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RESUMEN

Las distrofias de cintura (LGMD) son un grupo de distrofias musculares caracterizadas
por presentar un deterioro progresivo de los masculos de las cinturas escapular, pélvica y
proximales de las extremidades. La LGMD2A es causada por mutaciones en el gen CAPN3,
que codifica la proteina calpaina-3, y su diagndstico se basa principalmente en el analisis de la
proteina mediante Western Blot (WB) en tejido muscular y analisis genético. Sin embargo,
alrededor del 20-30% de los pacientes con LGMD2A muestra cuantificacion normal de la
proteina, pero funcionalmente inactiva, debido a mutaciones que afectan su capacidad
autocatalitica. Objetivo: Detectar mutaciones en el gen CAPN3 en pacientes con fenotipo de
LGMD?2 indeterminado y comprobar su efecto sobre actividad autocatalitica. Metodologia: Se
estudio genéticamente un grupo de 13 pacientes chilenos con caracteristicas clinicas de
LGMD2 que, luego de la evaluacion clinica, radiologica y/o histopatoldgica, no pudieron ser
subclasificados en una forma especifica de LGMD. El andlisis genético se realizé6 mediante
secuenciacion masiva de 15 genes causales de LGMD vy el andlisis proteico se realiz6 mediante
ensayo funcional observado por WB Resultado: En 2 pacientes se encontraron 3 mutaciones
posiblemente patogénicas en el gen CAPN3, cuyos pacientes son portadores de los genotipos
heterocigotos compuestos €.107delG/c.2362_2363delAGInNSTCATCT y
€.2105C>T/c.2362_2363delAGIinsTCATCT. En el anélisis proteico del paciente portador de la
mutacion missense ¢.2105C>T, se observaron las bandas de degradacion autocatalitica a los 60
y 30 kDa. Discusiéon: La mutacion c.107delG del gen CAPN3 no ha sido reportada
previamente, a diferencia de la mutacion ¢.2362_2363delAGinsTCATCT, que ha sido
reportada y encontrada en otros pacientes chilenos. La mutacion missense ¢.2105C>T ha sido
reportada como posiblemente patogénica; sin embargo la actividad autocatalitica de CAPN3 se
encuentra conservada. Conclusion: Los resultados permiten concluir que las mutaciones
encontradas no ejercerian su efecto patogénico a través de la alteracion de la funcidn
autocatalitica de CAPNa3.
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ABSTRACT

The limb-girdle muscular dystrophies (LGMD) are a group of muscular dystrophies
characterized by progressive weakness and wasting of pelvic and shoulder girdles, and proximal
limb muscles. LGMD2A is caused by mutations in the CAPN3 gene, that encodes the protein
calpain-3, and its diagnosis is mainly based on Western Blot (WB) analysis of the protein in
muscular tissue and genetic analysis. Nevertheless, around 20-30% of patients with LGMD2A
diagnosis show a normal protein quantification, but functionally deficient due mutations that affect
its autocatalytic properties. Aims: To detect CAPN3 gene mutations in patients with undetermined
LGMD2 phenotype and to assess the autocatalytic activity. Methods: A group of 13 Chileans
patients with clinical features of LGMD2 that, after the clinical, radiological and/or
histopathological evaluation could not be subclassified in a specific form of LGMD was
genetically studied. The genetic analysis was done by massive sequencing of 15 genes causative of
LGMD, and the protein analysis was done by WB. Results: In two patients 3 possibly pathogenic
mutations were found in the CAPN3 gene, patients showing compound heterozygous genotypes
.107delG/c.2362_2363delAGINSTCATCT and ¢.2105C>T/c.2362_2363del AGINSTCATCT were
found. Protein analysis by WB of the patient carrying the missense mutation ¢.2105C>T, the
autocatalytic degradation bands were observed at 60 and 30 kDa. Discussion: The c¢.107delG
mutations of the CAPN3 gene has not been previously reported, unlike the
€.2362_2363delAGInsTCATCT mutation, that has been previously reported, in addition to having
been found in other Chilean patients. The missense ¢.2105C>T mutation has been reported as
possibly pathogenic; however the autocatalytic activity of CAPN3 is conserved. Conclusion:
These results allow us to conclude that the pathogenic mutations described would not exert their
pathogenic effect through the alteration of the autocatalytic function of CAPN3.
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INTRODUCCION

Las distrofias musculares (DM) son un grupo heterogeneo de enfermedades causadas por
la ausencia o disfuncion de proteinas esenciales para la estabilidad estructural y funcional de las
fibras musculares esqueléticas, lo que conduce a la destruccion y debilidad muscular de forma
progresiva. Todas las distrofias musculares caen dentro de la categoria de enfermedades raras
por su baja prevalencia (1)

Si bien las DM presentan una serie de caracteristicas comunes, por ejemplo la
destruccion progresiva del musculo estriado esquelético, y en algunas, del muasculo cardiaco,
cada distrofia tiene a su vez particularidades que permiten diferenciarlas unas de otras; ya sea
por su modo de herencia, la afectacion diferencial de grupos musculares, la edad de
presentacion, entre otras. Las caracteristicas diferenciales de cada distrofia dependen del defecto
molecular o de la proteina afectada en cada condicion (2).

