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RESUMEN: La atrofia muscular espinal (AME) es un trastorno neurodegenerativo hereditario
causado por la afectacion selectiva de las motoneuronas del asta anterior de la médula espinal. Las
atrofias musculares espinales son un importante grupo de enfermedades paralizantes que pueden
afectar a los individuos de todas las edades y sexo. Forman un amplio espectro clinico genético que
las distingue en 3 grupos de acuerdo con la edad de comienzo de los signos clinicos y la severidad de
la enfermedad. Las 3 formas de AME autosdmica recesiva fueron mapeadas en la region
bq 11.2-13.3, region que contiene miltiples copias de genes marcadores. Muchos fueron los estudios
genéticos moleculares realizados para aislar el gen o genes que provocan la enfermedad, entre
ellos, el analisis de ligamiento con marcadores polimérficos de la regién, han permitido el estudio en
familias afectadas. Precisamente este trabajo tuvo el objetivo de introducir en Cuba el diagnéstico
molecular de la AME, para lo cual se evaluaron los marcadores del /ocus de la enfermedad: L407, M4,
D5S8125,D58112,D5S127,D5S610, D5S 1416, D5S107, D5S 1356 y D5S557. Para el analisis de segre-
gacion alética se aplica la técnica molecular de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que
permite identificar los cromosomas afectados a través de la obtencion del genotipo en las familias
diagnosticadas con los tipos clasicos |, lI, I1l. En una familia donde el primero de 3 hijos es enfermo
con el tipo I, se determiné que su hermanita de 4 aiios es portadora y su hermanito de 5 afios es
sano. Se realizo consejo genético a la familia.

Descriptores DeCS: ENFERMEDAD DE WERDNIG-HOFFMANN/genética; ENFERMEDAD DE WERDNIG-
-HOFFMANN/diagnéstico; CUBA.

Dentro de las enfermedades debilidad muscular, atrofias musculares por
neuromusculares, los trastornos en el nivel denervacion, disminucion o pérdida de los
medular suelen desarrollar un cuadro clini- reflejos musculares, hipotoniay en muchos
co donde los elementos predominantes son:casos fasciculaciones de los musculos de
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la lengué. En este grupo las AMEs son ligamiento con marcadores microsatélites
trastornos neurodegenerativos de causapolimoérficos constituye un método emplea-
genética hereditaria, producidos por la afec- do en el consejo genético en familias con
tacion selectiva de las neuronas motoras AME autosémica recesiva. Muchas de es-
del asta anterior de la médula espinal, que tas familias deseaban tener un diagndstico
pueden aparecer en edades muy tempranagprenatal en el siguiente embarazo, que no
de la vida y resultar fatales. era posible hasta el momento por no contar
La atrofia muscular espinal de lainfan- con alguna prueba Util para el diagnostico.
cia (AMEI) es considerada la segunda en- Ahora con el empleo de marcadores
fermedad autosémica recesiva fatal despuésgenéticos de la region del cromosoma 5¢ es
de la fibrosis quisticagcon una incidencia  posible brindar un diagnostico a familias
estimada de 1/10 000 nacidos vivos, con con al menos un nifio previo afectado.
una frecuencia de portadotaepie oscila
para el tipo | entre 1/40 a 1/60a heteroge-

neidad clinica de la AMEI fue reconocida Meétodos
lo que hizo que las interpretaciones de los
resultados llevaran a varias clasificaciones. Fueron estudiados 32 miembros de

La considerable variacion en la edad de 14 familias con al menos un nifio afectado,
comienzo y el curso clinico en diferentes diagnosticados clinicamente como AME,
pacientes, permitié la clasificacién en 3 ti- confirmados por electromiografia y biop-
pos de AMEH sia de musculo. Los pacientes fueron infor-
La forma infantil mas severa, tipol,0 Mados sobre el tipo de estudio que se reali-
enfermedad de Werdnig-Hoffmann, presen- zaria que sirve de herramienta complemen-
ta un curso clinico mas o menos homogé- taria al diagnéstico clinico-genético. Se to-
neo, que puede comenzar con manifesta- Maron 10 mL de sangre periférica para la
ciones antes del nacimiento o antes de los obtencion de ADN de linfocitos utilizando
6 primeros meses de vida, con deterioro pro- €l método desalting-out'® En la caracteri-
gresivo que culmina con la muerte entre el Zacion de los cromosomas afectados, fue-
primer y segundo afios de vitl&l tipo I, ron usados 10 marcadores polimdrficos del

forma intermedia, con un comienzo antes tiPo CA(n) microsatelites en el genotipaje
de los 2 afios y el tipo IIl 0 enfermedad de de la familia a través del andlisis de segre-
Kugelber-Welander, son formas clini- 9acion!**” Las muestras de ADN obteni-
camente heterogéne@<En esta categoria  das fueron amplificadas utilizando el méto-
no se incluyen los casos que comienzan do de reaccion en cadena de la polimerasa
entre los 17 y 55 afos, llamados atrofias (PCR);® empleando un termociclador
musculares del adulto y aquéllas con un Minicicler MJ Reseach, INC., version
modo de herencia ligada al cromosoma X 2.0,bajo condiciones especificas para cada
llamadas enfermedad de Kennédyas marcador. Los resultados de los productos
3 formas fueron localizaddéen elmismo  PCR fueron interpretados en gel de
locusen el cromosoma 5q11.3-13.3. acrilamida especifico para cada marcador y

