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Resumen: Introduccién: las miotonias hereditarias son enfermedades del musculo esquelético, clinica y
genéticamente heterogéneas, caracterizadas por presentar miotonia (retraso en la relajacion muscular). Se
dividen en distroficas y no distréficas, las cuales son causadas por mutaciones en el ADN. Objetivo: describir
los hallazgos mas relevantes sobre algunas miotonias hereditarias en Costa Rica. Metodologia: se realizaron
estudios genético-moleculares en individuos afectados con una condicibn mioténica y sus familiares en
riesgo genético. Resultados: la mutacion de la distrofia miotonica tipo 1 (DM1) se encontré en 246
individuos. Nuestros estudios contribuyeron a mejorar la correlacion entre el tamafio de la mutacion y la
edad de inicio de los sintomas, ademas, se demostrd el papel modificador de algunos otros factores
genéticos en la DM1. De las familias de 18 pacientes negativos para la mutacién DM1, en ocho se logro
identificar una mutacion en genes que proporcionan la informacion para formar canales idnicos. Los analisis
de funcion ayudaron a mostrar que esas mutaciones ocasionan cambios estructurales y estos modifican las
propiedades de los canales, provocando una pérdida o ganancia de su funcion. Conclusiones: este trabajo
permitié la clasificacion clinica correcta de muchos pacientes, asi como explorar las bases genéticas y
moleculares de la variabilidad clinica de estas enfermedades, mediante la busqueda de factores
modificadores de la DM1 y los estudios funcionales de mutaciones causantes de canalopatias hereditarias,
aspecto clave para asesorar a pacientes y familias y abordar la enfermedad de la forma mas adecuada.

Palabras clave: analisis funcionales, diagnostico molecular, miotonias, mutacién.

Abstract: Introduction: Hereditary myotonias are a clinically and genetically heterogeneous group of
skeletal muscle diseases characterized by myotonia (delayed muscle relaxation). Clinically, they are classified
as dystrophic and non-dystrophic myotonias, which are caused by mutations in the DNA. Aim: Describe the
most relevant findings on some hereditary myotonias in Costa Rica. Methodology: Genetic-molecular studies
of these diseases were carried out in individuals affected with a myotonic condition and their relatives at
genetic risk. Results: The mutation for myotonic dystrophy type 1 (DM1) was found in 246 individuals. We
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have seen an improvement in the correlations between the size of the mutation and the age of onset of
symptoms, in addition we have demonstrated the modifying role of some genetic factors in DM1. Of 18
patients who were negative for the mutation causing DM1, in eight families, a mutation was identified in
genes, that provide the instructions for producing proteins called ion channels. Analyzes at the functional
level helped to show that these mutations cause structural changes that modify the properties of these
channels, causing a loss or gain of channel function. Conclusions: Our studies have allowed a correct clinical
classification for many patients with these pathologies, in addition to explore the genetic and molecular basis
of the clinical variability of these diseases, by searching for DM1 modifying factors and functional studies of
new mutations that cause hereditary channelopathies, which is key to provide genetic counseling to patients
and families and treating the disease in the most appropriate way.

Keywords: Functional analyses, Molecular diagnosis, Mutation, Myotonias.

Recibido: 12 ago, 2021 | Corregido: 01 nov, 2021 | Aceptado: 05 nov, 2021

_ 1. Introduccion

Las miotonias hereditarias son enfermedades genéticas raras, se presentan con muy baja frecuencia
en el pais. Sin embargo, son altamente discapacitantes, limitan la movilidad y, por tanto, afectan la
funcionalidad y la calidad de vida de quienes las padecen; ademas, por su origen genético cuentan
con escasas opciones terapéuticas y de prevencion. Asi pues, representan un reto para el paciente,
su familia y el sistema de salud, ya que, por su poca ocurrencia, se requieren grandes esfuerzos para
diagnosticarlas de forma temprana, comprender sus manifestaciones clinicas y encontrar el abordaje
apropiado. Debido a su complejidad, gravedad y a que comprometen diferentes érganos y sistemas
simultaneamente, explorar las bases genéticas y moleculares de la variabilidad clinica (variacion de
las manifestaciones clinicas) en cuanto al tipo y severidad de estas patologias entre individuos
afectados y familias con la misma alteracion genética, asi como realizar un diagndstico certero,
resultan claves para brindar la asesoria y el tratamiento mas adecuado.

En este articulo presentamos un resumen de los hallazgos de mayor relevancia ya publicados en la
investigacion sobre las miotonias hereditarias en la poblaciéon costarricense, la cual venimos
desarrollando en el Instituto de Investigaciones en Salud (INISA) de la Universidad de Costa Rica
desde el afio 1998. Describimos los ensayos dirigidos a lograr la clasificacion clinica correcta de
muchos pacientes, al lado de estudios que han permitido examinar y entender mejor la variabilidad
clinica de estas enfermedades, mediante la busqueda de elementos modificadores de la distrofia
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miotonica tipo 1 (DM1) y los analisis funcionales de nuevas mutaciones causantes de canalopatias
hereditarias.