Entre las DM mas comunes se encuentran las distrofinopatias (distrofia muscular de
Duchenne/Becker (DMD/DMB)), la distrofia mioténica tipos 1y 2 (DM1, DM2), la distrofia de
Emery-Dreifuss (EDMD), la distrofia facioescapulo humeral (FSHD), la distrofia muscular
oculofaringea (OPMD), las distrofias musculares congeénitas; asi como un grupo de unas 30
distrofias musculares que afectan predominantemente las cinturas pélvica y escapular, y que han
sido agrupadas bajo la denominacion de distrofia muscular de cintura o LGMD, por su sigla en
inglés (limbgirdle muscular dystrophies) (3)

Las LGMD se caracterizan habitualmente por un deterioro progresivo predominante de
los musculos de las cinturas escapular y pélvica, y proximales de las extremidades (4). Se
clasifican en dos grupos segun su patron de herencia, las LGMD tipo 1 (LGMD1) son
dominantes y las de tipo 2 (LGMD?2) tienen un patron de herencia recesivo. A su vez, por
convencion, se las denomina en orden alfabético de acuerdo a la cronologia del descubrimiento
del gen causal. Asi, hasta el presente se han identificado ocho formas dominantes de LGMD
desde LGMD1A a la LGMD1H, mientras que las recesivas, van desde la LGMD2A hasta la
LGMD2X (1).

El avance en el estudio de las enfermedades neuromusculares ha permitido, en las

ultimas decadas, la identificacion de muchos de los genes subyacentes a las distintas formas de
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distrofia muscular, constatando una gran convergencia y divergencia fenotipicas dentro de las
miopatias hereditarias (5). Es decir, mutaciones de distintos genes que generan un fenotipo
similar (convergencia), asi como también mutaciones en un gen particular determinan distintas
formas fenotipicas de la misma condicion genética (divergencia) (6).

No hay estimaciones precisas de la prevalencia e incidencia de las distintas formas de
LGMD en diferentes regiones del mundo. Algunos trabajos han intentado estimar la prevalencia
de las LGMD en distintas poblaciones incluyendo Latinoamérica. Por ejemplo, en Brasil se ha
reportado que entre las LGMD, las mas comunes son la LGMD2A (calpainopatia) en un 32% y
la LGMD2B (disferlinopatia) en un 22%, entre otras (7). En comunidades aisladas
genéticamente, como por ejemplo en Isla Reunion, se ha podido estimar una mayor prevalencia
de algunas formas de LGMD, llegando a establecerse prevalencias de hasta 48 por un millén de
individuos y 69 por millén en el pais Vasco (8,9). En Chile no hay estudios de prevalencia y
s6lo se han detectado grupos de pacientes afectados por algunas formas particulares de LGMD
(10). Los resultados de nuestro laboratorio, obtenidos a través de los proyectos FONDECYT
#1110159 y #1151383 han permitido identificar mas de 51 pacientes, pertenecientes a 31
familias chilenas no relacionadas, afectados por mutaciones en el gen DYSF, lo que indica una
prevalencia estimada en Chile mayor a la estimada a nivel mundial (1 por un millén de
individuos) (11). Interesantemente, cuatro mutaciones recurrentes en DYSF dan cuenta del 80%
de los pacientes de la serie chilena (10). De forma similar, estudios preliminares han permitido
identificar un grupo de pacientes con calpainopatia y la mutacion mas recurrente encontrada en
Chile no esta descrita en las bases de datos (12). El hecho de que exista un bajo nimero de
individuos diagnosticados con calpainopatia es de interés ya que ésta es universalmente la méas
frecuente de las LGMD (4). Es en este contexto que nos interesa identificar y profundizar el
estudio, ademas del diagndstico genético-molecular de pacientes afectados por calpainopatia en

Chile, con el fin de optimizar el algoritmo diagnostico.

Dificultades para establecer el fenotipo clinico en calpainopatia.

