UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE FARMACIA
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular Il

ASPECTOS BIOQUIMICOS Y GENETICOS-
MOLECULARES DE LAS INTOLERANCIAS AL
EJERCICIO

MEMORIA PRESENTADA PARA OPTAR AL GRADO DE
DOCTOR POR Miguel Angel Martin Casanueva

Bajo la direccion del Doctor:
José Maria Culebras Pozas
Joaquin Arenas Barbero

Madrid, 2001

ISBN: 84-669-2013-7



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA

Dpto. de BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

ASPECTOS BIOQUIMICOS Y  GENETICO-
MOLECULARES DE LAS INTOLERANCIAS AL
EJERCICIO

TESIS DOCTORAL

MIGUEL ANGEL MARTIN CASANUEVA

Madrid, 2.001






T
EETE

LD i

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

ASPECTOS BIOQUIMICOS Y GENETICO-
MOLECULARES DE LAS INTOLERANCIAS AL
EJERCICIO

MEMORIA PARA ACCEDER AL GRADO DE DOCTOR DE;
D. MIGUEL ANGEL MARTIN CASANUEVA
Directores:

Prof. Dr. José Maria Culebras Poza
Prof. Dr. Joaquin Arenas Barbero

Madrid, Julio de 2.001




PROF. DR. D. JOSE MARIA CULEBRAS POZA, PROFESOR TITULAR DEL
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DE LA FACULTAD DE
FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID, y

PROF. DR. D. JOAQUIN ARENAS BARBERO, PROFESOR ASOCIADO DEL
DEPARTAMENTO DE MEDICINA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID Y FACULTATIVO ADJUNTO DEL
SERVICIO DE BIOQUIMICA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DOCE DE OCTUBRE DE
MADRID:

HACEN CONSTAR QUE:

D. MIGUEL ANGEL MARTIN CASANUEVA ha realizado bajo nuestra direccion el trabajo
titulado: “ASPECTOS BIOQUIMICOS Y GENETICO-MOLECULARES DE LAS
INTOLERANCIAS AL EJERCICIO”.

Y que dicho estudio reune las condiciones necesarias para ser presentado y defendido
para optar al GRADO DE DOCTOR EN FARMACIA.

Prof. Dr. Jose Maria Culebras Poza Prof. Dr. Joaquin Arenas Barbero
Profesor Titular del Departamento de Profesor Asociado del Departamento de
Bioguimica y Biologia Molecular. Medicina y Facultativo Adjunto de

Bioquimica

Madrid, Julio de 2.001



“Lo que nos

sostiene en la
inquietud y en el
esfuerzo de
escribir es la

certeza de que en
la pagina queda
algo que no ha sido
dicho”.

Cesare
Pavese



A mi mujer Maria José

y ami hija Nuria



A mis padres



AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mi infinita gratitud a mis compafieros del laboratorio del Dr.
Arenas del Centro de Investigacion del Hospital 12 de Octubre, por su estimulo, siempre
necesario para llevar a buen término este trabajo: a Cristina que se marché pero dejo el
recuerdo de su simpatia y su buen hacer, a Yolanda por compartir sus conocimientos
moleculares, a Pilar del Hoyo por su amistad y su apoyo constante, a Fernando por su
“buen rollo” y sus fructiferas discusiones bioquimicas, a Alberto Garcia por sus
cuestiones técnicas, a Sara por sus ayuditas incondicionales, a Alberto Blazquez por su
trabajo preciso, a Pilar Jara por su gracia andalusi, y en especial a Juan Carlos con el
que he trabajado codo con codo durante los dltimos afios compartiendo las penas y
glorias de este estudio, sin olvidar a los Residentes que han pasado por el laboratorio y
colaboraron conmigo.

Mi agradecimiento a las personas que trabajan en el Centro de Investigacion,
empezando por el jefe de la Unidad, el Dr. Enriquez de Salamanca: a mis queridas
“vecinitas” del laboratorio del Dr. Solis, un lugar donde siempre encuentras sonrisas y
palabras amables, ademas de cualquier reactivo insélito, Paz, Inma, Tere y Elena; a los
sabios del laboratorio del Dr. de Pablos, siempre dispuestos a echarte una mano, Bego,
Maria y Maite; a los maestros del fondo a la derecha, Irene, Antonio, M2 José, Susana,
Laura, Leticia y Jaime; a los ultimos fichajes, el Dr. Rodriguez, y el Dr. Manzanares y sus
secuaces; a la “Super” Miluchi, a Mar y a Montse por ayudarme siempre que se lo he
pedido; al “secre” Guillermo por sus disquisiciones historicas; al figura de Pedro por sus
emocionantes comentarios futbolisticos matutinos; y a los que coincidieron conmigo
durante estos afos y ya no estan: Inma, José Antonio, Belén, “los microbiélogos” y Miguel
Rivero y sus surtiditos catalanes.

Me gustaria agradecer profundamente la colaboracion de los neurélogos y
neuropatélogos que han trabajado en la clasificacion de los pacientes y de manera
particular a la Dra. Ana Cabello de la Seccidon de Neuropatologia del Hospital 12 de
Octubre por su ayuda desinteresada y su cordialidad.

Quiero mencionar a toda la gente del Servicio de Bioquimica del Hospital 12 de
Octubre dénde comencé mi experiencia profesional, en especial a la Dra. Pilar Gébmez y
al Dr. Adolfo Gozalo que siempre han estado a mi lado durante mi formacion hospitalaria,
a los “Super” Julio y Paco, y a mis compafieros de residencia Teresa, Cristina, José
Antonio, Eduardo y Paco, con los cuales he pasado momentos insuperables.



A la Dra. Belén Bornstein con la realicé la primera determinacion de CPT
muscular, al Dr. Pedro Gonzélez por su amabilidad y aliento para finalizar la tesis, al Dr.
Enrigue Diaz por ensefarme a utilizar Internet, al Dr. Toni Andréu por sus consejos sobre
genética molecular, a nuestros colegas del Dpto. de Bioguimica de la Fac. de Medicina
de la UAM, y a mis amigos de la Facultad de Farmacia Luis Carlos, Jaime y Eduardo.

Es un orgullo agradecer a mis dos familias que estuvieran a mi lado cuando las he
necesitado y que me ofrecieran la estabilidad emocional necesaria para poder llegar
hasta aqui.

Al Fondo de Investigaciones Sanitarias por la concesion de los proyectos de
investigacion y las becas FIS 95/0658, FIS 98/1465 y FIS 98/0258.

Al Laboratorio Farmacéutico SIGMA-TAU Espafia cuyo apoyo financiero ha sido
fundamental para mi familia y en consecuencia, para realizar esta tesis.

Finalmente, dar las gracias al Dr. Arenas por generar esta idea y creer en mi para

llevarla a cabo, y al Prof. Culebras que siempre estuvo dispuesto a ayudarme.



INDICE



iNDICE

pagina

INTRODUCCION . . .ottt e e e e e e e e 1
1. Recursos metabdlicos del musculo esquelético durante el ejercicio. Disfunciones metabdlicas

ASOCIAAAS. . . . ot 2

1.1. Adenosin trifosfato: obtencién y utilizacion. .. ............ . . 2

1.2. Utilizacion de glucidos y lipidos durante el ejercicio. . ... ........ ... .. .. 4

1.3. Alteraciones metabdlicas que se manifiestan como intolerancias al ejercicio. . . ... ... 5

2. Deficiencia de glucégeno fosforilasa muscular. Glucogenosis tipo V. Enfermedad de McArdle. 6

2.1. Caracteristicas y funcion bioguimica de la glucégeno fosforilasa muscular. . .. .. .. .. 6

2.2, EXPresion ClniCa. . .. ..ot e 10

2.3. Caracteristicas histolégicasdel masculo. . ........... ... . ... . . . . 11

2.4, Laboratorio. . . . . ... 12

2.5, FisSiopatologia. . . . . oo 13

2.6. Transmision genétiCa. . . .. ... .ot i 14

2.7. Genéticamolecular. . . ... ... 14

3. Deficiencia de fosfofructoquinasa muscular. Glucogenosis tipo VII. Enfermedad de Tarui. 17

3.1. Caracteristicas y funcién bioquimica de la fosfofructoquinasa muscular. . ........... 17

3.2, EXPresion ClniCa. . .. ..ot 18

3.3. Caracteristicas histolégicas musculares . . .. ....... ... . . i 19

3.4, Laboratorio. . . . ... 20

3.5, Fisiopatologia. . . . . oo 20

3.6. Transmision genétiCa. . . . . .. ..ot 22

3.7. Genéticamolecular. . . ... ... . 22

4. Deficiencia de mioadenilato desaminasa. . . . . ... .ottt 24

4.1. Caracteristicas y funcién bioquimica de la mioadenilato desaminasa. . ............. 24

4.2, EXPresion CliniCa. . . .. ...t 25

4.3. Histologia muscular. . . ... e 26

4.4, Laboratorio. . . . ..o 27

4.5. Fisiopatologia. . . ... ... e 27

4.6. TransmisiOn genLiCa. . . . . . .ottt 28

4.7. Genéticamolecular. . . ... .. 28

5. Deficiencia de carnitina-palmitil transferasa muscular. . .. ............ ... . ... ... .. ... 30

5.1. Caracteristicas y funcién bioquimica de la carnitina-palmitil transferasa muscular. . . . . 30

5.2, EXPresion ClniCa. . . . ..ot 35

5.3. Caracteristicas histolégicas del masculo. . .. ......... ... ... . i 37

5.4, Laboratorio. . . . ... 37

5.5, FisSiopatologia. . . . . oot 37

5.6. Transmision genétiCa. . . .. .. ..ottt 38

5.7. Genéticamolecular. . . ... .. ... 39

OBIETIVOS. . . it e 43

MATERIAL Y METODOS. . . . .ttt ettt e e e e e e e e e 45

L SUJBIOS. . . ettt 46

1.1, CONtrOles. . . .o 46

1 2. PaCIENteS. . o e e 46

2. MUEBSHIAS. . . oo 48

2.1. Determinaciones bioquimicas. . . ...ttt 48

2.2, ExtracciOn de ADN. . . ..ot 49

3. Actividad enzimética muscular de miofosforilasa. . . ........... .. . . o 51

3.1 FUNDAMENTO. . . . .ttt 51

3.2, DESCIIPCION. . . v e ittt e e e 51

4. Actividad enzimatica muscular de fosfofructoquinasa. . . .............. ... . . ... ... . 52

4.1, FUNAAmeNtO. . . . o e 52

4.2, DESCHIPCION. . . o\ ettt e e e 52

5. Actividad enzimatica muscular de carnitina-palmitil transferasa. . . ...................... 54

5.1. Método de intercambio iSOtOPICO. . . . . ... i e 54

5.2. MEtodo “forward”. . . .. .. 56

5.3. Determinacion de proteinas no colagenas en homogenado muscular. . .. ........... 57

6. Cribado mutacional en el gen PYGM. . . ... ... . e 57

6.1. MUtaCION RAOX. . . . ot 58

6.2. MUtACION G204S. . . . . 59



iNDICE

7. Andlisis de restriccion de la mutacion R39P enelgen PFKM. .. ......... ... ... ... ..... 60
8. Analisis de restriccion de la mutacion Q12X enelgen AMPDL. . ....... ... . ... . ... 60
9. Cribado de mutaciones en el gen CPT2. . . . ...t 62
9.1, MUACION SLABL. . ottt e 62
9.2. MUtaCion P5OH. . . . . .. 63
9.3. Mutaciones YB628S Yy RB3LC. . . .. ..ttt e e 64
10. Caracterizacién de mutaciones mediante secuenciacion directa del gen PYGM. ... ........ 65
10.1. Etapa de amplificacion. . . . ... e e 66
10.2. Etapa de purificacion. . . . ... .. e e 66
10.3. Etapa de SECUBNCIACION. . . . . . o\ttt st e e e e e 66
10.4. Etapade analisis. . . . ... .ot 67
11. Caracterizacién de mutaciones mediante secuenciacion directa del gen CPT2. ............ 68
12. Evaluacion de la potencial patogenicidad de nuevas mutaciones en los genes PYGM y CPT2. 70
13. Analisis bioestadistiCo. . . .. . ... 71
RESULTADOS. . .ttt e e e e e e e e 72
1. Deficiencia de miofosforilasa. . . ... 73
1.1. Analisis bioquimiCo. . . .. ... 73
1.2. Caracterizacion genético-molecular. . ... ... i 74
2. Deficiencia de fosfofructoquinasa muscular. . . ....... ... 98
2.1. Analisis bioquimiCo. . . . .. .. e 98
2.2. Caracterizacion genético-molecular. . . ... e 99
3. Deficiencia de mioadenilato desaminasa. . . . .. ...t 101
4. Deficiencia de carnitina-palmitil transferasa. . . .. ........ .. . 103
4.1. Andlisis bioquimico. . . .. ... . . e e 103
4.2. Caracterizacion genético-molecular . .. ....... ... . . . . 105
DISCUSION. . o ettt ettt et e e e 116
1. Deficiencia de miofosforilasa. . .. ... .. . 117
2. Deficiencia de fosfofructoquinasa muscular. . .. ... .. 123
3. Deficiencia de mioadenilato desaminasa. . . . .. ...ttt e 124
4. Deficiencia de carnitina-palmitil transferasa. . . .. ... ... .. . 126
CONCLUSIONES. . . .ot e e e e e 131
BIBLIOGRAFIA . 134
APENDICE . . .ottt e ettt e e e e e 153



ACC: acetil coenzima A carboxilasa
ACS: acil coenzima A sintetasa

ADN: acido desoxirribonucléico

ADNCc: acido desoxirribonucléico
complementario

ADP: adenosin difosfato

AGCL: acidos grasos de cadena larga
AGL: acidos grasos libres

AK: adenilato quinasa

AMP: adenosin monofosfato

AMPc: adenosin monofosfato ciclico
AMPD: adenosin monofosfato desaminasa
AMPDZ1: gen que codifica la mioadenilato
desaminasa

ARN: acido ribonucléico

ARNmM: acido ribonucléico mensajero
ARNL: acido ribonucléico de transferencia
ATP: adenosin trifosfato

BSA: albimina bovina sérica

CATR: carnitina acilcarnitina translocasa
CK: creatin quinasa

CoA: coenzima A

CPT: carnitina-palmitil transferasa

CPT2: gen que codifica la carnitina-palmitil
transferasa Il

DHAP: dihidroxiacetona fosfato

DMSO: dimetilsulfoxido

dNTP: desoxinucledtidos trifosfato
EDTA: &cido etilendiamino tetraacético
GAP: gliceraldehido-3-fosfato

GTP: guanidin trifosfato

HM: homocigoto

HT: heterocigoto

HTC: heterocigoto compuesto

IMP: inosin monofosfato

Kb: kilobases

KDa: kilodalton

L-CPT I: isoenzima tipo hepético de la

carnitina-palmitil transferasa |

ABREVIATURAS

LHON: neuropatia 6ptica hereditaria de
Leber

MADA: mioadenilato desaminasa

M-CPT I: isoenzima tipo muscular de la
carnitina-palmitil transferasa |

MELAS: encefalopatia mitocondrial, acidosis
lactica y episodios stroke-like

MERRF: epilepsia mioclonica y fibras
rojo rasgadas

MILS: sindrome de Leigh de herencia
materna

min.: minuto/s

MPL: miofosforilasa

NAD: nicotin adenin dinucleétido

NADP: nicotin adenin dinucleétido fosfato
NCP: proteinas no colagenas

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man.
PAS: tincion con acido peryddico

pb: pares de bases

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa
PEO: oftalmoplejia externa progresiva

PFK: fosfofructoquinasa

PFKM: gen que codifica la fosfofructoquinasa
muscular

Pi: fosfato inorganico

PIRA: andlisis de restriccion con cebador
modificado

PPi: pirofosfato

PYGM: gen que codifica la miofosforilasa
RFLP: fragmentos de restriccion de longitud
polimoérfica

RMN-P*": resonancia magnética nuclear de
fosforo 31

SDS: dodecilsulfato de sodio

UTR: regiones no traducidas

VO,: captacién de oxigeno



INTRODUCCION



INTRODUCCION

1.Recursos metabdlicos del muasculo esquelético durante el

ejercicio. Disfunciones metabdlicas asociadas.

1.1. Adenosin trifosfato: obtencién y utilizacion.

Las miofibrillas musculares estan compuestas por haces de proteinas contractiles
que constituyen los elementos generadores de fuerza en cada fibra muscular. La
contraccién muscular se produce mediante asociaciones ciclicas entre la cabeza flexible
del filamento grueso de la miosina y los filamentos de actina. Dicha interaccién se
encuentra regulada por cambios conformacionales dependientes de calcio que ocurren
en la troponina unida a actina y en la tropomiosina. Cada ciclo reversible de las
interacciones miosina-actina se asocia a la hidrélisis de una molécula de adenosin
trifosfato (ATP) en adenosin difosfato (ADP) y fésforo inorgénico (Pi). EI ATP es la fuente
inmediata de energia para la contraccion muscular. Debido a que los depdsitos de ATP
muscular son escasos, cuando los requerimientos energéticos del musculo aumentan,
situacion que ocurre durante el ejercicio, éste tiene que ser sintetizado de nuevo a partir
de ADP (1). Para ello la célula muscular puede poner en marcha alguno de los siguientes
procesos metabolicos (Fig. 1):

1. Fosforilacion oxidativa mitocondrial, utilizando como sustratos el glucégeno

almacenado en el musculo, la glucosa sanguinea y los &cidos grasos libres
(AGL) del plasma.

2. Glucolisis anaerdbica, que conduce a la produccién de lactato.

3. Activacion de la creatin quinasa (CK): esta enzima cataliza la formacion de ATP
a partir de la reserva muscular de fosfocreatina, un compuesto con enlace de
alta energia.

4. Reaccion de la adenilato quinasa (AK), una enzima que lleva a cabo la
conversion de dos moléculas de ADP en una molécula de ATP y una molécula
de adenosin monofosfato (AMP). Esta reaccién se encuentra acoplada a la
catalizada por la mioadenilato desaminasa (MADA), que convierte el AMP
formado en inosin monofosfato (IMP).

En los primeros momentos tras el comienzo del ejercicio fisico, el ATP puede
regenerarse a partir de las reservas de fosfocreatina y ADP por accién de la CK. La AK
es una fuente adicional de regeneracion de ATP. El AMP formado en la reaccion de la AK
es desaminado por la MADA con produccion de amonio. La MADA al formar parte del

ciclo de los nucleétidos de purina produce fumarato, que activa el ciclo de Krebs (2).

-2-
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Cuando el ejercicio continua, la refosforilacion de ADP requiere el consumo de
otros sustratos, que son metabolizados a través de distintas rutas bioquimicas. Estos
procesos metabdlicos son mas lentos que la tasa de utilizacion del ATP durante el
ejercicio. Consecuentemente, la disponibilidad de sustratos metabdlicos y la velocidad a
la que éstos pueden ser metabolizados son los factores mas importantes que limitan el

ejercicio muscular.

Acidos grasos Glucégeno

R-OXIDACION
GLUCOGENOLISIS

+
GLUCOLISIS AEROBICA

CICLO D
KREBS

Creatin quinasa ;
Creatina Creatinfosfato

Nucousmﬁ
CADENA RESPIRATORIA —__
+ ADP
Ejercicio/ATPasa +
AMP ADP
Adenilato quinasa _/
(Mioquinasa)

AMP desaminasa

NH,"

CICLO DE LOS
NUCLEOTI1DOS

DE PURINA
IMP

Fumarato

Aspartato

Figura 1. Rutas metabdlicas del misculo esquelético implicadas en la degradacién y reposicion

de ATP durante el ejercicio muscular.
ATP, ADP, AMP: adenosin tri, di y monofosfato, respectivamente. IMP: inosin monofosfato.
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1.2. Utilizacién de glacidos y lipidos durante el gjercicio.

Los musculos humanos utilizan carbohidratos y lipidos como fuentes energéticas
(3). El principal glacido intracelular es el glucégeno que procede de la glucosa sanguinea.
Aunque ésta ultima puede ser utilizada directamente, la mayoria de la glucosa que entra
en el musculo es convertida previamente en glucoégeno. El principal combustible lipidico
son los &cidos grasos libres (AGL) del plasma, con una pequefia contribucién de los
depdsitos de lipidos intracelulares. Los glicidos pueden metabolizarse de forma aerébica

0 anaerdbica, mientras que los lipidos Gnicamente de forma aerdbica.

1.2.1. Metabolismo aerébico y anaerébico

La fosforilacion oxidativa mitocondrial es la fuente cuantitativa mas importante de
energia en el ejercicio (la oxidacion mitocondrial de una molécula de glucosa procedente
del glucégeno proporciona 37 moléculas de ATP mientras que unicamente 3 moléculas
son generadas mediante la glucolisis anaerdbica). La glucolisis anaerdbica juega un
papel relativamente menor, limitado principalmente a condiciones de contraccion
isométrica sostenida (cuando la longitud del muasculo no se acorta durante la
contraccion), que es una situacion dénde el flujo sanguineo y el aporte de oxigeno a los
musculos se encuentra reducido drasticamente. Por otra parte, la glucolisis aerdbica es
una fuente importante de energia, especialmente durante la forma mas comun de
ejercicio - el ejercicio dinamico -, tal como andar o correr (1).

La fuente de energia utilizada por el musculo durante el metabolismo aerdbico
depende de varios factores (1,4), siendo los mas importantes: el tipo, la intensidad y
duracién del ejercicio, la condicién fisica, y la dieta.

En reposo, el musculo utiliza predominantemente 4cidos grasos. Alrededor de un
70% de los requerimientos energéticos en fase de reposo son cubiertos por la oxidacion
de los acidos grasos de cadena larga (5,6).

En el otro extremo del espectro, la energia requerida para un ejercicio de gran
intensidad intenso, es decir, aquel cercano a la maxima captacion de oxigeno (VO3 max) €n
el ejercicio dinAmico, o cercano a la maxima generacién de fuerza en el ejercicio
isométrico, procede de la glucolisis anaerdbica (5,7), en particular cuando ocurre un
cambio repentino de actividad con una aceleracién rapida hacia el ejercicio maximo (1).

Durante el ejercicio subméximo, el tipo de combustible utilizado depende de la
intensidad relativa del ejercicio (1):

a) A intensidades bajas, por debajo del 50% de la VO, ax, la fuente principal de

energia es la glucosa sanguinea y los AGL.
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b) A intensidades mas altas aumenta la proporcion de energia procedente de la
oxidacion de los carbohidratos y el glucogeno se convierte en un combustible
importante.

c) A una intensidad relativamente mas alta, del 70 al 80% de la VO; max, €l
metabolismo aerdbico del glucdgeno es una fuente energética crucial, de forma

gue la fatiga comienza cuando los depoésitos de glucégeno se han agotado (8).

Durante el ejercicio moderado, que corresponde al ejercicio submaximo con tasas
entre un 40%-60% de la VO, max, €l sustrato metabolizado varia con la duracién del
ejercicio, de forma que se produce un aumento gradual en la utilizacion de AGL respecto
a la utilizacién de glucosa, hasta que en el transcurso de pocas horas, la oxidacion de los
lipidos se convierte en la fuente principal de energia (9). Cuando esto ocurre, el ejercicio
es totalmente aerdbico, y por tanto la acumulacién de lactato y piruvato en sangre
periférica es minima; por otra parte, el aumento significativo en la movilizacién de
sustratos lipidicos conduce a un incremento de AGL y glicerol en plasma. En esta
situacion, también se produce un aumento de R-hidroxibutirato, lo que indica un aumento
de oxidacion lipidica en el higado. Debido a que la disponibilidad de AGL procedentes del
tejido adiposo es practicamente ilimitada, una persona normal puede desarrollar un
ejercicio dinamico moderado durante varias horas (1).

Ademéas de la duracion y la intensidad del ejercicio, los siguientes factores
también afectan a la proporcion relativa de glucosa y AGL que son utilizados (6): la
concentracién sanguinea de AGL, el flujo sanguineo muscular, la concentracién de
glucégeno muscular, y el estado de ayuno o ingesta (3). Esta Ultima condicién es de gran
trascendencia, ya que el ayuno prolongado estimula la liberacion de acidos grasos del
tejido adiposo que conducen en el higado a la biosintesis de cuerpos ceténicos, los

cuales pueden posteriormente ser captados y oxidados por el misculo esquelético.

1.3. Alteraciones metabdlicas que se manifiestan como intolerancias al ejercicio.
Las intolerancias al ejercicio se producen como consecuencia de disfunciones en
algunas de las enzimas que intervienen en las rutas metabdlicas implicadas en la
obtencién de energia necesaria para la contraccion muscular.
Las enzimopatias que cursan con este sintoma como principal caracteristica

clinica se pueden clasificar en:
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a) glucogenosis musculares: principalmente déficit de miofosforilasa (MPL) (1,10,11) y
déficit de fosfofructoquinasa (PFK) muscular (1,12). Otras glucogenosis musculares
que cursan con intolerancia al ejercicio son deficiencias en ciertas enzimas de la
glucolisis distal (déficits de fosfogliceratoquinasa, fosfogliceratomutasa y lactato
deshidrogenasa) (1),

b) alteracién del transporte mitocondrial de &cidos grasos de cadena larga: déficit de
carnitina-palmitil transferasa (CPT) Il en masculo esquelético (13, 14),

c) alteracion del ciclo de los nucle6tidos de purina: déficit de mioadenilato desaminasa
(15,16),

d) trastornos en los complejos enzimaticos de la cadena respiratoria mitocondrial que se

asocian a intolerancia al ejercicio como sintoma prominente (17).

En esta tesis se abordan los déficits de MPL y PFK dentro de las glucogenosis
musculares debido a la mayor prevalencia con respecto a las glucogenosis distales (1,
18). Los déficits de CPT Il y de MADA constituyen las enzimopatias asociadas a
intolerancia al ejercicio mas frecuentes en el metabolismo de los acidos grasos (6) y en el
ciclo de los nucleétidos de purina (2). Las disfunciones metabdlicas de la cadena
respiratoria que cursan con intolerancia al ejercicio no se tratan en esta tesis al
considerar que éstas deben enfocarse tanto desde el punto de vista bioguimico como

genético en el entorno de las denominadas citopatias mitocondriales (19, 20).

2. Deficiencia de glucogeno fosforilasa muscular. Glucogenosis
tipo V. Enfermedad de McArdle.

2.1. Caracteristicas y funcion bioquimica de la glucégeno fosforilasa muscular.

En humanos se han identificado tres isoenzimas de la glucogeno fosforilasa 6 1,4-
a-D-glucan:ortofosfato-a-D-glucosil-transferasa (EC 2.4.1.1): hepética (L), muscular (M) o
miofosforilasa y cerebral (B) (21). La isoenzima M es la Unica de las tres que se expresa
en el musculo esquelético maduro, representa el 50 % de la actividad fosforilasa en el
miocardio y alrededor de un 20-30% en cerebro (22,23). En cultivos de miocitos y en
fibras musculares regenerativas de pacientes con deficiencia de MPL, se ha demostrado
la existencia de actividad fosforilasa debida a la presencia de una isoenzima denominada

“fetal” (24,25) que se expresa en los estados iniciales de la miogénesis.



INTRODUCCION

El glucogeno es un homopolisacarido ramificado de reserva formado por
moléculas de D-glucosa unidas por enlaces del tipo a(1—4) y a(1—6). Estos ultimos
estan localizados en los puntos de ramificacion que se encuentran situados cada 8 a 12
residuos de glucosa. En humanos, el glucégeno se encuentra almacenado principalmente
en higado y musculo. El misculo contiene alrededor de 14 g de glucégeno por Kg de
tejido. Este valor no varia apenas con el ayuno o una dieta rica en carbohidratos, aunque
llega a ser cien veces inferior después de realizar un ejercicio prolongado. El glucégeno
muscular, al contrario que el hepatico, constituye una reserva energética para la
contraccién muscular y Unicamente puede ser metabolizado por la fibra muscular debido
a la ausencia de glucosa-6-fosfatasa, la enzima necesaria para liberar glucosa (26).

La miofosforilasa, que representa alrededor del 5% de la proteina soluble
muscular, se encarga de la degradacion del glucogeno eliminando las cadenas periféricas
de la molécula de glucégeno. Su actividad enzimética conduce a la ruptura de los enlaces
a(1—4) y conlleva la captacién de fosforo inorganico con liberacién de glucosa-1-fosfato
(1) (Fig. 2). La constante de equilibrio de la reaccién es de 0,3. En el musculo es
alrededor de cien veces inferior como consecuencia de la baja concentracién de glucosa-
1-fosfato, al ser convertida ésta en glucosa-6-fosfato mediante la accion de la
fosfoglucomutasa, cuya reaccién se encuentra desplazada en un 95% hacia la formacion
de glucosa-6-fosfato. En consecuencia la MPL actda Unicamente en la direccion de

degradacién de glucégeno muscular (26).

i Glucogeno fosforilasa
Glucégeno(.) + Pi »Glucégeno, + Glucosa-1-P

Figura 2. Catalisis enzimatica de la glucégeno fosforilasa.

La MPL va degradando las cadenas periféricas del glucégeno hasta que su
tamafo es de cuatro restos glucosilos en relaciéon a un enlace a(1—6). El polisacarido
degradado parcialmente resultante de la accién de la MPL se denomina dextrina limite.
La eliminacion de las ramificaciones se efectia mediante la enzima desramificante o
amilo-1-6-glucosidasa. La accion conjunta de esta enzima y la MPL permite que el
polimero sea degradado hasta glucosa-1-fosfato mayoritariamente (~r 93%) y alguna

molécula de glucosa (~ 7%) (1).
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La MPL en su forma activa o fosforilasa a, es un dimero (M,) formado por dos
subunidades idénticas constituidas cada una de ellas por 841 aminoacidos con un peso
molecular de 97 KDa (23). El centro activo contiene piridoxal fosfato. Es una enzima
alostérica compleja sujeta a control positivo y negativo, de forma que ligandos
intracelulares como AMP vy glucdgeno, activan la enzima favoreciendo la formacién del
conférmero R activo, mientras que glucosa, glucosa-6-P y nucledsidos de purina inhiben
la actividad estabilizando el conformero T inactivo (3,27,28). Cada monémero puede ser
fosforilado covalentemente en el residuo serina-14, lo que convierte la fosforilasa b, que
es la forma inactiva y homotetramérica de la MPL en la forma a, activa. La activacion de
la fosforilasa es catalizada por la fosforilasa b quinasa, cuya isoenzima muscular esta
formada por cuatro subunidades distintas (apyd)s, siendo la subunidad y la calmodulina
(26). La union de cuatro iones calcio a la calmodulina produce la activacion de la
fosforilasa b quinasa. Esta enzima es a su vez regulada por la proteinquinasa
dependiente de AMP ciclico (Fig. 3).

Basandose en la estructura tridimensional de la proteina y en la posiciones de los
residuos implicados en el centro activo y en los centros reguladores, se ha dividido al
mondmero en dos dominios: el dominio N-terminal (aa 1-482) o dominio “regulador”, que
contiene la mayoria de los residuos de unién a ligandos, y la mayor parte de los residuos
que entran en contacto con residuos del otro monémero (residuos de contacto entre
dimeros), que son esenciales para transmitir los cambios conformacionales entre las
subunidades tras la unién de un efector; y el dominio C-terminal (aa 483-841) o dominio
“catalitico” que contiene la mayoria de los residuos del centro activo y los implicados en la
unién al piridoxal fosfato (28).

El AMP es el principal modulador alostérico de la MPL y puede activar la forma
inactiva b hasta un 80% de su actividad maxima. Esta activacion es antagonizada por
glucosa, glucosa-6-fosfato y ATP. Por otra parte, la fosforilacién de la MPL produce una
pérdida de la regulacion AMP/ATP, pero no ocurre del mismo modo con la regulacién por
glucosa, aunque esta situacion es de mayor relevancia en el higado que en el musculo
(26). Ademas, el AMP, que es un indicador muy sensible de la disminucién del nivel
energético celular, activa tanto a la fosforilasa b como la ruta glucolitica mediante la
activacion alostérica de la PFK; por tanto, su efecto final es aumentar la disponibilidad de

glucosa procedente de la degradacion del glucégeno para su entrada en la via glucolitica.
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SENAL FISIOLOGICA

|

Médula adrenal —— Adrenalina

e

Union Adrenalina-Receptor

Proteina G-GTP

Adenilato Adelmlato
ciclasa ciclasa
(inactiva) (aflVa) PP, 2P
ATP » AMPcC
PKA l PKA

(activa) (inactiva)

Fosforilasa b quinasa l Fosforilasa b quinasa

(inactiva) 7T ,' (activa)
ATP AD
\ Glucogeno

Fosforilasa b sintasa
actlva)

(inactiva)
Fosfatasa
Fosfatasa
Glucogeno

Fosfozllasa a sintasa
(activa) (inactiva)

GLUCOGENO &

Figura 3. Mecanismo celular de activacién de la degradacion del glucégeno
GTP: guanosin trifosfato, ATP y ADP: adenosin tri y difosfato, respectivamente, AMPc: adenosin monofosfato
ciclico, PPi: pirofosfato, Pi: fosfato inorganico, PKA: proteinquinasa dependiente de AMPc.
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2.2. Expresion clinica

En 1951, Brian McArdle (10) describié por primera vez la enfermedad (OMIM:
232600). La alteracion enzimatica que causaba la enfermedad se descubrié en 1959
(29,30). El cuadro clinico méas frecuente en pacientes con déficit de MPL se caracteriza

por los siguientes hallazgos.

2.2.1. Intolerancia al ejercicio.

Se manifiesta con mialgia, fatiga prematura y rigidez o debilidad de los musculos
utilizados, sintomas que disminuyen con el reposo (1,31). El tipo de ejercicio que precipita
estos sintomas varia segun los pacientes, pero en general se debe a dos formas (1):
ejercicio breve de alta intensidad - contraccién isométrica -, tal como empujar un coche
parado, llevar grandes pesos, esprintar, y ejercicio algo menos intenso pero de mayor
duracion - aerodbico -, como subir por un monte, andar sobre arena, nadar, subir
escaleras, montar en bicicleta. El ejercicio moderado, tal como andar sobre una calle sin
desnivel, puede llevarse a cabo sin problemas por la mayoria de los pacientes.

Una importante caracteristica de esta enfermedad es el fenomeno de “segunda
entrada” o “second wind” (32), es decir, si el paciente descansa brevemente cuando
comienza la mialgia y la rigidez -fase de adaptacion-, éste puede continuar el ejercicio

durante mas tiempo -fase de segunda entrada- (31).