Lo anterior ha sido posible gracias al financiamiento otorgado durante todos estos afios por la
Universidad de Costa Rica (UCR), el Consejo Nacional para Investigaciones Cientificas y Tecnolégicas
(CONICIT) de Costa Rica, la Asociacion Americana de Distrofias Musculares (MDA) y la Asociacion
Francesa contra las Miopatias (AFM-Téléthon), junto con colaboradores nacionales e internacionales.

_ 2. Referente tedrico

Las miotonias hereditarias son un grupo heterogéneo de enfermedades del musculo esquelético
caracterizadas por presentar miotonia (relajacion muscular retrasada, mas lenta de lo normal) como
signo principal (Morales y Push, 2020). Se dividen en dos subgrupos, segun las caracteristicas
clinicas que presentan los pacientes: las distroficas y las no distréficas. Dentro de las primeras estan
la distrofia miotdnica tipo 1 (DM1) y la distrofia miotdnica tipo 2 (DM2), causadas por un dafio o
mutacion en dos segmentos del material genético (ADN), especificamente en los genes DMPK y
CNBP1, respectivamente (Brook et al., 1992; Liquori et al., 2001). El grupo de las segundas (NDM) se
atribuye a mutaciones en los genes CLCNT y SCN4A, los cuales proporcionan instrucciones para
producir proteinas llamadas canales idnicos (Ptacek et al., 1991; Lorenz et al., 1994), por lo que a las
NDM se les ha dado el nombre de canalopatias miotonicas.

La DM1 es la enfermedad muscular hereditaria mas comun en adultos jovenes y es causada por una
mutacién en el gen DMPK. Este gen guia la produccién de la proteina quinasa de distrofia
miotdnica, la cual parece desempefiar un papel importante en las células musculares, cardiacas y
cerebrales, asimismo, al interactuar con otras, participa en la comunicacién intracelular y en la
regulacion de la actividad y las funciones de estructuras importantes dentro de las células
musculares. Se trata de un trastorno de herencia dominante, o sea, una persona necesita heredar
solo una copia del gen defectuoso de cualquiera de los progenitores para desarrollarlo (Harper,
1989), se caracteriza por la presencia de miotonia, debilidad y desgaste muscular progresivo y
numerosas manifestaciones sistémicas, tales como alteraciones cardiacas, trastornos del suefio y
digestivos, complicaciones respiratorias, problemas endocrinos y aparicién de cataratas (Harper,
1989). Tanto la edad de inicio de los sintomas como el cuadro clinico son altamente variables y, de
acuerdo con esos dos parametros, los pacientes se han clasificado en diferentes subtipos clinicos: 1-
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manifestacion tardia; 2- clasico; 3- pediatrico y 4- congénito (Ashizawa et al.,, 1992; Harper, 1989;
Hecht et al., 1993).

La mutacidén responsable de la DM1 consiste en tres bloques de construccion de ADN repetidos
varias veces en el gen DMPK. Esta secuencia corresponde a la tripleta o trinucleétido CTG (citosina,
timina, guanina). Los individuos no afectados con la enfermedad tienen de 5 a 37 repeticiones de la
tripleta CTG, mientras que, en los pacientes con sintomas de DM1 la recurrencia es mayor y tienen
desde aproximadamente 50 hasta varios miles (Brook et al., 1992). El tamafio de la mutacion, es
decir, el nUmero de unidades de la repeticién CTG, correlaciona positivamente con la severidad de la
enfermedad: las personas con cantidades pequefias o grandes manifiestan sintomas leves o graves,
respectivamente. Ademas, correlaciona negativamente con la edad de inicio, esto es, entre mayor
sea el niUmero de repeticiones CTG, a menor edad aparecen los sintomas (Morales et al,; 2020;
Redman et al., 1993). En los pacientes, la expansién es altamente inestable (i. e. cambia de tamafio)
tanto en la linea somatica como en la germinal. La inestabilidad somatica se refiere a la presencia de
diferentes tamafnos de la expansion entre distintos tejidos y dentro del mismo tejido y al aumento
en el tamaifo de la mutacion a lo largo de la vida del paciente (Corrales et al., 2019; Lavedan et al.,
1993; Morales et al., 2012; Wong et al., 1995).

Las NDM o canalopatias miotdnicas son trastornos hereditarios originados por la disfuncion de un
canal i6nico debido a diferentes mutaciones en los genes CLCNT o SCN4A, dicho en otros términos,
son enfermedades con heterogeneidad alélica: diferentes mutaciones en un mismo gen producen la
misma enfermedad, en muchos casos con expresion fenotipica variable. EIl gen CLCNT aporta
instrucciones para producir un tipo de proteina llamada canal de cloruro, en tanto el gen SCN4A lo
hace para crear una parte fundamental (la subunidad alfa) de los canales de sodio. Estos canales
transportan, respectivamente, iones cloruro e iones sodio en las células y se encuentran en los
musculos utilizados para el movimiento (musculos esqueléticos), ambos son claves en la capacidad
de una célula para generar y transmitir sefiales eléctricas (Cannon 2017; Koch et al, 1992). En el
ambito clinico, los pacientes con una NDM presentan miotonia eléctrica y/o clinica, rigidez muscular
e hipertrofia muscular ocasional, pero hay ausencia de debilidad muscular progresiva e
histopatologia distrofica (Morales y Push, 2020; Stunnenberg et al., 2020).

