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Resumen

La atrofia muscular espinal (AME) es una enfermedad neuromuscular de herencia autosd-
mica recesiva con expresividad variable, que se caracteriza por degeneracion y pérdida de
las neuronas del asta anterior de la médula espinal y tallo cerebral, lo que resulta en debili-
dad muscular simétrica progresiva. La AME es debida a mutaciones homocigotas en el gen
SMNI1. El objetivo del presente estudio fue analizar clinica y molecularmente a cinco pacien-
tes con AME, provenientes de dos familias no relacionadas. El andlisis molecular se llevd a
cabo mediante PCR y secuenciacién automatizada, utilizando DNA genémico. El anilisis
mostrd en ambas familias una delecién homocigota del exén 7 del gen SMNTI. El presente
estudio hace énfasis en la importancia de la realizacién de los estudios moleculares, ya que nos
permite establecer el diagnoéstico correcto del paciente.
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Abstract

Spinal muscular atrophy (SMA) is a neuromuscular disease of autosomal recessive inheritance with variable
expressivity characterized by degeneration and loss of neurons in the anterior horn of the spinal cord and
brainstem, resulting in progressive symmetrical muscle weakness. SMA is caused by homozygous mutations
in the SMINT gene. The aim of this study was to review the clinical and molecular characteristics of five
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patients with SMA from two unrelated families. Molecular analysis was performed by PCR and automa-
ted sequencing using genomic DNA. The analysis showed a homozygous deletion of exon 7 of SMIN1 gene
in both_families. This study emphasizes the importance of performing molecular studies; allow the correct

diagnosis of the patient.

Keywords: Spinal muscular atrophy, SMN1 gene, SMN2 gene, Mexico.

Introduccion

La atrofia muscular espinal (AME) es una enferme-
dad neuromuscular de herencia autosdémica recesiva
con expresividad variable, que se caracteriza por de-
generacion y pérdida de las neuronas del asta anterior
de la médula espinal y tallo cerebral, lo que resulta en
debilidad muscular simétrica progresiva. Tiene una
prevalencia de 1/10 000 nacidos vivos con una fre-
cuencia de portadores de 1/40-60."2

La AME se clasifica en: tipo I o enfermedad de
Werdnig-Hoffman, que corresponde al 50-70%
de los pacientes con AME. Se caracteriza por presen-
tar debilidad muscular grave, de forma generalizada al
nacimiento o durante los primeros seis meses de vida,
manifestada con hipotonia, pardlisis flicida simétri-
ca sin llegar a controlar los movimientos cefilicos.
La funcidn respiratoria se encuentra afectada debido
a la debilidad de los musculos intercostales, sin em-
bargo conservan la actividad del diafragma ocasio-
nando una respiracién paraddjica. La denervacion
bulbar resulta en fasciculaciones de la lengua y difi-
cultad para la succién y deglucion, lo que disminu-
ye la proteccion de las vias respiratorias y aumenta el
riesgo de neumonia por aspiracién. La muerte de es-
tos pacientes suele ocurrir en los primeros dos afios de
vida, debido a falla respiratoria.'?

La AME tipo II es la forma intermedia de la en-
fermedad, se caracteriza por inicio entre los 7-18 me-
ses. Estos pacientes logran el sostén cefilico y la habi-
lidad de sentarse por si solos. Algunos llegan a ponerse
de pie, pero no caminan sin ayuda. Usualmente, se
desarrolla cifoescoliosis que requiere tratamiento or-
topédico o quirtrgico. El tremor fino con la extension
de los digitos o las manos empuiiadas son comunes. La
disfuncion bulbar y la debilidad de los musculos in-
tercostales ocasionan alteraciones en la deglucién, con
pobre ganancia de peso y dificultad para manejar las

secreciones traqueales, causando esta tltima la mayo-
ria de las muertes durante la adolescencia.'?