2.2.2. Mioglobinuria.

Si el paciente excede los limites de ejercicio que le permite esta enfermedad,
sufrira calambres dolorosos que pueden llegar a producir mioglobinuria y necrosis
muscular si el ejercicio es extenuante o prolongado (31,33). Los episodios de
mioglobinuria no complicados se siguen de una completa recuperacién. Si las crisis son
graves los pacientes pueden desarrollar fracaso renal (en torno a la mitad de los
pacientes que presentan mioglobinuria (1)). Ya que la mioglobinuria siempre es
consecuencia del ejercicio y generalmente viene precedida de calambres o mialgias
como sefiales de alarma, el nimero de ataques (alrededor de un 50% de los pacientes
presentan mioglobinuria (1)) tiende a ser menor que en los pacientes con deficiencia de
CPT muscular (33).

-10 -
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2.2.3. Inicio de los sintomas, edad de diagndstico y sexo.

El comienzo de los primeros sintomas se produce normalmente en la infancia, si
bien el diagnéstico habitualmente se realiza en la segunda o tercera década de la vida
debido a que los calambres y la mioglobinuria raramente se producen antes de los 10
afios de edad. El diagnéstico después de los 50 afios es raro (1). Alrededor de dos

tercios de los casos descritos han correspondido a varones.

2.2.4. Variabilidad clinica.

En unos cuantos pacientes la presentacién clinica estd dominada por la debilidad
muscular permanente que afecta a los musculos proximales mas que a los distales. La
pérdida muscular es rara y solamente se ha observado en pacientes mayores (34,35).

También se han descrito casos muy graves con déficit de MPL de presentacion
neonatal (36-38).

Debido a que no existen problemas neurolégicos en la mayoria de los pacientes
jovenes, sus quejas se consideran a menudo como “psicoldgicas” o mal intencionadas
(evitar realizar el servicio militar, no realizar ejercicios gimnasticos en el colegio, etc.)
(39). Tras la obligacion a realizar ejercicio en este tipo de lugares, los pacientes pueden

desembocar en una crisis de mioglobinuria severa.

2.3. Caracteristicas histolégicas del musculo.
2.3.1. Microscopia Optica y electronica
e Tincién de glucégeno. Acido peryddico de Schiff (PAS). Pueden aparecer
depdsitos subsarcolemales de glucdgeno en la periferia de las fibras, aunque
no se observan en todos los pacientes (39).
e Existen fibras degenerativas y regenerativas en buena parte de las biopsias
(40).
e La microscopia electronica revela de forma mas o menos abundante acumulos

subsarcolemales de particulas R de glucogeno de apariencia normal (39).

2.3.2. Histoquimica.

Existe una reaccion histoquimica para fosforilasa muscular descrita por Takeuchi y
Kuriaki (41), que se fundamenta en la elongacion de las cadenas periféricas del
glucogeno endogeno en presencia de glucosa-1-fosfato.

En la mayoria de los pacientes no se produce tincién en la fibra muscular, sin

embargo la tincién es normal en el musculo liso vascular.

-11 -
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Una tincion positiva que daria lugar a resultados equivocos puede producirse en

alguno de los siguientes casos:

a) Cuando existe actividad enzimética residual que sea superior a un 3-10%
(34,42).

b) Cuando se encuentran fibras regenerativas: la reaccion histoquimica se
produce porque este tipo de fibras musculares inmaduras expresa una
isoenzima distinta a la isoenzima de fosforilasa del misculo maduro (24, 25),
aungue en estos casos la tincidén positiva para MPL suele observarse en fibras
gue se encuentran dispersadas entre otras fibras con ausencia de tincién. Esta
situacion es mas probable cuando la biopsia se practica demasiado pronto tras

un episodio de mioglobinuria, cuando la regeneracion es muy activa (43).

2.4. Laboratorio
2.4.1. Determinacion de creatin quinasa en suero.

El aumento de la CK sérica es un marcador de rabdomiolisis. Ademas de su
elevacion tras un episodio de mioglobinuria, esta enzima se encuentra elevada de forma
persistente en la mayoria de los pacientes. Esta caracteristica es un hallazgo diferencial
respecto al déficit de CPT, donde la CK en periodos intercriticos se encuentra

habitualmente dentro del intervalo de valores normales (1,44).

2.4.2. Prueba funcional de ejercicio en isquemia en el antebrazo.

Fue introducida por McArdle (10) y se fundamenta en que cualquier bloqueo
metabdlico a lo largo de la via glucogenolitica o glucolitica puede impedir la produccién
de lactato durante la realizacién de ejercicio en condiciones de isquemia (39).

Previa toma de una muestra de sangre en condiciones basales, la prueba consiste
en situar un esfingomandémetro en el antebrazo del paciente inflandolo por encima de la
presioén arterial; después el paciente comienza a apretar con su mano una esponja u otro
utensilio para que la aguja marque el maximo. Después de un minuto de ejercicio se
desinfla y se obtienen muestras sanguineas a los minutos 1, 3, 5y 10.

En individuos normales se produce un incremento de las concentraciones de
lactato en suero de 3 a 5 veces respecto a las basales en las primeras dos muestras, y
luego disminuye hasta el valor basal. En los pacientes con enfermedad de McArdle no se
produce aumento de lactato venoso -curva plana-. Es una prueba funcional de gran
ayuda diagnéstica, aunque no especifica de la enfermedad. Existen factores que pueden

afectarla (1), como (i) la capacidad y buena voluntad del paciente para realizar ejercicio
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durante el tiempo necesario para estimular la ruta glucogenolitica, (ii) la variabilidad
preanalitica de la determinacion de lactato sérico: se requieren tubos de extraccion
especiales con inhibidores de la glucolisis eritrocitaria y una separacién rapida del

plasma.

2.5. Fisiopatologia

Existen dos mecanismos fisiopatoldégicos que son la causa fundamental de la
intolerancia al ejercicio en esta enfermedad: (i) el bloqueo de la glucolisis anaerébica
priva al muasculo de la energia necesaria durante el ejercicio isométrico, y (i) la
incapacidad para utilizar aer6bicamente el glucégeno, con la correspondiente disminucién
de piruvato y acetil-CoA, impide el ejercicio dindmico por encima de una cierta intensidad
(alrededor del 50% de VO, max) (45).

El fendbmeno de “segunda entrada” parece depender de dos factores: una mayor
movilizacién y utilizacion de é&cidos grasos de cadena larga y un aumento del flujo
sanguineo en los musculos utilizados durante el ejercicio (32). Ademds, se puede
producir un aumento de la concentracion de alanina por transaminacion del piruvato. En
el higado mediante gluconeogénesis se sintetizaria glucosa que tras ser liberada al
torrente circulatorio seria utilizada por el musculo como sustrato energético - ciclo
alanina-glucosa -(46).

La fatiga prematura aparece posiblemente como resultado de un fallo de la
excitacion muscular y podria ser causada por un acumulo excesivo de ADP (47). Los
mecanismos que parecen estar implicados son (48): inhibicién de la disociacién de ADP
de la miosina, interaccién del ADP con los filamentos delgados incrementando su
sensibilidad al calcio, y alteracién de la funcion del reticulo sarcoplasmatico produciendo
un aumento de la concentracion sarcoplasmatica de calcio. En un trabajo reciente Haller
y cols. (49) han demostrado que los niveles de las bombas de Na'-K'-ATPasa
musculares se encuentran disminuidos respecto a individuos sedentarios sanos, y que
como consecuencia de ello se produce una aumento del potasio extracelular. Este hecho
probablemente contribuya al desarrollo de fatiga debido a una fallo en la excitacién de la
membrana sarcoplasmatica cuando ocurren tasas altas de estimulacion muscular.
Ademas, dicho aumento de potasio extracelular podria contribuir a las exageradas
respuestas cardiopulmonares que suelen producirse en los pacientes con déficit de MPL.

Las causas de la contractura y la mioglobinuria son desconocidas. La deplecion
de compuestos de fosfato de alta energia, especialmente ATP, se considera un

acontecimiento crucial, pero las medidas bioquimicas o de espectroscopia de RMN- P!
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(50) no han podido demostrar una deplecion de ATP en la fatiga prematura o durante

contracturas inducidas durante el ejercicio isquémico.

2.6. Transmision genética

A pesar del predominio de varones afectados, la enfermedad de McArdle se
transmite de forma autosdémica recesiva. Algunos autores han descrito transmision
autosémica dominante (51) en algunas familias. Hay dos posibles mecanismos que
podrian explicar esta herencia pseudodominante: (i) existencia de pacientes
heterocigotos en los que la actividad MPL se encuentra entre el 20% y el 50% de la
actividad normal pero son sintomaticos (52), (ii) presencia de pacientes homocigotos o
heterocigotos compuestos (individuos que contienen dos mutaciones distintas en cada
alelo del gen de MPL), en dos generaciones sucesivas que se han producido por

casualidad o a causa de mutaciones frecuentes (53).

2.7. Genética molecular
2.7.1. Caracteristicas del gen PYGM

Se conocen tres isoenzimas humanas de la glucégeno fosforilasa: muscular,
hepética y cerebral, codificadas por tres genes distintos asignados a los cromosomas
11913 (54,55), 14 (56) y 10,20 (57), respectivamente. El gen humano que codifica para la
MPL ha sido clonado y secuenciado (58) y se denomina PYGM. El gen posee 20 exones
que codifican una media de 41 + 15 aminoacidos. Los intrones tienen un tamafio que
varia desde 83 pb del intrén 3 a las 2.400 del 5. La region codificante tiene un tamafio de
2.523 pb.

2.7.2. ARN mensajero.

El ARNm transcrito por PYGM tiene un tamafio de 3,4 Kb (59). Estudios de
Northern-blot han demostrado que la enfermedad de McArdle es genéticamente
heterogénea (59-61), de forma que en la biopsia muscular de 21 pacientes, el ARNm

estaba ausente en 12, disminuido en 4 y era de menor tamafio en uno.
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Tabla I. Mutaciones en el gen PYGM asociadas con la enfermedad de McArdle.

Ref. Codon Alteracion Efecto deducido Comentario
Localizacion nucleotidica
62 0 ATG —» CTG Met — Leu Rara
63 0 ATG —» GTG Met — Val Rara
64 15 GoTT Desplazamiento de Rara
lectura y proteina
truncada
53,65 49 CGA - TGA Arg — Stop Comdun en
pacientes
americanos y
europeos
66 115 CTG » CCG Leu — Pro Rara
53 204 GGC —> AGC Gly — Ser Varias familias
67 291 CTG —» CCG Leu — Pro Rara
68 361 TGG - TAG Trp — Stop Rara
69 396 CTG —» CCG Leu — Pro Rara
70 510 G — delecidon Desplazamiento de Rara
lectura y proteina
truncada
71 540 GAA - TAA Glu — Stop Rara
53 542 AAG —> ACG Lys — Thr Rara
63 575 CGA —» TGA Arg — Stop Rara
67 Extremo 5’ g—a Delecion de 67 pbenel  Varias familias
intréon 14 ARNmM, desplazamiento
de lectura.
69 654 GAG — AAG Glu - Lys Rara
63 665 CAG —» GAG Gln —> Glu Rara
72 684 AAC - TAC Asn > Tyr Rara
63 685 GGG —» AGG Gly —» Arg Rara
67 708/709 TTC — delecion Phe — delecion Comun en
pacientes
japoneses
73 753 A — delecion Desplazamiento de Rara

lectura y proteina
truncada.
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Figura 4. Localizacion de las mutaciones descritas en el gen PYGM.
Los rectangulos representan a los exones. Las zonas rosas indican las regiones no traducibles. La mutacion méas
frecuente en pacientes con déficit de miofosforilasa en color verde. ivs: intron; del: delecién.

2.7.2. Mutaciones

Lebo y cols. (55) en un estudio de busqueda de RFLP que sirvieran como
marcadores de individuos con riesgo, no encontraron grandes deleciones en el gen
PYGM en los pacientes con enfermedad de McArdle. Si se han encontrado recientemente
microdeleciones de un nucleétido o de un triplete, asi como microinserciones (Tabla |).

Mediante andlisis de secuenciacion del gen PYGM se ha confirmado la existencia
de una gran heterogeneidad genética en estos pacientes, que ya era sospechada en los
analisis de Northern. Se han identificado varias mutaciones puntuales (Tabla I). En la
figura 4 se muestra la localizaciéon de las mutaciones en el gen PYGM asociadas con

déficit de miofosforilasa.

2.7.3.1. Mutacion R49X.

Es una mutacién “sin sentido”. Es la mutacién mas frecuente en poblaciones de
origen caucasiano (53,65). Tsujino y cols. (53) estudiaron 40 pacientes con enfermedad
de McArdle, 38 presentaban déficit bioquimico de miofosforilasa y 2 eran familiares
sintométicos. 33 pacientes presentaban los sintomas habituales de la enfermedad. La
mutacion R49X se encontrd6 en homocigosis en 18 pacientes, y en un sélo alelo en 12
pacientes, de forma que el 75 % de los pacientes presentaban dicha mutacién en alguno

de sus alelos. 6 pacientes resultaron heterocigotos compuestos. En este estudio con tres
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mutaciones se lograba detectar al 90% de los pacientes con déficit de miofosforilasa
mediante analisis genético.

La mutaciéon R49X implica la traduccién de una proteina de tamafio muy reducido.
El hecho de que esta mutacion genere un codon de terminacién en el exén 1 podria estar
relacionado con la ausencia de una proteina enzimatica estable en muasculo en la
mayoria de los pacientes (60). La ausencia de ARNm en la mitad de los pacientes (59-61)
también podria ser consecuencia de esta mutacion debido a que ésta, en el trabajo de
Tsujino y cols. (53), estaba presente en una proporcién similar de pacientes.

La mutacion R49X ha sido estudiada en otros pacientes por el mismo grupo de
Tsujino (74), de manera que combinando ambas series de pacientes - 72 sujetos -
encontraron una frecuencia alélica para R49X del 64%. Por otra parte, el analisis
mutacional de R49X en poblaciones europeas, ha arrojado frecuencias alélicas del 81%,
56% y 32% en pacientes de origen britanico - 16 pacientes estudiados - (65), aleman - 9
pacientes- (63) y mediterraneo, italianos - 14 pacientes- (75) y espafioles - 19 pacientes -
(76), respectivamente. Estos resultados han sugerido la posible existencia de un

gradiente decreciente Norte-Sur de esta mutacion en Europa.

2.6.3.2. Mutacion G204S

Es una mutacion “de sentido equivocado” que constituye la segunda mas
frecuente en pacientes de origen anglosajén y se ha encontrado Unicamente en
heterocigosis. Este residuo aminoacidico se encuentra involucrado en un dominio de la

proteina implicado en la union al glucégeno y en la tetramerizacién de la enzima (53).

3. Deficiencia de fosfofructoquinasa muscular. Glucogenosis tipo

VIl. Enfermedad de Tarui.

3.1. Caracteristicas y funcién bioquimica de la fosfofructoquinasa muscular.

La enzima fosfofructoquinasa (PFK), también denominada ATP:D-fructosa-6-
fosfato 1-fosfotransferasa o fosfofructoquinasa 1 (EC. 2.7.1.11) cataliza el paso limitante
de la via glucolitica. Es un tetramero formado por la combinacion de tres subunidades
denominadas muscular (M), hepatica (L) y plaguetar (P), cada una con un peso molecular
aproximado de 85 KDa (77). El musculo maduro Unicamente expresa la subunidad M, por
tanto, contiene exclusivamente el homotetramero M,. Por el contrario, los eritrocitos

expresan tanto la subunidad L como la M, dando lugar a 5 isoenzimas, dos
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homotetrameros (Ls y My) y tres hibridos LM, (31). Otros tejidos, como el higado y el
rifidn expresan solo las subunidades L y P. El monémero M contiene 780 aminoacidos y
predomina en el corazéon y en el cerebro (78). Tanto el musculo inmaduro como el
musculo no inervado expresan las tres subunidades, representando la isoenzima M4 un
15 -20% de la actividad total de PFK (79).

La PFK utiliza el ion Mg®* como cofactor y cataliza el paso de la glucolisis que da
lugar a la formacién de fructosa-1,6-difosfato a partir de la fructosa-6-fosfato y consumo
de una molécula de ATP (Fig. 5). Es una reaccién endoergonica (AG= -4.0 Kcal/mol) y

practicamente irreversible (80).

fosfofructoquinasa
Fructosa-6-fosfato " > Fructosa-1,6-difosfato
KMQZ \

ATP ADP

Figura 5. Reaccién glucolitica catalizada por la fosfofructoquinasa.

La PFK es una enzima alostérica y su actividad se halla regulada por un gran
nimero de efectores negativos como ATP, citrato, Ca?", fosfoenolpiruvato, 1,3-
difosfoglicerato y palmitato, y de moduladores positivos como fructosa-2,6-difosfato, AMP,
ADP vy fructosa-1,6-difosfato (80).

La reaccién en direcciéon a fructosa-6-fosfato la cataliza una enzima distinta (80),
la fructosa 1,6-difosfatasa que forma parte de la ruta gluconeogénica, una ruta metabdlica

que se encuentra confinada al higado y a la corteza renal en mamiferos.

3.2. Expresion clinica
La deficiencia de PFK (OMIM 232800) fue descrita por primera vez en 1965 por
Tarui y cols. (81) en varios miembros de una familia japonesa y en 1967 por Layzer y

cols. (82) en un paciente americano.

3.2.1. Cuadro clinico habitual.
La presentacion clinica tipica de la deficiencia de PFK muscular es indistinguible
de la enfermedad de McArdle, por tanto el diagnostico diferencial precisa de la

demostracion del defecto enzimatico (31,83) .
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Produce intolerancia al ejercicio, especialmente si éste es de tipo isométrico o
ejercicio aerdbico intenso (1,31). Los episodios de mioglobinuria parece que se producen
en una menor proporcién de pacientes que en el déficit de miofosforilasa, y el fracaso
renal se ha descrito en un solo caso (83). ElI fendmeno de “segunda entrada” se
manifiesta en algunos pacientes, pero no en todos (31). La intolerancia al ejercicio es
evidente desde la infancia, aunque el diagndstico se establece generalmente en la

adolescencia o en adultos jévenes (1).

3.2.2. Otras caracteristicas.

Se han descrito algunos casos con presencia de ictericia debido a que en este
déficit enzimatico los eritrocitos tienen alterada la subunidad M, con lo cual se produce
hemolisis con aumento de reticulocitos en sangre (84), y otros casos con hiperuricemia
miogénica (85), que en ciertos pacientes se manifiesta como artritis gotosa.

La variabilidad clinica es frecuente (31). Existen individuos que presentan
debilidad fija, sobre todo cuando los sintomas comienzan en la edad madura. Se han
descrito casos de presentacion infantil con sintomas mas graves. En otros pacientes la

enfermedad cursa con anemia hemolitica sin rasgos miopaticos.

3.3. Caracteristicas histolégicas musculares
3.3.1. Microscopia éptica y electronica

La tincion de glucégeno (PAS) puede demostrar depdésitos semejantes a los
descritos en la glucogenosis V. Una diferencia destacable es que en algunas ocasiones,
especialmente en pacientes mayores (31), se comprueba la presencia de material
glucidico anormal en un 2-10% de las fibras. Este material es positivo para PAS y no se
digiere cuando se aplica diastasa salival (83).

En microscopia electronica se encuentran de forma mas o menos abundante
acumulos subsarcolemales de particulas de glucégeno de apariencia normal, y ademas

pueden aparecer polisacaridos anormales con formas granulares y filamentosas (31).
3.3.2. Histoquimica.

Existe una reaccion para fosfofructoquinasa muscular (86), que permite demostrar

histoquimicamente el defecto enzimatico.
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3.4. Laboratorio

La concentracion sérica de CK es variable pero se halla elevada de forma
persistente en los pacientes con la presentacion clinica habitual. En la prueba de ejercicio
en isquemia no se produce un aumento de lactato venoso. La presencia en sangre de
una reticulocitosis moderada y una concentracion elevada de bilirrubina sérica reflejaria la
alteracion hematoldgica debida al déficit de PFK-M eritrocitaria. Las concentraciones

séricas de acido Urico se encuentran elevadas en la mayoria de los pacientes (31).

3.5. Fisiopatologia
3.5.1. Fendbmeno “Out of Wind”

Los mecanismos fisiopatolégicos de la intolerancia al ejercicio son los mismos que
los que ocurren en la enfermedad de McArdle (31). Esta semejanza fisiopatoldgica entre
los dos déficits enzimaticos refuerza el concepto de que la utilizacién del glucégeno es
mas importante que la utilizacion de glucosa durante el ejercicio aérobico maximo (87).
La diferencia mas destacable es la incapacidad por parte del musculo deficiente en PFK
para utilizar glucosa. Por ello, en dicho déficit el musculo depende de la disponibilidad de
acidos grasos durante la captacion maxima de oxigeno. Este fendmeno se ha estudiado
(87) induciendo en cuatro pacientes grandes variaciones en los niveles de AGL
plasmaticos mediante la administracion intravenosa de glucosa, el ayuno nocturno y la
infusion intravenosa de triglicéridos y heparina, observandose que aumentaba la VO, nax
y la extraccién de O, por el tejido muscular cuando aumentaba la disponibilidad de AGL.
También se dedujo que la intolerancia al ejercicio empeoraba tras la ingesta de dietas
ricas en glucidos, debido a que la glucosa induce una disminucion de AGL y cuerpos
cetdnicos en sangre, que son sustratos alternativos utilizados durante el “second wind”.

Esta caracteristica se ha denominado “out of wind” (Fig. 6).

3.5.2. Fatiga prematura, calambres y mioglobinuria

La patogénesis de la fatiga prematura, los calambres y la mioglobinuria aliin no se
conoce. Se ha postulado un papel causal de la fatiga prematura para el ADP, tras
observar que se acumulaba ADP tanto en pacientes con déficit de PFK muscular como
con déficit de miofosforilasa, y que Unicamente se acumulaba fosforo inorganico en estos

altimos y no en los primeros (88,89).
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3.5.3. Hiperuricemia miogénica

La hiperuricemia, que también se manifiesta en algunos pacientes con
enfermedad de McArdle, se atribuye a una degradacion excesiva de nucledtidos de
purina (85). La elevacion de la concentracién sanguinea de inosina e hipoxantina es
seguido de un incremento de la concentracion de acido Urico mediada por el higado:
hiperuricemia miogénica (85,88). La administracion de glucosa en estos pacientes,
ademas de su efecto antilipolitico, produce un aumento adicional de las concentraciones

plasmaticas de amonio e hipoxantina, agravando su hiperuricemia (88).

Glucégeno

Glucosa X p Piruvato

© |

» Acetil-CoA

>
ADP + Pi
O,
ATP
CO2 + H20
Cuerpos

Ceténicos

MUSCULO
HIGADO

Figura 6. Mecanismo “Out of wind” inducido por glucosa en pacientes con deficiencia de
fosfofructoquinasa muscular.

X indica el lugar del bloqueo metabdlico en el masculo esquelético debido a déficit de PFK. El aumento de
glucosa plasmatica induce una disminucion de las concentraciones plasmaticas de AGL, lo que conlleva una
disminucion su disponibilidad muscular, asi como la de los cuerpos ceténicos. CAT: ciclo de los &cidos
tricarboxilicos. CR: cadena respiratoria mitocondrial.
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3.6. Transmision genética

La enfermedad de Tarui se hereda de manera autosOmica recesiva, aunque
predominan los varones afectados (83). La pseudodominancia propuesta en una familia
en la cual se manifest6 la enfermedad en dos generaciones podria explicarse por la

presencia de heterocigosis compuesta en dos generaciones sucesivas (90).

3.7. Genética molecular
3.7.1. Caracteristicas del gen PFKM

Los genes que codifican las subunidades M, L y P de la PFK han sido localizados
en los cromosomas 1llcen—Qq32 (91), 21922.3 (92) y 10p (93) respectivamente.
Recientemente se ha reasignado el gen de la subunidad M, denominado PFKM, al
cromosoma 1213 (94) . Este gen ha sido clonado (95) y secuenciado (96), y contiene 24

exones.

3.7.2. ARNm

Se han identificado 3 tipos de ARN mensajeros denominados A, B y C. Los
transcritos A y B comparten el mismo promotor, que parece ser especifico del tejido
muscular, y se diferencian por “splicing alternativo”. Los dos comienzan la transcripcion
en el exdn 2, reteniéndose en el tipo B la secuencia del intrén 2. La transcripcion del tipo
C depende de un segundo promotor que es funcional en una gran variedad de tejidos,
comenzando la transcripcidén en el exén 1, y cuyo mecanismo de “splicing” une el exén 1
con el 4, evitando la transcripcién de los exones 2y 3 (96,97).

Si cerebro y corazon expresaran subunidades M diferentes se podria explicar por
qué dichos érganos no estan afectados clinicamente en la deficiencia de PFK, a pesar del

alto porcentaje de expresion de subunidades M en los mismos (31).

3.7.3. Mutaciones

Se han descubierto varias mutaciones en los pacientes con déficit de PFK,
existiendo una gran variabilidad molecular (98). No existe una mutacion prevalente. Una
gran parte de los pacientes son de origen judio Ashkenazi (31). Las mutaciones descritas
se han observado en un sélo individuo o familia, siendo mutaciones puntuales o
microdeleciones (Tabla Il). La figura 7 muestra la localizacion de las mutaciones a lo largo
del gen PFKM.
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Figura 7. Localizacién de las mutaciones del gen PFKM asociadas con enfermedad de Tarui
Los rectangulos son los exones. Las zonas coloreadas indican las regiones no traducibles. ivs = intrén; del =

delecion.

Tabla Il. Alteraciones genéticas del gen PFKM asociadas con la enfermedad de

Tarui.
Ref. Codon Alteracion Efecto deducido Comentario
Localizacion nucleotidica
99 Extremo 5’ g—a Delecion del exon 5 Ashkenazi
del intron 5 en el ARNm
100 Extremo 3’ a—>c Delecion de 12 pby Italianos
del intron 6 15 pb en el ARNm.
101  Extremo 5’ g—a Retencion de 155 nt Suecos
del intron 13 del intron
102  Extremo 5 gt Delecion de 75 pb en  Familia descrita
del intron 15 el ARNm. por Tarui
101  Extremo 5’ a—>g Retencion de 65 nt Suecos
del intron 16 del intron
103  Extremo 5 g—a Delecion del exon 19, Japoneses
del intrén 19 delecion de 165 pb en
ARNmM
100 39 CGA —» CCA Arg— Pro Italianos
104 39 CGA —» CTA Arg— Leu Ashkenazi
105 95 CGA > TGA Arg — Stop Ashkenazi
106 100 CGA —» CAA Arg— GIn Suizo
106 209 GGC —» GAC Asp— Gly Canadiense
francofono
100 543 GAC —» GCC Asp— Ala Italianos
107 686 TGG > TGT Trp — Cys Japoneses
106 696 CGT - CAT Arg— His Suizo
104 Exon 22 C — Delecion Desplazamiento de Ashkenazi
lectura
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3.7.3.1. Mutacién R39P

Esta mutacion (100) se ha encontrado en un paciente de origen italiano que
presentaba un doble fallo genético, un déficit de PFK asociado a homocigosis de esta
mutacién y un déficit de MADA asociado a una mutacién comun (Q12X) también en

homocigosis (108).

4. Deficiencia de mioadenilato desaminasa

4.1. Caracteristicas y funcién bioquimica de la mioadenilato desaminasa

La mioadenilato desaminasa (MADA) (EC 3.5.4.6) es la isoenzima especifica
muscular de la enzima AMP desaminasa (AMPD). Otras isoenzimas de la AMPD son la
hepatica (L) y las eritrocitarias (E1 y E2) (109). Parece existir un isoenzima fetal de MADA
segun un estudio de maduracion de células musculares en cultivo (110).

La MADA es un homotetramero que contiene zinc y cuyas subunidades poseen
747 aminoacidos con un peso molecular de 60 a 70 KDa (16). La MADA forma parte del
ciclo de los nucleotidos de purina (Fig. 1) y cataliza la desaminacion de 5-AMP a 5'-
inosin monofosfato (5’-IMP) con produccion de ion amonio (Fig. 8) (111).

Es una enzima alostérica regulada por diversos efectores como adenina, guanina,
fluoruro, fosfatos y polifosfatos, heparina, pH, potasio, poliaminas y alanina (16). Se
conocen dos hechos que sugieren que la MADA es un paso limitante en el catabolismo
de los nucledtidos de adenina: el 95% de inhibicion por GTP en reposo y la resintesis de
AMP en el ciclo de los nucleétidos puricos (112, 113).

El musculo esquelético posee una actividad de MADA diez veces mayor que otros
tejidos (114), dato que avala la relevancia de esta enzima en el metabolismo energético
muscular, por lo que su funcién bioquimica hay que encuadrarla en el ambito del ejercicio
muscular. Durante el ejercicio el ATP es degradado a ADP. La enzima mioquinasa 6
adenilato quinasa reconvierte dos moléculas de ADP de nuevo a ATP con formacion de
AMP (111). Para mantener la carga energética muscular a un nivel elevado (115) y para
desplazar la reaccion de la mioquinasa hacia la formacién de ATP, el AMP formado es
eliminado del medio mediante la reaccion catalizada por la MADA (Fig. 8). Su funcion
fisiologica debe situarse, probablemente, en el momento en el cual el aporte local de
oxigeno sea insuficiente para mantener la sintesis de ATP a través de la fosforilacion

oxidativa mitocondrial (16).
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Adenilato quinasa AMP desaminasa .
ADP / \ > AMP » IMP + NH,
ADP ATP

Figura 8. Acoplamiento entre las reacciones catalizadas por AK 'y MADA.

La MADA, como parte integrante del ciclo de los nucleétidos de purina, interviene
en la biosintesis de fumarato a partir del aminoacido aspartato, alimentando de sustratos
al ciclo de Krebs, y por tanto, contribuyendo a la regeneracion de ATP (11). Se han
descrito otras posibles funciones para este ciclo metabdlico (114): regulacion de los
niveles relativos de nucleotidos puricos, desaminaciéon de aminoacidos, regulacién de la
ruta glucolitica mediante la formacién de amonio y AMP, debido a que el AMP es un
activador tanto de la MPL como de la PFK y a que el amonio formado podria tamponar la

acidez del lactato acumulado.

4.2. Expresion clinica
El déficit enziméatico de MADA (OMIM 102770) fue descrito por primera vez en
1978 por Fishbein y cols. (15) en pacientes con sintomas musculares inducidos por el

ejercicio.

4.2.1. Cuadro clinico

La forma clinica habitual de la deficiencia de MADA consiste en una miopatia
metabdlica que incluye sintomas relacionados con intolerancia al ejercicio tales como
fatiga prematura, dolor muscular y/o calambres (16, 111). Alrededor del 90% de los casos
citados en la literatura presentan estas caracteristicas (116), sin embargo, no representan

a todos los pacientes.

4.2.2. Comienzo de los sintomas
La edad de inicio de los sintomas es variable. Puede decirse que éstos pueden
comenzar en la infancia, en la adolescencia, en jovenes adultos y en la cuarta-quinta

década de la vida, repartiéndose cada grupo el 25% de los casos (116).
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4.2.3. Variabilidad clinica

No todos los estudios han encontrado correlacion entre los sintomas inducidos por
el ejercicio y la deficiencia de MADA, sino que existe una gran variabilidad clinica (117).
Por otra parte, se han observado individuos en algunas familias que siendo asintomaticos
no presentaban actividad MADA (111). La diferente expresion sintomatica y el amplio
rango de la edad de comienzo suscité dudas sobre el caracter patolégico de este déficit
(117-120). Parte de esta controversia puede deberse a la alta prevalencia de este déficit.
Se ha confirmado la presencia de déficit de MADA en alrededor del 2% de las biopsias
musculares que se admiten para examen histologico (116) y ademas se ha observado
déficit de MADA en torno a un 2% de la poblacién sana (121,122). Por otro lado, esta
alteracion metabdlica se ha encontrado asociada a otras deficiencias enziméticas
musculares relacionadas con intolerancia al ejercicio tales como déficit de miofosforilasa
(123), déficit de fosfofructoquinasa (108) y deficiencia de CPT muscular (124), lo cual

contribuiria a la distinta presentacion clinica.

A causa de esta heterogeneidad clinica (125,126), se considera que la deficiencia
de mioadenilato desaminasa es transmitida de forma autosémica recesiva, exhibiendo
penetrancia variable en la expresion fenotipica de mialgia relacionada con el ejercicio. De
esta manera, se ha propuesto que pueden ocurrir tres formas clinicas de esta deficiencia
(126):

(i) déficit de MADA congénito sintomatico: pacientes con deficiencia histoquimica y/o
bioquimica de MADA con mialgia relacionada con el ejercicio en los que no se
conocen otras anomalias neurolégicas, patoldgicas o bioquimicas,

(ii) déficit de MADA adquirido: pacientes con deficiencia histoquimica y/o bioquimica de
MADA, que puede ser parcial, y que presentan una enfermedad neuromuscular
primaria causante de su fenotipo principal, y

(ii)déficit de MADA congénito coincidente: pacientes con deficiencia histoquimica y/o
bioquimica de MADA en los cuales existe otra enfermedad metabdlica

concomitante, como p. ej. déficit de miofosforilasa.

4.3. Histologia muscular
4.3.1. Microscopia éptica y electronica
La observacion microscopica del tejido muscular suele ser normal o contener

cambios minimos inespecificos (16).
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4.3.2. Histoquimica.

La tincion histoenzimatica para la adenilato desaminasa basada en el uso de sales
de tetrazolio y puesta a punto por Fishbein y cols. en 1981 (127), parece ser un indicador
muy fiable y util en el diagndstico de déficit de MADA (16); esto ultimo es debido a que los
métodos de determinacidon de la actividad enzimatica en tejido muscular son poco

especificos o muy laboriosos (128).

4.4. Laboratorio
4.4.1. Determinacién de creatin quinasa en suero.
Alrededor de la mitad de los casos presentan aumentos moderados de esta

enzima (16).

4.4.2. Prueba funcional de ejercicio en isquemia. Relacion lactato-amonio.

Esta prueba fue introducida en la clinica por Fishbein con la primera descripcion
de la enfermedad (15). Se fundamenta en el hecho de que la produccién de amonio
muscular durante el ejercicio se encuentra drasticamente disminuida en condiciones de
isquemia como consecuencia de la inactividad de la MADA. Se suele determinar
simultaneamente la concentracién de lactato como indicador del grado de isquemia
alcanzado durante la prueba (16).