En linea con lo apuntado, las NDM se dividen en canalopatias de cloruro y canalopatias de sodio.
Por un lado, la canalopatia de cloruro o miotonia congénita (MC), provocada por mutaciones en el
gen CLCNT (Koch et al., 1992), es la canalopatia hereditaria del musculo esquelético mas comun. Se
trata de una enfermedad no progresiva con un inicio de los sintomas en la primera o segunda
década de vida (Cannon 2015; Heatwole y Moxley, 2007) y se distingue principalmente por conllevar
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debilidad muscular —disminucién de la fuerza de los musculos con limitacion del rango de
movimientos voluntarios, dificultades para iniciar la movilizacién, rigidez muscular generalizada y el
fendbmeno de calentamiento—, remisiéon o alivio de la rigidez cuando se realizan contracciones
musculares repetidas, por ejemplo, al caminar o correr, entre otros sintomas (Cannon 2015;
Heatwole y Moxley, 2007; Koch et al., 1992; Lehmann-Horn et al., 2004).

Hasta el momento, se han descrito mas de 200 diferentes mutaciones en el gen CLCNT, las cuales se
exponen en el siguiente enlace: http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php. La transmisién de la MC

puede ser de herencia autosémica dominante (enfermedad de Thomsen) o de herencia autosémica
recesiva (miotonia tipo Becker). En este uUltimo caso, una herencia recesiva significa que se deben
heredar dos copias de un gen defectuoso (una de ambos progenitores) para dar paso a la
enfermedad, de hecho, es la mas comun, con una prevalencia de 1 en 23 000 individuos; en cambio,
la forma dominante se reporta en 1 de cada 50 000 personas en la poblacién caucasica (Lehmann-
Horn y Jurkat-Rott, 1999). Ambas enfermedades son clinicamente variables, pero la forma recesiva
es mas severa y sus sintomas empiezan a una edad mas temprana que la dominante (Dupré et al.,
2009; Koch et al,, 1992; Koch et al,, 1993).

Por su lado, las canalopatias de sodio son enfermedades de herencia dominante a raiz de las
mutaciones en el gen SCN4A (Cannon, 2017); se han identificado mas de 80 mutaciones diversas
asociadas  con miotonia, las  cuales  se pueden revisar en el enlace
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php. Con respecto a su prevalencia, se estima en 0.43/100 000
para el caso del Reino Unido y en 1.19/100 000 para el de Francia (Horga et al., 2013). Sus sintomas

varian de un paciente a otro y son episodicos, esporadicos (Cannon, 2017) y con diferentes grados
de debilidad o rigidez muscular. La miotonia de los musculos del parpado se considera una
caracteristica distintiva. La edad de inicio corresponde usualmente a la primera década y la
enfermedad podria ser progresiva en algunas personas (Ptacek et al., 1994; Platt y Griggs, 2009). El
cuadro clinico muestra un espectro continuo de sintomas que dependerda de la enfermedad
asociada, a saber: 1- paralisis periddica hipercalémica con miotonia; 2- miotonias del canal de sodio
y 3- paramiotonia congénita (Cannon, 2017).
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B 3. Métodologia

3.1 Enfoque

Este es un estudio original, descriptivo, que muestra un resumen de los hallazgos mas relevantes
sobre los estudios genéticos de las miotonias hereditarias en Costa Rica.

3.2 Poblacion del estudio

La poblacion de estudio estuvo constituida por individuos con diagnodstico clinico presuntivo de
una miotonia hereditaria debido a una electromiografia positiva (EMG+) y sus familiares de primer
y segundo grado de consanguinidad en riesgo genético, es decir, asintomaticos, pero con
probabilidades de haber heredado la mutacion responsable y, por lo tanto, de desarrollar la
enfermedad. La recoleccion de las muestras inicié en el afo 1998 y todos los pacientes firmaron el
consentimiento informado. Todos los estudios fueron aprobados por el Comité Etico Cientifico de
la Universidad de Costa Rica. En total, en nuestras investigaciones han participado mas de 450
personas entre pacientes y parientes asintomaticos.

3.3 Técnicas de recoleccion

Los primeros pacientes fueron captados a través de los registros del Hospital Nacional de Nifios y
en la consulta externa del Hospital San Juan de Dios. Los pacientes (y sus familiares en riesgo)
fueron contactados para invitarlos a participar en los estudios y se visitaron en sus casas de
habitaciéon. El resto fueron referidos directamente al INISA por un neurélogo. Todos fueron
informados en detalle sobre las caracteristicas de la enfermedad y las particularidades de su
herencia; de igual modo, se les realizé una entrevista, con el fin de obtener informacién personal y
antecedentes familiares. Quienes accedieron firmaron una férmula de consentimiento informado
aprobada por el Comité Etico Cientifico de la Universidad de Costa Rica. A cada persona se le tomé
una muestra de sangre para los analisis moleculares.