La AME tipo III, también llamada enfermedad
de Kugelberg-Welander es una forma leve con gran
heterogeneidad clinica. Inicia durante la infancia o
juventud, por lo que desarrollan la mayoria de las ha-
bilidades motoras. Algunos requieren asistencia para
caminar o silla de ruedas durante la infancia, mientras
que otros pueden tener s6lo debilidad muscular leve y
llevar una vida productiva adecuada. Frecuentemen-
te desarrollan escoliosis y dolor articular, debido a la
disminucién de la fuerza muscular. La tipo Illa inicia
antes de los tres anos de vida, y 1a I1Ib a los tres anos o
mds de edad. La AME tipo IV o tipo adulto es la mis
leve e inicia con sintomatologia entre los 20-30 afios
de vida, con afeccién muscular sin problemas respira-
torios o nutricionales.?

En algunos casos también se ha reportado la exis-
tencia de un tipo 0 o forma embrionaria, la cual se
caracteriza por hipomotilidad fetal entre la semana
30-36 de embarazo, una debilidad muscular marcada
asociada a artrogriposis.*

La AME es debida a la mutacién del gen SMN1
localizado en 5q12.2-q13.3. Existe un segundo gen
llamado SMN2, que difiere del SMINT1 sélo por cin-
co nucledtidos. El gen SMNT codifica una proteina
denominada SMN (proteina de la supervivencia de
la neurona motora), altamente conservada de expre-
sion ubicua, se encuentra tanto en citoplasma como
en nucleo y en este ultimo se localiza en pequenas
estructuras llamadas gemas. La protelna SMN no
se encuentra de forma aislada, sino en un gran com-
plejo de proteinas ribonucleares, involucradas en
diferentes aspectos del metabolismo del RINA. La
SMN es esencial en la biogénesis de los snRINPs,
llamados también riboproteinas pequefias nucleares
(U1, U2, U4, Udatac, U5, U1l y U12), las cuales son
componentes criticos para el empalme del RNA, ya
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que ayudan a procesar el preRINA de SMNT, su al-
teracién puede resultar en un empalme aberrante del
preRINA.S

La proteina SMN mantiene la sobrevida de las
neuronas motoras, lo que permite el transporte axo-
nal normal y el mantenimiento de la integridad de
la unién neuromuscular,® su alteracién puede causar
degeneracién de las neuronas motoras del asta ante-
rior de la medula espinal, las cuales son especialmente
vulnerables a las alteraciones de esta proteina.’

Los pacientes con AME tienen una pérdida ho-
mocigota del gen normal SMN7 generada por de-
lecién, mutacion puntual u otras, y mantienen al
menos una copia del gen SMNZ (no se ha observado la
pérdida de ambos genes, probablemente porque esto
serfa letal). En condiciones normales, el gen SMN2
sufre un empalme alternativo y produce una isoforma
de mRINA, en el cual el exén 7 se encuentra ausen-
te. La transicion de C>T en el exdn 7 (c.840C>T)
es la responsable de este empalme alternativo, dando
como resultado la isoforma SMINA7 no funcional, la
cual es degradada ripidamente.

La ausencia del exén 7 del gen SMNT se detecta
en 95% a 98% de los afectados con AME, mientras
que en el restante 2% a 5% se encuentran mutaciones
alo largo del gen SMIN1, ya sea sin sentido, en sentido
equivocado o mutaciones que afectan el marco de lec-
tura. Ademds, se han reportado casos de heterocigotos
compuestos. Aproximadamente, el 2% de los casos de
AME son resultado de mutaciones de novo, de las cua-
les la mayoria ocurren en meiosis paterna.> Estudios
muestran que el nimero de copias de SMN2 puede
modificar la severidad de la enfermedad, ya que apro-
ximadamente 10% a 509 del pre-mRNA de SMIN2
sufre un procesamiento adecuado y es subsecuente-
mente traducido a una proteina SMN de longitud
completa, modificando asi el fenotipo del paciente.!

En el presente estudio se analizan dos familias
con diagndstico de AME espinal tipos Il y 111, y se
discuten los hallazgos clinicos y moleculares con lo
reportado en la literatura médica.