Algunos autores utilizan la relacion entre el aumento de ion amonio y el aumento
de lactato en suero durante la prueba (16,129). En los individuos normales el incremento
de amonio es superior al 1,5% respecto al aumento de lactato, por el contrario, en los

pacientes con déficit de MADA este incremento relativo se sitta por debajo del 0.4% (16).

4.5. Fisiopatologia

Actualmente, las bases metabdlicas que causan los sintomas no son del todo
comprendidas. En un principio (130) se propuso que el defecto enzimatico provocaba un
aumento de AMP en los miocitos durante el ejercicio, con la consiguiente desfosforilacion
de esta molécula a adenosina. Como se conocia que la adenosina puede difundir
facilmente a través de las membranas celulares, era de esperar que los pacientes con
deficiencia de MADA tuvieran una deplecion de nucleétidos de adenina.

Estudios posteriores han ofrecido resultados contradictorios. Se ha visto que
durante el ejercicio, en pacientes con déficit de MADA, las células musculares no pierden
mas nucledtidos de adenina que las células musculares de controles sanos (131,132).

Por otra parte, se ha observado que como consecuencia de los sintomas, los pacientes

-27-



INTRODUCCION

tienen que interrumpir el ejercicio antes que los controles, y sin embargo los primeros
degradan mas creatin-fosfato y mas ATP que los Ultimos. Por tanto, la explicacion
fisiopatolégica mas probable de los sintomas es una disminucién de la produccion de
energia que ademas puede ser, al menos en parte, debida a la falta de sintesis de

fumarato durante el ejercicio (111).

4.6. Transmision genética

El déficit enzimatico congénito parece transmitirse de forma autosémica recesiva
(133), y muestra penetrancia variable del fenotipo de mialgia relacionada con el ejercicio
(126).

4.7. Genética molecular
4.7.1. Caracteristicas del gen AMPD1.

En humanos existen al menos cuatro isoformas de AMP desaminasa: la isoforma
M en el masculo esquelético, la isoforma L en el higado y las isoformas E1 y E2 en los
eritrocitos. La isoforma M esta codificada por el gen denominado AMPD1 localizado en el
cromosoma 1p21-p23 (134), y las isoformas hepatica y eritrocitarias son codificadas por
los genes AMPD2 (135,136) y AMPD3 (137,138), respectivamente.

El gen AMPD1 tiene un tamafio aproximado de 20 Kb y contiene 16 exones con
un tamafo entre 101 y 220 pb, a excepcion del llamado “miniexén” 2 que posee
Unicamente 12 nucleoétidos. El tamafio de los intrones varia de 159 pb del intrén 14 hasta
varias kilobases (139).

El gen AMPD1 se expresa marcadamente en musculo esquelético de rata,
mientras que AMPD2 se expresa predominantemente en tejidos no musculares y en el
musculo liso, musculo embrionario y mioblastos indiferenciados. Ambos genes se

expresan en el masculo cardiaco (135).

4.7.2. ARNm.

El gen AMPDL1 produce dos tipos de transcritos en el misculo esquelético adulto:
un transcrito denominado “normal” y un ARNm *“alternativo” que se sintetiza al ser
eliminado el miniexén 2 durante el mecanismo de “splicing” (139). Sin embargo, ambos
transcritos codifican una proteina funcional. EI ARNm “alternativo” parece representar
entre el 0,6% y el 2% de todos los transcritos de AMPD1, porcentaje aun mayor durante

la diferenciacion in vitro de miocitos humanos.
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Analizando el ARNm en 9 pacientes con deficiencia de MADA se midi6 una
cantidad normal de transcrito de AMPD1 (140).

4.7.3. Mutaciones
Hasta ahora Unicamente se ha identificado una alteracion molecular asociada a
déficit de MADA (141). Dicha alteracion es una mutacion “sin sentido” (Q12X).

4.7.3.1. Mutacion Q12X.

En 1992, Morisaki y cols. (141) analizaron 11 pacientes con deficiencia de MADA
que no estaban relacionados entre si. Todos ellos resultaron ser homocigotos para un
mismo alelo mutante caracterizado por dos transiciones C—T, una en la posicion
nucleotidica 34 en el exén 2 que conlleva el cambio de un residuo de glutamina (CAA)
por un triplete de terminacién (TAA) en el codon numero 12, y otra situada en el
nucleétido 143 del exén 3 y produce la sustitucion de prolina por leucina el aminoacido
48. La alteracion Q12X predice la biosintesis de una proteina de tamafio muy reducido,
presuncion que es consistente con la ausencia de proteina inmunorreactiva en el misculo
de esos pacientes (141). Por otra parte, en este mismo trabajo se observd el alelo
mutante en el 12 % de la poblacién caucasiana y en el 19% de la poblacion de afro-
americanos, mientras que no la poseian ninguno de los 106 japoneses estudiados, de lo
que se concluy6 que dicho alelo era lo suficientemente frecuente como para relacionarse
con la ya conocida incidencia del 2% de déficits de MADA en biopsias musculares.

Morisaki y cols. (139) en un trabajo posterior intentan explicar por qué la mutacion
Q12X puede no causar sintomas en algunos individuos que la presentan en homocigosis,
afirmando que la sintesis del ARNm “alternativo” que elimina el exén 2 y que produce una
proteina funcional, puede producir lo que llamaron un “rescate fenotipico”.

En un estudio reciente (142) en la poblaciéon alemana se ha encontrado la misma
frecuencia de este alelo mutante tanto en la poblacion general, como en pacientes con
sintomas neuromusculares (déficit adquirido), llegando a la conclusibn de que la
deficiencia de MADA es una variante genética inocua, hecho que ha alimentado la
controversia sobre las consecuencias patogénicas del déficit de MADA (143,144).

Con todo ello, en una revision reciente Sabina (126) propone de nuevo la
clasificacion fenotipica de la deficiencia de MADA basandose en datos genético-
moleculares. Asi tendriamos que en un déficit congénito sintomatico el paciente deberia
ser homocigoto para la mutacién Q12X o heterocigoto compuesto para mutaciones aun

desconocidas. Un déficit adquirido estaria formado por una enfermedad primaria
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muscular y el paciente presentaria una mutacion en el gen AMPD1 al menos en uno de
sus alelos. Un déficit congénito coincidente estaria representado por un paciente en el
que existe homocigosis mutante para AMPD1 y una alteracién metabdlica “coincidente”
con base genético-molecular demostrada (p. €j. paciente con la mutacion Q12X-AMPD1
en homocigosis junto la mutacién R49X-PYGM en homacigosis, es lo que se denomina

“doble problema genético”).

5. Deficiencia de carnitina-palmitil transferasa muscular

5.1. Caracteristicas y funcién bioquimica de la carnitina-palmitil transferasa
muscular

La carnitina-palmitil transferasa (EC 2.3.1.2) mitocondrial también denominada
Palmitil-CoA: L-carnitina O-palmitiltransferasa es un sistema enziméatico compuesto por
dos enzimas: la CPT | que se encuentra unida a la membrana externa mitocondrial y la
CPT Il que est4 localizada en la membrana interna mitocondrial (145,146). Este sistema,
junto a la enzima acil-CoA de cadena larga sintetasa (ACS) o tioquinasa de la membrana
externa (147) y a la carnitina acil-carnitina translocasa (CATR) de la membrana interna
(148), es el encargado de transportar los acidos grasos de cadena larga (AGCL)
citoplasmaticos hacia la matriz mitocondrial, dénde son oxidados hasta acetil-CoA en el
proceso ciclico de la R-oxidacién (149). Los acidos grasos de cadena media y corta
pueden ser transportados directamente a través de las membranas mitocondriales sin la
intervencion de este sistema enzimatico.

El cometido de la ACS es la activacion de los AGCL, para lo que requiere ATP y
coenzima A (CoA). La reaccion libera AMP y un enlace pirofosfato, lo cual facilita el
desplazamiento de la misma hacia la derecha, haciéndola practicamente irreversible en el

sentido de activacion de los AGCL (Fig. 9).

R-COOH + HS-Coa + ATp  aCIF-COAsIntetasa o -5 o oA + HS-CoA + AMP + PP

»

Figura 9. Activacion de los acidos grasos a ésteres de coenzima A por la ACS.

Una vez activados, los AGCL que no son capaces de atravesar la membrana
mitocondrial interna (150), son convertidos en ésteres de L-carnitina (acil-carnitina) en la
reaccion catalizada por la CPT I, liberando CoA en el citosol (151). Las acil-carnitinas

atraviesan la membrana interna mitocondrial mediante un proceso de intercambio con L-
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carnitina catalizado por la CATR (148,152). En el interior de la mitocondria las acil-
carnitinas son reconvertidas a ésteres de CoA (acil-CoA) mediante la accion de la
transferasa de la membrana interna, CPT Il, con utilizacion de CoA intramitocondrial y
liberacion de L-carnitina. La disponibilidad de CoA intramitocondrial en esta reaccion y en
otras como la del complejo piruvato deshidrogenasa y la de la deshidrogenasa de los
ceto-acidos de cadena ramificada, se encuentra controlada por la carnitina-acetil
transferasa (CAT) (153). Esta enzima regula la relacién CoA/acetil-CoA intramitocondrial

mediante la liberacién extramitocondrial de ésteres de carnitina (Fig. 10).

ATP +CoA  AMP + PP,
AGCL

ACIL-CoA CITOSOL

~ MEMBRANA
CPT I EXTERNA

ESPACIO

ACIL-CoA
INTERMEMBRANA

CARNITINA ACIL-CARNITINA

ACETIL-CARNITINA
CARNITINA

MEMBRANA
INTERNA

CARNITINA

ACIL-CARNITINA

ACETIL-CARNITINA
CARNITINA

CoA
CoA ACIL-CoA

ACETIL-CoA 41-______§_§§~§§~§§- l MATRIZ
\ R-OXIDACION

CICLO DEL ACIDO CITRICO

CARNITINA

Figura 10. Organizacion mitocondrial del sistema carnitina-palmitil transferasa.

Las reacciones catalizadas por CPT I, CPT Il, CAT y CATR son reversibles y la translocasa es capaz de introducir y
exportar carnitina libre y ésteres de carnitina de cadena corta, media y larga a través de la membrana interna
mitocondrial. ACS: acilCoA sintetasa; AGCL: acido graso de cadena larga; CAT: carnitina-acetil transferasa; CATR:
carnitina-acilcarnitina translocasa; CPT: carnitina-palmitil transferasa.
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La CPT I se encuentra unida fuertemente a la membrana externa y es liberada de
ella en forma inactiva cuando se utilizan detergentes fuertes. Esto ha sido una de las
causas de su dificil aislamiento y del debate que se ha generado en relacion a su
localizacion subcelular. Por el contrario, la CPT Il se encuentra débilmente unida a la
membrana interna y es liberada en forma activa con el uso de detergentes (154,155).

Otra caracteristica destacable que diferencia a las dos enzimas es la inhibicion
que ejerce el malonil-CoA sobre la CPT | y no sobre la CPT Il (156). La biosintesis de
malonil-CoA se realiza por carboxilacion de una molécula de acetil-CoA mediante la
accioén de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) y la utilizacion de ATP, en el primer paso de la
ruta biosintética de los acidos grasos (157). En tejidos como el higado dénde la sintesis y
la degradacién de acidos grasos estan controladas por la ingesta, el malonil-CoA podria
ser el principal regulador de estos procesos. Asi, en el ayuno y en otros estados cetoticos
se produce una disminucion de la relacion insulina/glucagén que estimula los procesos
catabolicos, lo que conlleva a un incremento de la sintesis de citrato. Este al ser un
inhibidor alostérico de la ACC disminuye la sintesis de malonil-CoA desapareciendo la
inhibicion sobre CPT | que trae consigo un incremento en la oxidacion intramitocondrial
de acidos grasos. Por el contrario, en situaciones de ingesta, el aumento de insulina
estimula la lipogénesis, y la ACC biosintetiza malonil-CoA que ejercera simultaneamente
como sustrato lipogénico y como inhibidor de CPT |, logrando que los acil-CoA
sintetizados no sean de nuevo reoxidados, sino posteriormente esterificados en
triglicéridos para formar parte de las VLDL hepaticas que serdn exportadas hasta el tejido
adiposo para su almacenamiento (157,158) (Fig. 11). Ademas del control de la CPT |
hepética por malonil-CoA, también parece existir una menor sensibilidad a éste por CPT |
en condiciones que favorecen la oxidacién y la formacion de cuerpos ceténicos (159).

En tejidos no lipogénicos como corazdén y muasculo esquelético también existe
actividad ACC y las concentraciones de malonil-CoA varian con la ingesta, lo cual resulta
en cierto modo sorprendente. En el tejido cardiaco la sintesis de malonil-CoA esta
determinada principalmente por la disponibilidad de acetil-CoA lo que indicaria un papel
para el malonil-CoA como inhibidor de la CPT | mas que como sustrato lipogénico (160).

La funcion del malonil-CoA en el musculo esquelético es aun desconocida (157).
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VLDL
TRIGLICERIDO
GLICEROL-3P
CARNITINA ACIL-COA <— ACIDO GRASO
GLUCOSA ot T
== MALONIL-COA
ACIL-CARNITINA ACC
INSULINA
ACETIL-CoA
\ f ‘\ T
PIRUVATO CITRATO
CUERPOS CETONICOS

Figura 11. Interrelacion entre la sintesis y la oxidacién de los acidos grasos en el higado.
Papel del malonil-CoA.

Las flechas azules indican rutas biosintéticas y las pUrpuras oxidativas. La flecha intermitente y la caja indican la
inhibicién del malonil-CoA. ACC: acetil-CoA carboxilasa. CPT: carnitina-palmitil transferasa.

Ademas de las dos enzimas mitocondriales de la CPT existen actividades CPT en
otros organelos subcelulares (161), tal como se indica en la tabla Ill.

La CPT | presenta isoformas histoespecificas. Existe una forma hepatica, L-CPT |
(773 aminoéacidos), y una proteina tipo muscular, M-CPT | (772 aminoacidos) (162-164),
que son codificadas por dos genes distintos localizados en distintos cromosomas, 11q13
(162, 165) y 22g13.3 (165, 166) respectivamente. Aunque poseen el mismo peso
molecular, 88 KDa, sus caracteristicas cinéticas y su expresion tisular son diferentes
(167) (Tabla 1V). ElI muasculo cardiaco contiene actividad CPT | con caracteristicas
cinéticas intermedias entre estas dos isoformas, debido a que, aunque expresa

predominantemente la isoenzima muscular (168), posee la suficiente expresion de la
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forma hepatica como para afectar sus parametros cinéticos (169). En el periodo neonatal
de la rata se ha observado una alta expresion de L-CPT | en miocardio, declinando
posteriormente, a la vez que se produce un aumento de carnitina tisular. Este proceso
sugiere que la menor Km para carnitina de la L-CPT | podria facilitar la oxidacién de los
AGCL en neonatos (170). Mediante estudios de Northern-blot (157) se ha demostrado
que la L-CPT | es la principal o Unica isoforma que se expresa en rifion, pulmén, bazo,
intestino, ovario y pancreas exo y endocrino, mientras que la M-CPT | predomina en
testiculos. Los fibroblastos humanos son células de eleccion en el diagndstico de

deficiencias de L-CPT- | debido a que solamente expresan la isoforma L (163).

Tabla lll. Nomenclatura y caracteristicas de las CPTs.

Nombre Otros nombres Inhibicion Localizacion PM
Malonil-CoA subcelular (KDa)*
CPT71 CPT Il, CPTi, CPT-B No Membrana interna 71.5
mitocondrial
L-CPT88 CPTo, CPT-1A, L-CPT | Si Membrana externa 88.5
de mitocondria
hepatica
H-CPT88 CPTo, CPT-1B, M-CPT | Si Membrana externa 88.2
de mitocondria
cardiaca
CPT54 CPT microsomal soluble, No Lumen microsomal 54.2
GRP58, ERp61
CPT70 Carnitina-octanil transferasa, No Matriz peroxisomal 70.3
COT, CPT peroxisomal
soluble
CPT88P? CPT de peroxisomas Si Membrana
hepaticos unida a membrana peroxisomal
CPT-47? CPT de microsomas Si Membrana
hepaticos unida a membrana microsomal
* Peso molecular deducido a partir de la secuencia derivada de ADNc para la proteina
madura
? indica probable

La CPT 1l es un homotetramero que no parece presentar isoformas
histoespecificas. El clonaje de su ADNc revela la sintesis de una estructura monomeérica
de 658 aminodacidos que contiene una secuencia amino terminal de 25 aminoacidos
(péptido sefal) que es liberada durante su incorporacibn a la membrana interna
mitocondrial para producir una proteina madura de 71 KDa (CPT71) (171-173). Esta

codificada por un Unico gen situado en el cromosoma 1p32 (171,174). Algunos estudios
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(175) sugieren que el residuo de histidina en la posicién 372 esté involucrado en el sitio
activo de la CPT Il, de forma que dicho residuo desprotonaria el grupo hidroxilo de la
carnitina facilitando el ataque nucleofilico de ésta sobre el grupo carbonilo de la molécula
de acil-CoA.

Los cuadros clinicos de intolerancia al ejercicio debidos a deficiencia de CPT son

causados por una actividad disminuida de CPT Il muscular (14, 147, 176).

Tabla IV. Caracteristicas de las CPTs mitocondriales

L-CPTI M-CPTI CPTI

Peso molecular (KDa) 88 88 71
Clso Malonil-CoA (uM) 2.5 0.03

Km Carnitina (UM) 30 500 120
ARNmM (Kb) 4.7 3 3
Locus cromosémico

humano 11913 22913.3 1p32

Expresion tisular

Higado +4+++ - +
Musculo esquelético traza ++++ +
Corazon + +++ +
Fibroblastos ++++ - +
Deficiencia humana
descrita Si no si

5.2. Expresion clinica

En 1973, DiMauro y Melis-DiMauro (13) describen por primera vez un paciente
con deficiencia muscular de CPT. Actualmente, se acepta que el fenotipo adulto (OMIM
600650) de esta enfermedad es debido a un déficit de la isoenzima CPT Il (14,147,176),
siendo éste el trastorno mas comun del metabolismo lipidico que afecta al musculo

esquelético, del que se han descrito mas de 100 pacientes (176).

5.2.1. Intolerancia al ejercicio.
Se manifiesta por ataques recurrentes de mialgias, calambres, rigidez muscular y
desarrollo de debilidad. En los periodos intercriticos los pacientes son asintoméaticos

(176). El tipo de ejercicio que precipita estos sintomas, en general, es de larga duracion
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y moderada intensidad tal como correr o andar largas distancias, subir montafnas,
practicar juegos de pelota, bipedestacion prolongada, etc. Estos pacientes pueden

realizar ejercicios de alta intensidad y de corta duracién sin problemas (14).

5.2.2. Mioglobinuria

La presencia de mioglobinuria es mas frecuente en esta patologia que en otras
deficiencias enzimaticas asociadas con intolerancia al ejercicio (33,44). Al contrario que
en otras miopatias metabélicas musculares como las glucogenosis, estos pacientes no
suelen experimentar intolerancia al ejercicio, es decir, no tienen sefales de alarma del
tipo mialgia y calambres que les obliguen a detener el ejercicio (no muestran el fenémeno
de “segunda entrada”). Cuando sufren una crisis metabdlica ya se ha desencadenado la
rabdomiolisis y la eliminacién de mioglobina en orina, con peligro de fracaso renal agudo.
Otra caracteristica importante es que cuando se ha iniciado el ataque, éste ya no puede

ser abortado mediante el reposo (14).

5.2.3. Otros agentes precipitantes de las crisis

Otras causas que desencadenan los atagues de rabdomiolisis son ayuno,
exposicion al frio, alta ingestion de grasas, infecciones virales, fiebre, anestesia general y
estrés emocional. Algunas veces no se ha podido conocer el agente causal de la
rabdomiolisis (14,176).

5.2.4. Sexo, inicio de los sintomas y edad de diagndstico

Alrededor del 80% de los pacientes descritos son varones, probablemente debido
a factores ambientales y hormonales que influyen en la expresion de la enfermedad
(176). En la mayoria de los casos los primeros sintomas intermitentes comienzan durante
la primera y segunda década de la vida. Sin embargo, el diagndstico generalmente se

establece en la segunda década (44).

5.2.5. Variabilidad clinica

Se han descrito diferentes fenotipos de déficit de CPT Il, aparte del tipo muscular
tipico que es el mas frecuente. Se han observado casos de presentacion neonatal letal
con miopatia (177), casos con hipoglucemia hipocetoética, cardiomegalia y muerte
repentina (178,179) en neonatos, pancreatitis recurrente (180), displasia renal y cerebral
(181). Hoy dia, se han establecido dos fenotipos causados por déficit de CPT 1l (182):
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neonatal-infantil y miopatico adulto, siendo el ultimo el que forma parte de las

intolerancias metabdlicas al ejercicio y el que es abordado en esta tesis.

5.3. Caracteristicas histolégicas del musculo.
5.3.1 Microscopia Optica y electronica

Los especimenes obtenidos varios meses después de un ataque de mioglobinuria
son normales (14). En una minoria de pacientes pueden encontrarse depdsitos lipidicos,
al contrario de lo que ocurre en los pacientes con déficit de carnitina (44). Los
especimenes recogidos durante el ataque son también normales, aunque pueden

presentar cambios miopaticos inespecificos y fibras necréticas aisladas (14,183).

5.3.2. Histoquimica

Actualmente, no se dispone de ninguna tincion histoquimica para CPT.

5.4. Laboratorio
5.4.1. Creatin quinasa y carnitina

La CK en suero solo se encuentra elevada durante los ataques de mioglobinuria y
es normal durante los periodos intercriticos, aunque el ayuno prolongado o el ejercicio
pueden elevar la CK en algunos pacientes (14).

La carnitina sérica y muscular es normal en la mayoria de los pacientes con el
fenotipo adulto, aunque se han vistos casos con disminucién del contenido muscular de
carnitina (14). En otros fenotipos, como el neonatal, se ha mostrado una disminucién de

la concentracién sérica de carnitina (179).

5.4.2. Prueba de ejercicio en isquemia
Durante esta prueba el aumento de lactato y de amonio se encuentran dentro de

sus intervalos normales en todos los pacientes (44).

5.5. Fisiopatologia
5.5.1. Intolerancia al ejercicio

A partir de los conocimientos de la utilizacion de sustratos metabdlicos durante el
ejercicio, puede explicarse por qué estos pacientes presentan intolerancia al ejercicio de
larga duracién y moderada intensidad. Transcurridas entre 1 y 4 horas desde el inicio de
este tipo de ejercicio comienza un desplazamiento gradual en el uso del combustible

muscular desde glucosa y glucdgeno a acidos grasos, aumentando la captacion muscular
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de estos Ultimos hasta un 70% y duplicando la contribucion relativa al consumo de
oxigeno de los &cidos grasos respecto a la de glucosa (5,14). Durante el ayuno y el
ejercicio prolongado las concentraciones de AGL en el musculo se duplican, y también se
produce una disminucion de las concentraciones de malonil-CoA muscular. Esto Gltimo
probablemente representa una regulacion a corto plazo de la CPT y contribuye al

desplazamiento de la utilizacién de glucosa a acidos grasos (167).

5.5.2. Diferencias con la deficiencia primaria de carnitina

Aunque en ambos déficits se altera la oxidacion de los acidos grasos, en el déficit
de CPT no suele existir acimulo de lipidos en el musculo y se produce mioglobinuria sin
debilidad muscular, al contrario de lo que ocurre en la deficiencia de carnitina. El hecho
de que en la deficiencia de CPT su actividad total sea normal e inhibida anormalmente
por su sustrato y su producto, asi como el caracter intermitente de los sintomas, ha
sugerido que en condiciones normales la enzima alterada sea suficientemente activa para
cumplir su funcion siendo mas vulnerable cuando el metabolismo de los acidos grasos
estd comprometido (14). Todo ello aclararia que no existan depositos lipidicos
musculares aunque la presencia de mioglobinuria es mas dificil de explicar debido a que
la energia derivada del catabolismo de los acidos grasos se encontraria interrumpida

tanto en el déficit de carnitina como en el de CPT (14).

5.5.3. Mioglobinuria

Por lo expuesto anteriormente, la mioglobinuria no es explicable por una crisis
energética causada por deplecion de ATP. Se ha observado que altas concentraciones
de palmitilcarnitina y de palmitil-CoA inhiben la Na*-K*-ATPasa del sarcolema cardiaco
(184) y que el aumento de palmitilcarnitina altera el entorno fosfolipidico de membrana
(185). La mayor dependencia del metabolismo lipidico que se produce después de una
lesion severa y durante los procesos infecciosos podria explicar la rabdomiolisis debida a

estas causas (186).

5.6. Transmision genética
Aunque se han descrito mas casos en varones, la deficiencia de CPT se transmite
de manera autosdmica recesiva (176). En algunas familias se ha descrito herencia

pseudodominante (187).
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5.7. Genética molecular
5.7.1. Caracteristicas del gen CPT2

El gen humano que codifica la CPT Il ha sido clonado, secuenciado y asignado a
la region cromosdémica 1p32 (171,174,188). Se denomin6é CPTL1 por los autores del
estudio de secuenciacion (188), dato que puede llevar a confusion, por lo que
actualmente se denomina CPT2 (163). El gen CPT2 esta integrado por cinco exones con
una longitud que varia entre 81 y 1305 pb, siendo el mas largo el exén 4 (1305 pb), ya
que en vertebrados el tamafio medio de los exones internos es de 137 pb. El tamafio del
gen es de 18.6 Kb al que hay que afadir 1,2 Kb de la regién reguladora del extremo 5'.
La regién 5’ UTR tiene 516 pb, un tamafio bastante grande si se compara con los 77 pb

que tienen de media los genes de vertebrados en esta region (188).

5.7.2. ARNm.
El tamafio del transcrito maduro es de 3090 nucledtidos (171). No se han descrito

alteraciones en el procesamiento del ARNm asociadas con déficit de CPT II.

5.7.3. Mutaciones

Las alteraciones moleculares descritas en las formas adultas y neonatal-infantil en
el déficit de CPT Il son basicamente mutaciones puntuales y en menor medida
microreagrupamientos (189,190).

En la tabla V se enumeran las mutaciones que se asocian con deficiencia de CPT
Il independientemente de si estan asociadas a un fenotipo u otro, 0 a una combinacién de

ellos. En la figura 12 se muestra su localizacién sobre el gen CPT2.

5.7.3.1. Mutacion S113L

Taroni y cols. (191) caracterizaron, en 25 pacientes de origen europeo con déficit
de CPT asociado a fenotipo muscular, un alelo mutante, denominado ILV. Este alelo
presentaba las sustituciones aminoacidicas V368l, S113L y M647V. La primera y la
Gltima sustitucién también se encontraron en individuos normales, con frecuencias de
0,51 y 0,25 respectivamente. El alelo ILV se hall6 en 28 (56%) alelos de esos 25
pacientes, es decir, 8 (32%) fueron homocigotos y 12 (48%) heterocigotos. Un paciente
resultd heterocigoto compuesto para ILV y para el alelo ICV que lleva la mutacion R631C.
Zierz y cols. (200) estudiaron esta mutacion en 22 pacientes y en 3 familiares
asintomaticos, y encontraron 8 homocigotos y 12 heterocigotos. Kaufman y cols. (201)

analizaron 20 pacientes americanos, de los cuéles 5 (25%) fueron homocigotos y 14
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(70%) heterocigotos. De todos estos estudios se deduce que la S113L es la mutacion del
gen CPT2 mas frecuente en la poblacion occidental.

Por otra parte, Handig y cols. (202), observaron, en 3 pacientes homocigotos para
esta mutacion pertenecientes a una misma familia, que la expresién fenotipica de esta
mutacién variaba desde de la ausencia de sintomas hasta un fenotipo de curso letal.

La mutacién S113L, que se localiza al final del ex6n 3, se ha introducido mediante
mutagénesis dirigida en células COS-1, demostrandose que la CPT Il se sintetiza
normalmente y que la actividad catalitica se encuentra claramente reducida. También se
ha demostrado en células COS-1, que los polimorfismos |-V no afectan a la actividad de
CPT II. Los mismos autores (191) también observaron, mediante estudios de sintesis
proteica con metionina marcada, que la enzima mutante era inestable, lo que sugeria un
aumento de la susceptibilidad de la enzima a la proteolisis, quiz& debido a un ensamblaje
incompleto en la membrana interna mitocondrial.

Segun Taroni y cols. (191) la mutacion seria deletérea por varias razones: (i) la
sustitucién reemplaza a un aminoacido polar pequefio, serina, por un residuo hidrofébico
grande, leucina, (i) las sustituciones Ser—lLeu son infrecuentes entre las
correspondientes proteinas de organismos homologos v, (iii) la mutacion ocurre en un
tramo de 19 aminoacidos (residuos 103-121) que se encuentra completamente

conservado en la proteina de rata y en la humana.

5.7.3.2. Mutacion P50H

Verdiero y cols. (188) encontraron esta mutacion del exén 1 en ambos alelos de
un paciente de origen italiano y en un alelo en otros 3 pacientes de origen europeo. La
mutacién se localiza en una porcién de leucinas-prolinas muy conservado en la escala
filogenética de las aciltransferasas. La transfeccion de la mutacion en células COS origin6
una marcada reduccion de la actividad CPT comprobandose la inestabilidad del enzima

mutante en el estudio de expresion génica.
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Tabla V. Mutaciones en el gen CPT2 asociadas a déficit de CPT.

Ref. Codon  Alteracion Efecto deducido Comentario
nucleotidica
188 50 CCC —» CAC Pro—His Adultos
191 113 TCG > TTG Ser—Leu Adultos. Comun.
192 124 CGA —> TGA Arg —Stop Adultos.
189 151 CGG — CAG Arg — GIn Neonatal
193 174 GAA —» AAA Glu — Lys Infantil. Japoneses. Hepatica.
189 178 insT/del 25pb Leu — Phey delecién Neonatal y adultos.
de 25 pb
194 214 CGG —» CAG Met — Thr Adultos
195 227 CGG —» CAG Pro — Leu Neonatal
193 383 TTT > TAT Phe—Tyr Infantil. Japoneses. Hepatica
196 413  AG—delecion Desplazamiento de Adultos. Ashkenazi.
lectura y proteina
truncada
194 448 TTT - CTT  Phe—Tyr, parece ligada Adultos. Ashkenazi.
a 413 delAG
194 479 TAC > TTC Tyr — Phe Adultos
197 487 GAG — AAG Glu — Lys Adultos
196 503 CGC > TGC Arg — Cys Adultos
196 549 GGC —»GAC Gly — Asp Adultos
189 550 CAG —» CGG GIn—Arg Neonatal
188 553 GAC —» AAC Asp— Asn Adultos
189 604 CCT > TCT Pro — Ser Infantil
190 Exo6n 4 Duplicacion de Desplazamiento de Neonatal
11 pb lectura y proteina
truncada
198 628 TAC —» TCC Tyr—Ser Infantil y adultos.
199 631 CGC-—>TGC Arg — Cys Infantil y adultos.
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R124X
P5OH R151Q R503C R631C
F383Y| Fa48L Y628S
E174K E487K
P227L
S113L 413 delAG P604S
M214T D553N
YA479F

178 insT/del 25 pb G549D Q550R

11 pb dup

Figura 12. Localizacion de las mutaciones en el gen CPT2 asociadas con deficiencia de CPT II.

Los rectdngulos son los exones. Las zonas coloreadas indican las regiones no traducibles. La mutacién
mas frecuente en pacientes con déficit de CPT Il en color verde. ins: insercion; del: delecién; dup:
duplicacion; pb: pares de bases.

5.7.3.3. Mutacion R631C

Taroni y cols. (199) encontraron esta mutacion del exon 5 en los dos alelos de un
niflo con hipoglucemia hipocetoética y cardiomiopatia. La mutacion formaba parte del alelo
denominado ICV. Ademas, se observé en dos pacientes con el fenotipo clinico de
intolerancia al ejercicio del adulto. En una descripcion posterior (191) mostraron que uno
de estos pacientes resultdé ser heterocigoto compuesto para los alelos ICV-ILV. Asi
mismo en experimentos con células COS la actividad enzimética de la CPT Il era muy
reducida, observandose también que los polimorfismos |-V exacerbaban los efectos
bioquimicos de esta mutacién. El andlisis de expresion demostrd inestabilidad de la

proteina.

5.7.3.4. Mutacion Y628S

Boneffont y cols. (198) caracterizaron esta mutacion del exén 5 en un paciente
infantil con afectacion hepatocardiomuscular. La mutacién mostraba en células COS una
actividad residual de CPT del 10% y una reduccion de la oxidacion de acidos grasos de
cadena larga en fibroblastos. También demostraron inestabilidad de la enzima. Esta
mutacion ha sido encontrada en otro caso infantil en homocigosis (203) y en un caso de
forma miopéatica severa en un paciente de 10 afilos en heterocigosis compuesta con
S113L (182).
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. Obtener valores de referencia y valores de decisidon diagnostica de las actividades
miofosforilasa, fosfofructoquinasa y carnitina-palmitil transferasa en homogenado

muscular.

. Caracterizar biogquimicamente a pacientes con déficit enziméatico de miofosforilasa,
fosfofructoquinasa y carnitina-palmitil transferasa a partir de una alicuota de biopsia

muscular.

. Caracterizar genético-molecularmente de forma definitiva a pacientes con enfermedad
de McArdle y con déficit de carnitina-palmitil transferasa Il muscular, y de manera

parcial a pacientes con enfermedad de Tarui.

. Valorar la patogenicidad potencial de las nuevas mutaciones, que sean encontradas
en los genes PYGM y CPT2 de pacientes con enfermedad de McArdle y con déficit de
CPT 1l muscular, mediante dos criterios: a) la ausencia en la poblacién control y b)
posibles consecuencias de la mutacion, como variacién del tamafio o distribucion de la
carga aminoacidica en la proteina mutante, grado de conservacién en la escala

filogenética o posibles cambios conformacionales.

. Desarrollar métodos sencillos, rapidos y econémicos de PCR-RFLP para la deteccién
de las nuevas mutaciones que sean encontradas en los genes PYGM y CPT2 en

sujetos con sospecha de enfermedad de McArdle y déficit de CPT II.

. Evaluar las consecuencias fenotipicas de la mutacion Q12X del gen AMPD1 asociada

a déficit de mioadenilato desaminasa.
. Plantear una estrategia diagndstica en pacientes con intolerancia al ejercicio,

evaluando la practicabilidad del diagnéstico molecular a partir de muestras sanguineas

en cada una de las enzimopatias estudiadas
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1. Sujetos

Se han estudiado dos tipos de individuos: pacientes con sospecha clinica de
intolerancia metabdlica al ejercicio y sujetos control, en los que no existia evidencia

clinica, histoldgica y bioquimica de intolerancia al ejercicio.