Numerosos han sido los estudios visualizados por tincion con plata. Las ca-
genéticos moleculares realizados para lo- racteristicas de los marcadores utilizados
calizar el gen o genes responsables de laen el estudio y las condiciones de PCR se
AME, dentro de ellos el estudio de presentanen lastablasly 2.
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TABLA 1. Marcadores polimérficos utilizados en la introduccién del estudio molecular para el
diagnéstico de la AME

Marcadores Locus No. de alelos Tamafio (pb) PIC reportados PIC obtenido

383 D5S610 10 100-124 0,80 0,93
2ae 9.1 D5S557 4 148-172 0,46 0,50
ET(TG/AG)n D5S125 2 143-147 0,36 0,45
YN (CT)n D5S127 10 96-114 0,84 0,93
Afm1ldye7  D5S465 5 199 0,47 0,43
116-CAL D5S1416 4 131-155 0,83 0,90
236B1-CAL  D5S1356 10 100 032 0,66
JK53-CA? D5S112 12 94-196 0,74 0,83
Mfa27 D5S107 10 133-155 0,83 0,90

Origen: Referencias 10,14,15,16 y 17. Resultados de la investigacion.

TABLA 2. Condiciones de reaccion de am-  sentan los arboles genealogicos de las fa-
plificacion (PCR) para los marcadores utili-  mjlias estudiadas y los alelos obtenidos en
zados en el estudio .

cada marcador empleado. La figura 3 repre-
senta un gel de acrilamida donde se
visualizan después de la tincién con plata,

Locus Temp. MgC12 Tiempo de
annealing (mmol/tprrida (min)

°C) las bandas obtenidas de los resultados del
producto del PCR en el sistema microsatélite
D5S610 52 15 180 D5S557.
D5S557 56 1,0 180
D5S125 62 15 120
D5S465 56 15 180 Familia 1. Tipo | Familia 2. Tipo Il
D5S127 60 1,0 120 0—F
D551416 58 15 180 2| z i
D5S1356 60 25 118 SO 1 12
D5S112 54 1,0 240 P 31 2
D5S107 56 1,0 12 13 42 12 3
fm i 7a ER) 4a
1407 1 2 2 21
M4 1 7 2 12
Resultados D58125 23 1 12 1
JK53 23 31 ¥ 32

Un total de 32 parientes y 14 nifios afec- 038127 14
tados con AMEI identificados entre los 3
tipos clasicos |, 1l y 1ll, fueron genOt.lpadOS FIG. 1. Arboles genealdgicos y haplotipos de
con 10 marcadores de la region del |as familias 1 y 2 descritas en el texto (ver
cromosoma 5¢. En las figuras 1y 2 se repre- resultados).
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Familia 3. Tipo Il Familia 4. Tipo Il

D551356
D58127
D5S8557
D551416
D5S107

12
24
22
32
21

FIG. 2 Arboles genealdgicos de las familias
3 y 4 descritas en el texto (ver resultados).

Familia 1. Forma severa tipo | (Werdnig-
Hoffmann) (figura 1).

El caso indice fue diagnosticado a los
4 meses con signos clinicos caracteristicos
del tipo I: hipotonia extrema, fasciculaciones
de la lengua y biopsia de musculo y
electromiografia neurogénica. La evalua-
cién con 5 marcadores polimorficos de la
region dellocusde la AME mostré el
genotipo en la familia y permitié identificar
la herencia en el nifio afectado. La madre se
embarazd, pero de un nuevo conyuge no
consanguineo, por lo que el estudio
molecular en el feto deja de ser (til. El nifio
nacié y es sano.

Familia 2. Forma cronica tipo llI (figura 1).

El propésito presentd signos clinicos
comparables con la AME tipo Ill, debilidad
muscular y dificultades para caminar alre-
dedor de los 7 afios. La biopsia y la
electromiografia fueron neurogénicas. Dos
hermanos fueron también genotipados al

tener riesgo de portar la enfermedad y pudo
determinarse que el hermano de 5 afios es
sano y la hermanita de 4 afios es portadora
del cromosoma materno afectado.

Familias 3y 4. Forma intermedia tipo Il (fi-
gura 2).

El caso indice en la familia 3 evaluado a
los 2 afios, presentd signos de hipotonia,
debilidad para caminar comparable con la
AME tipo Il, al igual que el caso de la fami-
lia 4 diagnosticado a los 10 meses. Estas
familias tienen solo un hijo y enfermo por lo
que fue realizado el consejo genético.

Figura 3. Andlisis de segregacion en 4
familas afectadas con el marcador
microsatélite D5S557.