Todas las formas de LGMD comparten caracteristicas fenotipicas comunes

(convergencia), en particular la debilidad y el deterioro progresivo de los musculos de la cintura
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pélvica y escapular; pero los genes causales pueden tener asimismo una expresion fenotipica
variable (divergencia), incluso entre personas de una misma familia. Por otra parte, las LGMD
difieren, de acuerdo al gen causal de la enfermedad, en aspectos fenotipicos clinicos (Ej.
compromiso cardiaco, formas leves vs. formas severas), fisiopatoldgicos (Ej. afeccion de
proteinas de membrana vs. proteinas nucleares, etc.) y genéticos (Ej. modo de herencia, tipos de
mutaciones causales, etc.) (1). En conjunto, esta variabilidad de las LGMD representa un
obstaculo mayor para un diagndstico certero, con la consecuente dificultad de establecer un
prondstico, tratamiento y asesoria genética adecuados para cada paciente (4,5). Asi, se requiere
de un analisis genético molecular para establecer el diagndstico definitivo en cada caso. Sin
embargo, a pesar de la variabilidad fenotipica de los pacientes afectados por LGMD, es posible
agruparlos de acuerdo a ciertos rasgos clinicos comunes, lo que permite estrechar el espectro de
posibles genes causales a investigar en un grupo determinado de pacientes (1)

La LGMD2A tiene un fenotipo clinico que en algunos pacientes no es facil de
diferenciar de pacientes afectados por LGMD2B o LGMD2L. Més aln, se han reportado casos
en gue mutaciones en DYSF podrian producir una reduccion secundaria de calpaina-3 y
viceversa, dando origen a fenotipos confusos (13-15). Esto se produce debido a que ambas,
disferlina y calpaina-3, serian parte de un mismo complejo funcional proteico (13).

En estos pacientes la calpaina-3 disfuncional se expresa en cantidades normales en el
tejido muscular distrofico, de forma que no se detecta su reduccién o ausencia si se la evalta a
través de Western Blot (WB), pero si se podria observar una disminucion de disferlina, lo que
conduciria a un error en la interpretacion del resultado (14). De forma similar, algunos pacientes
que tienen una presentacion fenotipica de LGMD similar a LGMD2A o LGMD2B, pero con
expresion normal de calpaina-3 mediante WB o de disferlina a través de inmunohistoquimica o
WAB, se ha encontrado que son portadores de mutaciones en el gen ANO5 (LGMD2L) (16)(17),
de modo que no es posible distinguir entre un paciente afectado con LGMD2A de uno con
LGMD2L a partir de hallazgos clinicos e histopatologico. De esta forma, este subgrupo
particular de pacientes que son fenotipicamente similares, entre LGMD2A, LGMD2B vy
LGMD2L, puede ser afectado por mutaciones en CAPN3, DYSF o ANO5, sin que el fenotipo
clinico e histopatoldgico sean suficientes para establecer el diagndstico con certeza entre las

distintas LGMD2, requiriendo de un analisis genético para establecerlo.
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La calpainopatia (LGMD2A) en particular, se caracteriza por el compromiso selectivo y
progresivo de musculos proximales de la cintura pélvica y de las extremidades (8). El fenotipo
tipico y més frecuente es la forma pelvifemoral de Leide-Md&bius, que primero se presenta con
debilidad en la cintura pélvica y luego involucra a los hombros; pero también puede presentarse
como la forma escapulohumeral de Erb, donde primero hay debilidad en los hombros y
posteriormente en la cintura pélvica (8). Los signos clinicos més frecuentes son dificultad para
correr, tendencia a caminar en puntillas y la debilidad escapular. En los muslos, es caracteristica
la debilidad y atrofia mas marcadas de los aductores e isquiotibiales, ademas de los cuadriceps,
lo que se observa claramente tanto en la valoracion clinica como en imagenes de resonancia
magnética, que son Utiles para orientar el diagnostico (18). Los pacientes pueden presentar
pseudohipertrofia de pantorrillas de forma variable. La afectacion es usualmente simétrica, y no
compromete los musculos faciales ni del cuello (8,15). Los pacientes pueden presentar niveles
de creatina kinasa (CK) elevadas o normales, o en ocasiones éste puede ser el Unico hallazgo en
pacientes asintomaticos (8,15). El nivel de CK es un parametro sensible de dafio muscular (14),
pero es inespecifico.

El curso de la enfermedad es variable, llevando a la pérdida de la ambulacion entre los
10 y los 30 afios desde el inicio de los sintomas (15). En etapas avanzadas, puede observarse una
deficiencia de la funcion del diafragma. EI compromiso cardiaco se ha descrito ocasionalmente,

y los pacientes con calpainopatia no presentan discapacidad intelectual (8,15).