1.1. Controles

Las muestras de los sujetos control se utilizaron en las pruebas bioquimicas para
obtener valores de referencia y como garantia de calidad de las técnicas analiticas, y en
los métodos genético-moleculares como controles negativos. Los datos correspondientes
al numero, edad y sexo de los controles utilizados para la obtencion de valores referencia
bioguimicos se encuentran en las secciones de resultados de las deficiencias enziméaticas
correspondientes, y esos mismos datos correspondientes a los controles utilizados en los

métodos moleculares se reflejan en el apartado 12 de esta seccion.

1.2. Pacientes

Los pacientes fueron incluidos en los diversos estudios de esta tesis cuando la
historia clinica, las pruebas bioquimicas funcionales (CK, prueba de ejercicio isquémico)
ylo las determinaciones histolégicas e histoquimicas fueran indicativas de intolerancia
metabolica al ejercicio. Tras un analisis de todos estos pardmetros diagndsticos (Fig.13),
el paciente fue seleccionado para analisis bioquimico de miofosforilasa,
fosfofructoquinasa o carnitina-palmitil transferasa musculares, 6 para analisis molecular
de la mutacién Q12X en el gen AMPDL1. Si el andlisis bioquimico mostré una deficiencia
enzimatica en mausculo, el paciente fue sometido a un cribado molecular de ciertas
mutaciones conocidas descritas en la poblacién europea o americana en los genes que
codifican dichas enzimas, es decir, analisis de restriccion de las mutaciones R49X y
G204S en el gen PYGM; R39P en el gen PFKM; S113L, P50H, R631C y Y628S en el gen
CPT2. Si el paciente resulté homocigoto o heterocigoto compuesto para alguna de estas
mutaciones el estudio se dio por concluido. Por el contrario, si el paciente fue
heterocigoto para alguna de las mutaciones anteriores en los genes PYGM o CPT2, o
bien, en los pacientes con déficit de miofosforilasa o déficit de CPT Il no se encontrd
ninguna de las mutaciones anteriores, éstos fueron analizados mediante secuenciacion
directa de uno u otro gen en busca de otras mutaciones. En los pacientes homocigotos
para la mutacién Q12X del gen AMPD1, se analizaron las mutaciones R49X (PYGM) y

S113L (CPT2), para descartar o demostrar la presencia de “doble problema*.
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Figura 13. Estrategia de caracterizacion bioquimica y genético-molecular de pacientes con
intolerancia al ejercicio.
Los circulos azules indican que el paciente ha sido identificado molecularmente. CK: creatin quinasa; MPL:
miofosforilasa; PFK: fosfofructoquinasa; CPT: carnitina-palmitil transferasa; MADA: mioadenilato desaminasa; PYGM:
gen de la MPL; PFKM: gen de la PFK muscular; CPT2: gen de la CPT Il; AMPD1: gen de la MADA; HM: homocigosis;
HT: heterocigosis; HTC: heterocigosis compuesta; N: negativo.
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2. Muestras

Los materiales bioldgicos utilizados durante esta tesis han sido tejido muscular y

sangre, procedentes tanto de pacientes como de sujetos control.

2.1. Determinaciones bioquimicas.

El estudio bioquimico se ha realizado mediante la medida de la actividad
enzimatica en tejido muscular de miofosforilasa, fosfofructoquinasa y carnitina-palmitil
transferasa. Dicho tejido se obtuvo realizando una biopsia muscular abierta de los
musculos vasto externo y deltoides.

En todos los casos, el fragmento de tejido muscular se congelé en nitrégeno
liquido inmediatamente después de su extraccion. Posteriormente, si la biopsia se habia
realizado en el Hospital “12 de Octubre” de Madrid se conservé en contenedores de
nitrégeno liquido y/o en congeladores a 80 °C bajo cero. Si la biopsia era remitida desde
otro centro se envié mediante mensajeria urgente en un contenedor con nieve carbdénica
transfiriéndose para su conservacion en nitrégeno liquido o en congeladores de 80 °C
bajo cero. Todas las biopsias se analizaron bioguimicamente en un plazo inferior a un

mes desde su obtencion.

2.1.1. Estudio de la variabilidad analitica y variabilidad biolégica

Debido a que la practica de la biopsia muscular es una técnica invasiva para los
pacientes y controles, la disponibilidad de material para realizar estudios de calidad
analitica y de variabilidad biologica es limitada, lo que se refleja en el escaso numero de
especimenes analizados para dichos fines.

La variabilidad analitica se dedujo a partir de un estudio de imprecision intradia a
dos niveles de actividad enzimatica, para lo cual se realizaron dos homogenados
musculares a partir de muestras de pacientes y/o de controles sanos, midiendo la
actividad enzimatica diez veces a lo largo de un mismo dia (204).

Para realizar la variabilidad biol6gica se realiz6 un estudio de imprecision
intraindividual a dos niveles de actividad enzimatica (204, 205). Para ello en muestras de
controles y/o pacientes en los cudles se disponia de suficiente cantidad de tejido
muscular se realizaron diferentes homogenados musculares a partir de la misma muestra
y se midié la actividad enzimatica durante 10 dias consecutivos. Por tanto, este estudio
de variabilidad bioldgica, incluye en parte la variabilidad analitica debida a la imprecision

interdia metodoldgica.
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2.1.2. Valores de referencia

Lo expuesto en el apartado 2.1.1. sobre la limitacién de la muestra es igualmente
vélido en el caso de la obtencion de valores de referencia. Para obtenerlos dentro de la
poblacién a la que se atendia se midieron las actividades enzimaticas en individuos
control en los cuales no existia evidencia clinica, histoldgica o bioquimica que sugiriera la

existencia de miopatia metabdlica en dichos sujetos (206).

2.1.3. Valor de decision diagnéstica.

Los datos de variabilidad biolégica junto con los valores de referencia permitieron
calcular un valor de decisiéon diagnéstica por debajo del cual se consideré que el individuo
analizado tenia un déficit enzimatico (204, 206). Dicho valor se obtuvo aplicando a la baja
el coeficiente de variacion medio de la variabilidad biol6gica intraindividual sobre el

percentil 2,5 de los valores de referencia.

2.2. Extraccion de ADN.

El estudio molecular se ha basado en el analisis de los genes que codifican las
proteinas enzimaticas cuya deficiencia se encuentra asociada a intolerancia al ejercicio.
Por ello, los analisis genético-moleculares requerian la extraccién del ADN del sujeto a
caracterizar, asi como de sujetos control. La extraccion de ADN se practico tanto en tejido
muscular como en sangre.

Una vez aislado el ADN, se determind su concentracion mediante la medida
espectrofotométrica de la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm (207). Para ello,
la muestra de ADN se diluyé 100 veces en agua bidestilada, y se aplicd la siguiente
férmula: 1 Unidad de Absorbancia = 50 ug / mL de ADN de doble hebra.

La posible contaminacién de la muestra con proteinas se determind en la misma
dilucion midiendo su absorbancia a una longitud de onda de 280 nm, y calculando la
relacion de absorbancia entre 260 nm y 280 nm. Se consideraron valores aceptables

cuando se superaba el valor de 1,7.

2.2.1.Tejido muscular

Para el aislamiento de ADN a partir de muasculo esquelético se ha seguido el
método descrito por Sambrook y cols. (207), con algunas modificaciones.

Se parte de una cantidad superior a 50 mg de tejido muscular congelado y se
tritura en un mortero con ayuda de nitrégeno liquido. Se deposita todo el tejido en tubo de

polipropileno de 2 mL, al que se afiaden 180 pyL de tampon TSE (Tris-HClI 100 mM
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pH=7,4, CINa 10 mM, EDTA 25 mM) y 20 uL de solucion acuosa de proteinasa K (20
mg/mL). Se centrifuga brevemente a 14.000 xg, se mezcla y se incuba 5 min. a 55 °C. Se
afiaden otros 180 UL de tampdn TSE, 20 pL de proteinasa K y 40 uL de dodecil sulfato de
sodio (SDS). Se mezcla y se incuba 60 min. a 55 °C. Se afiaden 20 pL de proteinasa Ky
se incuba a 55 °C durante 30 min. Se incorporan 50 uL de CINa 5M y 1 mL de “mezcla de
aislamiento” comprobando previamente que su pH es superior a 8 (fenol saturado
equilibrado con Tris-HCI 1M pH=8 con 0,1% de isoquinolina incorporada, cloroformo y
alcohol isoamilico en proporcion 100: 96: 4). Se agita y se centrifuga a 14.000 xg
brevemente para separar las fases. Se recoge el sobrenadante y se lava dos veces con 1
mL de éter dietilico. Una vez evaporado el éter, se afladen 1,5 mL de etanol al 98%, lo
que provoca el precipitado de las hebras de ADN, que se recogen en un tubo de
polipropileno de 1,5 mL estéril. Se elimina el resto de etanol en un evaporador de vacio y
el ADN se disuelve en 50-100 pL de Tris-EDTA (TE) 1X estéril (Tris-HCI 10 mM, EDTA
1mM , pH=7,4). La solucién de ADN se conservo a - 20 °C.

2.2.2. Linfocitos

Para el aislamiento de ADN a partir de linfocitos se siguié el método descrito por
Miller y cols. (208).

La obtencion de linfocitos se realiz6 mediante el uso de un gradiente de Ficoll.
Para ello, 5-7 mL de sangre total anticoagulada con EDTA fueron depositados
cuidadosamente encima de 3 mL de Ficoll-Paque (Pharmacia). La centrifugacién a 800
Xg produce la separacién de los linfocitos en una capa distinguible de los hematies y
otras células sanguineas, la cual fue transferida a otro tubo. Se centrifuga a 1.500 xg para
obtener un sedimento de linfocitos, que es lavado con 500 pL de agua bidestilada y 3 mL
de suero salino fisiolégico las veces necesarias hasta obtener un precipitado libre de
hematies.

Los linfocitos se resuspenden en una mezcla compuesta por 3 mL de “tampén de
lisis” (Tris-HCI 10 mM, CINa 400 mM, EDTA 2 mM, pH=8,2). El lisado celular se digiere
durante una noche a 37 °C con 300 pL de SDS al 10% y 500 uL de solucion de
proteinasa K (SDS 1%, EDTA 2 mM, 1 mg de proteinasa K). Al dia siguiente se incorpora
1 mL de CINa 5 M, se agita vigorosamente y se centrifuga a 1.500 xg durante 15 min. Se
recoge el sobrenadante y se afladen 10 mL de etanol absoluto preenfriado para precipitar
las hebras de ADN. Este fue secado al vacio y reconstituido en 50-100 pL de TE 1X.
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2.2.3. Sangre total.

Para obtener ADN directamente de sangre se siguieron las instrucciones
recomendadas por el fabricante del sistema de extraccion Nucleon BACC2 (Amersham
Life Sciencie) que se basa en la precipitacion de proteinas con perclorato sédico y su

separacion del ADN mediante cloroformo y una resina patentada.

3. Actividad enzimatica muscular de miofosforilasa

3.1. Fundamento.
La actividad de la miofosforilasa en tejido muscular se determiné con pequefias
variaciones siguiendo el método espectrofotométrico descrito por Di Mauro y cols. (209).
Es un método enzimatico contindo que mide el incremento de absorbancia a 340
nm causado por el NADPH generado a través de un sistema de reacciones acopladas
que comienzan cuando existe actividad glucégeno fosforilasa muscular (Fig. 14). El

sistema analitico lleva incorporado 5’-AMP como activador de la fosforilasa b.

3.2. Descripcion.

Alrededor de 30 mg de tejido muscular congelado son homogeneizados
manualmente en hielo con 9 volimenes de “tampén MPL” (R-glicerolfosfato 40 mM, NaF
40 mM, EDTA 10 mM, R-mercaptoetanol 20 mM, pH=6,8). EI homogenado crudo se
centrifuga a 10.000 xg a 4 °C durante 10 min. y se recoge el sobrenadante. La mezcla de
reaccion contiene en un volumen final de 1 mL: tampon fosfato sédico 20 mM pH=7,2,
MgCl, 2 mM, NADP 1mM, glucdgeno tipo Il de ostra 0,1 %, 1 U de fosfoglucomutasa de
musculo de conejo, 1 U glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de levadura del pan. Se
afiaden 10 pL de sobrenadante para iniciar la reaccién que se sigue a 30 °C durante dos
minutos, al final de los cuales se afiade 5-AMP 0.8 mM, continuando la reaccion durante
5 minutos méas. El analisis de cada muestra se realiz0 por duplicado en un

espectrofotbmetro UV-Vis DU-650 (Beckman Instruments).
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) miofosforilasa ;
Glucogeno () + P; » Glucdgeno .1y + Glucosa-1-P

fosfoglucomutasa
Glucosa-1-P ~ Glucosa-6-P

glucosa-6-P deshidrogenasa
Glucosa-6-P + NADP > 6-fosfogluconato + NADPH

Figura 14. Método de determinacién de miofosforilasa.

La actividad enziméatica de la fosforilasa (A) se expresé en umoles de glucosa-1-P
liberada por minuto y por gramo de tejido. Debido a que por cada mol de glucosa-1-P que
se produce se obtiene un mol de NADPH, se puede determinar el incremento de

absorbancia a 340 nm por minuto, y este dato se multiplica por un factor (F).

A(umol min.* g*) = (Incremento de absorbancia x min. ™) x F

o 1.000 (uL x mL™) x10 (homogenado al 10%) ~1.000x10

~ —— 1 =1613
pL tejido x Coef.extincion (mM~cm™) 10x6,2

4. Actividad enzimatica muscular de fosfofructoquinasa

4.1. Fundamento.
La actividad fosfofructoquinasa en tejido muscular se determiné con pequefias
modificaciones mediante el método espectrofotométrico descrito por Hays y cols. (210).
Es un método enzimatico continiio que mide la disminucion de absorbancia a 340
nm del NADH que se consume a través de varias reacciones acopladas, las cuales

comienzan cuando existe actividad fosfructoquinasa muscular (Fig. 15).

4.2. Descripcion.

Alrededor de 30 mg de tejido muscular congelado son homogeneizados
manualmente en hielo con 9 volimenes de “medio PFK” (KF 30 mM, EDTA 1 mM). El
homogenado se centrifuga a 10.000 xg a 4 °C durante 10 min. y se recoge el

sobrenadante. La mezcla de reaccién contiene en un volumen final de 1 mL: tampén Tris-
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HCI 40 mM pH=8,0, MgCl, 6 mM, ATP 2 mM, NADH 0,2 mM, 1 U de aldolasa tipo IV de
musculo de conejo, 1 U de a-glicerolfosfato deshidrogenasa-triosafosfoisomerasa 1:10
tipo Il de musculo de conejo y 10 uL de sobrenadante muscular. La reaccion se sigue a
30 °C durante tres minutos para obtener una pendiente plana, al final de los cuales se
afiade fructosa-6-fosfato 3 mM para iniciar la reaccién que es monitorizada durante 2
minutos. El andlisis de cada muestra se ha realizado por duplicado en un

espectrofotbmetro UV-Vis DU-650 (Beckman Instruments).

fosfofructoquinasa
ATP + Fructosa-6-P

v

Fructosa-1,6-diP + ADP

aldolasa
Fructosa-1,6-diP > DHAP + GAP
Triosafosfato isomerasa
GAP »> DHAP
a-glicerolfosfato deshidrogenasa
2 DHAP + 2 NADH > 2 Glicerol-3-P + 2 NAD

Figura 15. Método de determinacion de fosfofructoquinasa.
DHAP = dihidroxiacetona fosfato; GAP = gliceraldehido-3-fosfato; NAD: nicotin-adenin dinucledtido.

La actividad enzimatica de la fosfofructoquinasa (A) se expresé en umoles de
fructosa-6-P consumida por minuto y por gramo de tejido. Debido a que por cada mol de
fructosa-6-P utilizado se consumen dos moles de NADH, podemos determinar la
disminucién de absorbancia a 340 nm por minuto, y este dato lo multiplicamos por un
factor (F).

A(umol min.* g*) = (Disminucién de absorbancia x min.™) x F

F 1.000 (uL x mL™) x10 (homogenado al 10%) ~1.000 x10

= = 80,6
uL tejido x Coef.extincion (mMcm™) x 2 10x 6,2 x2
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5. Actividad enzimatica muscular de carnitina-palmitil

transferasa.

La actividad de CPT en musculo se determiné por dos métodos: el método de
intercambio isotopico y el método “forward”. El primero de ellos parece que determina
mayoritariamente la isoenzima CPT-lIl cuando se utilizan concentraciones altas del
sustrato palmitilcarnitina (211). En el método “forward” se mide la actividad total de CPT,
determinandose la actividad CPT-II con la utilizacion de malonil-CoA como inhibidor de la
actividad CPT-I o con el uso del detergente Triton X-100 que libera de la membrana a la
isoenzima CPT-Il en forma activa y a su vez inactiva a la CPT-1 (212).

En esta tesis se ha utilizado mayoritariamente el método de intercambio isotopico,
reservando el método “forward” para corroborar el déficit de CPT-II en algunos pacientes.
Debido a que en este ultimo método se utiliza como sustrato el palmitil-CoA unido a
albumina, no es posible conocer con seguridad qué concentracion de sustrato se
encuentra realmente libre, y por tanto, disponible para la reaccion, por lo cual las

actividades reflejan una mayor variabilidad (212).

5.1. Método de intercambio isotépico.
5.1.1. Fundamento.

Se trata de un andlisis enzimatico radiométrico (211) basado en la catalisis
enzimatica que ejerce la CPT muscular en la reaccién de intercambio del isétopo
radiactivo carbono-14 entre moléculas de L-carnitina marcada con dicho is6topo y

palmitil-L-carnitina (Fig. 16).

Palmitil-L-carnitina + CoA + L-Carnitina-(**C)

l CPT

Palmitil-L-carnitina-(**C) + CoA + L-Carnitina

Figura 16. Determinacion de CPT. Método de intercambio isotépico.
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5.1.2. Descripcion.

Se precisa una cantidad minima de 50 mg de musculo congelado que son
homogeneizados en hielo con 9 volimenes tampdn CPT (Tris-HCI 50mM, KCI 150 mM,
pH=7,4). Se utiliza el homogenado total para la determinacién radiométrica de la actividad
CPT. La reaccién se realiza en tres tubos, de forma que ésta se finaliza con HCI 1M al
minuto cero, cuatro y ocho respectivamente. Cada tubo de reaccidon contiene, en un
volumen final de 300 pL: Tris-HCI 50 mM pH=7,4, Coenzima A 1 mM, Ditiotreitol 0,4 mM,
Palmitil-DL-Carnitina 0.6 mM y L-Carnitina-[metil-14C] 2 mM 2,5 pCi/mmol (Amersham-
Pharmacia). La reaccion se inicia con 100 uL de homogenado y se incuba a 37 °C. La
actividad enzimatica se finaliza con 1 mL de HCI 1M a los tiempos indicados, y se extrae
la palmitilcarnitina con 1 mL de 1-butanol. Se separan las fases mediante centrifugacion a
800 xg durante 5 min. y se recogen 700 pL de la fase organica superior que es lavada
con la misma cantidad de agua saturada con 1-butanol (1:1). De la fase organica se
toman 500 pL que se afiaden a 3 mL de liquido de centelleo. Estos, junto a dos viales que
contienen 250 nmoles de L-Carnitina marcada (A + B), son analizados durante 3 minutos
en un contador de radiactividad 3 que nos proporcionara las cuentas por minuto (cpm).

La actividad de la CPT muscular se expresa en nmoles de palmitil-L-carnitina
producidos por minuto y por mg de proteinas no colagenas (NCP), segun el siguiente
procedimiento de calculo:

a) calculo de las cpm producidas por un nmol de L-carnitina, que equivalen a las

gue producira un nmol de palmitil-L-carnitina marcada, debido a que la reaccion
es mol a mol:

com/nmol = cpmA + cpmB
250 x 2

b) célculo de los nmoles de palmitilcarnitina producidos en un minuto por un mL

de homogenado:

cpm8-cpmO0 cpm4—-cpmO
s 4 20

nmolmin~tmL?= x
2 cpm/nmol

c¢) calculo de la actividad enzimatica de CPT muscular referida a NCP.

,_nmol min™" mL™
NCP (mg mL™)

nmol min"‘mg NCP
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5.2. Método “forward”
5.2.1. Fundamento.

Se trata de un analisis enzimatico radiométrico basado en la accion enzimatica de
la CPT utilizando como sustratos palmitil-CoA y L-carnitina marcada radiactivamente con
carbono-14 (212) (Fig. 17). La reaccion se lleva a cabo en ausencia o presencia de

malonil-CoA, que solamente inhibe a la isoenzima CPT-I.

CPT
Palmitil-CoA + L-Carnitina-(**C) «————=> Palmitil- L-Carnitina-(**C) + CoA

Figura 17. Determinacion de CPT. Método “forward”.

5.2.2. Descripcion

Alrededor de 30 mg de musculo congelado son homogeneizados en hielo con 19
volumenes “tampoén forward” (Tris-HCI 50mM, KCI 150 mM, MgSO, 5 mM, EDTA 1 mM,
ATP 1 mM, pH=7,6). Se utiliza el homogenado total para la determinacion radiométrica de
la actividad CPT. Cada muestra se analiza en tres tubos de ensayo: blanco (B), minuto 10
(C) y minuto 10 con malonil-CoA (M). Cada uno de ellos contiene en un volumen final de
500 pL: Tris-HCI 100 mM, KCN 2 mM, albimina sérica bovina libre de acidos grasos
0.1%, palmitil-CoA 80 uM, 100 pL de homogenado muscular al 5 % (p/v) y el tubo M
contiene ademas malonil-CoA 200 uM. Se incuba durante 10 minutos a 30 °C, y se inicia
la reaccion con L-carnitina-[metil-**C] 2 mM 2,5 uCi/mmol (Amersham-Pharmacia). La
reaccién se finaliza a los minutos indicados con 1 mL de sulfato amonico saturado y se
extrae la palmitilcarnitina formada con 1 mL de isobutanol. Se recogen 700 uL de la fase
organica superior que es lavada con la misma cantidad de sulfato amonico saturado. De
la fase organica se toman 500 pL que se afiaden a 3 mL de liquido de centelleo. Estos,
junto a dos viales que contienen 250 nmoles de L-carnitina marcada (A + B), son
contados durante 3 minutos por tubo, en un contador de radiactividad B, que nos
proporcionard las cuentas por minuto (cpm).

La actividad CPT muscular se calculé de forma similar a la del ensayo de
intercambio isotdpico, teniendo en cuenta las siguientes premisas:

o CPT total: se utilizan las cpm proporcionadas por el tubo C menos el tubo B.

o CPT insensible (CPT II): se utilizan las cpm proporcionadas por el tubo M

menos el tubo B.
o CPT sensible (CPT I) = CPT total - CPT insensible.
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5.3. Determinacidn de proteinas no coladgenas en homogenado muscular.

Una alicuota de homogenado muscular, entre 50 y 100 uL, se mezcla en
proporcion 1:1 con hidréxido sodico 0,1 M y se deja en reposo a temperatura ambiente
durante 24 horas. Se centrifuga a 5.000 xg durante 5 minutos y se recogen 40 uL del
sobrenadante que se diluye hasta 600 UL con agua bidestilada para la determinacion de
proteinas no colagenas mediante el método de Lowry modificado (213). El reactivo de
Lowry se prepara mezclando solucion A (carbonato sédico 2%, hidréxido sédico 0,1M) y
solucion B (sulfato de cobre 0,5%) en proporcién 50:1. El reactivo de Folin se diluye con
una parte de agua bidestilada. Se afiade 1 mL de reactivo de Lowry a 200 yL de la
dilucion del sobrenadante muscular y se deja reaccionar durante diez minutos. A esta
mezcla se afiaden 100 pL de reactivo de Folin y se mantiene en oscuridad durante 30
minutos, al cabo de los cuales se mide la absorbancia a 550 nm frente a un blanco de
agua que se ha tratado de igual manera. Las muestras se analizaron por duplicado. Las
lecturas de absorbancia se extrapolaron en una recta de calibracion para obtener los mg
de NCP por mL de homogenado muscular. Para trazar la recta de calibracién se han

utilizado concentraciones de 1 a 7 mg/mL de albimina sérica bovina fraccién V.

6. Cribado mutacional en el gen PYGM

La deteccién de las dos mutaciones mas prevalentes en el gen PYGM asociadas
con enfermedad de McArdle se ha realizado mediante la aplicacion de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) (la tabla VI muestra los cebadores utilizados) y posterior
digestion de los fragmentos amplificados con la endonucleasa de restriccion
correspondiente (RFLP). La separacion de los fragmentos de restriccion se ha realizado
con electroforesis en gel de agarosa a concentraciones que permitieran la diferenciacion
de los mismos. Como sistema de deteccion se ha utilizado bromuro de etidio 0.01%
visualizando la fluorescencia producida en un transiluminador ultravioleta. Esta
metodologia ha permitido la identificacién de individuos con los dos alelos normales
(genotipo normal), pacientes con los dos alelos mutados (homocigotos) y sujetos con un
alelo normal y el otro mutado (heterocigotos).

La numeracion aceptada de los nucleétidos del gen PYGM comienza con el
numero uno en la primera base del codon de inicio de la traduccion (ATG), sin embargo,
en la numeracion de los codones y residuos aminodcidicos se ha asignado el nimero uno
al primer codon inmediatamente posterior al triplete de inicio de la traduccion,

considerandose este Ultimo el nimero cero (53).
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Tabla VI. Oligonucleétidos utilizados en la deteccién de mutaciones en los genes
PYGM, PFKM, AMPD1 y CPT2 mediante PCR y andlisis de restriccion.

Cebador Secuenciab —» 3’

49F GAGGCCGCCGTCCCCTCTACC

49R CCAGCAGCACCTTGGGGTCC

204F GAGTTCACGCTACCTGTGCACTT

204R TTCATCCTCACCCTGTGTGT

39F tgtccctectttcagGTATGA

39R accaaCTCATGGACAAAGAA

Al12F TTTATCTTGTTTTATTTTACTTCATACAGCTGAAGAGATA
Al12R ATAGCCATGTTTCTGAATTA

113F GACAAACAGAATAAACATACAACCAACATT

113R gggaggatgagacgttacttcatttg

50F GGAGCCCCCAGTCGGCCCCTCAGCGCCGG

50R gacggcagcgggcagcggggacccggaggccaggctcacCCTG
628F CAGCAGCCAAAGGGATCATCTT

628R TGATGAGGAAGTGATGGTAGCTTT

La secuencia correspondiente a regiones de exones en mayusculas y la de zonas intrénicas en minudsculas. Los

nucleétidos modificados respecto a la secuencia normal se encuentran subrayados.

6.1. Mutacion R49X

Esta mutacién es producida por la transicion C — T en el nucle6tido 148 en el
codon 49 en el ex6n 1 del gen PYGM, lo que crea un sitio de restriccion para la
endonucleasa de restriccion Nla Il que reconoce la secuencia 5'-CATG{-3".

Para su analisis (53), se amplificé un fragmento del gen PYGM, que contenia la
posicion nucleotidica diana, con un tamafio de 306 pares de bases (pb). Mediante PCR
(Termociclador 9600 Perkin-Elmer) se amplificaron 300 ng de ADN gendmico en 30 ciclos
constituidos por desnaturalizacién a 95 °C durante 1 min., hibridacion a 62 °C durante 30
segundos y extension a 72 °C durante 30 segundos. Se realizaron una desnaturalizacion
inicial a 95° C durante 5 min. y una extension final durante 10 min. a 72 °C. Cada 100 pL
de reaccion contenian 2,5 U de Taqg polimerasa (Cultek Inc), 0,5 uM de cada cebador
(cebadores 49F y 49R), 200 puM de cada desoxinucleétido trifosfato (dNTP),
dimetilsulfoxido (DMSO) al 3% y MgCl, 1,5 mM en el tampdn suministrado. Tras la
amplificacién, alrededor de 10 pL del producto de PCR se digirieron con 30 U de Nla llI
en presencia de 100 pg/mL de BSA en un volumen final de 40 pL durante 3 horas a 37
°C. Los fragmentos se detectaron en una electroforesis en gel de agarosa de alta
resolucion (Roche Diagnostics) al 2,5%.

Para analizar los resultados se tuvo en cuenta que la enzima Nla Il posee un sitio

de restriccién en la secuencia normal de este fragmento del gen PYGM (Fig. 18).
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56 pb 250 pb
Alelo Arg 49

56 pb 146 pb 104 pb
Alelo Stop 49 —

Figura 18. Fragmentos de restriccion obtenidos con Nla lll en el andlisis de la
mutacion R49X del gen PYGM.

6.2. Mutacion G204S

Esta mutacion es causada por la transicion G — A del nucle6tido 613 en el codon
204 del ex6n 5 del gen PYGM, lo que crea un sitio de restriccion para la endonucleasa de
restriccion Cfr | que reconoce la secuencia 5-Y{GGCCR-3.

Para su analisis (53) se amplific6 un fragmento de 87 pb del gen PYGM, que
contenia la posicién nucleotidica diana. Mediante PCR se amplificaron 300 ng de ADN
gendmico con 30 ciclos de desnhaturalizacion a 96 °C durante 1 min., hibridaciéon a 55 °C
durante 1 min. y extensibn a 72 °C durante 30 segundos. Se realizaron una
desnaturalizacion inicial a 96 °C durante 5 min. y una extensién final durante 10 min. a 72
°C. Cada 100 pL de reaccion contenian 2.5 U de Taq polimerasa, 1 UM de cada cebador
(cebadores 204F y 204R), 200 uM de cada dNTP, DMSO 3% y MgCl, 1,5 mM en el
tampdn suministrado. Tras la amplificacion, alrededor de 10 pL del producto de PCR se
digirieron con 30 U de Cfr | en un volumen final de 40 pL durante 3 horas a 37 °C. La
deteccién de los fragmentos se realiz6 mediante una electroforesis en gel de agarosa de

alta resolucioén al 3%. (Fig.19).

87 pb
Alelo Gly 204

27 pb 60 pb
Alelo Ser 204

Figura 19. Fragmentos de restriccién obtenidos con Cfr | en el analisis de la
mutacion G204S del gen PYGM.
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7. Andlisis de restriccion de la mutacion R39P en el gen PFKM

La numeracion nucleotidica del gen PFKM comienza con el nimero uno en la
primera base del codon de inicio de la traduccion, que a su vez se le ha asignado el
numero uno en la numeracioén de tripletes y aminoacidos.

Esta mutacion es causada por la transversion G — C del nucleétido 116 en el
codon 39 del exén 4 del gen PFKM, lo que crea un sitio de restriccion para la
endonucleasa de restriccién Nla IV que reconoce la secuencia 5-GGN{NCC-3' (Fig. 20).

Para su analisis (67) se amplific6 un fragmento de 95 pb del gen PFKM, que
contenia la posicién nucleotidica diana. Mediante PCR se amplificaron 300 ng de ADN
gendmico con 30 ciclos compuestos por desnaturalizacion a 96 °C durante 1 min.,
hibridacion a 55 °C durante 1 min. y extension a 72 °C durante 30 segundos. Se
realizaron una desnaturalizacion inicial a 96 °C durante 5 min. y una extension final
durante 10 min. a 72 °C. Cada 100 pL de reaccion contenian 2.5 U de Taq polimerasa, 1
MM de cada cebador (cebadores 39F y 39R), 200 puM de cada dNTP, DMSO 3% y MgCl,
1,5 mM en el tamp6n suministrado. Tras la amplificacién, alrededor de 10 pL del producto
de PCR se digirieron con 30 U de Nla IV en un volumen final de 40 pL durante 3 horas a
37 °C. La deteccién de los fragmentos se realiz6 mediante una electroforesis en gel de

agarosa de alta resolucioén al 4 %.

65 pb 30 pb

Alelo Arg 39
43 pb 22 pb 30 pb

Alelo Pro 39

Figura 20. Fragmentos de restriccion obtenidos con Nla IV en el analisis de la
mutacion R39P del gen PFKM.

8. Analisis de restriccion de la mutacion Q12X en el gen AMPD1

La numeracién nucleotidica del gen AMPD1 comienza con el nimero uno en la
primera base del codon de inicio de la traduccién, que a su vez se le ha asignhado el
numero uno en la humeracion de tripletes y aminoacidos.

Esta mutacién consiste en la transicion C — T en el nucleétido 34 en el codon 12

del exén 2 del gen AMPDL. Para su estudio se ha utilizado la técnica PCR-PIRA (“primer
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introduced restriction analysis”) (141). En este caso se ha utilizado el cebador modificado

A12F que produce un lugar de restriccion para la enzima BsaA |, que reconoce la

secuencia 5-YACJYGTR-3’ en presencia de un alelo normal (Fig. 21).

Sitio BsaA |

Al12 F 5 GAAGAGAl_; A |

Gen Normal --5'----------- GAAGAGAAACGTGAGTATT---------
Gen Mutado --5'----------- GAAGAGAAATGTGAGTATT---------

Figura 21. Utilizacién del primer modificado A12F para el anélisis mediante

PCR-PIRA de la mutacion Q12X en el gen AMPDL1.

Para su andlisis se amplific6 un fragmento de 127 pb del gen AMPD1, que

contenia la posicion nucleotidica diana. Mediante PCR se amplificaron 300 ng de ADN

gendémico con 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 1 min., hibridacién a 58 °C

durante 1 min. y extension a 72 °C durante 30 segundos. Se realizaron una

desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min. y una extension final durante 10 min. a 72

°C. Cada 100 pL de reaccion contenian 2.5 U de Taq polimerasa, 1 UM de cada cebador
(cebadores A12F y A12R), 200 uM de cada dNTP y MgCl, 1,5 mM en el tampdn

suministrado. Tras la amplificaciéon, alrededor de 10 uL del producto de PCR se digirieron

con 30 U de BsaA I, en un volumen final de 40 pL durante 3 horas a 37 °C. La deteccion

de los fragmentos se realizé en una electroforesis en gel de agarosa de alta resolucién al

3% (Fig. 22).

41 pb 86 pb
Alelo GIn 12

127 pb

Alelo Stop 12

Figura 22. Fragmentos de restriccion obtenidos con BsaA | en el analisis de la

mutacion Q12X del gen AMPD1.
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9. Cribado de mutaciones en el gen CPT2.