3.4 Procesamiento de analisis

3.4.17 Extraccion de ADN

De la muestra de sangre que se le tomo a cada individuo, se obtuvo el ADN por medio de un
método de laboratorio conocido como extraccion con proteinasa K-fenol-cloroformo y se
siguieron los procedimientos usuales (Sambrook y Russel, 2001).
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3.4.2 Diagnostico molecular DM1

Este es un procedimiento de diagndstico directo e incluye la aplicacion de técnicas de biologia
molecular para, entre otras cosas, identificar las mutaciones en el ADN responsables de provocar
las enfermedades y detectar riesgos. Con el objetivo de confirmar el diagndstico presuntivo de
DM1, se realizd un analisis molecular para determinar el nimero de tripletas CTG en los pacientes
y sus familiares, basado en la técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR), la cual facilita
amplificar o multiplicar copias de un determinado fragmento de ADN y/o hibridacion de Southern
de digestién de ADN gendmico; esto detecta una secuencia especifica de ADN en una muestra y
es el método estandar de diagndstico molecular para la DM1, segin condiciones ya publicadas
(Monckton et al., 1995; Shelbourne et al, 1993; Morales et al.,, 2001). En estos estudios, el tamafo
de la repeticion se observa como una mancha de gran tamafio en las personas que tienen la
mutacién causante de la enfermedad debido a la inestabilidad somatica.

3.4.3 Estimacion del tamano del alelo progenitor (PAL) y cuantificacion de la inestabilidad

somatica mediante small pool PCR (SP-PCR)

A través del método SP-PCR es posible medir el tamafio de la mutacion DM1 en células individuales,
al amplificar un nimero reducido de moléculas de ADN mediante diluciones en serie que resuelven
la mancha heterogénea detectada por experimentos de PCR estandar o por la hibridacion de
Southern. Asi, a partir de la electroforesis en gel de agarosa se resuelven los productos de la SP-PCR
y con la hibridacion de Southern, se detectan.

Especificamente, el tamafio de la mutacion se mide utilizando el borde inferior de la distribucion, el
cual se asemejaria al tamafo de la mutacion heredada de padres a hijos. Por tal razon, a este
tamafio de la mutacion le hemos denominado como el tamafio estimado del alelo progenitor (ePAL
— tamaio estimado de la mutacion heredada de padres a hijos). Este método también cuantifica de
forma detallada el grado de variacion de la longitud de la repeticion en una muestra determinada.
En ambos casos, los productos de PCR fueron medidos usando el programa Kodak Molecular
Imaging Software 3.5.4 (Carestream Health, Inc.) o el Uvibandmap (UVITEC, UK) (Gomes-Pereira et
al., 2004; Morales et al., 2012; Morales et al.,, 2020).
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3.4.4 Analisis de polimorfismos en genes del sistema de reparacion de apareamientos

erroneos (MMR)

Con el propésito de tratar de estudiar las bases genéticas y moleculares de la variabilidad clinica de
estas enfermedades, se analizaron otras regiones del ADN que muestran diferencias de una persona
a otra y pueden estar asociadas al riesgo de desarrollar alguna patologia. Para ello, se recurrio al
ensayo de PCR, seguido por la digestion con enzimas que cortan el ADN, mas conocida como PCR-
RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism). De tal manera, en 199 muestras se
evaluaron 13 polimorfismos en algunos de los genes del sistema MMR, 9 en MSH3 y 1 en cada uno
de los genes MSH2, PMS2, MSH6 y MLH1 (Morales et al., 2016).

3.4.5 Diagnostico molecular de canalopatias miotdnicas

Algunos de los primeros pacientes negativos para la DM1 fueron reevaluados clinicamente,
incluyendo examenes fisicos, electromiograficos, oculares y electrocardiogramas a algunos
miembros de las familias. Quienes resultaron negativos para la mutacién en el gen DMPK 'y aquellos
con un diagnéstico clinico presuntivo de una canalopatia miotonica (tres pacientes), se tamizaron
para la busqueda de mutaciones en los genes CLCNT y SCN4A, empleando las técnicas de
polimorfismo de conformacion de hebra sencilla (PCR-SSCP) y secuenciacién de Sanger (Lehmann-
Horn et al., 1995; Morales et al., 2008; Orita et al., 1989).

La técnica de PCR-SSCP se utiliza cuando se conoce o se sospecha del gen responsable de una
enfermedad, pero se desconoce dénde se ubica la mutacion, como era el caso de estos pacientes
negativos para la mutacion causante de la DM1. La region de ADN a analizar se amplifica por PCR 'y
los productos de PCR de doble hebra se desnaturalizan por calor (se separan las hebras), de
seguido, se examinan las hebras simples por electroforesis en un gel de poliacrilamida no
desnaturalizante. Después, los geles se someten a tincion con nitrato de plata. Un cambio en la
secuencia provoca cambios conformacionales en la hebra de ADN y estos se detectan porque
alteran la migracion electroforética en los geles. Si bien, este método no nos dice de qué tipo de
alteracién se trata, nos permite descartar rapidamente la presencia de variantes, lo que ahorra
tiempo y recursos.

