 20 y 79 afios. Como con-
secuencia de la inestabilidad meidtica, caracteristica de la
mutaciéon DM y de su forma de transmisidn, las personas con
edades entre 0 a 19 afios son las que presentan el cuadro cli-
nico mds severo. En este sentido, el consejo genético basado
en el examen molecular podria ayudar a las familias donde
se transmite la mutacion DM, a identificar los portadores con
alto riesgo de procrear nifios afectados con la forma pedidtri-
ca o congénita, con el consecuente beneficio a largo plazo al
disminuir el nimero de nifios afectados por una enfermedad
de alto costo emocional y econdmico para las familias y la
sociedad. Hay que aclarar que el consejo genético debe ser
utilizado como una herramienta para ayudar a las parejas a
tomar las mejores decisiones en el momento de establecer
una familia, decisiones que se toman de acuerdo con los valo-
res y principios éticos de cada persona.

El diagnostico molecular de la DM es una realidad en Costa
Rica en estos momentos. La informacién molecular que se
obtiene ahora puede ser usada para brindar un asesoramiento
genético mds seguro y confiable a las personas portadoras
de la mutacion y con riesgo de transmitirla a sus hijos. Debi-
do a que las miopatias constituyen un grupo muy grande
de enfermedades, la biologfa molecular es una herramienta
muy valiosa para confirmar o descartar un diagndstico equi-
vocado, como la situacion encontrada en las ocho familias
reportadas en esta investigacién. Por lo tanto, el diagndstico
clinico deberfa apoyarse siempre en la biologia molecular,
para lograr la reclasificacion clinica e ir desarrollando con-
ciencia entre los clinicos sobre la importancia de establecer
un diagnostico correcto, con fines de prevencién. Tomando
en consideracion que el diagndstico molecular de la DM es
ahora posible, serfa conveniente desarrollar un plan de accién
multidisciplinario, que permita el seguimiento adecuado de
los pacientes y que favorezca el desarrollo de la investigacion
en el estudio de las enfermedades que presentan miotonia
como sintoma principal en la poblacién costarricense.
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Abstract

Myotonic dystrophy (MD) is a multisystemic disease with
an autosomal dominant inheritance. The genetic defect is an
unstable mutation due to the expansion of the triplet CTG
in the 3’ unstranslated region (3° UTR) of the DMPK gene
on chromosome 19q13.3. The objective of this work was to
implement the molecular diagnosis of the disease in order to
improve the clinical management and the genetic counseling
offered to patients and their families. This study was based
in those patients with clinical diagnosis of DM and their rela-
tives. Two technical diagnostic procedures were used, Sout-
hern blot and PCR for confirming the clinical diagnosis. We
studied 84 members from 21 different families, obtaining the
following results: 21 asymptomatic individuals without the
mutation (normal), 34 have the mutation (4 of them are still
asymptomatic) and 29 patients in 8 families with a previous
clinical diagnosis of DM do not have the DM mutation. The
size of the mutation is positively correlated with severity of
the symptoms. Those cases with no DM mutation probably
correspond to other mutations, such as PROMM/DM?2 or
other inherited myotonies. Molecular diagnosis must be used
as a tool for propering a clinical classification of the patients.
The adequate clinical approach, since there is no treatment so
far, should include, besides a multydisciplinary clinical mana-
gement, prevention through genetic counseling based on the
exact molecular diagnosis of the carriers.
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