Se han analizado cuatro mutaciones descritas en el gen CPT2, mediante PCR-
RFLP. La numeracién de nucle6tidos de este gen comienza con el nimero uno en la
primera base de la region 5’-UTR del ex6n 1, y la numeracién de los tripletes codificantes

se inicia asignando el nimero uno a la metionina que comienza la traduccién (188).

9.1. Mutacion S113L

Esta mutacion es debida a una transicion C — T del nucledtido 854 en el codon
113 en el exén 3 del gen CPT2. Para su estudio se ha utilizado la técnica PCR-PIRA
(191), utilizando el cebador modificado 113F que crea un lugar de restriccién para la
enzima BstX I, que reconoce la secuencia 5-CCANsINTGG-3', en presencia de un alelo
mutado (Fig. 23).

Sitio Bst X |
I
113F 5 ATACAACCAACATT
Gen Mutado-- 5'’-------- ATACAAACGACATTTIGGgtaggt----------- 3
Gen Normal -- 5'--------- ATACAAACGACATTTCGGgtaggt------------ 3

Figura 23. Utilizacion del primer modificado 113F para el andlisis PCR-PIRA de la
mutacion S113L en el gen CPT2.

Para su analisis se amplificé un fragmento del gen CPT2, que contenia la posicion
nucleotidica diana, con un tamafio de 167 pb. Utilizando una PCR se amplificaron 300 ng
de ADN genomico con 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C durante 1 min., hibridacion
a 56 °C durante 1 min. y extension a 72 °C durante 1 min. Se realizaron una
desnaturalizacion inicial a 97 °C durante 4 min. y una extension final de 10 min. a 72 °C.
Cada 100 pL de reaccién contenian 2.5 U de Taq polimerasa, 1 uM de cada cebador
(cebadores 113F y 113R), 200 pM de cada dNTP y MgCl, 1,5 mM en el tampdn
suministrado. Tras la amplificaciéon, alrededor de 10 uL del producto de PCR se digirieron
con 30 U de BstX | en un volumen final de 40 pL durante 3 horas a 55 °C. La deteccion
de los fragmentos se realiz6 en una electroforesis en gel de agarosa de alta resolucion al
3 %. (Fig. 24)
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167 pb
Alelo Ser 113

30 pb
Alelo Leu 113 P 137 pb

Figura 24. Fragmentos de restriccion obtenidos con BstX | en el analisis de la
mutacién S113L del gen CPT2.

9.2. Mutacion P50H

Esta alteracion es causada por la transversion C — A de la posicion nucleotidica
665 en el codon 50 del exon 1 del gen CPT2. Su deteccion se ha realizado mediante la
técnica PCR-PIRA (188), utilizando el cebador modificado 50R que genera un lugar de
restriccion para la enzima Dra lll que reconoce la secuencia 5-CACN;{GTG-3' en

presencia de un alelo mutado (Fig. 25).

Sitio Dra Il
CAGGgtg'agcctg ----------- 3 --50R
Gen Mutado--- 5--------- AGCCTGCACAG gtg agectg --—-m--— .
Gen Normal ---5'--------- AGCCTGCCCAG gtg agcctg ---------- 5

Figura 25. Uso del primer modificado 50R para el analisis mediante PCR-PIRA
de la mutacion P50H en el gen CPT2.

Para su andlisis se amplificé un fragmento de 158 pb del gen CPT2, que contenia
la posicidon nucleotidica diana. Mediante una PCR se amplificaron 500 ng de ADN
gendmico con 30 ciclos constituidos por desnaturalizacion a 96 °C durante 1 min.,
hibridacion a 60 °C durante 1 min. y extension a 72 °C durante 1 min. Se realizaron una
desnaturalizacion inicial a 97 °C durante 4 min. y una extension final de 10 min. a 72 °C.
Cada 100 pL de reaccion contenian 2.5 U de Taq polimerasa, 0,5 uM de cada cebador
(cebadores 50F y 50R), 200 uM de cada dNTP, DMSO 3% y 1 mM de MgCl, en el
tampon suministrado. Tras la amplificacion, alrededor de 10 uL del producto de PCR se
digirieron con 20 U de Dra lll, en un volumen final de 40 pL durante 3 horas a 37 °C. La
deteccién de los fragmentos se realiz6 en una electroforesis en gel de agarosa de alta
resolucion al 2,5% (Fig. 26).
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138 pb

Alelo Pro 50

99 pb 39 pb
Alelo His 50 P P

Figura 26. Fragmentos de restriccion obtenidos con Dra lll en el andlisis de la
mutacion P50H del gen CPT2.

9.3. Mutaciones Y628S y R631C

La alteracibn molecular que produce la mutacibn Y628C consiste en una
transversion A — C en la posicion nucleotidica 2399 en el codon 628 del exon 5 del gen
CPT2. La mutacioén crea un sitio de restriccion para a la enzima Mnl | que reconoce la
secuencia 5'-CCTCN{-3’ (198).

La mutacion R631C es originada por una transicion C — T en el nucleétido 2407
en el codon 631 en el exdn 5 del gen CPT2. La mutacién crea un sitio de restriccion para
la enzima Bbv | que reconoce la secuencia 5-GCAGCNg1,4-3’ (199).

Para el andlisis de ambas mutaciones (198) se amplificé un fragmento de 328 pb,
gue incluia las posiciones nucleotidicas 2399 y 2407. Mediante PCR se amplificaron 300
ng de ADN gendmico con 35 ciclos compuestos por desnaturalizacién a 95 °C durante 1
min., hibridaciéon a 57 °C durante 1 min. y extension a 72 °C durante 1 min. Se realizaron
una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min. y una extension final de 10 min. a 72
°C. Cada 100 pL de reaccién contenian 2.5 U de Taq polimerasa, 1 uM de cada cebador
(cebadores 628F y 628R), 200 uM de cada dNTP y MgCl, 1,5 mM en el tampdn
suministrado. Tras la amplificacion, alrededor de 10 pL del producto de PCR se digirieron,
en un volumen final de 40 pL, con 20 U de Mnl | en presencia de 100 pg/mL de BSA para
analizar la mutaciéon Y628S o con 20 U de Bbv | para detectar la mutacion R631C,
durante 3 horas a 37 °C. El analisis de los fragmentos se realizdé en una electroforesis en

gel de agarosa al 1,5% o al 3%, respectivamente (Figs. 27 y 28).
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328 pb

Alelo Tyr 628

203 pb 125 pb
Alelo Ser 628

Figura 27. Fragmentos de restriccion obtenidos con Mnl | en el analisis de la
mutacion Y628S en el gen CPT2.

15pb 88pb 62 pb 163 pb
Alelo Arg 631 —

15pb 88 pb 62pb 24 pb 139 pb
Alelo Cys 631

Figura 28. Fragmentos de restriccion obtenidos con Bbv | en el analisis de la
mutacion R631C del gen CPT2.

10. Caracterizacion de mutaciones mediante secuenciacion
directa del gen PYGM

Los alelos de los pacientes con déficit de miofosforilasa en los que no se
encontraron las mutaciones R49X y G204S fueron sometidos a andlisis de secuenciacion
directa de los exones y zonas adyacentes a las uniones exon / intron mediante el método
descrito por Kubisch y cols. (73), con pequefias modificaciones.

La metodologia aplicada ha consistido en la amplificacion por PCR de los 20
exones y de las uniones exon-intron del gen PYGM gracias a la utilizacion de
oligonucledtidos cebadores localizados en zonas intronicas que flanquean a los exones.
La secuencia de ciertos exones fue amplificada dividiéndola en varios fragmentos
solapados (etapa de amplificacién). Una vez amplificados los distintos fragmentos, éstos
fueron purificados (etapa de purificacion) y después sometidos a una PCR de
secuenciacién ciclica (“Cycle sequencing”) utilizando didesoxinucle6tidos marcados (214)
con fluorocromos (216) (etapa de secuenciacion). Tras la purificacion de los productos de
secuenciacioén, los distintos fragmentos producidos en la reaccidon de secuenciacion se
separaron y detectaron mediante electroforesis capilar en el secuenciador automatico ABI

PRISM 310 Genetic Analyzer (Perkin-Elmer Applied Biosystems) (etapa de analisis).
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10.1. Etapa de amplificacién.

Los oligonucleétidos cebadores utilizados en la amplificacion y secuenciaciéon de
los exones del gen PYGM se muestran en la tabla VII. Para realizar la PCR, se utilizaron
alrededor de 200 ng de ADN que fueron amplificados en 35 ciclos formados por una
desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min., una hibridacién durante 1 min. (la temperatura
para cada fragmento se muestra en la tabla VII) y una extensién a 72 °C durante 1 min.
Se realizaron una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 4 min. y una extension final a
72 °C durante 10 min. Cada 100 pL de reaccion contenia 2,5 U de Taq polimerasa
(Cultek Inc.), 200 uM de cada dNTP, 0,5 uM de cada cebador y 1,5 mM de MgCl, en el

tampdn suministrado.

10.2. Etapa de purificacion

Los productos de PCR obtenidos en la etapa de amplificacion se visualizaron en
una electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusiébn (Nusieve Low Melting
Agarose, FMC Products), y el fragmento de interés se purificd con el sistema “GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification” (Amersham-Pharmacia), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Una vez purificado se determiné espectrofotométricamente la

concentracion de ADN.

10.3. Etapa de secuenciacion.

Se utilizé una alicuota de los productos de PCR purificados para la reaccion de
secuenciacién ("cycle-sequencing PCR") con el sistema “Dye Rhodamine Terminator
Cycle Sequencing” (Perkin Elmer-Applied Byosystems). Dicha reaccion se realizé en
ambas direcciones, directa (“forward”) y reversa (‘reverse”) utilizando los mismos
cebadores que en la etapa de amplificacion (tabla VII). Para ello, en un volumen final de
10 uL se afiadieron entre 150 y 200 ng del producto de PCR purificado, 10% de DMSO,
0,32 uM del cebador correspondiente y 4 uL de “PREMIX” (solucion que contiene la ADN
polimerasa Taq FS de PE-Applied Biosystems, tampén, dNTPs y didesoxinucle6tidos
marcados con fluorocromos). El termociclador se programd, en todos los casos, con una
desnaturalizacion a 94 °C durante 3 min. seguida de 25 ciclos compuestos por una
desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, una hibridacién a 55 °C durante 15
segundos y una extension a 60 °C durante 4 min.

Tras la reaccion de secuenciacién se eliminaron los didesoxinucle6tidos no
incorporados por precipitacion con etanol y MgCl,, de forma que los 10 pL de la reaccién

se afiadieron a 74 pL de precipitante (etanol 70%, MgCl, 0,5 mM), dejando la mezcla a
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temperatura ambiente durante 15 min. A continuacion se centrifugd a 10.000 xg durante
15 min. a 4 °C. Después de eliminar la solucion alcohdlica, se afiadieron 250 pL de etanol
al 75% preenfriado, centrifugandose durante 10 minutos a 10.000 xg a 4 °C. Se evaporo
el etanol en el termociclador a 45 °C y el residuo seco se almacend a -20 °C hasta su
analisis en el secuenciador automéatico. El residuo fue reconstituido con 30 uL de TSR
(“Template Supression Reagent” - PE-Applied Biosystems), y se dej6 a temperatura
ambiente 10 min. para hidratarlo. Se agitd en “vortex” y se transfiri6 la solucién a un tubo
de secuenciacién, que se desnaturalizé en el termociclador durante 3 min. a 95 °C y se
mantuvo en hielo hasta su procesamiento en el secuenciador automatico. El
secuenciador ABI-PRISM 310 Genetic Analyzer (PE-Applied BioSystems) se programo
siguiendo las instrucciones del fabricante. En sintesis su funcionamiento se basa en la
separacion de los fragmentos mediante una electroforesis capilar, excitacion con luz laser
de los fluorocromos y andlisis de los datos con un programa informatico que muestra los
resultados en un “electroforegrama” cuyos picos representan la posicion de cada uno de

los nucleétidos de la secuencia de ADN procesada.

10.4. Etapa de analisis.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias revisadas del
gen PYGM depositadas en GenBank (73). La presencia de dos nucleétidos en la misma
posicion (heterocigosis para una mutacion puntual) se puso de manifiesto por la
superposicion de dos picos en el electroforegrama, hecho que fue comprobado en ambas
direcciones de secuenciacion. La presencia de microinserciones o microdeleciones en un
solo alelo provoca la aparicion en el electroforegrama de picos desfasados de un alelo
respecto a otro, produciéndose un solapamiento de los mismos, lo que fue comprobado
en ambas direcciones.

Si durante el andlisis de las secuencias se encontr6 alguna mutacion, el fragmento
correspondiente se procesé una vez mas (etapas 1 a 4), disefidndose posteriormente un
método de PCR-RFLP para confirmar su presencia, cuyo protocolo se expone para cada

mutacién en particular en la seccion de resultados correspondiente.

-67 -



MATERIAL Y METODOS

Tabla VII. Cebadores utilizados para la amplificacion del gen PYGM

Cebador Secuencia 5’ -3’ Producto de PCR (pb) Hibridacién (°C)
1F GGC TGG AGG CAG TGC TGA GG

1R gca gcc act taa gtc aag atc g 391 62
2F tgg gcc tgg ctg agt gtt gg

4R cca gag atg ata aac aag tgg g 598 58
5F gag ctc ctg act tat act tgg

5R ctc tct gag cct cag cat cc 371 58
6F taa agc ctt gag tcc cag cc

7R tag ggc acc agc aag tgt cc 457 64
8F acc cac cgc agc ttt agg cca tgc

8R aga ggc cta gca cac act gtc c 262 67
9F cat agg gca gtg acc ata gca tgg

9R ctc cca cgc tcc caa act gg 235 64
10F ggg atg cgt agt gtg tga gg

10R cga ctc cca ggc cca gac tgg 284 68
11F ttc ctg ggt ctg gtt cta gc

11R ggg ctt ctg tgt gac aga gg 276 64
12F Ccc ttt cag caa gac acc agg

12R gtg aac cac cta cac gac cat acc 289 62
13F gct tgg ctg acc tgg aaa tgg

13R cac gccctgacccagacatctgg 264 67
14F act gga gtg tgg act gta gg

14R aag tcc aaa gga gat gtt gg 312 64
15F ctc tgt cag gag cta cta cc

16R aag tat ccc agg aag aga cg 482 62
17F cca gcc taa tct gag agt cc

17R tgg acc agt ctt tcc aga cg 380 62
18F gac ctg ggt ttt gac cct gg

18R gct tcc cca cca cac acc tga 312 62
19F cag gct tgg ccc ttg acc tca

20R AGA GAT CTA ACT CCA GTA CC 507 55

Los nombres de los cebadores se corresponden con los exones amplificados (XF = cebador directo, y XR =
cebador reverso). pb: pares de bases. El cebador directo y el cebador reverso para una amplificacion por
PCR se encuentran en un recuadro. Las secuencias estan obtenidas a partir de las secuencias depositadas
en el GenBank con nimeros de acceso U94774-U94777. En minUsculas los nucleétidos correspondientes a
secuencias intronicas y en mayusculas los correspondientes a secuencias exoénicas.

11. Caracterizacion de mutaciones mediante secuenciacion
directa del gen CPT2.

Los alelos de los pacientes con déficit bioquimico de CPT Il en los que no se
encontraron las mutaciones S113L, P50H, R631C o Y628S en el cribado mutacional
fueron sometidos a andlisis de secuenciacion directa de los exones y zonas adyacentes a

las uniones intron-exén del gen CPT2, mediante el método descrito por Verdiero y cols.
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(188) con ciertas modificaciones. Ademas, dicha metodologia también se aplico para
tipificar los polimorfismos V368l y M637V que pueden estar presentes en los alelos del
gen CPT2 de pacientes con déficit de CPT II.

La metodologia aplicada ha consistido en la amplificacion por PCR de los exones
1, 2, 3y 5 del gen CPT2 usando oligonucleétidos cebadores localizados en regiones
intrénicas o zonas UTR que flanquean a éstos. El exdn 4 se secuencié en cuatro
fragmentos solapados debido a su gran tamafio. La metodologia de secuenciacion es
similar a la utilizada en la caracterizacibn molecular de pacientes con déficit de

miofosforilasa (seccién nimero 10) (Tabla VIII).

Tabla VIII. Cebadores utilizados para la secuenciacion del gen CPT2.

Cebador Secuencia b’ -3’ Producto de PCR (pb) Hibridacién (°C)
CPT1F ctt gtg ttt aga ctc cag aac tcc ¢

CPT1R |gtc atg agt gac tgc agt cag gtt 292 57
CPT2F ctt gta aag cta att aac ctc ttc ¢

CPT2R |tcacag acattc cctgaa gcttggt 238 58
CPT3F atg agt tcc tcg ccatga acc taa a

CPT3R |cgttac ttc att tgc tgg tct cac ¢ 305 58
CPT4AF |ggg aca gca tta aca ttt tat gt

CPT4AR | GTT TGG GTAAAC GAG TTGAGT T 392 55
CPT4BF | CTG GAT ATG TCC CAG TATTTT CGG CT

CPT4BR | TTT GTG CCATCC CCATGC AGC ATAT 412 60
CPT4CF | GAT GACTTC CCC CAT TAAGGACCTT

CPT4CR |AGG GCT CAG CTTTTG CTT CTT CAG 408 60
CPT4DF | CTG CTA AGG AAAAGT TTGATG CCAC

CPT4DR |tgc tta ccc aag cac tga gga caa 418 60
CPT5F ttt cct gag gtc ctt ttc cat cct g

CPT5R |ATG AGG AAG TGA TGG TAG CTT TTC A 425 58

Los nombres de los cebadores se corresponden con los exones amplificados (CPTXF = cebador directo, y
CPTXR = cebador reverso). pb: pares de bases. El exén 4 se amplificd en cuatro fragmentos solapados. El
cebador directo y el cebador reverso para una amplificaciéon por PCR se encuentran en un mismo recuadro.
Las secuencias estan obtenidas de las secuencias del gen CPT2 depositadas en el GenBank con ndimeros
de acceso U09642-U09648. En minusculas los nucledtidos correspondientes a secuencias intrénicas y en
mayusculas los correspondientes a secuencias exonicas.

Para amplificar por PCR los fragmentos que contenian los exones 2, 3y 5 se
utilizaron aproximadamente 200 ng de ADN que fueron amplificados en 30 ciclos
consistentes en una desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min., una hibridacién a 58 °C
durante 1 min. y una extension a 72 °C durante 1,5 min. Se realizaron una
desnaturalizacion inicial a 97 °C durante 4 min. y una extensién final a 72 °C durante 10
min. Cada 100 pL de reaccién contenian 2,5 U de Taqg polimerasa, 200 uM de cada

dNTP, 0,5 uM de cada cebador y MgCl, 1,5 mM en el tampdn suministrado. El fragmento
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que contenia el exon 1 se amplific6 de manera similar excepto por la presencia de MgCl,
1 mMy DMSO 3%, y con el siguiente programa del termociclador: 4 min. a 97 °C seguido
de 30 ciclos compuestos por 95 °C - 1 min.,, 57 °C - 1 min. y 72 °C - 1 min. Los
fragmentos que correspondian al desglose del exén 4 (A, B, C y D) se amplificaron en 30
ciclos consistentes en una desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min., una hibridacion a 55
°C (fragmento A) o 60 °C (fragmentos B, C y D) durante 1 min. y una extensién a 72 °C
durante 1min. Se realizaron una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 4 min. y una
extension final a 72 °C durante 10 min. Cada 100 L de reaccion contenian 2,5 U de Taq
polimerasa, 200 uM de cada dNTP, 0,7 uM de cada cebador y MgCl, 1,5 mM en el
tampdn suministrado.

La etapa de analisis se realiz6 de forma parecida a la del gen PYGM, excepto que
las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias del gen CPT2 depositadas
en GenBank (188).

12. Evaluacion de la potencial patogenicidad de nuevas

mutaciones en los genes PYGMy CPT2.

Si una mutacion nueva era detectada durante la secuenciacion directa de los
genes PYGM y CPT2, tras su confirmacion mediante PCR-RFLP, se procedi6 a la

evaluacion de su posible patogenicidad aplicando dos criterios:

1) Ausencia de la mutacion en la poblacién control. Para ello se realizé una basqueda de
dicha mutacion por procedimientos de PCR-RFLP, disefiados especificamente para
cada alteracion genotipica encontrada (detallados en el capitulo de resultados), en 77
individuos sanos, que fueron admitidos en la seccidbn de donantes de sangre del
Hospital “12 de Octubre” de Madrid, (X+SD = 40+11afios, 63% mujeres), y en 23
sujetos con enfermedades mitocondriales (X£tSD = 43+ 2lafos, 41% mujeres) con
mutaciones en el ADN mitocondrial demostradas: 8 pacientes con MELAS
(encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica, y episodios stroke-like) con la
mutacién A3243G; 8 pacientes con LHON (neuropatia Optica hereditaria de Leber),
cuatro con la mutacién G11778A, dos con la mutacion G3460A y dos con la mutacion

T14484C; 6 pacientes con MERRF (epilepsia mioclénica con fibras rojo rasgadas) con
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la mutacién A8344G; y 1 paciente con MILS (sindrome de Leigh de herencia materna)

con la mutacién T8993G.

2) Analisis de las posibles consecuencias de la mutacion. En las mutaciones “sin sentido”
y en las mutaciones “fuera de fase” se evalué el tamafio y las consecuencias
fisiopatologicas de la proteina resultante de la mutacion. En las mutaciones “de sentido
equivocado” y en las mutaciones “en fase” se consideré el grado de conservacion del
residuo mutado en la escala filogenética y las consecuencias que provocaria la
alteracion aminoacidica en la distribucion de la carga de la proteina y en la

conformacioén de la misma.

13. Analisis bioestadistico.

Las pruebas bioestadisticas aplicadas para la obtenciéon de algunos de los
resultados de esta tesis se han realizado mediante el uso del paquete informatico
estadistico RSIGMA (216).
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1. Deficiencia de miofosforilasa

1.1. Analisis bioquimico
1.1.1. Variabilidad y valores de referencia.

Los resultados de la variabilidad analitica y bioldgica se muestran en la tabla 1X.

Tabla IX. Estudio de variabilidad del método de determinacion

de actividad de miofosforilasa

Imprecision intradia Imprecision intraindividual
N 10 10 10 10
X 17,9 111 14,4 7,6
SD 1,04 0,75 1,29 0,69
CV (%) 5,9 6,8 9,0 9,1

N: nimero de determinaciones; X: media aritmética, SD: desviacion estandar;

CV:coeficiente de variacion

Se han utilizado 30 individuos control para la obtencion de valores de referencia

de miofosforilasa. Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla X.

Tabla X. Valores de referencia de miofosforilasa en
tejido muscular

Individuos 30
Edad (X+ SD) 25+8

miofosforilasa

(umol min™ g tejido™)

X 23,5
SD 4,07
P75 32,6
Pso 24,7
P2s 17,3

X: media; SD: desviacion estandar, P:percentil

Teniendo en cuenta la variabilidad bioldgica y el percentil 2,5 de los valores de
referencia, se ha obtenido 15,6 como valor de decision diagnéstico de déficit de

miofosforilasa.
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1.1.2. Caracterizacion bioquimica

Se ha determinado la actividad miofosforilasa muscular a un total de 29 individuos
pertenecientes a 27 familias (los pacientes 27 y 28, y, 34 y 35 son hermanos, tabla XI)
con indicacién clinica e histologica de padecer una deficiencia de miofosforilasa,
siguiendo la estrategia diagnostica planteada en métodos (Fig. 13). Todos ellos
presentaron ausencia de tincidn para la reaccién histoquimica de MPL, y en su totalidad
la actividad MPL fue indetectable o menor de 1 pmol x min™ x g tejido™.

Las principales hallazgos clinicos, de laboratorio clinico e histdlogicos de estos 29

pacientes, asi como su actividad miofosforilasa, son mostrados en la tabla XI.

1.2. Caracterizacion genético-molecular
1.2.1. Analisis de PCR-RFLP

En 38 pacientes, 29 con déficit bioquimico de miofosforilasa, y 9 casos adicionales
en los que no se practico biopsia muscular obteniéndose ADN directamente de muestras
sanguineas para andlisis molecular (Fig. 13), se estudiaron tanto la mutacion comun
R49X del exén 1 del gen PYGM, como la segunda mutacién mas frecuente en pacientes
caucasicos, la G204S (ex6n 5). La inclusion de los pacientes 7, 14, 18 y 20, y de los
pacientes 8 y 21 por ser hermanos de los pacientes 7 y 20 respectivamente (tabla XI), fue
debida al conocimiento de ciertos datos clinicos relevantes y, especialmente, pruebas de
laboratorio, tales como una curva plana de lactato en isquemia y una actividad elevada de
CK sérica en reposo, que sugieren con gran probabilidad la presencia de enfermedad de
McArdle. El paciente 23 se incluyo en el estudio por ser hermano sintomatico del paciente
22 con déficit bioquimico de MPL. Los individuos 10 y 17 formaron parte de la serie
porque aun siendo hermanos asintomaticos de los pacientes 9 y 18 respectivamente,
presentaron una curva de lactato en isquemia plana y una CK en reposo elevada. En
resumen, se han analizado 38 pacientes pertenecientes a 31 familias diferentes.

La mutacion R49X se encontré presente en los dos alelos (homocigosis) de 14
pacientes (37 % del total de pacientes analizados), y en un Unico alelo (heterocigosis) en
otros 15, es decir se detectaron 43 alelos con esta mutacion, lo que representa el 56% de
los alelos estudiados (Fig. 29).

Un Unico paciente resulté homocigoto para la mutacion G204S (3%). Se demostrd
la existencia de tres pacientes heterocigotos “compuestos” para las mutaciones R49X y
G204S. Asi, el alelo Ser-204 se encontré con una frecuencia del 6,6%.

8 casos no presentaron ninguna de estas dos mutaciones.
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El empleo de estas dos mutaciones como método de cribado molecular ha
permitido caracterizar molecularmente de forma definitiva a 18 pacientes, es decir, cerca
de la mitad de los mismos (47%). Ademas, se ha conseguido detectar al menos un alelo
mutado en 30 casos (79%).

En la Fig. 30 se pueden observar ejemplos de los patrones de restriccion

obtenidos en pacientes con las mutaciones R49X y G204S.

A) B) NI

21%

NI
37%

R49X +?
HTC
32%

G204s

7% R49X

HM
37%

R49X G204S  G204S
HTC

R49X

56% HM
8% 3%

Figura 29. Analisis de cribado molecular utilizando las mutaciones R49X y G204S en 38
pacientes con enfermedad de McArdle. A) distribucidn alélica , B) distribucién porcentual de
pacientes .

HT: heterocigoto, HM: homocigoto; HTC: heterocigoto compuesto; NI: no identificado; ?: mutacién desconocida.

A) B)
1 2 3
87 pb ‘ l. :
58 pb
29 pb

Figura 30. Analisis de las mutaciones R49X (panel A) y G204S (panel B) en el gen
PYGM mediante PCR-RFLP.

Panel A: calle 1: producto de PCR, calle 2: control, calle 3: paciente heterocigoto para R49X, calle 4:
paciente homocigoto para R49X. Panel B: 1: paciente homocigoto para G204S, calle 2: control, calle 3:
paciente heterocigoto para G204S. Ver el apartado métodos para mas explicaciones.
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Tabla XI. Hallazgos clinicos, histolégicos, bioquimicos y moleculares en pacientes

con enfermedad de McArdle.

Pacientes 1 2 3 4 5 6
Clinica

Sexo \% M \% \% \Y Vv
Edad de inicio 12 14 51 12 18 8
Edad actual 18 15 53 20 70 25
CK en reposo NR NR 500 1000 900 2.200
Curva isquémica de lactato NR NR NR Plana NR Plana
Mioglobinuria Sl NO Sl Sl NO Sl
Histologia

PAS + NR + + + NR
Histoquimica MPL A A A A A A

Anélisis Bioquimico

Actividad MPL 0.4 ND ND ND ND 0.3

Analisis molecular

R49X +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+

G204S - - - - - -

Otras mutaciones
Q12X-AMPD1 -/- +/- +/- -/- -/- +/+

V: varon; M: mujer; PAS: Acido peryodico de Schiff, histoquimica para glucégeno; MPL: miofosforilasa;
ND: indetectable; A: ausencia de tincion en la reaccién histoquimica de MPL. Q12X-AMPD1: mutacion
Q12X en el gen para mioadenilato desaminasa; NR: no realizado; S: muestra de sangre; +/+: mutacion

presente en ambos alelos; -/-: mutacion ausente; +/-: mutacién presente en un Unico alelo.
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Tabla XI (Cont). Hallazgos clinicos, histolégicos, bioguimicos y moleculares en

pacientes con enfermedad de McArdle.

Pacientes 7 8 9 10 11 12
Clinica

Sexo M \% Vv M \Y Vv
Edad de inicio 14 19 14 AS 6 18
Edad actual 16 21 17 6 13 39
CK en reposo 1700 NR 1150 300 1440 1800
Curva isquémica de lactato  Plana Plana Plana Plana Plana NR
Mioglobinuria NO NO Sl NO NO Sl
Histologia

PAS S S + S + +
Histoquimica MPL S S A S A A

Anélisis Bioquimico

Actividad MPL S S ND S ND ND

Analisis molecular

R49X +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+

G204S - - - - - -

Otras mutaciones
Q12X-AMPD1 -/- -/- +/- -/- +/+ -/-

V: varon; M: mujer; PAS: Acido peryodico de Schiff, histoquimica para glucégeno; MPL: miofosforilasa;
ND: indetectable; A: ausencia de tincion en la reaccién histoquimica de MPL; Q12X-AMPD1: mutacion
Q12X en el gen para mioadenilato desaminasa; AS: asintomatico; NR: no realizado; S: muestra de
sangre; +/+: mutacion presente en ambos alelos; -/-: mutacién ausente; +/-: mutacion presente en un

Unico alelo.
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Tabla XI (Cont.). Hallazgos clinicos, histolégicos, bioguimicos y moleculares en

pacientes con enfermedad de McArdle.

Pacientes 13 14 15 16 17 18
Clinica

Sexo M \% \% \% Vv M
Edad de inicio 50 46 22 10 AS 27
Edad actual 54 59 23 20 10 30
CK en reposo 700 400 1800 1500 300 600
Curva isquémica de lactato  Plana Plana Plana Plana Plana Plana
Mioglobinuria NO Sl Sl Sl NO Sl
Histologia

PAS + S + + S S
Histoquimica MPL A S A A S S

Anélisis Bioquimico

Actividad MPL ND S ND ND S S

Analisis molecular

R49X +/+ +/+ -/- +/- +/- +/-
G204S -/- -/- +/+ -/+ -/+ -[+

Otras mutaciones
Q12X-AMPD1 -/- -/- -/- +/- -/- -/-

V: varon; M: mujer; PAS: Acido peryodico de Schiff, histoquimica para glucégeno; MPL: miofosforilasa;
ND: indetectable; A: ausencia de tincion en la reaccién histoquimica de MPL ; Q12X-AMPD1: mutacion
Q12X en el gen para mioadenilato desaminasa; AS: asintomatico; NR: no realizado; S: muestra de
sangre; +/+: mutacion presente en ambos alelos; -/-: mutacién ausente; +/-: mutacion presente en un

Unico alelo.
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Tabla XI (Cont.). Hallazgos clinicos, histolégicos, bioguimicos y moleculares en

pacientes con enfermedad de McArdle.

Pacientes 19 20 21 22 23 24
Clinica

Sexo \% \% \% M \Y, M
Edad de inicio 37 10 18 20 17 10
Edad actual 38 17 34 38 28 29
CK en reposo 1200 900 NR 1800 1350 1400
Curva isquémica de lactato NR Plana NR Plana Plana Plana
Mioglobinuria Sl Sl NO NO NO Sl
Histologia

PAS + S S + S NR
Histoquimica A S S A S A

Anélisis Bioquimico

Actividad MPL 0,4 S S ND S ND

Analisis molecular

R49X -I- +/- +/- +/- +/- +/-
G204S -/- -/- -- -/- -/- -/-
Otras mutaciones W797R W797R W797R T487N T487N  A703V
+/+ -+ -+ -+ -+ -+
Q12X-AMPD1 -/- -/- +/- -/- -/- -/-

V: varon; M: mujer; PAS: Acido peryodico de Schiff, histoquimica para glucégeno; MPL: miofosforilasa;
ND: indetectable; A: ausencia de tincion en la reaccién histoquimica de MPL ; Q12X-AMPD1: mutacion
Q12X en el gen para mioadenilato desaminasa; NR: no realizado; S: muestra de sangre; +/+: mutacion

presente en ambos alelos; -/-: mutacion ausente; +/-: mutacién presente en un Unico alelo.
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Tabla XI (Cont.). Hallazgos clinicos, histolégicos, bioguimicos y moleculares en

pacientes con enfermedad de McArdle.

Pacientes 25 26 27 28 29 30
Clinica
Sexo \% V \% M M M
Edad de inicio 16 12 16 18 22 42
Edad actual 22 18 49 30 22 44
CK en reposo 700 2000 1200 900 700 600
Curva isquémica de lactato NR Plana Plana Plana Plana NR
Mioglobinuria Sl Sl Sl NO Sl NO
Histologia
PAS + + + + NR +
Histoquimica MPL A A A A A A
Anélisis Bioquimico
Actividad MPL 0,3 0,4 ND ND ND ND
Anélisis molecular
R49X -/- -/- +/- +/- +/- +/-
G204Ss -/- /- - -/- -/- -/-
Otras mutaciones A659D R193W 533delA 533delA R601W Q754X

+/+ 794/795 -1+ -[+ -+ -[+

delAA
+/+

Q12X-AMPD1 -/- -/- -/- -/- -/- -/-

V: varon; M: mujer; PAS: Acido peryodico de Schiff, histoquimica para glucégeno; MPL: miofosforilasa;

ND: indetectable; A: ausencia de tincion en la reaccién histoquimica de MPL ; Q12X-AMPD1: mutacion

Q12X en el gen para mioadenilato desaminasa; NR: no realizado; +/+: mutacion presente en ambos

alelos; -/-: mutacion ausente; +/-: mutacién presente en un unico alelo.
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Tabla XI (Cont.). Hallazgos clinicos, histolégicos, bioguimicos y moleculares en

pacientes con enfermedad de McArdle.