Entonces, usando la PCR, se amplificaron los 23 exones del gen CLCN7 bajo las condiciones
previamente reportadas (Lehmann-Horn et al, 1995; Orita et al., 1989) y optimizadas en el
laboratorio del INISA con modificaciones menores (Morales et al., 2008). Las secuencias de los
iniciadores para los 24 exones del gen SCN4A se disefiaron en el programa Primer3 y Oligo 7 y
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fueron sintetizados por Macrogen (Corea). Los productos de PCR se purificaron con el kit QIAquick
(QIAGEN) y se secuenciaron en un ABI PRISM 377 (Applied Biosystems). Los resultados de las
secuenciaciones se evaluaron con el programa 4Peaks (mekentosj.com). La confirmacion de las
variantes genéticas y su tamizaje en 100 individuos sanos no relacionados o con una enfermedad
diferente a las NDM se efectud por PCR-RFLP. Adicionalmente, a fin de descartar la presencia de
inserciones o deleciones exodnicas en el ADN gendmico de los pacientes con una NDM, se estudio la
amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples (MLPA) con la ayuda de los kits SALSA
MLPA 350 CLCN-1-KCNJ2 para el gen CLCNT y SALSA MLPA P397 SCN4A-CACNA15 para el gen
SCN4A de MRC-Holland, conforme a las instrucciones del fabricante.

3.4.6 Caracterizacion funcional

En interés de entender cdbmo las mutaciones afectan la funcién de un canal i6nico particular, se
analizaron las corrientes idnicas de canales mutantes en sistemas de expresion in vitro. Las variantes
encontradas se caracterizaron a partir de ensayos de electrofisiologia en ovocitos de la rana Xenopus
laevis, para determinar las propiedades biofisicas de los canales mutados. Los ovocitos se
inyectaron/coinyectaron con ARNc de CIC-1, WT y mutante o fueron coinyectados con ARNc de
SCN4A (WT o mutante) y betal-ARNc y se incubaron de 48 a 72 h a 18 °C. Las corrientes se
midieron aplicando la técnica de voltage clamp de dos electrodos a temperatura ambiente, en
concordancia con protocolos publicados previamente (Estevez et al., 2003).

_ 4. Resultados

4.1 Diagndstico molecular de DM1

Hasta el momento, hemos tratado mas de 450 muestras de ADN que provienen de 83 diferentes
familias (aparentemente no relacionadas), donde hay al menos una persona afectada con un
diagnostico clinico presuntivo de miotonia hereditaria. Todas las muestras recibieron el ensayo de
laboratorio para identificar la mutacion en el gen DMPK, de esa forma, 246 (130 hombres y 116
mujeres de 65 familias) resultaron positivas a nivel molecular para la mutacion DM1 y 150
individuos, parientes de los casos positivos, fueron negativos. La mayoria de los pacientes con la
mutacion DM1 presentaron la forma clasica de la enfermedad (tabla 1). De las restantes familias,
que comprenden un total de 54 personas, 15 se reportaron negativas para la mutacion DM1 y 3
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tuvieron un diagnéstico clinico presuntivo de una canalopatia miotdnica, sin embargo, en estas
Ultimas se buscé la mutacién DM1 y también obtuvieron resultados negativos.

4.2 Tamano del alelo progenitor (PAL) y cuantificacion de la inestabilidad somatica

El tamafio de la mutacién en el gen DMPK encontrado en los pacientes afectados con la DM1 fue de
46 a 1727 repeticiones CTG, lo cual corresponde al estimado del tamafo del PAL mutado en cada
uno. Tal y como se esperaba, dichos nUmeros se correlacionan positivamente con la severidad de la
enfermedad y negativamente con la edad de inicio de los primeros sintomas (Morales et al., 2012;
Morales et al., 2016; Morales et al., 2020).

El uso del ePAL explicé entre un 60 % y un 70 % de la variacion en la edad de inicio de la
enfermedad (Morales et al., 2012; Morales et al., 2016), muy por encima de lo obtenido por medio
del método estandar (menos del 50 %) (Ashizawa et al., 1992; Harley, 1993; Lavedan, 1993); ademas,
el estudio detallado de los niveles de inestabilidad demostrd la contribucion de la inestabilidad
somatica en la edad de inicio y la severidad clinica en la DM1 (Morales et al., 2012; Morales et al.,
2020).

4.3 Analisis de polimorfismos en MMR

Se logré obtener el genotipo de los 13 polimorfismos analizados en un total de 199 muestras de
DM1. El examen de los polimorfismos de los genes del sistema MMR con respecto a los niveles de
inestabilidad de la repeticion CTG revel6 un vinculo entre estos ultimos y el polimorfismo rs26279
en el gen MSH3. Encontramos que los pacientes con el genotipo AA para ese polimorfismo tenian
mayores inestabilidades que aquellos con genotipo AG o GG. En este estudio, no detectamos una
correspondencia de los niveles de inestabilidad con la edad de inicio de los sintomas (Morales et al.,
2012; Morales et al., 2016).