Material y métodos

Se estudiaron tres pacientes clinica y molecularmente
de cinco pacientes con manifestaciones clinicas com-
patibles con AME, provenientes de dos familias no
relacionadas. Todos los pacientes fueron valorados
por los Servicios de Neurologia y Genética Médica
del Hospital General de México “Dr. Eduardo Licea-
ga”. En la Figura 1 se muestran las genealogias de las
familias.
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Figura 1. Arbol genealdgico de las familias implicadas en el estudio.
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La paciente II.1, del sexo femenino de ocho afios de
vida, es enviada por debilidad muscular progresiva
de predominio en miembros pélvicos, producto de
la primera gesta de padres sanos, sin antecedentes
de importancia. Cursé con embarazo normoevo-
lutivo, obtenida por cesirea por falta de progre-
sion del trabajo de parto y APGAR 8/9. Present6 en
el desarrollo psicomotor sostén cefilico a los tres me-
ses, se sento a los siete meses, posicion de pie a los 11
meses, tiempo en el cual inicia su padecimiento con
disminuciéon de la fuerza muscular de predominio
en miembros pélvicos. Actualmente, a la exploracion
presentd hipotrofia generalizada, extremidades su-
periores con disminucion de la fuerza muscular 3/5,
extremidades inferiores con hipotrofia, disminucién
de la fuerza muscular, ausencia de reflejos tendino-
sos profundos y sensibilidad conservada. No se ob-
servaron fasciculaciones linguales. Los estudios de
laboratorio y la tomografia axial computada fueron
normales. La electromiografia reporté inestabilidad
de membrana y unidades motoras con amplitudes va-
riables de 200uV a 8mV, con frecuencia de disparo
incrementado y reclutamiento incompleto, con velo-
cidades de neuroconduccién normales. No se regis-
traron fasciculaciones por lo que se considerd como
probable AME tipo II.

El paciente 1.2, del sexo masculino de seis afios
de vida, se presenté por disminucion de la fuer-
za muscular de predominio en miembros pélvicos.



Producto de la segunda gesta de padres jovenes, apa-
rentemente sanos, sinantecedentes de consanguinidad
o endogamia. Cursd con embarazo normoevolutivo,
obtenido por parto eutdcico, APGAR 8/9. Su desa-
rrollo psicomotor con sostén cefilico a los tres meses,
se sento a los siete meses. A esta edad inici6 con debi-
lidad muscular progresiva, de predominio en miem-
bros pélvicos, lo que ocasioné dificultad para mante-
ner la posicién de pie. A la exploracién se encontrd
con hipotrofia generalizada, incapacidad a la marcha,
fasciculaciones linguales, torax asimétrico, disminu-
ci6n de la fuerza muscular en las cuatro extremidades,
sensibilidad conservada. La electromiografia mostrd
ondas positivas, fibrilaciones en todos los muscu-
los examinados y fasciculaciones. Se realizd neuro-
conduccién de nervio mediano cubital y tibial encon-
trando latencias sensoriales de amplitudes normales,
latencias motoras normales, amplitud de potenciales
disminuidos y velocidad de neuroconduccion dismi-
nuida. El estudio con electrodo de aguja mostré datos
de inestabilidad de membrana en todos los musculos
examinados, con potenciales tipo neuropético. Todo
estos datos fueron compatibles con AME tipo II.

Familia 2

La paciente 1.4, del sexo masculino de 27 anos de
edad, es enviada por disminucién de la fuerza muscu-
lar. No presentd antecedentes de consanguinidad o
endogamia. Inicié su padecimiento actual al afo y
medio de vida con disminucién de la fuerza muscular
en miembros inferiores, manifestada por caidas fre-
cuentes que fueron aumentando hasta depender de
silla de ruedas a los 15 afios de edad. A la exploracion
se encontr6 con hipotrofia generalizada, fasciculacio-
nes en extremidades superiores e inferiores, ausencia
de reflejos tendinosos profundos y sensibilidad con-
servada. Los estudios de laboratorio fueron norma-
les. La electromiografia report6 ondas positivas ++ en
vasto medial bilateral, fasciculaciones en vasto medial
bilateral, tibial anterior derecho, deltoides izquierdo
y abductor corto del pulgar derecho, ondas con am-
plitud y duracién aumentadas, velocidades de neuro-
conduccion sensoriales normales, neuroconduccion
motora con latencias normales, disminucién impor-
tante de la amplitud y velocidad de neuroconduccién
normal. Al estudio con electrodo de aguja se encon-
traron datos de inestabilidad de membrana, disminu-
ci6n de la insercion y presencia de fasciculaciones con
patrén neuropitico, siendo estos datos compatibles
con AME tipo IIla.
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Analisis de DNA