Pacientes 31 32 33 34 35 36
Clinica
Sexo M M Vv M Vv M
Edad de inicio 15 55 18 14 18 10
Edad actual 16 60 20 21 19 56
CK en reposo 500 700 3000 1000 800 1100
Curva isquémica de lactato  Plana NR NR Plana Plana Plana
Mioglobinuria NO NO Sl NO Sl NO
Histologia
PAS + NR NR NR NR NR
Histoquimica MPL A A A A A A
Anélisis Bioquimico
Actividad MPL ND ND ND ND ND ND
Anélisis molecular
R49X -/- +/- +/- -/- -/- +/-
G204S -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Otras mutaciones 5ivsl4 E348K 753delA 753delA 753delA R323G

+/+ -+ -+ -+ -+ -+

387 i/d* 387 i/d*
-[+ -[+

Q12X-AMPD1 -/- -/- -/- -/- -/- -/-

V: varon; M: mujer; PAS: Acido peryodico de Schiff, histoquimica para glucégeno; MPL: miofosforilasa;

ND: indetectable; A: ausencia de tincion en la reaccién histoquimica de MPL ; Q12X-AMPD1: mutacion

Q12X en el gen para mioadenilato desaminasa; NR: no realizado; +/+: mutacion presente en ambos

alelos; -/-: mutacion ausente; +/-: mutacién presente en un Unico alelo. * 387 i/d: mutacion 387 insA/del 8

pb.
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Tabla XI (Cont.). Hallazgos clinicos, histolégicos, bioguimicos y moleculares en

pacientes con enfermedad de McArdle.

Pacientes 37 38
Clinica
Sexo \% \Y,
Edad de inicio 49 52
Edad actual 59 52
CK en reposo 2000 1700
Curva isquémica de lactato NR NR
Mioglobinuria NO Sl
Histologia
PAS NR +
Histoquimica MPL A A
Anélisis Bioquimico
Actividad MPL ND ND
Analisis molecular
R49X -/- -/
G204S -/- -/-
Otras mutaciones W797R E124X
+/+ +/+
Q12X-AMPD1 -/- -/-

V: varon; M: mujer; PAS: Acido peryddico de Schiff, histoquimica para glucégeno; MPL: miofosforilasa;

ND: indetectable; A: ausencia de tincion en la reaccién histoquimica de MPL ; Q12X-AMPD1: mutacion

Q12X en el gen para mioadenilato desaminasa; NR: no realizado; +/+: mutacion presente en ambos

alelos; -/-: mutacion ausente; +/-: mutacion presente en un Unico alelo.
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1.2.2. Analisis de secuenciacién

Los 20 pacientes con enfermedad de McArdle que no pudieron ser caracterizados
molecularmente de forma definitiva mediante el andlisis de las mutaciones R49X y G204S
fueron sometidos a analisis de secuenciacion directa del gen PYGM. En 12 pacientes que
resultaron heterocigotos para la mutacién R49X se buscdé la mutacion en el otro alelo y en
los 8 pacientes restantes se trato de identificar la mutaciébn en ambos alelos. Asi se
secuenciaron 28 alelos, en los que se demostré la presencia de las mutaciones que se

describen a continuacion.

1.2.2.1. Mutaciones conocidas

Se encontraron dos mutaciones conocidas mediante analisis de secuenciacion. En
el paciente 31 se ha observado la mutacion 5’ ivs14 g—a (primer nucledtido del intron 14)
en sus dos alelos, descrita por Tsujino y cols (67) y posteriormene encontrada por Bruno
y cols. (71) en otra familia. El caso 33, heterocigoto para la mutacion R49X, present6 en
el exén 18 de su otro alelo la mutacién 753 delA, descrita por Kubisch y cols. (73). Dicha
mutacion ademas la presentaron dos hermanos, pacientes 34 y 35, en heterocigosis (Fig.
31).

1.2.2.2. Nuevas mutaciones

Se han encontrado 13 nuevas mutaciones (Tablas Xl y XII): dos microdeleciones
(533 delA y 794/795 delAA), una insercion/delecién - “indel’- (387 insA/del 8pb), dos
mutaciones “sin sentido” (E124X y Q754X) y ocho mutaciones “de sentido equivocado”
(R193W, R323G, E348K, T487N, R601W, A659D, A703V y W797R) (Fig. 31).

i) Mutacién E124X

En el paciente 38 el analisis de secuenciacion revel6 una transversion G — T en
homocigosis en el exdn 3 (Fig. 32) que implica la sustitucion de un triplete que codifica
glutamato (GAA) por un codon de parada de lectura (TAA) en la posicion 124 (E124X), lo
gue conduce a la sintesis de una proteina de un tamafio muy reducido. Dicha mutacion
se confirmé mediante un método PCR-PIRA utilizando el cebador modificado
denominado 124F (5-TCA CTC CTC CAG CTG GGC CTG GAC ATG GAG GAG CCT
GA-3") y el oligonucleétido 4R, amplificando un fragmento de 355 pb que al ser digerido
con el enzima de restriccion Sau | (5’—CCiTNAGG—3') genera dos fragmentos de 320 y 35
pb cuando existe un alelo normal Glu-124, permaneciendo como tal en presencia de un
alelo mutado Stop-124 (Fig. 32).
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1 234 5 67 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20

753 delA W797R
VoL Q754X
MoV 7941795 delAA
708/709 delTTC
Ra9X 62045 533 delA koot > V1% aesop GAg::F\e/
15 GsTT g—a Q665E N684Y

Figura 31. Localizacion de las mutaciones en el gen PYGM asociadas con enfermedad de
McArdle.

En rojo se indican las nuevas mutaciones observadas durante esta tesis. En verde se representan las mutaciones
encontradas en esta tesis previamente descritas. Los rectangulos representan a los exones. Las zonas de color rosa
indican las regiones no traducibles. ivs: intron; del: delecién; ins: insercién.

A) B)
GAGGA GCT G GA GTAAATTGA G 355 pb
* 320 pb
C)
Codon 121 122 123 124 125 126
E L E E I E
Normal G A G C T G G A G G A A AT T G A G
Mutado G A G C T G G A G T A A
E L E X

Figura 32. Mutacién E124X en el gen PYGM.
A) Analisis de secuenciacién directa donde la sutitucion G—T en el codon 124 es indicada por un asterisco. B) PCR-
PIRA con Sau | en gel de agarosa al 3% (ver explicaciones en el texto); calle 1: paciente 38, homocigoto para E124X,

calle 2: control. C) Comparacién de las secuencias nucleotidica y aminoacidica de los alelos normal y mutado. Los
residuos mutados son destacados en color rojo.
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i) Alelo mutado R193W -794/795 delAA

En el paciente 26 se descubrieron dos mutaciones, ambas en homocigosis. Una
de ellas consiste en una transicion C — T en el exén 5 que produce la sustitucion de un
residuo de arginina (CGG) por uno de triptofano (TGG) en la posicién 193 (R193W). La
presencia de la mutacién se confirmé mediante PCR-RFLP utilizando los cebadores 5F y
5R. El producto amplificado de 371 pb fue digerido con el enzima de restriccion Msp | (5'-
CLCGG-S’), formandose tres fragmentos de 197 pb, 141 pb y 33 pb cuando existe un
alelo Arg-193, y unicamente dos fragmentos de 338 pb y 33 pb en presencia del alelo
mutado Trp-193 (Fig. 33).

La otra mutacion encontrada en el paciente 26 es una microdelecion homocigética
de dos nucledtidos de adenina situados en la union de los codones 794 y 795 (794/795
delAA) pertenecientes al exon 20. Esto produce una mutacién “fuera de fase”
desplazando la pauta de lectura del codigo genetico, lo cual conduce a la aparicion de un
nuevo codon de fin de la traduccién en el triplete 813. La mutacién predice por tanto la
sintesis de una proteina truncada de menor tamafo, con 29 aminoacidos menos, en el
extremo carboxiterminal (Fig. 34). Esta delecion se comprob6é mediante andlisis de PCR-
RFLP, amplificando un fragmento de 507 pb utilizando los cebadores 19F y 20R, que es
dividido en dos fragmentos de 342 pb y 165 pb en presencia de un alelo normal cuando
se trata con el enzima de restriccion Ava | (5'—C¢YCGRG—3'). La delecién crea un nuevo
sitio de restricion para Ava |, de forma que el fragmento de 342 pb es digerido por el
enzima en dos productos de 262 pb y 78 pb (este fragmento es 2 pb mas corto debido a

la deleccion) cuando existe un alelo delecionado (Fig. 34).

iilMutacién R323G

En el paciente 36, heterocigoto para la mutacion R49X, se observo en el otro alelo
una transversion C — G en el exdn 8 que provoca la sustitucién de arginina (CGC) por
glicina (GGC) en el codon 323. La presencia de la mutacion se comprobé mediante
analisis de PCR-RFLP utilizando los cebadores 8F y 8R para amplificar un fragmento de
262 pb que en presencia del alelo normal Arg-323 es digerido con el enzima de
restriccion Hha | (5'—GCG¢C—3') en dos de 180 pb y 82 pb, permaneciendo inalterado si
existe el alelo mutado Gly-323 (Fig. 35).
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A)
GG AGA GGCCT G G G GT T
%
/\/\ /\ ~ N
C)
Codon 190 191 192
E K A
Normal G A G A A G G C C
Mutado G A G A A G G C C
E K A

B)
1 2 3
371pb .
197 pb g
141 pb ——
33 pb m =
193 194 195
R P E
C G G c Cc C G A G
T G G cC C C G A G
w P E

Figura 33. Mutacién R193W en el gen PYGM.

A) Andlisis de secuenciacion directa donde la sutitucion C—T en el codon 193 es indicada por un asterisco. B) PCR-
RFLP con Msp | en gel de agarosa al 2% (ver explicaciones en el texto); calle 1: paciente 26, homocigoto para
R193W, calle 2: producto de PCR sin digerir, calle 3: control. C) Comparacién de las secuencias nucleotidica y
aminoacidica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo.

A) Secuencia delecionada
GCAGAACCC GA GAGT

G
[
[}
9}

N /

AV

Secuencia normal

GCA_GAA(,(‘(‘GAGAGTG GA C G C

C)
Codon 793 794 795 796
N P R E
Normal A A C CCA A GA GA
Mutado A A C cC CG A G A G T
N P R \%
Codon 800 801 811
M \ F
Normal A TG GTG TTC
Mutado G G T GAT CTC
G D L

B)
507 ph se—
342 pb

262 pb *

165 pb

78 pb

00
o -

\I
U>OEL\OI
o0
o>
>0049

(o]

o0
—4 >
XOOMOHO

o+
O>0na

=4 ®

[ONe@]
\‘
UJ>O;U£

(9N0)

> -

Figura 34. Mutacion 794/795 delAA en el gen PYGM.

A) Analisis de secuenciacion directa donde se puede observar la secuencia del exén 20 con la delecién del par de
adeninas vs la secuencia del mismo fragmento en un sujeto control (la deleciéon de dos adeninas se resefia en el
circulo) B) PCR-RFLP con Ava | en gel de agarosa al 1,5 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de PCR
sin digerir, calle 2: paciente 26, homocigoto para la microdelecion, calle 3: control. C) Comparacion de las
secuencias nucleotidica y aminoacidica de los alelos normal y mutado. La delecion conduce a un desplazamiento de
la pauta de lectura del codigo genético cuyo resultado es la aparicién de un codon de terminacion en el triplete 813.
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A) B)
1 2 3
el GT G NG el
= I _ 262 pb — ——
[ [ \ f 180 pb e —
|1 i1 | an
4 | } -.|‘I|II
hI I/\. .'n‘-, J /V { _'|I ".ul I‘ 82 pb
| \ ."‘ 1A { I/ I;_ v |
VN JAY WL A
<)
Codon 320 321 322 323 324 325
D P \Y R T N
Normal G AT CCC GTG CcCGcGC ACG AAC
Mutado G AT CCC GTG GGC CTG ATG
D P \Y G L M

Figura 35. Mutacién R323G en el gen PYGM.

A) Andlisis de secuenciacion directa donde la sutitucion C—G en el codon 323 es indicada por un asterisco. B)
PCR-RFLP con Hha | en gel de agarosa al 2% (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de PCR sin
digerir, calle 2: control, calle 3: paciente 36, heterocigoto para R323G. C) Comparaciéon de las secuencias
nucleotidica y aminoacidica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo.

iv) Mutacion E348K

El paciente 32, heterocigoto para la mutacidén R49X, presentd una transversion
G—A heterocigota en el exon 9 (Fig. 36), que conduce a la sustitucion de glutamato
(GAG) por lisina (AAG) en el codon 348. La mutacion se comprobd mediante analisis de
PCR-RFLP utilizando los cebadores 9F y 9R con los que se amplificé un fragmento de
292 pb que en presencia del alelo normal Glu-348 es digerido con el enzima de
restriccion Ava | en tres fragmentos de 158 pb, 92 pb y 42 pb. En presencia del alelo
mutado Lys-348 se destruye un sitio de restriccion para Ava |, obteniendose dos
fragmentos de 250 pb y 42 pb (Fig. 36).
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A) B) 1 2 3

292 pb
250 pb |

158 pb|

92 pb!
42 pb

C)

Codon 345 346

Normal
Mutado

OO0
>0

w
7<)>)>|'|'|$
00
00
> >
Z244z2Q
00

=44
©
[0NO)

A
GCC A
GCC A
A

Figura 36. Mutacion E348K en el gen PYGM.

A) Andlisis de secuenciacién directa donde la sutitucion G—A en el codon 348 es indicada por un asterisco. B)
PCR-RFLP con Ava | en gel de agarosa al 2% (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de PCR sin
digerir, calle 2: paciente 32, heterocigoto para E348K, calle 3: control. C) Comparacion de las secuencias
nucleotidica y aminoacidica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo.

v) Mutacién 387 insA/del 8 pb

En los pacientes 34 y 35, que son hermanos, se identifico la mutacién 753delA en
uno de sus alelos, y en el otro se observé una mutacion compleja en el exén 10, que
consiste en la insercion de una adenina antes del comienzo del codon 387 combinada
con una delecion de un “elemento simétrico” de 8 pb (5'-TGGCCGGT-3') pertenecientes a
los tripletes 387, 388 y 389. La secuenciacion del fragmento correspondiente al exén 10
mostrd una superposicion de picos en el electroforegrama a partir de cierta base tanto en
direccion directa como reversa, lo que sugeria la existencia de una insercion o delecion
en heterocigosis de unos 7-8 pb de bases. Para secuenciar el alelo con dicha alteracion
molecular se digirié el fragmento con el enzima de restriccion Msp | (5-GGCC-3’) que
cortaria en esos 7-8 pb (es decir, si existiera una delecion de esa secuencia nucleotidica,
el enzima Unicamente cortaria en el alelo que no llevara la delecion y no lo haria en el
alelo problema). Debido a que Msp |, contiene ademas otro sitio de reconocimiento en
este fragmento de 284 pb, tras la digestion del mismo se obtendrian tres fragmentos de
143 pb, 81 pb y 60 pb en un alelo no delecionado, mientras que en el mutado se
obtendrian unicamente dos fragmentos de aproximadamente de 218 pb y 60 pb (Fig. 37).
Asi, tras la digestion enzimatica se separararon los fragmentos en un gel de agarosa de
bajo punto de fusién al 2%, pudiendose aislar, purificar y secuenciar con el cebador 10F

el fragmento de aproximadamente 218 pb, obteniendo como resultado la presencia de
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una insercion de una adenina combinada con una delecion de 8 pb. (Fig. 37). Esta
mutacion produce un desplazamiento en el cédigo de lectura que conduce a la aparicién
de un nuevo codon de terminacion en la posicién 420.

A)

Secuencia fragmento 217 pb  ins A

GGCCCT G GAGCGCAGCACCT CTT G GAGAC

Secuencia normal

GGCCCT 6 GAGCGQT 6 6CC 66T

C)
Codon 385 386 387 388 389 390 391
E R w P \ H L
Normal C A G CGC T G G cC CG G TG CAC CTOC
Mutado C A G CGC A GC ACC TCT T GG AGA
E R S T S wW R
Codon 392 - - - 419 420 421 422 423
L - - - P G D \Y D
Normalk T T G --- CCA GGG GAC GTA GAC
Mutado C G C - -- A CG T A G
R - - - T X

Figura 37. Mutacion 387 insA/del 8pb en el gen PYGM.

A) Andlisis de secuenciacion directa donde se puede observar la secuencia del exén 10 en el alelo con la insercién
de una adenina y la delecion del octanucle6tido 5'-TGGCCGGT-3' (secuencia del fragmento de 217 pb obtenido tras
digestion con Msp | vs secuencia del exén 10 perteneciente a un sujeto control). B) PCR-RFLP con Msp | en gel de
agarosa al 3 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: control, calles 2 y 3: pacientes 34 y 35 respectivamente,
ambos heterocigotos para la mutacién “indel”. C) Comparacién de las secuencias nucleotidica y aminoacidica de los
alelos normal y mutado. La delecién conduce a un desplazamiento de la pauta de lectura del cédigo genético cuyo
resultado es la aparicion de un codon de terminacién en el triplete 420. La microdelecién en rosa, la microinsercion
en azul y los residuos aminoacidicos mutados en rojo.

vi) Mutacioén T487N

En los pacientes 22 y 23 que son hermanos heterocigotos para R49X se observo
una transversion C — A en el exon 12 del otro alelo (Fig. 38) que conlleva la sustitucién
de un residuo treonina (ACC) por uno de asparragina (AAC) en el codon 487. La
presencia de la mutacibn se comprobé mediante un método PCR-PIRA utilizando el
cebador modificado 487F (5-TGA GCT GGA GCC TCA TAA GTT CCA GAA TAA GAC
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CAA CGG CAT TA-3) y el cebador 12R, para amplificar un fragmento de 180 pb que es
dividido en dos fragmentos de 138 y 32 pb en presencia de el alelo mutado Asn-487 con
el enzima de restriccién Mse | (5’—TiTAA—3’), lo que no ocurre cuando existe el alelo
normal Thr-487 (Fig. 38).

A) B)

180D o e e

138 bp
C)
Codon 484 485 486 487 488 489 490
N G [ T P R R
Normal AAC GGC ATC ACC CCT CGG CGC
Mutalo AAC GGC ATC AAC CCT CGG CGGC
N G [ N P R R

Figura 38. Mutaciéon T487N en el gen PYGM.

A) Analisis de secuenciacion directa donde la sutitucion C—A en el codon 487 es indicada por un asterisco. B)
PCR-PIRA con Mse | en gel de agarosa al 2,5% (ver explicaciones en el texto); calle 1: control, calles 2 y 3:
pacientes 22 y 23 respectivamente, ambos heterocigotos para T487N. C) Comparacion de las secuencias
nucleotidica y aminoacidica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo.

vii) Mutacion 533 delA

En los pacientes 27 y 28, que son hermanos y heterocigotos para la mutacion
R49X, se encontr6 en el otro alelo una delecion de un nucleétido de adenina
perteneciente al codon 533 (533 delA) en el exdén 13. Esta alteracién conlleva un
desplazamiento de la pauta de lectura, activandose un nuevo triplete stop en el codon
537 lo que predice la sintesis de una proteina severamente truncada en 305 aminoacidos
del extremo carboxiterminal (Fig. 39). Esta delecion se confirmd mediante analisis de
PCR-RFLP, amplificando un fragmento de 263 pb utilizando los cebadores 13F y 13R,
que se fragmenta en dos de 210 pb y 53 pb en presencia de un alelo normal cuando se
trata con el enzima de restriccion Msl | (5’-CAYNN¢NNRTG-3’). La delecién crea un
nuevo sitio de restricion para Msl I, de forma que el fragmento de restriccién de 209 pb
(fragmento 1 pb mas corto debido a la deleccion) es digerido por el enzima en dos

productos de 112 pb y 97 pb en presencia de un alelo delecionado (Fig. 39).
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A) B) 1 2 3 4
CATT C G GGA GGG GGCAAAGT G G
263 pb —
210 pb — e G——
112 + 97 pb [ee——
S3bp AN A
C)
Codon 533 534 535 536 537 538
D v A K v K
Normal GAT GTG GCC AAA GTG AAG
Mutado GTG TGG CCA AAG TGA
v W P K X

Figura 39. Mutacion 533 delA en el gen PYGM.

A) Andlisis de secuenciacion directa: la flecha indica la posicién donde comienza un solapamiento de secuencias.
Este hecho sugiere la presencia de una microlesion en heterocigosis, que en este caso es la delecién de una
adenina. B) PCR-RFLP con Msl | en gel de agarosa al 2,5 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de
PCR sin digerir, calles 2 y 3: pacientes 27 y 28 respectivamente, ambos heterocigotos para 533 delA, calle 4:
control. C) Comparacion de las secuencias nucleotidica y aminoacidica de los alelos normal y mutado. El
nucleétido delecionado, adenina, provoca un desplazamiento de la pauta de lectura que conduce a la aparicién de
un triplete de terminacion en el codon 537. Los residuos aminoacidicos mutados en color rojo.

viii) Mutacion R601W

El paciente 29 resultdé heterocigoto compuesto para la mutacion R49X y una
nueva mutacién, R601W, causada por una transicion C — T en el exdn 15 (Fig. 40) que
produce la sustitucion de arginina (CGG) por triptéfano (TGG) en el codon 601. La
presencia de la mutaciéon se confirmé mediante analisis de PCR-RFLP utilizando los
cebadores 15F y 16R con los que se amplificé un fragmento de 482 pb que tras
tratamiento con el enzima de restriccion Sty | (5’-C¢CWWGG-3’) es digerido en dos
fragmentos de 418 y 64 pb en presencia del alelo normal Arg-601. Cuando existe el alelo
mutante Trp-601 se crea un nuevo sitio de restriccion para Sty | digiriendose el fragmento
de 418 pb en dos de 320 pb y 98 pb (Fig. 40).

iX) Mutacion A659D

En el paciente 25 se puso de manifiesto una transversion C — A homocigota en el
exén 17 (Fig. 41), que produce la sustitucién de un residuo alanina (GCT) por uno de
aspartato (GAT) en el codon 659. La presencia de la mutacién se comprob6 mediante
analisis de PCR-RFLP utilizando los cebadores 17F y 17R, con los que se amplificé un

fragmento de 380 pb que es digerido con el enzima de restriccién Pst | (5’—CTGCA¢G—3’)
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en dos fragmentos de 289 y 91 pb en presencia del alelo normal Ala-659, y no es digerido

cuando existe el alelo mutante Asp-659 (Fig. 41).

A) B)

TTTGTGCCTNGGACTGTGATGATTG

C)
Codon 599 600 601 602 603 604
\% P R T \Y M
Normal G T G CCT CGG ACT GTG ATG
Mutado G T G CCT T GG ACT GTG ATG
\% P w T \Y, M

Figura 40. Mutacion R601W en el gen PYGM.

A) Analisis de secuenciacién directa donde la sutitucion C—T en el codon 601 es indicada por un asterisco. B)
PCR-RFLP con Sty | en gel de agarosa al 1.5 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: paciente 29,
heterocigoto para R601W, calle 2: control. C) Comparacion de las secuencias nucleotidica y aminoacidica de
los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo.

B
A) ) 1 2 3
AGTGATCCCAGATGCAGA CT( 380 b
b [ -
289 bp —
91 bp
C)
Codon 657 658 659 660 661 662
| P A A D L
Normal ATC CCA GCT GCA GAC CTC
Mutado ATC CCA GAT GCA GAC CTC
| P D A D L

Figura 41. Mutacion A659D en el gen PYGM.

A) Andlisis de secuenciacién directa donde la sutitucion C—A en el codon 659 es indicada por un asterisco. B)
PCR-RFLP con Pst | en gel de agarosa al 1.5 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de PCR sin
digerir, calle 2: paciente 25, homocigoto para A659D, calle 3: control. C) Comparaciéon de las secuencias
nucleotidica y aminoacidica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo.

-92-



RESULTADOS

x) Mutacién A703V

En el paciente 24, que era heterocigoto para R49X, se observé una transicion
C—T en el exén 17 del otro alelo (Fig. 42) que produce la sustitucion de un residuo
alanina (GCG) por uno de valina (GTG) en el codon 703. La presencia de la mutacion se
comprobé mediante método PCR-PIRA utilizando el cebador 17F y el cebador modificado
denominado 703R (5-CTC CAC CCG CAT GCC AAA GAT GAA GAA GTT TTC CTC
TCGC-3). El fragmento amplificado de 259 pb es digerido con el enzima de restriccion
Hha | (5’-GCG¢C-3’) en dos fragmentos de 220 y 39 pb cuando existe un alelo normal

Ala-703, permaneciendo como tal en presencia de un alelo mutado Val-703 (Fig. 42).

xi) Mutacion Q754X

En el paciente 30, que era heterocigoto para R49X, se identificd una transicion
C—T en el exdn 18 del otro alelo (Fig. 43) que produce una mutacién “sin sentido” al ser
sustituido un triplete que codifica para glutamina (CAG) por un codon stop (TAG) en el
codon 754. Esta alteracion predice la biosintesis de una proteina en la que se habran
eliminado 88 aminoacidos de su extremo carboxiterminal. La mutacion se comproboé
mediante PCR-PIRA utilizando el cebador 18F y el cebador modificado 754R (5'-ATC
TTG ACA ATG TCC TTG AAC AGG TCG GGA T-3)). El fragmento amplificado de 219 pb
es digerido con el enzima de restriccion Fok | (5’-GGATGN9,13i -3") en dos fragmentos de
179 y 40 pb cuando existe un alelo normal Glu-754, permaneciendo como tal en

presencia de un alelo mutado Stop-754 (Fig. 43).

xii) Mutacion W797R

En los pacientes 19 y 37 se puso de manifiesto en homocigosis una transicion
T—C (Fig. 44) que conlleva la sustitucion del aminoacido triptéfano (TGG) por un residuo
de arginina (CGG) en la posicion 797 del exén 20. Dicha mutacién también se encontro
en forma de heterocigosis “compuesta” en otros dos pacientes, los casos 20 y 21 que
eran hermanos y heterocigotos para R49X. La mutacién se confirmé mediante analisis
PCR-PIRA utilizando el cebador 797F (5'-TTG TAC AAG GTG AGG GGT CCT-3) y el
cebador modificado 797R (5-TTG ACC GAG GTG GCG ATG TTC CTT ATC ACC ATC
CGC GTG C-3'), con los que se amplifica un fragmento de 174 pb que es digerido con el
enzima de restriccion Hha | (5’-GCG¢C-3’) en dos fragmentos de 135 y 39 pb en
presencia del alelo mutado Arg-797 y que permanece intacto cuando el alelo es normal -
alelo Trp-797 (Fig. 44).
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A) B)

GCAGAAGAGGNGGGAGAGGARA
*

259 pb M -

N\ f /\\
WA\ AL ]

C)
Codon 701 702 703 704 705 706
E E A G E E
Normal GAA GAG GCG GGA GAG GAA
Mutado GAA GAG GTG GGA GAG GAA
E E \% G E E

Figura 42. Mutaciéon A703V en el gen PYGM.

A) Andlisis de secuenciacién directa donde la sutitucion C—T en el codon 703 es indicada por un asterisco. B)
PCR-PIRA con Hha | en gel de agarosa al 2,5 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de PCR sin
digerir, calle 2: control, calle 3: paciente 24, heterocigoto para A703V. C) Comparacion de las secuencias
nucleotidica y aminoacidica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo.

A) B)
CTCCCCCANMANAGECE GAGCCET 67T

219 pb - S

I' 179 pb L T
i .“:“".f A
C)

Codon 751 752 753 754 755 756

S P K Q P D
Normal TCC CCC AAA CAG CCC GAC
Mutado TCC CCC AAA TAG

S P K X

Figura 43. Mutacion Q754X en el gen PYGM.

A) Analisis de secuenciacion directa donde la sutitucion C—T en el codon 754 es indicada por un asterisco. B)
PCR-PIRA con Fok | en gel de agarosa al 2,5 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de PCR sin
digerir, calle 2: paciente 30, heterocigoto para Q754X, calle 3: control. C) Comparacién de las secuencias
nucleotidica y aminoacidica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo.
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A) B) 1 2 3
CAAGAGA GCGGACGC G GAT
N 174 pb  e— p—
135 pb —
A N 39 pb
A
Y 8 J YA XX
C)
Codon 794 795 796 797 798 799
P R E W T R
Normal CCA A G A G A G T G G A C G C G G
Mutado CCA A G A G A G C G G A C G C G G
P R E R T R

Figura 44. Mutacion W797R en el gen PYGM.

A) Andlisis de secuenciacion directa donde la sutitucion T—>C en el codon 797 es indicada por un asterisco. B)
PCR-PIRA con Hha | en gel de agarosa al 2,5 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: control, calle 2: paciente
19, homocigoto para W797R, calle 3: paciente 20, heterocigoto para W797R. C) Comparaciéon de las
secuencias nucleotidica y aminoacidica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo.

1.2.3. Analisis genético-molecular familiar

En los pacientes con enfermedad de McArdle en los que se ha podido estudiar a
miembros de la familia, se analizaron las mutaciones en ADN aislado a partir de muestras
sanguineas. En la figura 45 se muestran los resultados obtenidos en algunas de las
familias estudiadas, en las que, de manera general, se puede observar la transmision

autosémica recesiva de los alelos analizados.

1.2.4. Epidemiologia molecular

En la tabla XlIl se muestran los alelos mutados del gen PYGM de los 38 pacientes
estudiados. Las cuatro mutaciones mas frecuentes en esta serie (R49X, W797R, G204S
y 753delA) representan el 75% de los alelos identificados (65% - 85% de los alelos con
un intervalo de confianza del 95%) (Fig. 46). Si se hubieran utilizado estas cuatro
mutaciones como estrategia de rastreo molecular se habrian caracterizado
definitivamente el 60% de los pacientes con enfermedad de McArdle (44% - 76% de los

pacientes con un intervalo de confianza del 95%).
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R49X O——D

+/-

+/-

OO0 MDD

+- +- -+ +- +/-

W797R

R49X
T487N

HO @O

+- -I- +-
-/+ -+ -+
5'-ivs 14

+/- -/-
A -/-
g—a
+/- I+
31
+/+ -/-

R49X
+/-
+/+
-J-
R49X
A703V +/-

+-
-1+

R49X
W797R

R49X O_
G204S _D

-
-/+

-/- +/-
-+ -/
16
+- /-
-+ -/-

/-

R49X
753 delA

-+

R49X
R601W

-
-/+

O—_]

-I- +-
-/+ -/-
°
-I- +/- -/-
-/- -I+ -/+
+/-

-

/-
--

Figura 45. Anélisis molecular en familias con enfermedad de McArdle

Los simbolos negros indican pacientes con sintomas de la enfermedad. El nimero representa el paciente
correspondiente en la tabla XI. +/+ homocigoto, +/- heterocigoto, -/- normal para cada una de las mutaciones. En caso
de familias con dos mutaciones (heterocigosis compuesta) el status genético de cada miembro se representa en dos
filas cada una de las cuales se relaciona con las mutaciones indicadas en la parte superior de cada arbol familiar
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Tabla Xll. Alelos del gen PYGM identificados en 38 pacientes con enfermedad de

McArdle pertenecientes a 31 familias.

R49X 43 |R324G * 1 |533delA* 2 |A703V *

E124X * 2 |E348K* 1 |5ivsl4 2 | 753 delA 3
R193W * +

794/795 delAA * 2 | 387 insA/del8bp * 2 |R601W * 1 | Q754X * 1
G204S 5 |T487N * 2 |AB59D * 2 |W797R* 6

* Alelos nuevos mutados encontrados en este estudio.

0
100 %

90 A

80 A

70

60

50 A

40 -

30 A

i

20 A

10 A

B R49X, G204S, W797R, 753 delA
OResto

Figura 46 . Distribucion porcentual de los cuatro alelos mas frecuentes del gen PYGM
en pacientes con enfermedad de McArdle.
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2. Deficiencia de fosfofructoquinasa muscular

2.1. Analisis bioquimico

2.1.1. Variabilidad y valores de referencia

Los resultados de la variabilidad analitica y biologica se muestran en la tabla XIII.
Tabla XIllI. Estudio de variabilidad del método de determinacion

de actividad de fosfofructoquinasa muscular

Imprecision intradia Imprecision intraindividual
N 10 10 10 10
X 34,5 9,7 45,9 27,7
SD 1,88 0,61 4,42 3,10
CV (%) 5,5 6,3 10 11

N: nimero de determinaciones; X: media aritmética, SD: desviacion estandar;

CV:coeficiente de variacion

Se han utilizado 19 individuos control para la obtencion de valores de referencia

de fosfofructoquinasa muscular. Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla XIV.

Tabla XIV. Valores de referencia de fosfofructoquinasa en tejido muscular
Individuos 19
Edad (X+SD) 29+6

PFK muscular

(umol min™ g tejido™)

X 35,7
SD 8,8
Po7s 49,5
Pso 35,8
P2s 23,0

X: media artimética, SD: desviacion estandar,

P:percentil.

Teniendo en cuenta la variacion biolégica y el percentil 2,5 de los valores de
referencia, se ha tomado 20,7 pmol min® g tejido® como valor de decision en el

diagnéstico de déficit de fosfofructoquinasa muscular.
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2.1.2. Caracterizacion bioquimica

Se ha realizado la determinacion de la actividad fosfofructoquinasa muscular a un
total de 6 individuos con indicacion clinica e histolégica de padecer una deficiencia de
fosfofructoquinasa en musculo esquelético siguiendo la estrategia diagndstica planteada
en los métodos (Fig. 13). En 3 de ellos la actividad PFK muscular fue indetectable y
coincidieron con una ausencia de tincion en la reaccion histoquimica de PFK. Los otros 3
mostraron una actividad alrededor del 50% respecto al valor de decision de déficit de
PFK, y aunque presentaron tincién en la reaccion histoquimica, ésta fue menos intensa,
calificandose de tincion palida.

Las principales caracteristicas clinicas, de laboratorio clinico e histblogicas de
estos 6 pacientes, asi como su actividad PFK en muasculo esquelético, son mostradas en
en la tabla XV.

2.2. Caracterizacion genético-molecular
2.2.1. Anélisis de PCR-RFLP

Para intentar caracterizar molecularmente a alguno de los 6 pacientes con déficit
bioquimico de PFK se estudié la mutacion R39P en el exon 4 del gen PFKM. Se analiz
Unicamente esta mutacion y no otras, por tres razones: (i) la gran variabilidad genética de
esta enfermedad, (ii) la ausencia de una mutacién predominante que permitiera un
estudio de cribado mutacional preliminar, y (iii) por su descripcion en homocigosis en un
paciente de origen italiano (100) y en otro paciente, también italiano, que resulté ser un
caso de “doble problema” junto a la mutacion Q12X del gen AMPD1 (108), teniendo en
cuenta la posibilidad de un origen étnico comun a los espafioles. La mutacién R39P no se
detectd en ninguno de los seis pacientes con déficit de PFK muscular estudiados (Fig.
47).