4.4 Diagnostico molecular de canalopatias miotdnicas

Luego de las reevaluaciones clinicas a algunos de los pacientes negativos para la mutacion DM1 (18
individuos de 2 familias), la mayoria fue diagnosticada clinicamente con una canalopatia miotonica o
con una condicidn similar, en concreto, con la enfermedad de Thomsen o con la miotonia tipo
Becker (Morales et al., 2003; Morales et al, 2008), por tal motivo, se inicié la busqueda de la
mutacion en el gen CLCNT.
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De acuerdo con lo anterior, de las 18 familias con resultados negativos para la mutacion DM1, el
probando de cada una de ellas, o sea, el primer familiar afectado que atrajo la atencion, fue
tamizado para el gen CLCN1. A raiz de esta busqueda, se encontraron variantes ya reportadas en la
literatura para la enfermedad de Becker o Thomsen, asi como variantes nuevas (no descritas antes)
(Brenes et al., 2021; Morales et al., 2008; Vindas-Smith et al., 2016), las cuales se nombraron con una
nomenclatura estandar, siguiendo las directrices establecidas por la Human Genome Variation
Society (HGVS) (http://varnomen.hgvs.org/). El primer hallazgo de una mutacion nueva fue la de
p.Q412P en el gen CLCNT, esta se encuentra en estado homocigota en los individuos afectados,
concordando asi con un patrén de herencia recesivo y confirmando el diagnostico clinico de la
miotonia tipo Becker (Morales et al., 2008). En total, hemos logrado determinar seis diferentes
mutaciones en el gen CLCNT en 7 de las 18 familias (tabla 2), a pesar de eso, algunas de ellas no
muestran un patrén de herencia claro o muestran un patrén opuesto a lo reportado en otros
estudios, asi como un fenotipo atipico (Brenes et al., 2021; Morales et al., 2008; Vindas-Smith et al.,
2016).

En una de las familias donde se constatdé una mutacion nueva, la p.W322* en CLCN1, identificamos
parientes del probando que, pese a estar clinicamente afectados y de haber sido diagnosticados con
la enfermedad de Thomsen, no presentaban dicha mutacion. En vista de esto y de que los
probandos de las otras 11 familias dieron negativo para una mutacion en el CLCN1, se tamizé el gen
SCN4A en busca de la mutacidon que explicara su sintomatologia, lo que nos permitié distinguir en
una familia una mutacién en el gen SCN4A, ampliamente conocida y estudiada, la p.T1313M (Brenes
et al., 2021). El probando de esta familia tiene un fenotipo tipico de la paramiotonia congénita.
Asimismo, hallamos otra mutacién en el gen SCN4A, la p.R1463H, en la familia donde también se
esta transmitiendo la mutacion p.W322* en el gen CLCNT, pero en un probando distinto (tabla 2)
(Brenes et al., 2021). Este es el primer caso de una familia costarricense afectada por una canalopatia
miotdnica con la coexistencia de mutaciones en los genes CLCNT y SCN4A.

En cuanto a las 10 familias restantes, estas resultaron negativas para mutaciones en los genes DMPK,
CLCN1y SCN4A, por ende, es probable que la mutacion causante de la enfermedad se encuentre en
otro gen. Adicionalmente y debido a que se han descrito duplicaciones o deleciones de estos genes
en pacientes con miotonias hereditarias (Raja Rayan et al., 2012), realizamos el ensayo de MLPA, sin
embargo, se descartd la presencia de inserciones o deleciones exdnicas en el ADN gendmico de los
18 probandos libres de la DM1 (datos no mostrados).
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4.5 Caracterizacion funcional y estructural de mutaciones en los genes CLCN1 y SCN4A

Dados algunos aspectos atipicos, clinicos o genéticos en unas de las familias afectadas por NDM,
llevamos a cabo estudios funcionales y estructurales de algunas mutaciones en esos dos genes, con
el propodsito de brindar evidencia sobre cdmo la disfuncion del canal (originada por las mutaciones
respectivas) podria contribuir a entender ciertas caracteristicas inusuales en dichas familias. En virtud
de estos ejercicios se comprobd que las mutaciones R1463H en SCN4A y p.Q412P, p.W322* y G355R
en CLCNT modifican las propiedades biofisicas de los canales idnicos y/o alteran la expresion
eficiente de la proteina (p.Q412P, p.W322*). En la mayoria de los casos, la caracterizacion funcional
de las mutaciones justifica de mejor manera algunos de los rasgos clinicos o genéticos observados
(Brenes et al., 2021; Vindas-Smith et al., 2016).

D S Discusion

Las miotonias hereditarias son enfermedades del musculo esquelético muy variables clinicamente y
con sintomas que se traslapan. En diversas ocasiones, esto dificulta establecer un diagndstico clinico
certero, lo cual es critico para el manejo y el seguimiento oportunos y adecuados (Heatwole y
Moxley, 2007; Morales y Push, 2020). Muchas afecciones requieren con urgencia un método de
diagnostico, en lo posible con alta sensibilidad y especificidad. En ese sentido, en Costa Rica no
existia una categoria clinica correcta para tales patologias, todas eran llamadas y consideradas a
manera colectiva miotonias hereditarias; de ahi, a finales de los afios 90 iniciamos con el estudio
molecular, a efecto de confirmar el diagnostico clinico y facilitar la clasificacion de los pacientes.
Mediante el anélisis de macromoléculas como el ADN, se logra brindar gran cantidad de
diagnosticos etioldgicos de certeza, acortar el tiempo de estudio, ofrecer un buen asesoramiento
genético, establecer correlaciones clinicas mas precisas que pauten eventualmente el prondstico y el
tratamiento, identificar y agrupar pacientes para su potencial participacién en protocolos clinicos
particulares o para recibir tratamientos farmacoldgicos concretos.