Se extrajo DNA de sangre periférica por medio del
método salino. Se evalud la integridad del DNA por
medio de electroforesis en gel de agarosa. Median-
te la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), se
amplificaron los exones 7 y 8 del gen SMNT con los
siguientes oligonucle6tidos, considerando la base de
datos de NBCI del gen SMN1: F1 TTT CCT TAC
AGG GTT TCA GAC; R1 CTT TCA TAA TGC
TGG CAG AC, bajo las siguientes condiciones: se
realiz la mezcla de reaccién para un volumen fi-
nal de producto de 25 ul a partir de una concentra-
cidnde oligonucleétidos 1 mM,20ngde DNA,2mM
de dNTPs, 1.5 mM de MgCl, 1 U de Taq polimerasa
y buffer, segiin el proveedor con los siguientes para-
metros: predesnaturalizaciéon 94°C/5 minutos, des-
naturalizacién 94°C/1 minuto, alineamiento 50°C/2
minutos, extensiéon 72°C/3 minutos, elongacion
final 72°C/10 minutos, obteniéndose un amplicén
de 95 pb. Se procesaron 3 pl del producto de PCR
y se visualizaron en gel de agarosa tefiido con bro-
muro de etidio, para la correcta visualizacién de los
amplicones correspondientes a lo esperado (95 pb).
La reaccién de secuenciacidn se realizd siguiendo las
indicaciones del proveedor (Applied Biosystem) en un
secuenciador automatizado ABI 3100. Los polimor-
fismos de longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLPs) se llevaron a cabo con la enzima DR A1 (que
corta solamente en el ex6n 7 de SMN2), siguiendo las
indicaciones del proveedor.

Resultados
Familia 1

El estudio molecular en la paciente I1.1 de los exones
7y 8 de los genes SMNT y SMIN2, revel6 Gnicamente
la presencia de timina en el nucle6tido 840 de los ge-
nes SMN1 y SMN2, indicando la pérdida en estado
homocigoto del exén 7 del gen SMNT1 (Figura 2), el
cual tiene a la citosina en lugar de timina. El estudio
molecular de la madre de la paciente 11.2, mostr6 la
citosina y timina en el nucledtido 840 del ex6n 7 de
los genes SMN, indicando la presencia de ambos ge-

nes SMN1y SMN2 (Figura 2).

Familia 2

En la familia 2, se estudiaron molecularmente tres
individuos (II.3, I1.4 y IL.5). El estudio molecular de
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Figura 2. Electroferograma que muestra la secuencia parcial del exén 7 de los genes SMINTy SMN2. A) Se observa la presencia de timina y ausencia de
citosina en la posicién 840 del exén 7 de los genes SMN (homocigoto), B) visualizando la presencia de citosina y timina en la posiciéon 840 del exén 7 de

los genes SMN (heterocigoto).
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los exones 7 y 8 de los genes SMN1y SMN2 revela-
ron la presencia de timina Gnicamente (y por ende,
la ausencia de citosina) en el nucle6tido 840 del exén
7 de los genes SMIN1 y SMIN2, lo que es compatible
con delecioén homocigota del ex6n 7 del gen SMN1
(Figura 2).

Se realizd el estudio molecular de RFLPs con la
enzima DR A1 en el paciente 11.3 para confirmar los
hallazgos, en busca de la presencia o ausencia de la
delecién o exclusion del exén 7 del gen SMNT. Se
confirmé que el método de secuenciacién es util pa-
ra confirmar la pérdida del exén 7 en estado homo-
cigoto de los genes SMNT y SMN2, no asi para iden-
tificar el niimero de copias del gen SMN2.

Discusion

La falta de la proteina SMN ocasiona pérdida de las
neuronas motoras del asta anterior de la médula
espinal, lo cual desencadena debilidad muscular ge-
neralizada y progresiva de predominio en miembros
inferiores, conservando la sensibilidad. En el presen-
te estudio se analizaron dos familias con un total de
cinco casos. Se realizd estudio molecular en todos
ellos con sintomatologia clinica de AME. Se confir-
mo la ausencia de citosina en la posicion 840 de los

genes SMN1 y SMN2, lo que se traduce en pérdida
del ex6n 7 del gen SMINT en estado homocigoto. Esto
se explica porque la tinica variacién entre ambos exo-
nes de los genes es la presencia de citosina en el gen
SMNT1, y de timina en el gen SMN2 en la posicion
840. Por lo que consideramos que el diagndstico mo-
lecular fue confirmatorio en este caso.