De izquierda a derecha las 4 primeras
carrileras corresponden a una familia don-
de el padre (1) y la madre (4) son
homocigo6ticos para el alelo 1y 2 respecti-
vamente. El caso indice (2) y el (3), su her-
mano, aparentemente sano, son
heterocigoticos. De 5 a 8 es otra familia que
presenta un patrén de bandas similar al
obtenido en la familia 1. Por el resultado
gue se muestra en estas familias este mar-
cador es poco informativo ya que los pa-
dres son homocigéticos y los hermanos tie-
nen la misma herencia alélica, pero no se
pudo determinar cudl es el alelo afectado.
En latercera familia, carrileras dela9ala 12,
resultd un patrén donde el padre (9) es
heterocigotico, la madre (12) y el nifio en-
fermo (10) son homocigoticos para el alelo
1, el segundo hijo (11) es heterocig6tico y
portador de la mutacién. En esta familia el
alelo 1 es el afectado.

FIG. 3. Analisis de segregaciéon en 4 familias afectadas con el marcador microsatélite D5S557

(ver texto en resultados)
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Discusion complementacién del estudio genético
molecular de la enfermedad.

El estudio en 14 familias permitio valo- ~ Sin émbargo, la exactitud del diagnos-
rar la informatividad de los marcadores en ticO prenatal depende de la distancia
la poblacién determinando los valores del 9€nética entre los marcadores lpelisde
PIC comparados con los reportados en la la enfermedad y de la estructura de la fami-

literatura (tabla 2). Los valores obtenidos & qué hace necesario contar con una serie

de PIC para los 9 marcadores coinciden prac- ?een gsgzagr?rfse?ﬁ;mofc’n?;r;aar:.o%)ggsaen
ticamente con los reportados, lo que signi- : u sul Vi )

' . . tro de cada familia. De esta forma es impor-
fica que en general, son informativos en tante seguir un criterio diagnéstico estFr’ic
nuestra poblacién. Los marcadores 9 9

microsatélites probados, proximales al gen to, basa}do en los gstgdios clinicos,
fueron D5S125 y D5S435 y los marcadores Sf;ttric\)/ggog?tgzs dye brlggﬁf;r deel ?g;ggl.z
distales al gen fueron D5S557, D5S112 y J

genético.
D5S127.El marcador D58557 de 4 alelos fue Cuando en las familias portadoras el
el menos informativo, aunque en la

blaci b I ‘s f nifio ha fallecido, no existe sangre, muscu-
poblacion cubana los mas frecuentes son |, , otros tejidos que permitan la obtencion

losalelos1y2. de ADN, el estudio indirecto deja de ser

Muchas familias portadoras de AME il por ello es de gran importancia la cap-
deseaban el estudio genético en un NUeVOoiacign de las familias con nifios que pre-
embarazo, que solo se realizaba a través delsentan signos de la enfermedad desde los
consejo genético donde el riesgo de primeros meses de vida, fundamentalmente
recurrencia es de 1 en 4, es decir, 25 % enen |os tipo |, donde la espectativa de vida
cada embarazo por ser una enfermedades tan reducida. De esta forma resulta im-
autosémica recesiva. Con el empleo del ana- portante determinar el genotipo en la fami-
lisis de ligamiento utilizando marcadores Jia utilizando marcadores moleculares. Sin
polimorficos de la region del gen de la AME  embargo, la prediccion de un feto enfermo
se brinda la posibilidad de realizar el diag- utilizando el método directo de identifica-
nostico molecular en las familias afectadas. cién de los genes candidat¥ resulta un

Esta experiencia en la aplicacion del diagnéstico mas rapido y exacto para el diag-
diagnostico molecular de las formas de néstico y brinda la posibilidad de realizar
AME es una clara ventaja en la un consejo genético adecuado.

SUMMARY: The spinal muscular atrophy (SMA) is a hereditary neurodegenerative disorder
caused by selective affection of motor neurones in the anterior of the spinal cord. The spinal
muscular atrophics are an important group of paralyzing diseases that may affect any individual
regardless of age or sex and they make up a wide clinical genetic range classified into 3 groups
interms of age of onset of clinical signs and disease severity. The 3 forms of recessive autosomal
SMA were mapped in 5q 11.2-13.3 region which contains several copies of marker genes. Many
molecular genetic studies such as linkage analysis with polymorphic markers of the region carried
out to isolate that gene or those genes causing the disease have allowed to study the affected
families. Hence this paper is aimed at introducing the SMA molecular diagnosis in Cuba for which
disease locus markers are evaluated i.e, L407;M4, D5S125, D5S127, D5S610, D5S1416, D5S107,
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D5S1356 and D5S57. The molecular polymerase chain reaction technique is used for analyzing allele
segregation, which allows to identify affected chromosomes by obtaining genotypes in families
diagnosed with types 1, 2 and 3 SMA. It was determined that in a family whose eldest son had type
3 SMA, his 4 years-old sister was a SMA gene carrier whereas his b years-old brother was helathy.
genetic counselling was given to this family.

Subject headings: ENFERMEDAD DE WERDNING-HOFFMAN/genetics;WERDNING HOFFMANN DISEASE|
diagnosis; CUBA.
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