Asi, en el afo 2001 realizamos el primer reporte enfocado en el diagndstico molecular de la DM1
(Morales et al., 2001). Desde entonces, hemos ido identificando nuevas familias con la mutacion
DM1 vy, al mismo tiempo, familias diagnosticadas con una miotonia hereditaria en donde esa
mutacion estd ausente. Como consecuencia de esto, entre 2002 y 2003, implementamos el
diagnodstico molecular de las canalopatias miotdnicas, en especial con las enfermedades causadas
por mutaciones en los canales de cloruro y de sodio. El primer reporte al respecto surgié en 2003,
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con la descripcion clinica de la primera familia costarricense afectada con la enfermedad de
Thomsen (Morales et al., 2003); mas adelante, en 2008, ofrecimos el reporte inicial que incluia no
solo la parte clinica, sino también, la confirmacion a nivel molecular de la primera familia
costarricense afectada por la miotonia tipo Becker (Morales et al., 2008). Asi, a través del diagndstico
molecular hemos estado contribuyendo a la clasificacién clinica correcta de las miotonias
hereditarias en Costa Rica.

Nuestro siguiente objetivo fue elaborar estudios dirigidos a mejorar las correlaciones clinicas
genotipo-fenotipo y analizar las bases genético-moleculares de la variabilidad clinica en estas
enfermedades. En el caso de la DM1, usamos el ensayo de la SP-PCR para medir el ePAL y
cuantificar los niveles de inestabilidad somatica. A diferencia del tamafo de la mutacion obtenido
por el método estandar de diagnostico molecular (hibridacion de Southern), nuestros estudios
demostraron que el tamano del ePAL es el principal modificador de la edad de inicio y que las
correlaciones clinicas mejoran de forma significativa (Morales et al., 2012; Morales et al, 2016); esto,
por cuanto se estan tomando en cuenta y controlando los factores confusores, como la inestabilidad
somatica presente en la DM1, no considerada en estudios previos. Mas importante aun, el uso del
ePAL y estudios detallados sobre los niveles de inestabilidad somatica en los pacientes con DM1
han demostrado que la edad de inicio es modificada adicionalmente por variacion individual en los
niveles de inestabilidad, i e. en quienes la repeticibn se expande mas rapido desarrollan los
sintomas a edades mas tempranas (Morales et al., 2012; Morales et al., 2016; Morales et al., 2020).

Por afadidura, hemos identificado otros factores genéticos modificadores de los niveles de
inestabilidad en la DM1 (Morales et al., 2016), segun esto, se indica lo siguiente: 1- pueden existir
otros factores genéticos que contribuyen a modular el fenotipo de la DM1 y aportar mas evidencia
para explicar por qué las personas con ePALs similares presentan diferencias en la edad de inicio y
gravedad de la enfermedad (Morales et al., 2016); 2- ahora es posible predecir con mayor grado de
certeza la edad de inicio de los sintomas y tener una base acerca de la posible evolucién de la
enfermedad, de acuerdo con la forma como la mutacion va cambiando en el tiempo (Morales et al,,
2020) y 3- la inestabilidad somatica en la DM1 puede ser una diana terapéutica, pues, si se lograra
que sus niveles dejen de aumentar o disminuyan, podria detenerse o reducirse la progresion de la
enfermedad e incluso su aparicion a edades tardias.

Para el caso de las canalopatias miotdnicas, nuestras investigaciones orientadas a mejorar las
correlaciones clinicas no han sido tan satisfactorias. La mayoria de familias carecian de un cuadro
clinico claro y definido, por lo que fueron diagnosticadas inicialmente con la DM1 (Morales et al.,
2001). El esfuerzo por ejecutar las reevaluaciones clinicas a los primeros pacientes negativos para la
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DM1 ayudo al diagnéstico correcto de varias de sus familias (Morales et al., 2003; Morales et al,
2008) y a determinar el espectro de sintomas, lo cual también ha facilitado en los Ultimos afos el
diagndstico en otras familias costarricenses.

Con el estudio molecular de los pacientes y la confirmacién del diagndstico clinico en algunas
familias, se precisaron tanto mutaciones nuevas como ya reportadas (Brenes et al., 2021; Morales et
al., 2003; Vindas-Smith et al., 2016). No obstante, el estado homocigota o heterocigota de algunas
de ellas no responde al cuadro clinico completo o al patron de herencia observado en las familias.
Con la intencién de mejorar estas correlaciones, se condujeron analisis funcionales y estructurales
de ciertas mutaciones encontradas en los genes CLCN7 y/o SCN4A y se obtuvo que estas propician
el cambio estructural responsable de los datos funcionales que relacionan la mutacidon con una
pérdida o ganancia de funcién del canal y, a la vez, eso explica algunas de las caracteristicas
observadas en estas familias. Con todo, segun los datos de otras mutaciones detectadas, las
propiedades biofisicas del canal mutado no difieren del canal silvestre (sin la mutacion), lo cual
sugiere la presencia de factores genéticos adicionales que podrian influir en el cuadro clinico de
estos pacientes (Brenes et al., 2021; Vindas-Smith et al., 2016).