Los datos clinicos mds consistentes en los pacien-
tes fueron debilidad muscular progresiva, ausencia de
reflejos tendinosos profundos, sensibilidad conserva-
da y fasciculaciones. Los cambios electrofisiologicos
fueron inestabilidad de membrana, reclutamiento
incompleto o ausente en el estudio con electrodo
de aguja monopolar, fibrilaciones, fasciculaciones,
mientras que las velocidades de neuroconduccion
motora y sensitiva se encontraron sin alteraciones.

El estudio por medio de secuenciacién detecta la
delecion del gen SMNT en estado homocigoto, sin
embargo no proporciona informacién sobre el na-
mero de copias del gen SMIN2 o sobre el estado de
portador, atn asi es posible diagnosticar 95% a 98%
de los pacientes con AME, lo cual es importante tan-
to para el prondstico como para el asesoramiento ge-
nético del paciente. Estudios previos muestran que el
numero de copias de SMN2 puede modificar la se-
veridad de la enfermedad, ya que aproximadamente



109 a 50% del pre-mR NA de SMN2, sufre un em-
palme adecuado y es subsecuentemente traducido a
una proteina SMN de longitud completa, modifi-
cando asi el fenotipo del paciente.! En la poblacién el
nimero de copias de SMN2 varia de cero a tres, y se
ha reportado que 10% a 15% de la poblacién sana no
tiene ninguna copia de SMN2.!

Los pacientes con AME tipo I o Il pueden mos-
trar més copias de SMIN2 que la tipo I. E195% de los
pacientes con fenotipo de AME tipo I, suelen tener
una o dos copias de SMN2, mientras que prictica-
mente todos los pacientes con AME tipo III tienen
tres o mas.® Por otra parte, se ha observado la presen-
cia de cinco copias de SMNZ2 'y delecién homocigota
de SMN1, en parientes no afectados de pacientes con
AME, lo que demuestra que cinco copias de SMN2
son suficientes para compensar la ausencia de SMN1.2
Ademais del nimero de copias de SMN2, otros facto-
res pueden modificar o influir en el fenotipo en cuan-
to a la gravedad de la enfermedad.’ Se han reportado
deleciones del gen NAIP en pacientes con formas se-
veras de AME y mutacién homocigota de SMNT. Sin
embargo, no se ha establecido atin un efecto directo
de estas alteraciones sobre la enfermedad.!” La expre-
sion de plastina 3 (PLS3) es importante para la axo-
nogénesis y podria ser un modificador protector. Sin
embargo, el rol exacto de la plastina 3 atin requiere ser
confirmado." "

En este estudio, los casos con AME fueron con-
firmados por estudio molecular encontrindose que
las caracteristicas clinicas y electrofisiologicas coin-
cidieron con los datos reportados en la literatura mé-
dica. Los pacientes que cumplian con los criterios cli-
nicos y electrofisiologicos fueron homocigotos para
la delecion del ex6n 7 del gen SMNT, lo que repre-
senta la mutacién mas frecuentemente observada en
los pacientes con AME. No se caracteriz6 el numero
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de copias del gen SMN2 en los pacientes con la dele-
cién del ex6n 7 en estado homocigoto del gen SMNT1,
sin embargo se infiere que el nimero de copias del
gen SMN2 pudo haber sido mayor en la familia 2,
ya que presentan sintomatologia de menor gravedad.

El abordaje multidisciplinario facilita el diagnos-
tico de estos pacientes, mientras que el estudio mo-
lecular nos da el diagndstico definitivo, permitiendo
asi dar un asesoramiento genético adecuado a estas
familias. El presente estudio hace énfasis en la impor-
tancia de la realizacién de los estudios moleculares,
ya que nos permite establecer el diagnéstico correcto
del paciente y por tal motivo un asesoramiento ge-
nético adecuado. Este tipo de pruebas de laboratorio
son trascendentales, ya que la identificacion correcta
del padecimiento nos permite conocer la evoluciéon
y por tanto, establecer un manejo apropiado para los
pacientes.
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