1 2 3
95 pb  w——
65 pb S e
30 pb “ i

Figura 47. PCR-RFLP de la mutacion R39P en el gen PFKM.
Calle 1: producto de PCR, calle 2: paciente 6 de la tabla XV, calle 3: control.
Ver el apartado métodos para mas explicaciones.
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Tabla XV. Hallazgos clinicos, histolégicos, bioquimicos y moleculares en pacientes

con enfermedad de Tarui.

Pacientes 1 2 3 4 5 6
Clinica

Sexo \% \% \% M \Y, M
Edad de inicio 17 12 9 16 11 6
Edad actual 17 21 10 26 27 21
CK en reposo 300 1060 1200 550 750 600
Curva isquémica de lactato NR Plana Plana NR NR Plana
Mioglobinuria NO Sl NO NO Sl NO
Histologia

PAS + + NR + + NR
Histoquimica PFK A A P P P A

Anélisis Bioquimico

Actividad PFK muscular ND ND 9,5 13,0 11,7 ND

Analisis molecular

R39P - - - - - -
Q12X-AMPD1 +/- - - - - -

V: varén; M: mujer; ND: indetectable; NR: no realizado; PAS: Acido peryodico de Schiff, histoquimica para
glucogeno; PFK: fosfofructoquinasa; Q12X-AMPD1: mutacion Q12X del gen para mioadenilato
desaminasa; A: ausencia de tincion; P: reaccion histoquimica calificada por el patélogo como pélida o

ténue.
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3. Deficiencia de mioadenilato desaminasa

Siguiendo la estrategia de caracterizacion bioquimico-molecular de intolerancias al
ejercicio planteada en la seccidbn metodoldgica (Fig. 13), la deteccion de pacientes con
déficit de MADA se ha indagado a partir de datos clinicos, de laboratorio (especialmente
de la curva de amonio en isquemia) y fundamentalmente a partir de datos histoquimicos,
a causa de que en la institucion dénde se ha realizado esta tesis la reaccion histoquimica
para MADA forma parte del protocolo de diagndstico para la mayoria de las biopsias
musculares que pertenecen a pacientes con sospecha de miopatia metabdlica. Por este
motivo, la reaccion histoquimica para MADA se ha determinado durante 5 afios en 400
biopsias musculares, encontrandose 6 pacientes positivos para la misma (ausencia de
tincién), que representa el 1,5% del total de biopsias con sospecha de miopatia
metabdlica (intervalo de confianza del 95%: 0,3%-2,7%).

En estos 6 pacientes con déficit histoquimico de MADA, se ha investigado la Unica
mutacién descrita, Q12X, del gen AMPD1, resultando todos ellos homocigotos (Fig. 47).
Por otra parte, y dado el debate que actualmente existe sobre la patogenicidad de este
déficit, en estos pacientes se realizaron estudios bioquimicos y genéticos adicionales que
comprenden las actividades de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, de
miofosforilasa, fosfofructoquinasa y carnitina-palmitil transferasa en homogenado
muscular, asi como la tipificacién de algunas mutaciones en el ADN mitocondrial y en los
genes PYGM, PFKM y CPT2. Depués de llevar a cabo todos estos estudios se observé
gue 3 de estos pacientes contenian Unicamente la mutacién Q12X en el gen AMPD1; dos
mostraban ademds, una deficiencia de miofosforilasa, resultando ambos homocigotos
para la mutacion R49X del gen PYGM (pacientes 6 y 11 en la tabla Xl); y el otro sujeto
homocigoto para Q12X, cuyo fenotipo clinico predominante sugeria una enfermedad
mitocondrial, presenté la mutacion heteroplasmica A3243G en el ARNt-Leu™"® en el
ADN mitocondrial (Tabla XVI).

Como consecuencia de dicha controversia, se ha analizado la mutaciéon Q12X en
sujetos control para determinar la frecuencia de heterocigotos en nuestra poblacion. Asi,
se encontraron 9 heterocigotos en 50 pacientes controles (edad X+SD: 34+5; 46%
mujeres), es decir, enfermos sin patologia muscular metabdlica (10 con neoplasia, 10 con
trastornos genitourinarios, 10 con diabetes, 10 con alteraciones hepéticas y 10 con
enfermedades cardiovasculares), y 17 heterocigotos en 100 sujetos control seleccionados
aleatoriamente del Servicio de Donantes de Sangre del Hospital 12 de Octubre de Madrid

(edad X£SD: 36+6; 40% mujeres). En total, estos hallazgos representan el 17,3% , con
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un intervalo de confianza del 95% de 11,3%-23,3% de heterocigosis en nuestra

poblacién.

Tabla XVI. Hallazgos clinicos, histolégicos, y moleculares en pacientes con

deficiencia de mioadenilato desaminasa.

Pacientes 1 2 3 4 5* 6**
Clinica

Sexo \% V \Y, M \Y, \Y,
Edad de inicio 20 8 30 40 6 8
Edad actual 33 20 40 51 13 25
Intolerancia al ejerciciot 1 1 1 0 2 3
CK en reposo 420 280 370 100 1440 2200
Curva isquémica de amonio plana  plana plana plana plana plana

Curva isquémica de lactato normal normal normal normal plana plana

Mioglobinuria NO NO NO NO NO Sl

Otros hallazgos - - EMG-mp  PEO - -
DMHM

Histologia

Histoguimica MADA A A A A A A

Otros hallazgos - - - FRR - -

Analisis molecular

Q12X-AMPD1 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+

A3243G-ADNmt NR NR NR HTP NR NR
60% (Mu)

R49X-PYGM -/- -/- -/- -/- +/+ +/+

* paciente 11 y ** paciente 6 de la tabla XI; Tgrado de intolerancia al ejercicio: 0, ausente, 1, ligera, 2,
moderada, 3 marcada; V: varén; M: mujer; MADA: mioadenilato desaminasa; A: ausencia de tincién
histoquimica para MADA; Q12X-AMPD1: mutacion Q12X del gen de la mioadenilato desaminasa;
A3243G-ADNmt : mutacién en el nucleotido 3243 del ARNt-Leu™“™ en el ADN mitocondrial; R49X-PYGM:
mutacion R49X del gen de la miofosforilasa; EMG-mp: electromiograma con un patrén miopatico; PEO:
oftalmoplejia progresiva externa; DMHM: diabetes mellitus de herencia materna; FRR: fibras rojo -
rasgadas; +/+: mutacion presente en ambos alelos; -/-: ausencia de mutacion; NR: no realizada; HTP 60%

(Mu): porcentaje de heteroplasmia de la mutacion A3243G en tejido muscular.
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127 pb | “!

86 pb maiets i
41 pb Pl g -'

Figura 47. PCR-PIRA de la mutacion Q12X en el gen AMPDL.
Calle 1: paciente 1 de la tabla XVI. Calle 2 : paciente 3 de la tabla Xl, heterocigoto. Calle 3:

control. Calle 4: producto de PCR.
Ver el apartado métodos para mas explicaciones.

4. Deficiencia de carnitina-palmitil transferasa

4.1. Andlisis bioquimico
4.1.1. Variabilidad y valores de referencia.
Los resultados de la variabilidad analitica y biolégica se muestran en la tabla XVII.

Tabla XVII. Estudio de variabilidad del meétodo intercambio

isotOpico para la determinacion de actividad de CPT muscular

Imprecision intradia Imprecision intraindividual
N 10 10 10 10
X 0,36 0,23 0,48 0,30
SD 0,032 0,030 0,068 0,051
CV (%) 8,8 13,0 14,1 17,0

N: niimero de determinaciones; X: media aritmética, SD: desviacién estandar;

CV:coeficiente de variacion

Se han utilizado 30 individuos control para la obtencion de valores de referencia
de CPT muscular medida mediante el método de intercambio isotdpico. Los resultados

obtenidos se expresan en la tabla XVIII.
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Tabla XVIII. Valores de referencia de CPT en tejido muscular

(método de intercambio isotépico)

Individuos 30
Edad (X+SD) 26 +5
CPT (nmol min™* mg NCP™)

X 0,45

SD 0,15

Po7s 0,76

Pso 0,38

P2s 0,25

X: media aritmética, SD: desviacion estandar; P: percentil

En este estudio se ha utilizado 0,21 nmol min™ mg NCP™ como valor de decision
en el diagndstico de déficit de CPT muscular, basandose en el percentil 2,5 de los valores

de referencia y la variabilidad biolégica intraindividual.

4.1.2. Caracterizacion bioguimica.

En el ambito clinico de las intolerancias metabdlicas al ejercicio, los pacientes con
signos y sintomas habituales de este tipo de deficiencias en los que se han descartado
clinica e histoquimicamente los déficits de miofosforilasa, fosfofructoquinasa y
mioadenilato desaminasa, se enfocan hacia un posible déficit de CPT muscular. Este
debe ser descartado debido a que no se dispone de una tincién histoquimica para CPT II.
Por tanto, durante el desarrollo de esta tesis la actividad CPT muscular ha sido
determinada a un total de 150 individuos con indicacion clinica o histolégica (por
descarte) de padecer una deficiencia de CPT siguiendo la estrategia de caracterizacion
biogquimico-molecular planteada en métodos (Fig. 13). De todos ellos se ha observado
déficit de CPT en musculo esquelético en 14 individuos pertenecientes a 13 familias (los
pacientes 9 y 10 son hermanos) (Tabla XIX). Esta cifra representa el 9,3 % de todos los
individuos a los que se determind CPT muscular, con un intervalo de confianza del 95%
de 4,5 % a 14,1 %. (Fig. 48).

Los datos clinicos, de laboratorio e histélogicos mas relevantes de estos 14
pacientes, asi como su actividad enzimatica de CPT en musculo esquelético, se pueden
observar en la tabla XIX. En cuatro de ellos (sujetos 1, 6, 13 y 15) el déficit de CPT Il en

tejido muscular fue comprobado utilizando ademés el método “forward” de determinacion
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de CPT, mediante el cual no se detect6 actividad insensible a malonil-CoA en ninguno de

ellos.

%
100

90 N=150

80
70
60
50
40 -
30 -
20 -
10 -

[ ]

HENormal O Déficit CPT

Figura 48 . Distribucion porcentual de individuos en los que se harealizado la
determinacién bioquimica de CPT en tejido muscular.

4.2. Caracterizacion genético-molecular
4.2.1. Andlisis de PCR-RFLP

Mediante esta metodologia se han analizado tanto la mutacion descrita mas
frecuentemente en estos pacientes, S113L en el exén 3 del gen CPT2, como otras
mutaciones mas raras tales como la mutacién P50H (exén 1) y dos mutaciones del exdn
5, Y628S y R631C. El estudio se realiz6 en 16 pacientes, 14 con déficit bioquimico de
CPT muscular, y 2 casos adicionales en los que no se practicé biopsia muscular y se
aislé6 ADN a partir de muestras sanguineas, que se consideraron déficits de CPT Il por
ser hermanos sintomaticos de pacientes con déficit bioquimico de CPT muscular (los
casos 1y 2, y, 3y 4 son hermanos) (Tabla XIX). No se han tenido en cuenta los
pacientes en los que Unicamente se pudo obtener sangre, debido a que los datos clinicos
o las pruebas de laboratorio no poseen la suficiente capacidad diagndstica para sugerir
un déficit probable de CPT, al contrario que en otras enfermedades (p. €j. curvas planas

de lactato y amonio en las pruebas de isquemia).

- 105 -



RESULTADOS

En resumen, se han analizado, mediante despitaje mutacional, 16 pacientes
pertenecientes a 13 familias diferentes (Tabla XIX), de los cuales ninguno presenté las
mutaciones R631C y Y628S. En un Unico paciente se encontré de forma heterocigota la
mutacién P50H (Fig. 49). El alelo His-50 contenia el polimorfismo V368, pero no el
M647V, es decir era un alelo IHM (188). La mutacion S113L (Fig. 49) se observé en los
dos alelos (homocigosis) de 10 pacientes, y en heterocigosis en cuatro (Fig. 50). Todos
los alelos Leu-113 conteian los polimorfismos V368l y M647V, alelos ILV (191). No se
demostrd la presencia de heterocigotos compuestos analizando estas cuatro mutaciones.
Utilizando esta metodologia se caracterizaron 25 de los 32 alelos analizados, es decir el
78 % de los mismos, correspondiendo el 75% a la mutacién S113L (intervalo de
confianza al 95% = 60%-90%) (Fig. 50).

A) B)
1 2 3 4 1 2 3
167 pb [ S S 138 ob e
130 pb —— - P mmm i
99 pb ; L 1
30 pb

Figura 49. Andlisis de las mutaciones S113L (panel A) y P50H (panel B) en el gen CPT2
mediante PCR-PIRA.

Panel A: calle 1: producto de PCR, calle 2: paciente heterocigoto para S113L, calle 3: control, calle 4:
paciente homocigoto para S113L. Panel B: callel:producto de PCR; calle 2: paciente heterocigoto para
P50H, calle 3: control. Ver el apartado métodos para mas explicaciones.

4.2.2. Andlisis de secuenciacion

Los 6 pacientes con deficiencia de CPT que no pudieron ser caracterizados
molecularmente de forma definitiva mediante el andlisis de las cuatro mutaciones citadas
en el apartado anterior, es decir 5 pacientes con un sélo alelo identificado (4 con la
mutacion S113L y uno con la mutacion P50H) y un paciente en el que no se identifico
ningun alelo mutado (Tabla XIX), fueron sometidos a andlisis de secuenciacion directa del
gen CPT2. Se han secuenciado 7 alelos que presentaron las mutaciones que se

describen a continuacién (Fig. 51).
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A) B)

PSOH + ?
HTC
6% NI

P50H
3% NI
22%

S113L

75% S113L + S113L HM

2 63%
HTC
25%

Figura 50. Analisis de cribado molecular utilizando las mutaciones S113L, P50H, Y628S y R631C
en 16 pacientes con déficit de CPT. A) distribucién alélica, B) distribuciéon porcentual de

pacientes .
HT: heterocigoto, HM: homocigoto; HTC: heterocigoto compuesto; NI: no identificado; ?: mutacion desconocida.

1 2 3 4 5

P50H

Y120C
R503C

R124X R631C
F383Y

36/38 insGC F448L Y628S

R151Q 1502T
P227L P604S
413 delAG
s113L E174K M4t E487K D553N
178 insT/del 25 pb
b 11pbdup Y479F ©549D QS50R

Figura 51. Localizacion de mutaciones en el gen CPT2 asociadas con deficiencia de CPT Il.

En rojo se indican las nuevas mutaciones identificadas en esta tesis. En verde se representan las mutaciones
encontradas en esta tesis previamente descritas. Los rectangulos representan a los exones. Las zonas de color rosa
indican las regiones no traducibles. ins: insercion; del: delecién; dup: duplicacién; pb: pares de bases.
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Tabla XIX. Hallazgos clinicos, histolégicos, bioquimicos y moleculares en pacientes

con deficiencia de carnitina-palmitil transferasa Il

Pacientes 1 2 3 4 5 6

Clinica

Sexo V M \% M M M
Edad de inicio 12 14 8 14 24 17
Edad actual 37 26 10 18 41 32
Mioglobinuria Sl NO S NO SI Sl
Histologia

Hallazgos relevantes Lipidos - - - - -

Anélisis Bioquimico

Actividad CPT muscular* 0,10** S 0,03 S 0,08 0,20**

Analisis molecular

S113L +/- +/- +/+ +/+ -/- +/+
P50H -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Otras mutaciones CPT2 Y120C Y120C 1502T
+/- +/- +/+
Alelos mutados ILV ILV ILV ILV ™™™ ILV
ICV ICV ILV ILV IT™™ ILV
Q12X-AMPD1 -/- -/- -/- -/- -/- -/-

V: varén; M: mujer; Q12X-AMPD1: mutacion Q12X del gen para mioadenilato desaminasa; S: muestra
sanguinea . * Método de intercambio isotdpico (nmol min™ mg NCP'l). ** |La actividad CPT insensible a
malonil-CoA por el método “forward” resultéd indetectable en los pacientes 1 y 6 . ILV: alelo con la
sustitucion S113L y los polimorfismos V368l y M647V. ICV: alelo con la mutacién Y120C y los
polimorfismos V368l y M647V. ITM: alelo con la sustitucion 1502T y el polimorfismo V368l pero no M647V.
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Tabla XIX (Cont.). Hallazgos clinicos, histoldgicos, bioquimicos y moleculares en

pacientes con deficiencia de carnitina-palmitil transferasa ll.

Pacientes 7 8 9 10 11 12
Clinica

Sexo M V Vv V \Y V
Edad de inicio 12 10 12 14 8 14
Edad actual 23 18 21 17 13 21
Mioglobinuria Sl Si Sl Sl SI SI
Histologia

Hallazagos relevantes - - - - - _

Anélisis Bioquimico

Actividad CPT muscular* 0,06 0,02 0,04 0,10 0,04 0,11

Analisis molecular

S113L +/+ +/+ +/+ +/+ -/- +/-

P50H -/- -/- -/- -/- +/- -/-
Otras mutaciones CPT2 178insT/  36/38
del 25pb insGC

-[+ -[+

Alelos mutados ILV ILV ILV ILV IHM ILV
ILV ILV ILV ILV VdelM VinsM

Q12X-AMPD1 -/- -/- -/- -/- -/- -/-

V: varén; M: mujer; Q12X-AMPD1: mutacion Q12X del gen para mioadenilato desaminasa; S: muestra
sanguinea . * Método de intercambio isotépico (nmol min™ mg NCP'l). ILV: alelo con la sustitucion S113L y
los polimorfismos V368l y M647V. IHM: alelo con la mutacion P50H y el polimorfismo V368l pero no M647V.
VdelM: alelo con la mutaciéon 178 insT/del 25pb sin los polimorfismos V368l y M647V. VinsM: alelo con la
microlesion 36/38 insGC sin los polimorfismos V368l y M647V.
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Tabla XIX (Cont.). Hallazgos clinicos, histoldgicos, bioquimicos y moleculares en

pacientes con deficiencia de carnitina-palmitil transferasa ll.

Pacientes 13 14 15 16

Clinica

Sexo \% M M M

Edad de inicio 12 10 35 12

Edad actual 22 25 39 15

Mioglobinuria Sl Si Sl Sl

Histologia

Hallazgos relevantes - - - -

Anélisis Bioquimico

Actividad CPT muscular* 0,08** 0,01 0,06** 0,03

Analisis molecular

S113L ++ ++ ++ +/-

P50H -I- -I- -/- -I-

Otras mutaciones CPT2 R124X

-+

Alelos mutados ILV ILV LV ILV
ILV ILV ILV VXM

Q12X-AMPD1 -/- -/- -/- -/-

V: varén; M: mujer; Q12X-AMPD1: mutacion Q12X del gen para mioadenilato desaminasa; S: muestra

sanguinea . * Método de intercambio isotdpico (nmol min™ mg NCP'l). ** |La actividad CPT insensible a

malonil-CoA por el método “forward” resultd indetectable en los pacientes 13 y 15 . ILV: alelo con la

sustitucion S113L y los polimorfismos V368l y M647V. VXM: alelo con la mutacion R124X sin los

polimorfismos V368l y M647V
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4.2.2.1. Mutaciones conocidas

En el paciente 11 (Tabla XIX), que era heterocigoto para P50H se encontré en el
otro alelo la mutacién 178 insT/del 25pb descrita por Yang y cols. (189), el cual no
contenia los polimorfismos V368l y M647V (Fig. 51). El andlisis de secuenciacion revelo
la presencia de la mutacion R124X en heterocigosis en el paciente 16, que era
heterocigoto para S113L (Tabla XIX); dicha mutacién habia sido descrita por Yang y cols.

(192) y no contenia los polimorfismos V368l y M647V.

4.2.2.2. Nuevas mutaciones
Se han encontrado 3 nuevas mutaciones (Tabla XIX): una microinsercion (36/38
insGC) y dos mutaciones “de sentido equivocado” (Y120C e 1502T) (Fig. 51).

i) Mutacién 36-38 insGC

En el paciente 12, que era heterocigoto para S113L, se observé en el otro alelo
una insercion de dos nucledtidos GC en los codones 36-38 en el exon 1. Esta alteracion
conlleva el desplazamiento de la pauta de lectura, activandose un nuevo triplete de
parada de la traduccién en la posicion 73, lo que predice la sintesis de un polipéptido con
aproximadamente un 10% del tamafio normal (72 aminoé&cidos en lugar de 658) (Fig. 52).
EL alelo 36-38 insGC no contenia los polimorfismos V368! y M647V. La microinsercion se
confrmé mediante analisis de PCR-RFLP, amplificando un fragmento de 292 pb
utilizando los cebadores CPT1F y CPT1R, que es digerido en dos de 208 pb y 84 pb en
presencia de un alelo normal cuando se trata con el enzima de restriccion BssH 1l (5'-
G¢CGCGC—3’). La insercion crea un nuevo sitio de restricion para BssH Il, de manera que
el fragmento de restriccion de 210 pb (fragmento 2 pb mas largo debido a la insercién) es
cortado por el enzima en dos productos de 123 pb y 87 pb cuando existe un alelo

delecionado (Fig. 52).

ii) Mutacion Y120C

Los pacientes 1y 2, que son hermanos, resultaron heterocigotos compuestos para
la mutacién S113L y una nueva mutacion, Y120C, causada por una transicion A — G en
el ex6n 4 (Fig. 53), que produce la sustitucién de tirosina (TAC) por cisteina (TGC) en el
codon 120. El alelo Cys-120 contenia ambos polimorfismos V368l y M647V, alelo ICV. La
presencia de la mutacion se comprobé mediante andlisis de PCR-RFLP utilizando los
cebadores CPT4AF y CPT4AR para amplificar un fragmento de 392 pb que tras

tratamiento con el enzima de restriccion Rsa | (5’—GT¢AC—3’) es digerido en dos
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fragmentos de 327 pb y 65 pb en presencia del alelo normal Tyr-601. Cuando existe el
alelo mutante Cys-601 se destruye el sitio de restriccion para Rsa | permaneciendo

inalterado el producto de PCR (Fig. 53).

A) ins GC B)
1 2 3
ACCT GCA GCGC GCAGCAT (GTGC CCACCAT
292 pb wmme
208 or 210 pb _--
123 pb —_—
84 ylo 87 pb -
Codon 35 36 37 38 39 40 41
L Q R S | \% P
Normal C T G CA G C G C AGOC AT C GTG CCC
Mutado C T G CA G C G C GC A G C A T C G T G C
L Q R A A S C
Codon 42 43 70 71 72 73
T M P L L N
Normal A C C AT G . .. ... C CT C T C T T G AA AT
Mutado C C A C C A ... .. AGC CTOC C TCTTGA
P P S L S X

Figura 52. Mutacion 36/38 insGC en el gen CPT2.

A) Analisis de secuenciacion directa donde se puede observar la secuencia de alelo del exén 1 con la insercién de
un dinucleétido GC. B) PCR-RFLP con BssH Il en gel de agarosa al 3 % (ver explicaciones en el texto); calle 1:
producto de PCR sin digerir, calle 2: control, calle 3: paciente 12, heterocigoto para la microinsercion. C)
Comparacioén de las secuencias nucleotidica y aminoacidica de los alelos normal y mutado. La insercion GC puede
haber ocurrido en los codones 36,37, o0 38 (en rojo) y conlleva el desplazamiento de la pauta de lectura del cédigo
genético cuyo resultado es la aparicion de un codon de terminacion en el triplete 73.

A) B) 1 2 3
TGA TAT GTNCCTATCT GCT

65 pb
Codon 117 118 119 120 121 122 123
F D M Y L S A
Normal T T T G A T AT G T A C CT A T C T GC T
Mutado T T T G A T AT G T G C CT A T C T GC T
F D M C L S A

Figura 53. Mutacion Y120C en el gen CPT2.

A) Analisis de secuenciacion directa donde la sutitucion A -G en el codon 120 es indicada por un asterisco. B)
PCR-RFLP con Rsa | en gel de agarosa al 2% (ver explicaciones en el texto); calle 1: control, calles 2 y 3:
pacientes 1 y 2 respectivamente, ambos heterocigotos para Y120C. C) Comparacion de las secuencias
nucleotidica y aminoacidica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo.
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iif) Mutacién 1502T

En el paciente 5 se puso de manifiesto una transicion T — C homocigota en el
exén 4 (Fig. 54), que produce la sustitucién de un residuo isoleucina (ATC) por uno de
treonina (ACC) en el codon 502. El alelo Thr-502 contenia el polimorfismo V368l pero no
el M647V, alelo ITM. La presencia de la mutacién se confirm6 mediante andlisis de PCR-
PIRA utilizando el cebador CPT4DF y un oligonucleétido modificado 502R (5’-AAA GGC
CTC AGA GCA CCT CTT TGT ATA GAC GGA GGC CGG CCG-3), con los que se
amplific6 un fragmento de 263 pb que es digerido con el enzima de restriccion Ben | (5'-
CCSiGG-3’) en dos fragmentos de 221 pb y 42 pb en presencia del alelo mutado Thr-

502, y no es cortado cuando existe el alelo normal lle-502 (Fig. 54).

A) B) 1 2 3
CACT GAGACCACCCGCCCG GC
* 263 ph we— —
221 pb
i 111 A A ‘ 42 pb
VWA A AN / -
C)
Codon 500 501 502 503 504
E T | R P
Normal G A G A C C A T C C G C cC C G
Mutado G A G A C C A C C cC G C CcC C G
E T T R P

Figura 54. Mutacién 1502T en el gen CPT2.

A) Andlisis de secuenciacion directa donde la sutitucion T — C en el codon 502 es indicada por un asterisco. B)
PCR-PIRA con Bcn | en gel de agarosa al 2,5% (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de PCR sin digerir,
calle 2: paciente 5, homocigoto para 1502T, calle 3: control. C) Comparaciéon de las secuencias nucleotidica y
aminoacidica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo.

4.3 Analisis genético-molecular familiar

En ciertos pacientes con déficit de CPT Il se ha podido estudiar molecularmente a
miembros de sus familias a partir de ADN aislado de sangre. En la figura 55 se muestran
algunas familias, en las que se puede corroborar la transmision autosémica recesiva de

los alelos.
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4.4 Epidemiologia molecular

En la tabla XX se enumeran los alelos mutados del gen CPT2 en los 16 pacientes
estudiados. Como se puede observar, la Unica mutacién presente en mas de dos alelos
es la S113L, que como ya se ha comentado representa al 75% de los alelos identificados
(Fig. 56). Si se utilizara como método de cribado molecular el andlisis de dicha mutacién
podriamos caracterizar molecularmente de forma definitiva al 63% de los pacientes con
déficit de CPT Il, lo que representa entre 39 % y el 87% de pacientes identificados con

una confianza del 95%.

s113L
S113L O _D

Y120C ILV ILV

"EETET !

ILV ILV ILV  ILV ILV ILV

ICV VM V.M V-M V-MICV :::x :tx
S113L : _|:|
ILV LV
V-M V-M
1 @ O O
LV LV V-M LV ILV
V-M LV V-M V-M V-M

ILV
V-M

S1sL O_—D s113L
ILV RY; 36/38 insGC 9—

V-M V-M
10 V-M
BN gt
ILV ILV ILV V-M I_——I
ILV ILV V-M  V-M _|LV ILV V-M
VinsM V-M V-M

Figura 55. Andlisis molecular en familias con déficit de CPT II.

Los simbolos negros indican pacientes con sintomas de la enfermedad. El numero representa el paciente
correspondiente en la tabla XIX. V-M: alelo normal. ILV: alelo con la sustituciéon S113L y los polimorfismos V368I y
M647V. ICV: alelo con la mutacién Y120C y los polimorfismos V368! y M647V. VinsM: alelo con la microlesiéon 36/38
insGC sin los polimorfismos V368l y M647V.
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Tabla XX. Alelos del gen CPT2 identificados en 16 pacientes con déficit de CPT Il

pertenecientes a 13 familias.

36-38 insGC* 1 |R124X 1
P50H 1 (178 insT/del 25 pb 1
S113L 24 |1502T* 2
Y120C* 2

* Alelos nuevos mutados encontrados en este estudio.

0
100 %

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 4
30 '|'
20 - J_

10 A

[V

HILV OResto

Figura 56 . Distribucion porcentual del alelo ILV (con la mutacion S113L) del gen CPT2
en pacientes con déficit de CPT Il
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1. Deficiencia de miofosforilasa

El déficit de MPL produce una miopatia metabdlica tipica, la enfermedad de
McArdle, caracterizada por intolerancia al ejercicio, fatiga prematura, mialgias, calambres
musculares y mioglobinuria recurrente. El gen que codifica la MPL, PYGM, ha sido
clonado, secuenciado y asignado al cromosoma 11913 (54,55,58). Hasta el momento se
habian identificado 20 mutaciones en las regiones codificantes o en los lugares de union
intron/exén del gen, lo que ha puesto de manifiesto la heterogeneidad molecular de la
enfermedad. Dichas alteraciones incluyen mutaciones “sin sentido”, “de sentido
equivocado”, “en fase” y “fuera de fase”.

Clinicamente hay que resefiar que la serie de pacientes con déficit de MPL
estudiada en esta tesis presenta una proporciébn de varones del 56%, hecho que
contrasta con los datos de la literatura (1,31) dénde la proporcion de varones afectados
es mayor, sin que existan razones aparentes que puedan explicar estas discrepancias.

Por otra parte, las mutaciones encontradas en el gen PYGM deben provocar
alteraciones de la estructura que impidan la funcién catalitica de la proteina, debido a que
los pacientes en los que se pudo determinar la actividad enzimatica de MPL en musculo
esquelético mostraron una actividad enzimatica apenas detectable (menos de 1 pmol min
! g tejido™) o indetectable, es decir, menos del 4% del valor medio de los valores de
referencia. Debido a que fueron caracterizados los dos alelos potencialmente patogénicos
en todos los pacientes, y por tanto, en todos los sujetos en los que se realizd
determinacion bioquimica de MPL, se puede deducir que la calidad analitica del método
de determinacion bioquimica de miofosforilasa junto a los valores de referencia obtenidos
permiten la deteccién de déficit de miofosforilasa en pacientes con sospecha clinica,
histologica y de laboratorio de enfermedad de McArdle.

Muy por encima de las demas, la mutacion mas frecuente entre los pacientes de
raza blanca es la mutacion “sin sentido”, R49X. Se han encontrado frecuencias que
oscilan entre 30-100% de los pacientes segun la procedencia étnica de los mismos.
Dicha mutacion ha sido observada en 55 de 72 pacientes americanos (76%) y en 92 de
144 alelos (64%) (53,74), en 16 pacientes del Reino Unido (100%) (65) y en 26 de 32
alelos (81%), y en 6 de 9 pacientes alemanes (66%) y en 10 de 18 alelos (56%) (63). Por
otra parte, este error genético fue menos comun en poblaciones de origen mediterraneo,
estando presente en alrededor del 50% en pacientes italianos (75) y espafioles (76), con
un 32% de alelos mutantes (9 de 28 alelos y 12 de 38 alelos, respectivamente). Estos

resultados han llevado a algunos autores a proponer la existencia de un gradiente
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decreciente Norte-Sur de esta mutacién en Europa (76). Sin embargo, en esta tesis, que
esta compuesta de pacientes de origenes diversos dentro del territorio espafiol, dicha
mutacién se encontré en 29 de 38 pacientes, lo que representa el 76% de los pacientes
(76 = 6,9 % para un intervalo de confianza del 95%) con una frecuencia alélica del 56%.
Aproximadamente la mitad de todos los pacientes con la mutacibn R49X fueron
homocigotos (37% del todos los pacientes analizados) y el otro 50% resultaron
heterocigotos compuestos. La frecuencia del alelo R49X es similar a las descritas en
pacientes de procedencia norteamericana (los cuales han mezclado presumiblemente un
ascendente europeo) y en pacientes alemanes, siendo menor que la obtenida en la serie
britnica, y superior a la que se dedujo de las series de espafioles e italianos. Esta tesis
incluye el mayor nimero de pacientes europeos descritos hasta ahora, y no apoya la
hipotesis de la existencia de un gradiente Norte-Sur para la mutacion R49X en Europa.
Por otro lado, la mutacion R49X no se ha observado en ningln paciente de origen
japonés, en los cuales la mutacion mas frecuente parece ser la delecién de un codon
fenilalanina (708/709 delTTC)(70).

La mutacion G204S fue bastante menos frecuente, encontrandose en 4 pacientes
(10%) y en 5 alelos (7%). Tsujino y cols. (53) encontraron dicha alteracion en el 20% de
su serie de pacientes y en un 10% de alelos (8 de 80 alelos), considerandose la segunda
mutacién mas frecuente descrita en pacientes caucasicos. Ademas, durante la realizacién
de esta tesis se describi6 el primer paciente homocigoto para la mutacién G204S (217).

La posible patogenicidad de las nuevas mutaciones que se identificaron en los
pacientes con enfermedad de McArdle se evalué buscando su presencia en sujetos
control (ver métodos) para descartar que fueran polimorfismos dentro de nuestra
poblacién. No se encontrd ninguna de las nuevas mutaciones identificadas en esta tesis
en los 100 controles analizados para cada una ellas, cumpliéndose este primer criterio de
patogenicidad. Otras premisas de patogenicidad fueron: (i) la disminucién o ausencia de
actividad enzimatica en los pacientes que portaban las mutaciones, criterio que se
cumplié en todas ellas, siempre que se dispusiera de tejido muscular del paciente con la
nueva mutacion (ver tabla Xl) (ii) que dicha mutacion fuera la Unica alteracion genotipica
gue se encontrara en el alelo correspondiente, hecho que se cumplié en todas ellas
excepto para la doble mutacion en homocigosis R193W + 794/795 delAA (218) y (iii)
considerar las posibles consecuencias fisiopatoldgicas derivadas de la alteracion
genotipica, que son discutidas mas adelante para cada mutacion en particular.

La mutacion W797R se identifico en 6 alelos (8%) correspondientes a 4 pacientes

(10%). En este estudio, esta mutacion posee una frecuencia similar a la sustitucion
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G204S. Ha sido descrita por primera vez durante esta tesis (219), al mismo tiempo
practicamente que Fernandez y cols. (220) (5 pacientes espafioles de una serie de 10,
siendo dos homocigotos). Hasta el momento solamente se ha observado en pacientes
espafioles, y parece ser frecuente en esta poblacion. El Trp-797 se encuentra muy
conservado, no solo en las isoenzimas cerebral y hepética humanas, sino también en
glucogeno fosforilasas de especies filogenéticamente alejadas de los humanos, tales
como la levadura, la patata y Escherichia coli (28). La ausencia de actividad en los
pacientes que llevan esta mutacion es compatible con una posible degradacion rapida de
la proteina mutante por un cambio de su estructura secundaria inducido por la sustitucién
de un aminoacido aromatico por uno polar en el dominio “catalitico” C-terminal (28, 219,
220).