Finalmente, por cuanto en 10 diferentes familias con un cuadro clinico sospechoso de una miotonia
hereditaria no se localizd la mutacion en los genes DMPK, CLCN1 o SCN4A, se infiere que la
mutacion causante de los sintomas en los probandos se encuentra en otra regién del genoma. Es
decir, se abre la posibilidad de que haya (n) otro (s) gen (es) asociado (s) con miotonia, ya sea de
manera directa o jugando un papel modificador; su identificacién y andlisis podrian contribuir a
explicar algunos de los rasgos clinicos atipicos observados no solo en personas costarricenses, sino
también en otras del mundo, lo cual mejoraria las correlaciones clinicas en las canalopatias
miotdnicas.

_ 6. Conclusiones

Los primeros estudios sobre las miotonias hereditarias en Costa Rica (Brenes et al.,, 2021; Morales et
al, 2001; Morales et al., 2003; Vindas-Smith et al., 2016) evidenciaron la dificultad que el personal
clinico tiene para diagnosticarlas certeramente si no se cuenta con el diagnéstico molecular, a su
vez, contribuyeron a identificar pacientes con rasgos clinicos atipicos y esto permitid una
descripcion mas detallada de los sintomas referentes a cada patologia.
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Aunado a lo anterior, el diagndstico molecular se convirtié en una herramienta poderosa ante estas
enfermedades, pues facilitd su clasificacion clinica precisa. El campo del diagnostico molecular ha
crecido considerablemente en los Ultimos afos, transformandose en un instrumento clave en
beneficio directo de los pacientes y, en este caso concreto, debe considerarse como parte
fundamental del abordaje al aumentar las posibilidades de ofrecer un manejo clinico y un
asesoramiento genético mas apropiado, traducibles en una mejor calidad de vida de los pacientes y
sus familiares.

La gran variabilidad clinica presente en estas patologias devela la necesidad de investigar y
comprender las bases genéticas y moleculares de cada una, aspectos esenciales para conocer como
se producen y para desarrollar tratamientos médicos en respuesta. Por eso, nuestra esperanza es
que estos estudios motiven a otros colegas latinoamericanos a erigir propuestas similares, inclusive,
a establecer colaboraciones estrechas con miras a profundizar la investigacion de las miotonias
hereditarias en la region.
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_ 9. Anexos

Tabla 1. Distribucion de pacientes costarricenses con diagnostico molecular de DM1 segun la forma

clinica
Forma clinica de la DM1 Numero de casos Hombres / Mujeres

Asintomatica 25 14/11
Leve 20 14/6
Clasica 143 70/73
Pediatrica (Juvenil) 28 16/12
Congénita 22 13/9
Desconocida® 8 3/5

TOTAL 246 130/116

Nota. Personas para las cuales no se tiene el dato de edad de inicio de la enfermedad vy,

por lo tanto, no se pueden clasificar dentro de ninguna forma clinica.
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Tabla 2. Variantes genéticas en los genes CLCN1 y SCN4A encontradas en personas con

canalopatias miotonicas en Costa Rica

Familia Probando Variante genética Exon Gen Estado de Diagnoéstico Referencia

la Clinico
mutacion
1 Paciente 1 c.1235A>C, p.Q412P 11 CLCN Homocigot Becker Morales et
(nueva) 1 a al., 2008
2 Paciente 2 c.1235A>C, p.Q412P 11 CLCN Heterocigo Thomsen Vindas-
(nueva) 1 ta Smith et al,,
2016
3 Paciente 3 c.501C>G, p.F167L 4 CLCN Heterocigo Thomsen Vindas-
1 ta Smith et al.,
2016
4 Paciente 4 ¢.313C>T, p.R105C, 3 CLCN Heterocigo Thomsen Vindas-
¢.501C>G, p.F167L 4 1 ta Smith et al.,
compuesto 2016
5 Paciente 5 c461A>G, p.Q154R 4 CLCN Heterocigo Incierto Vindas-
(nueva) 1 ta Smith et al,,
2016
6 Paciente 6 c.966G>A, p.W322* 8 CLCN Heterocigo Becker Brenes et al.,
(nueva) 9 1 ta 2021
c.1063G>A, p.G355R compuesto
7 Paciente 7 8 Thomsen
c.966G>A, p.W322* CLCN Homocigot Morales et
(nueva) 1 a al, 2003
Paciente 8 24 Thomsen Brenes et al.,
2021
8 Paciente 9  c.4388G>A, p.R1463H 22 SCN4 Heterocigo Paramiotonia
A ta congénita Brenes et al.,
c.3938C>T, p.T1313M 2021
SCN4 Heterocigo
A ta Brenes et al.,
2021
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