La caracterizacion molecular de esta serie de pacientes con enfermedad de
McArdle ha revelado la existencia de dos mutaciones que se habian descrito en una o
dos familias hasta ahora. La mutacion 5'ivsl4 g—a, que se ha encontrado en
homocigosis en el paciente 31 de este trabajo (Tabla XI), y que se habia descrito en dos
familias de origen caucésico (67, 71), y la mutacion “fuera de fase” 753 delA que se hallo
en tres pacientes: uno de ellos fue heterocigoto compuesto para esta mutacion y la R49X,
y los otros dos, que eran hermanos, resultaron heterocigotos compuestos para esta
mutacién y otra nueva mutacion “fuera de fase”, 387 insA/del 8pb (221). La mutacién 753
delA se habia descrito en homocigosis en una Unica familia de origen turco (73) y ha sido
la cuarta alteracion en cuanto a frecuencia alélica de esta serie (4%).

La ocurrencia de multiples mutaciones explica el alto nUmero de pacientes que
poseen diferentes mutaciones en los dos alelos. 17 pacientes fueron heterocigotos
compuestos (44%). En conjunto, el 60% (23 de 38) de los pacientes presentaron dos
alelos mutantes que llevaban las mutaciones R49X, G204S, W797R oly 753 delA, es
decir fueron homocigotos o heterocigotos compuestos para alguna de estas cuatro
mutaciones, y Unicamente el 10% (4 de 38) no llevaba ninguna de estas mutaciones.
Ademas, el hecho de que el 75% de los alelos mutantes entre los 38 pacientes (56 de 76
alelos) puedan ser identificados por analisis de PCR-RFLP para estas cuatro mutaciones
hace posible el diagndstico genético molecular a partir de la obtencion de ADN de una
muestra sanguinea, evitando asi la biopsia muscular en una proporcion significativa de
pacientes.

Las mutaciones “sin sentido”, E124X y Q754X, y las mutaciones “fuera de fase”,
387 insA/del 8pb, 533 delA y 794/795 delAA, provocan directamente o por

desplazamiento de la pauta de lectura la aparicion de tripletes de terminacion y por tanto,
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es presumible que la sintesis de proteinas de menor peso molecular, o no se produzca o
genere proteinas inestables, lo que conlleva su degradacion, todo ello compatible con la
ausencia de actividad fosforilasa en los pacientes correspondientes.

Un hecho destacable, ha sido la descripcion de una mutacion del tipo
insercion/delecion en el gen PYGM (387 insA/del 8pb) (221). Lo mas interesante de esta
mutacién es el mecanismo mutagénico causal de la misma. Teniendo en cuenta los
trabajos sobre la influencia que tiene el ambiente nucleotidico de la zona de la mutacion
en la mayor probabilidad de ocurrencia de mutaciones, desarrollados por Cooper y
Krawzack (222, 223) y gracias a su colaboracion, se ha propuesto un posible mecanismo
que explique la génesis de dicha mutacién. Segun estos autores dicha mutacién puede
deberse a que el fragmento delecionado (5-TGGCCGGT-3"), que se denomina “elemento
simétrico”, puede provocar la formacion de una estructura “tipo Moebius” durante la
sintesis de ADN, lo que conduciria a la delecion de dicho elemento. Posteriormente se
produciria la insercion de la adenina mediante un mecanismo de “deslizamiento por
desapareamiento (“slipped-mispairing”) en el que estaria implicada la presencia de la
secuencia “repetida directa” (“direct repeat”) 5'GC...GC-3’ (Fig. 57).

Dentro del genotipaje de pacientes con enfermedad de McArdle, es la primera vez
que se describe un enfermo con dos mutaciones, R193W y 794/795 delAA, ambas
potencialmente patogénicas, en homocigosis (218). El paciente no mostr6é actividad de
MPL. La mutacién R193W lleva aparejada la sustitucion de un residuo polar por un
aminodcido aromatico, la Arg-193, que posee un alto grado de conservacion en la escala
filogenética (28) y ademas es un residuo con dos funciones dentro de la proteina, (a) de
unién a glucosa-6-P, y (b) es un residuo que forma “pares de contacto entre dimeros”,
interactuando con los residuos Leu-39, Val-40 y Lys-41 de la otra subunidad en el
contexto de la red de residuos asociada con el control alostérico de la glucosa-6-P (28).
Por tanto, dicha mutacién afectaria presumiblemente a la unién de este efector de la
MPL, y a su control alostérico. Entre todas las mutaciones descritas en el gen PYGM,
Gnicamente la mutacién L291P (67) provoca una alteracion de pares de contacto entre
dimeros. El aminoacido Leu-291 pertenece a otra red, la denominada “tower helix and
gate loop” (28) implicada en el control alostérico del centro activo. Por otra parte, la
mutacion 794/795 delAA, como se ha comentado previamente, produce un
desplazamiento del cddigo de lectura que conlleva la aparicion de un codon de
terminacion, lo que predice la sintesis de una proteina delecionada en 29 aminoacidos,

siendo la mutacién mas terminal hacia el extremo carboxilo hasta ahora identificada. El
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l Formacion de una estructura “Moebius loop-like”
c ¢ ¢ ¢
G G G G
T c C C c T
A A
G A G C G C \/GCACCTCT
cC T cC G C G G T G G A G A
Resolucién por delecion de 8 bp
G A G Cc G C G Cc A Cc c T c T T
C T C G C G e C G T G G A G A A

Resolucion

Figura 57. Mecanismo mutagénico propuesto para la mutacion 387 insA/del 8pb.
En azul el octanucledtido simétrico delecionado. En rojo la adenina insertada.

dominio C-terminal de la MPL se encuentra bastante conservado en varias especies y
diferentes isoenzimas, y parece ser importante para su funcion a pesar de no estar
involucrado directamente en la unidn de sustratos o en la regulacion de la actividad
enzimatica (224). En concordancia con estos datos, Kubisch y cols. (73) describieron una

delecién de una base en el exén 18 (753 delA), que posteriormente ha sido encontrada
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en 3 sujetos de esta tesis, la cual conduce a la delecion de 89 aminoacidos de la porcion
C-terminal de la MPL. Ademas, Tan y cols. (225) han descrito en una oveja con
enfermedad de McArdle una mutacion en un lugar de “splicing” que provocaba la
eliminacion de los ultimos 39 aminoacidos de la MPL.

Todas las mutaciones “de sentido equivocado” que se han identificado por primera
vez en esta tesis, se encontraron en pacientes sin actividad enzimatica de MPL y son
(aparte de W797R y R193W): (i) La sustitucion R323G, en una posicion aminoacidica que
se encuentra moderadamente conservada en la escala filogenética, pero que implica un
cambio drastico de polaridad que puede alterar la conformacién protéica y la unién del
activador AMP (28). (ii) La mutacion E348K, dénde Glu-348 esta totalmente conservado
en varias glucégeno fosforilasas (28). La sustitucion es de un residuo acido por otro
bésico y se encuentra en las proximidades de varios residuos implicados en la unién al
glucégeno (28). (iii) La alteracion T487N (226) se ha observado en dos hermanos en
heterocigosis compuesta con R49X. La Tyr-487 es un residuo idéntico en fosforilasas de
distintas especies, y se encuentra al comienzo del dominio C-terminal cerca de sitios de
unién al cofactor piridoxal fosfato y a residuos de unién a glucosa (28). Es de resefiar,
gue Tsujino y cols. (227) han identificado la mutacibn R489W en una secuencia
altamente conservada en un toro con déficit de MPL. (iv) En la mutacién R601W, la Arg-
601 es un aminoécido idéntico en varias fosforilasas de distintas especies excepto en la
de levadura que es lisina (también basico). La sustituciébn por un aminoacido aromatico
podria provocar alteraciones de la estructura de la MPL, y ademas se localiza entre dos
zonas implicadas en la unién de piridoxal fosfato y glucosa. Es interesante remarcar que
dicha mutacién es la tercera descrita en esta tesis que produce una sustitucion Re&W
(W797R, R193W y R601W). (v) De la alteracién A659D (228) hay que decir que Ala-659
es un residuo idéntico en varias fosforilasas de la escala filogenética (28) y provoca la
aparicion de un residuo acido en lugar de uno neutro que esta situado cerca de sitios de
union a piridoxal fosfato y glucosa. (vi) En la sustitucion A703V, Ala-703 se encuentra
formado parte de una secuencia de 20 aminoéacidos totalmente conservada en las
fosforilasas humanas y de rata (28), y aunque dicha mutacién no produce aparentemente
un cambio drastico de las caracteristicas de hidrofobicidad del residuo, su potencial
patogenicidad puede ser debida a una alteraciébn en la estructura de la MPL que
conduzca a la ausencia de actividad MPL en musculo del paciente (que en el otro alelo
llevaba la R49X).

Este estudio ha contribuido con dos nuevas mutaciones (A659D y A703V) y con

un nuevo caso homocigoto para la mutacion 5'ivsl4 g—a, a la posible existencia de
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“regiones calientes” (“hot-spots”), es decir, regiones mas susceptibles a mutaciones en el
gen PYGM. Asi, puede observarse un mayor numero de mutaciones en el exén 14/intron
14 con cuatro mutaciones (E540X, K542T, R575X e 5'ivs14 g—a) y especialmente, en el
exén 17 con seis mutaciones (A659D, Q665E, N684Y, G685R, A703V y 708/709
delTTC).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el estudio bioquimico-genético de
pacientes con enfermedad de McArdle, se desprende que existe una gran
heterogeneidad genético-molecular en la poblaciéon espafola, y que ciertas mutaciones,
tales como la W797R, pueden ser lo que se denominan “privadas”, es decir, sélo se
producen en ciertas poblaciones, en este caso la espafiola (219, 220), de la misma
manera que ocurre en la poblacion japonesa con la mutacion 708/709 delTTC (70).
Ademas, se puede deducir que para realizar un diagnéstico de la enfermedad podria
utilizarse sangre como muestra de eleccion en una primera fase diagndstica, estudiando
las mutaciones frecuentes R49X, W797R, G204S y 753delA mediante métodos sencillos,
rapidos, fiables y econdémicos tipo PCR-RFLP, seguida de una segunda linea de
actuacion de andlisis de las secuencias que incluyan el exon 14 y el exdn 17 y sus zonas
vecinas mediante un proceso algo mas laborioso de secuenciacion directa, pero en el que
revisamos la presencia de 11 mutaciones. Si tras este andlisis no se consigue
diagnosticar al paciente se ha de proceder a la obtencién de una biopsia muscular, en la
cual se determinaria histolégica y bioquimicamente la actividad MPL, que en caso de
deficiencia, daria paso a la secuenciacion completa del gen PYGM si se requiere llegar a

la identidad molecular de la enfermedad, un proceso mas largo, caro y laborioso.

2. Deficiencia de fosfofructoquinasa muscular

El déficit de PFK produce una miopatia metabdlica en principio indistinguible
clinicamente de la enfermedad de McArdle. El gen que codifica la PFK, PFKM, ha sido
clonado, secuenciado y asignado al cromosoma 12q13 (94-96). Hasta el momento se han
identificado 20 mutaciones en las regiones codificantes o en los lugares de unién
intron/exén del gen, lo que revela una gran heterogeneidad molecular de la enfermedad.
En este estudio se han encontrado 6 pacientes con déficit de PFK, tres de los cuales no
presentaban actividad y los otros tres con actividades alrededor del 50% del valor de
decision diagndstica. Estos datos biogquimicos coincidieron, respectivamente, con

ausencia de reaccion histoquimica o con una reaccion poco intensa, calificada por los
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neuropatélogos como pélida. Ya que ninguna mutacion era mucho més frecuente que las
demas, no se pudo realizar un cribado mutacional racional en estos pacientes, y por
tanto, el analisis molecular se dirigié hacia el estudio de la mutacién R39P por dos
motivos: (i) habia sido descrita en un paciente italiano (100) con la posibilidad de un
origen étnico similar en espafioles, y (ii) porque dicha mutacién se encontré6 ademas en
otro paciente italiano junto a la mutacién Q12X del gen que codifica la MADA (108), lo
que animd a buscar el mismo doble fallo genético en estos pacientes. Sin embargo, dicha
alteracion no se hallé en ningun alelo de estos 6 pacientes. El estudio molecular de todo
el gen no es objetivo de esta tesis debido a que posee 24 exones y por el pequefo
namero de pacientes. Dicho estudio podria formar parte de otro proyecto en el cual se
incluyera el analisis molecular en la poblacién espafiola de otras intolerancias al ejercicio
menos frecuentes como las glucogenosis distales.

Ya que clinicamente este déficit es semejante a la enfermedad de McArdle, los
clinicos deberian buscar ciertos hallazgos diferenciales, principalmente en lo que
respecta a la afectacion de los eritrocitos (84,85): anemia regenerativa con reticulocitosis,
hiperbilirrubinemia, etc; de forma que se evitara en parte el cribado en sangre de
mutaciones relacionadas con la enfermedad de McArdle (siempre teniendo en mente que
este Ultimo trastorno es mas frecuente que el déficit de PFK muscular), aunque en caso

de duda, debe practicarse la biopsia muscular para demostrar el defecto bioquimico.

3. Deficiencia de mioadenilato desaminasa

El déficit de MADA puede producir una miopatia metabdlica relacionada con el
ejercicio, un hecho que suscita debate actualmente. El gen que codifica la MADA,
AMPD1, ha sido clonado, secuenciado y asignado al cromosoma 1p21-23 (134,139).
Hasta el momento Unicamente se ha identificado la mutacion Q12X (141), la cual se
encuentra en la gran mayoria de los pacientes con déficit de MADA, aunque
probablemente se describirAn en un tiempo breve nuevas mutaciones asociadas a este
déficit en ese otro pequefo porcentaje de pacientes (143). Por ello, se decidié que el
estudio de la intolerancia al ejercicio por déficit de MADA se realizara solamente a nivel
molecular, teniendo en cuenta que la prueba de amonio en isquemia es muy util en el
diagnéstico de este déficit y que ademas se cuenta con una reaccién histoquimica fiable

que demuestra el defecto enzimatico en musculo esquelético.
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En adelante se discuten los resultados obtenidos centrandose en el objetivo
namero 6 de esta tesis, que es evaluar las consecuencias fenotipicas de la mutacion
Q12X del gen AMPD1.

Se encontraron seis pacientes con deficiencia MADA demostrada
histoquimicamente, siendo todos ellos homocigotos para la mutacion Q12X (229). Tres
de ellos probablemente sélo tienen deficiencia de MADA (déficit congénito sintomético)
teniendo en cuenta que sus sintomas son moderados. Dos presentaron ademas la
mutacién R49X del gen PYGM en homocigosis, y el otro mostré una asociacion con la
mutacién A3243G del ADN mitocondrial (déficits congénitos coincidentes) (126).

Se observd que la frecuencia de heterocigosis para la mutacién Q12X en la
poblacién espafiola se situaba alrededor del 17%. Por tanto, no resulta extrafio que el
1,5% (6 de 400) de las biopsias musculares remitidas al Hospital “12 de Octubre” de
Madrid fueran deficientes en MADA. Estos datos concuerdan con los descritos por otros
autores (116,141,144).

En consistencia con datos de la literatura (141,144) los tres pacientes con un
déficit unico de MADA, que fueron homocigotos para Q12X, mostraron un fenotipo
moderado con mialgias y calambres relacionados con el ejercicio, sin episodios de
mioglobinuria. El paciente 4, que present6 la mutacion Q12X en homocigosis junto con
niveles de heteroplasmia de la mutacion tipo “MELAS” A3243G del ADN mitocondrial,
tenia un fenotipo claro compuesto por diabetes mellitus de herencia materna mas
oftalmoplejia externa progresiva (PEQO) asociada con la mutacion MELAS (230). Aunque
es algo sorprendente, este paciente no mostré debilidad de los muasculos de la
extremidades, lo cual sugiere que la asociacién de la deficiencia de MADA y la mutacion
tipo MELAS no parece afectar el fenotipo PEO/MELAS (231). Sin embargo, dado que la
severidad de la expresién clinica de las mutaciones en el ADN mitocondrial es por su
naturaleza muy variable, y que ésta se debe a diferentes grados de heteroplasmia
(porcentaje de ADN mitocondrial mutado) en cada tejido, seria dificil comparar el impacto
sobre el fenotipo PEO/MELAS de un trastorno autosémico recesivo moderado como la
deficiencia de MADA.

Los pacientes 5 y 6 fueron homocigotos para la mutacion Q12X del gen AMPD1 y
para la mutacion R49X del gen PYGM, que son los denominados “doble fallo genético”,
siendo uno de ellos el segundo caso descrito en la literatura (232). El primero de ellos
tenia la presentacion clinica tipica de la enfermedad de McArdle, mientras que el ultimo
mostré una clinica mas severa de lo habitual con episodios de mioglobinuria a edad

temprana. Aunque la deficiencia de MADA podria jugar un papel en la severidad de los
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sintomas miopaticos del paciente 6, el hecho de que en el paciente 5 no se evidencia
dicho papel y de que ambos sean homocigotos para la misma mutacion, R49X, en el gen
PYGM sugiere que el impacto clinico de la deficiencia de MADA sobre la enfermedad de
McArdle puede ser nulo. Haller y cols.(123) refirieron que la asociacidén de deficiencias de
MPL y MADA no produce un empeoramiento adicional en la funcibn muscular respecto a
pacientes Unicamente con pura enfermedad de McArdle. Tsujino y cols. (233)
identificaron el primer paciente con deficiencia de MADA y MPL, con las mutaciones
Q12X y R49X en homocigosis, y Bruno y cols. (108) describieron un paciente con
defectos combinados de MADA y PFK muscular, cuyas caracteristicas clinicas, en ambos
casos, fueron mas severas que aquellas habitualmente presentes en los déficits
individuales. Por tanto, hay cierta incertidumbre sobre si la coexistencia de dos trastornos
congénitos (deficiencia de MADA congénita adquirida (123)) contribuye o no a un fenotipo
severo.

Los datos aqui mostrados confirman que la deficiencia de MADA per se (déficit
congénito sintomético (123)) tiene efectos sutiles sobre el metabolismo muscular,
provocando fenotipos moderados (123,144). Asi se puede deducir que la mutacion Q12X
posiblemente produzca un efecto clinico moderado, que dicha mutacion es frecuente en
la poblaciéon espafiola, y por ello, frecuentemente asociada con otras enfermedades
metabdlicas, y que el efecto clinico de la combinacion de las deficiencias de MADA y

MPL parece ser nulo.

3. Deficiencia de carnitina-palmitil transferasa.

El fenotipo muscular del adulto producido por un déficit de CPT Il se caracteriza
por intolerancia al ejercicio con ataques recurrentes de mialgias, calambres, rigidez
muscular y desarrollo de debilidad. La presencia de mioglobinuria es mas frecuente en
esta patologia que en otras deficiencias enzimaticas asociadas con intolerancia al
ejercicio (33,44). En los periodos intercriticos los pacientes suelen ser asintomaticos. El
tipo de ejercicio que precipita los sintomas, en general, es de larga duracién, y se
considera el trastorno mas comun del metabolismo lipidico que afecta al musculo
esquelético. EI gen humano que codifica para CPT Il (CPT2) ha sido clonado,
secuenciado y asignado a la regién cromosémica 1p32 (171,174,188). Hasta ahora se
han descrito 21 mutaciones en el gen CPT2 asociadas con distintos fenotipos, adulto

muscular (la mayoria), neonatal e infantil.
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Como ocurri6 en la enfermedad de McArdle, la proporcion de mujeres es similar a
la de varones en este estudio (8 varones y 10 mujeres), lo que difiere con otros datos de
la literatura (6,44) dénde el porcentaje de varones afectados era mayor.

Las mutaciones presentes en los pacientes de este estudio deben inducir cambios
estructurales en la proteina enzimatica que impidan una correcta funcion catalitica, a
juzgar por los valores de actividad residual obtenidos por el método de intercambio
isotépico y por la fraccién insensible a malonil-CoA obtenida con el método “forward”. Por
tanto, como en todos los pacientes en que se realizé la determinacién bioquimica se
caracterizaron los dos alelos potencialmente patogénicos de la enfermedad, se
desprende que la fiabilidad analitica de ambos métodos de determinaciéon de actividad de
CPT resultan adecuados para la deteccion de pacientes con este déficit enzimatico.

Histologicamente, Unicamente el paciente 1 mostré6 depoésitos lipidicos y en el
resto no se encontraron hallazgos relevantes, hecho que concuerda con los hallazgos de
otros autores (6,44) y que debe tenerse en cuenta en el diagnostico diferencial con el
déficit de carnitina. Dicha histologia anodina y la ausencia de una reaccién histoquimica
para CPT II, provoca que muchos de los pacientes con sintomas inespecificos de
miopatia metabdlica se deriven hacia el estudio bioguimico de esta enzima, lo que ha
sido puesto de manifiesto en esta tesis, ya que de 150 pacientes en los que se
sospechaba clinicamente un posible déficit de CPT, solamente alrededor de un 10%
presentaron déficit enzimatico. Este dato indica que debe realizarse una cuidadosa
anamnesis clinica del enfermo poniendo especial cuidado en el tipo y caracteristicas del
ejercicio, en ciertos agentes precipitantes de las crisis (frio, medicamentos, etc.), en la
determinacion de la actividad CK sérica en reposo y durante la crisis, en la observacion
de la presencia de mioglobinuria (el 87% de los casos en esta serie) y en la edad de
comienzo de los sintomas, para ajustar mas las sospechas clinicas antes de practicar
una biopsia muscular.

La mutacién predominante en la deficiencia de CPT Il del adulto es la S113L.
Taroni y cols. (191) encontraron esta mutacion en el 80% de un grupo de 25 pacientes de
origen italiano, de los cuales 8 fueron homocigotos y 12 heterocigotos. Zierz y cols. (200)
describieron que el 88% de 22 pacientes alemanes presentaban la mutacion (8
homocigotos y 12 heterocigotos). Recientemente, Kauffman y cols. (201) observaron la
mutacion en el 95% de una serie de 20 pacientes norteamericanos, de los cuales 5
fueron homocigotos y 14 heterocigotos. En este estudio de 16 pacientes, 14 presentaron
la mutacion, lo que representa el 87%, de los cuales 10 llevaban la mutacion en sus dos

alelos y 4 eran heterocigotos (234, 235). Aunque la proporciébn de pacientes que
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presentaban la mutacion en al menos un alelo es similar a otras series, la distribucién de
dichos alelos es significativamente diferente, es decir, la proporcion de pacientes
homocigotos (63%) es mayor al compararla con porcentajes de homocigosidad del 25%-
36% en las series previamente descritas (191, 200, 201). Por otra parte, todos los alelos
que llevaban la mutacion S113L presentaban ademas los dos polimorfismos descritos por
Taroni y cols. (191) V3681 y M647V, es decir presentaban el alelo ILV, en concordancia
con sus resultados.

La mutaciéon P50H, encontrada por Verdiero y cols.(188) en cuatro pacientes de
origen europeo formando parte del alelo IHM, Unicamente se encontré en heterocigosis
en un paciente de esta tesis y formando parte del mismo alelo IHM (235).

El analisis de secuenciacion reveld la presencia de dos mutaciones previamente
descritas en otros pacientes con deficiencia de CPT. Una de ellas fue la alteracion
genotipica 178 insT/del 25pb (189) previamente asociada a fenotipo adulto y neonatal,
gue se encontr6 en el paciente 11 de la tabla XIX de esta tesis en heterocigosis
compuesta con la mutacion P50H (235); la otra alteracion fue la mutacién sin sentido
R124X, descrita en otro paciente con fenotipo adulto (192) y que formaba parte de una
heterocigosis compuesta con S113L en el paciente 16 de la tabla XIX, de igual modo que
en el paciente descrito por Yang y cols (192).

La potencial patogenicidad de las nuevas mutaciones que se encontraron en los
pacientes con déficit de CPT Il se evalu6 de forma semejante a como se realizé en la
enfermedad de McArdle: ausencia en 100 controles, déficit de actividad enzimatica, unica
alteracion genotipica en el alelo correspondiente excepto los polimorfismos V368I y
M647V, y valoracion de las consecuencias fisiopatoldgicas derivadas de la alteracion
molecular.

La mutacién 36/38 insGC, es una microlesion que produce el desplazamiento de
la pauta de lectura con aparicién de un codon stop en el residuo 73. Dicha alteracién
causara la sintesis de una proteina de 72 aminoacidos en lugar de 658, que sera
probablemente muy inestable y sensible a la degradacion por proteasas. Es la mutacion
mas cercana al extremo N-terminal hasta ahora descrita, y la segunda alteraciéon
molecular que se localiza en el exén 1 (235).

La mutacion Y120C reemplaza a un aminoacido aromatico voluminoso, tirosina,
por uno polar pequefio, cisteina. La Tyr-120 se encuentra estrictamente conservada en
todas las acil-transferasas de diferentes especies y forma parte de una region de 19
aminoacidos (n° 103-121) que se encuentra conservada completamente en las enzimas

de rata, raton y humanas (157, 171) (Fig. 58). Este dato es consistente con un papel
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crucial para este aminoacido en la funcion normal de la CPT Il. El alelo Cys-120 presenta
los polimorfismos V368! y M647V, de igual manera que la mutacion S113L. Esta
sustitucion se localiza cerca de la mutacién predominante en estos pacientes, S113L
(235).

103 110 120
Humano CPT-II DKQNKHTSY Il SGPWTF - D M - Y L
Raton CPT-II DKQNKHTSY 1|l SGPWTF - D M - Y L
Rata CPT-II DKQNKHTSY Il SGPWTF - D M - Y L
HumanoM-CPT-I - K S WW A S N Y V S DWW E E Y | Y L
Rata M-CPT-I - K SWWATNYVSDWWE E Y V Y L
HumanoL-CPT-l - K S WWA T NY V S DWWE E Y | Y L
Rata L-CPT-I - KSWWATNYVSDWWE E Y | Y L
Humano CAT - RARKTENWLSEWWTLIKT A - Y L
Rata CAT - RARKTENWLSEWWLKT A - Y L
Humano COT ERAKGIKRNWLETEWWIL N V. AY L
Rata COT ERAKGIKRNWLETEWWTL - N V- AY L
Humano ChAT ERQEKTANWYVYSEYWTLND M - Y L
Rata ChAT ERQEKTANWYVYSEYWTLND M - Y L

Figura 58. Grado de conservaciéon de la Tyr-120 en diferentes acil-transferasas de la escala
filogenética.

CPT: carnitina-palmitil transferasa, CAT: carnitina-acetil transferasa, COT: carnitina-octanil transferasa, ChAT:
colina-acetil transferasa, M: muscular, L: hepatica.

La mutacién 1502T conduce a la sustitucion de un residuo hidrofébico, isoleucina,
por uno polar, treonina, dentro de una region de aminoacidos conservada completamente
en las enzimas de humanos y de rata (157,171) (Fig. 59). En la M-CPT | y la L-CPT |,
este aminoacido es valina, cuya estructura e hidrofobicidad es similar a la de leucina
(157). El alelo Thr-502 presenta el polimorfismo V368l pero no el M647V, de manera
similar a la mutacibn P50H. Ademds, esta sustitucion se halla junto a la mutacion
recientemente descrita por Taggar y cols, R503C, en tres pacientes con el fenotipo del
adulto. Es de destacar que dicha alteracion aparece en heterocigotos simples, pudiendo
ser una mutacion dominante. Dicha alteracion produce el reemplazo de una aminoacido
polar, arginina, por un aminoacido con grupo tiol, cisteina, lo que podria provocar graves
consecuencias funcionales o estructurales, incluso en heterocigosis. En comparacion con
R503C, la mutacién 1502T produciria cambios menos severos en la estructura primaria de
la CPT IlI, y asi probablemente, Unicamente provocaria sintomas musculares si ambos

alelos llevan la mutacion (235).
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DISCUSION

Las mutaciones Y120C e 1502T se localizan en el ex6n 4, el mayor de los 5
exones del gen CPT2 (188), el cual presenta la mayoria de la mutaciones descritas hasta

el momento (Fig. 51).

N
[$a)
o
o
(S}

Humano CPT-II
Ratén CPT-II
Rata CPT-IlI
Humano M-CPT-I
Rata M-CPT-I
Humano L-CPT-I
Rata L-CPT-I
Humano CAT
Rata CAT
Humano COT
Rata COT
Humano ChAT
Rata ChAT

»nwmwTVTTO
O0O>>>

VDV VUV VODOOOTS>>H
D IO<IZZrrr=Z==Z2>> >
T T T1 T T T T T T T T T T
OO <X<<TITITXWVHUIUIUXXX
MMIITr——MMMMITII
OO OOO®
V00U UULUOULLUID
<< —A4A4A4A—4 44444 -4
OO MmO O M mmImmmm
ZzZzA4A 44444444444
—_ e, el < — — —
VUV VLUV OUOODOOOD
AAA 40OV AN A4 N NN

nNnuLmnmmmmom
>>00X>>0:

Figura 59. Grado de conservacion de la lle-502 en diferentes acil-transferasas de la
escala filogenética.

CPT: carnitina-palmitil transferasa, CAT: carnitina-acetil transferasa, COT: carnitina-octanil transferasa,
ChAT: colina-acetil transferasa, M: muscular, L: hepatica.

Las tres nuevas mutaciones encontradas en esta tesis confirman la
heterogeneidad genética del déficit de CPT Il. Sin embargo, considerando que la
mutacion S113L es la predominante a gran distancia del resto (87% de los pacientes) y
con un alto grado de homocigosis (63% de los pacientes), ésta podria utilizarse como
primera linea de diagndstico de esta enfermedad a partir de ADN extraido de una
muestra de sangre mediante un método sencillo y rapido de PCR-RFLP, dejando la
practica de una biopsia muscular para confirmar el diagnostico bioquimico Unicamente en

aquellos casos en los que el resultado de la prueba anterior fuera negativo.
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En homogenado muscular las actividades enziméticas de decision diagndstica
fueron 15,6 pmol min™ g tejido™ para miofosforilasa, 20,7 pmol min™ g tejido™ para

fosfofructoquinasa y 0,21 nmol min™ mg NCP™* para carnitina-palmitil transferasa.

Todos los pacientes con ausencia de tincion histoquimica de miofosforilasa o
fosfofructoquinasa presentaron niveles indetectables de actividad enzimatica en
musculo. 14 pacientes de 150 analizados (9,3%) con sospecha clinica de déficit
de carnitina-palmitil transferasa mostraron actividades enzimaticas por debajo del
nivel de decisién diagndstica. Se han encontrado 6 pacientes con ausencia de
tincién histoquimica de mioadenilato desaminasa que resultaron homocigotos
para la mutacién Q12X. Esta mutacién produce per se un cuadro clinico muscular
leve. Cuando se asocia a otras alteraciones metabdlicas puede producirse un

incremento en la expresion fenotipica.

Todos los pacientes con enfermedad de McArdle han sido caracterizados
molecularmente. Las mutaciones mas frecuentes fueron R49X, W797R, G204S y
753delA, representando el 56%, 8%, 7% y 4%, respectivamente, del total de los
alelos del gen PYGM.

Se han encontrado 13 nuevas mutaciones en el gen PYGM que cumplieron los
criterios de patogenicidad establecidos: 8 “de sentido equivocado”, 2 “sin sentido”

y 3 “fuera de fase”.

Se han caracterizado molecularmente todos los pacientes con déficit de carnitina-
palmitil transferasa Il, siendo la mutacibn mas frecuente la S113L, lo que

representa el 75% del total de los alelos del gen CPT2.
Se han encontrado 3 nuevas mutaciones en el gen CPT2 que cumplieron los
criterios de patogenicidad establecidos: 2 “de sentido equivocado” y 1 “fuera de

fase”.

Para todas las nuevas mutaciones encontradas en los genes PYGM y CPT2 se

han disefiado métodos de PCR-RFLP aplicables al laboratorio clinico.
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CONCLUSIONES

No se han podido caracterizar genético-molecularmente a los pacientes con déficit

de fosfofructoquinasa.

En pacientes con episodios repetitivos de rabdomiolisis asociados con el ejercicio
de larga duracién, el frio o infecciones, y con un incremento de la actividad sérica

de creatin quinasa se debe realizar diagndstico molecular en sangre de la

mutacion S113L del gen CPT2, siendo un método no invasivo.

En pacientes con intolerancia al ejercicio que presenten una prueba de ejercicio
isquémico sin aumento de la produccién de lactato se _debe realizar diagndstico
molecular directo en sangre de las mutaciones R49X, W797R, G204S y 753 delA

del gen PYGM, lo que representa en su conjunto el 75% de los alelos. Como

segunda linea en el proceso diagnostico deberian analizarse en sangre las
secuencias de los exones 14 y 17 del gen PYGM, antes de proceder a la

obtencién de una biopsia muscular.

En pacientes con intolerancia al ejercicio, con actividad sérica moderada de
creatin quinasa en reposo y que ademas presenten una prueba de ejercicio

isquémico sin aumento de la produccion de amonio debe realizarse diagnostico

molecular en sangre de la mutaciéon Q12X del gen AMPD1.
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APENDICE

CODIGOS ESTANDAR DE AMINOACIDOS Y ACIDOS NUCLEICOS DE LA UNION
INTERNCIONAL DE BIOQUIMICA (IUB) Y LA UNION INTERNACIONAL DE QUIMICA
PURA Y APLICADA (IUPAC)

ACIDOS NUCLEICOS

Simbolo | Tipo de nucleétido Simbolo  Tipo de nucleétido |
A adenina M A C (amino)
C citosina S G C (fuerte)
G guanina w A T (débil)
T timidina B GTC
U uridina D GAT
R G A (purina) H ACT
Y T C (pirimidina) \% GCA
K G T (ceto) N A G C T (cualquiera)

AMINOACIDOS
Simbolo  Tipo de aminoacido Simbolo | Tipo de aminoacido
A alanina N asparragina
B aspartato o asparragina P prolina
C cisteina Q glutamina
D aspartato R arginina
E glutamato S serina
F fenilalanina T treonina
G glicina U selenocisteina
H histidina \% valina
I isoleucina w triptéfano
K lisina Y tirosina
L leucina 4 glutamato o glutamina
M metionina X parada de traduccion
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