Proteina calpaina-3

El gen CAPN3 se encuentra en la region cromosoémica 15g15.2, abarca 53 kilobases,
contiene 24 exones y codifica la proteina calpaina-3 que pesa 94 kDa. Esta proteina se expresa
en el musculo esquelético y se encuentra regulando mdaltiples procesos fisioldgicos, tales como
diferenciacion muscular, formacion sarcomérica, remodelamiento muscular y regulacion del
citoesquelético. Mutaciones en gen CAPN3 causa LGMD2A (4).
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a. Estructura de calpaina-3.

Las calpainas, en general, son una gran familia de cisteina-proteasas dependientes de
iones de calcio no lisosomales e intracelulares (4,13,15). Actualmente la conforman una decena
de distintos tipos de calpainas con expresion variable en los diferentes tejidos del organismo
(19,20). Dentro de este grupo de proteinas se encuentra la calpaina-3, que posee 4 dominios
definidos: el dominio I se encuentra desde el aminoacido 1 hasta el 73 e incluye un dominio
regulatorio “NS”. El dominio CysPC o dominio II corresponde al dominio catalitico; el cual
posee dos subdominios PC1 y PC2 abarcando desde los residuos 74 al 417. EI dominio Il o
CBSW anteriormente denominado “dominio C2” comprende desde el residuo 418 hasta el 586 y
es capaz de interaccionar con Ca*?y fosfolipidos. Finalmente un dominio IV o también llamado
PEF, desde el aminoécido 650 hasta el 821, tiene diversos sitios de union a calcio ionico
(20,21). El dominio IV o dominio PEF estd compuesto por 5 motivos EF: ElI EF 1 incluye desde
el aminoacido 649 al 683, EF 2 desde 692 hasta el 725, EF 3 desde 722 al 757, EF 4 del 761 al
790, EF 5 desde el aminoéacido 791 al 821 (20) (Figura 1).

Se ha propuesto que las uniones de Ca* a determinados dominios EF podrian promover
un cambio en la conformacién de la region NS, lo que podria acelerar su clivaje. Sin embargo
aun se desconoce la estructura de otras regiones importantes de la proteina como por ejemplo su
secuencia de insercion (1S1) que podria ser necesaria para el entendimiento de su funcién. (20)

La proteina calpaina-3 se diferencia de las otras calpainas en que posee 3 regiones que
las otras carecen. Estas regiones son la region NS ubicada en el extremo N-terminal que abarca
desde el residuo 1 hasta el 47. Dentro del dominio Il se encuentra la region IS1 que segun la
literatura podria cumplir una funcion propeptidica interna que controla el acceso al sitio activo y
se encuentra entre los aminoacidos 268 al 315 (22). Entre el dominio CBSW (dominio I1I) y
dominio PEF (dominio IV) se ubica la region 1S2 que se ha visto que interactia uniéndose a la
proteina titina abarcando entre los aminoacidos 587 y 649. (19,20)(Figura 1).
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Dominio I Dominio II o catalitico Dominio III Dominio IV

Figura 1: Estructura de calpaina-3. Se indica la posicion de cada uno de los dominios, los
residuos de la triada catalitica Cys129, His334 y Asn358. Ademas del sitio de unidn a titina a

través de la region 1S2.

b. Activacion y autolisis de calpaina-3.

La activacion de calpaina-3 no se encuentra completamente descrita en la literatura, sin
embargo se han propuesto algunos modelos funcionales que comparten criterios que se deben
cumplir para que la proteina sea activa.

En el trabajo de Kramerova y colaboradores (15) describen que en calpaina-2 cuenta con
3 residuos activos cataliticamente, Cys105, His262 y Asn286, los cuales en conjunto forman la
triada catalitica. Estos residuos en calpaina-3 corresponden a Cys129, His 334 y Asn358 (15). El
dominio Il o cuerpo catalitico de calpaina-3 es comun para todas las calpainas y los residuos
criticos de unioén a Ca*? estan bien conservados (22), lo que sugiere que el alineamiento
dependiente de Ca*? a los sitios activos es una parte intrinseca del mecanismo de activacion de
la familia de las calpainas (22)

De esta forma, se propone un modelo de activacion basandose en dos etapas (15,22)
(Figura 2):

1) Unidén de iones de Ca*? a calpaina-3 y clivaje intramolecular: Primero se unen
iones de Ca*® a los dominios Il y IV para romper la fuerza electrostatica de la proteina.
También se unen a los residuos Cys129, His334 y Asn358, con el fin de provocar cambios
conformacionales tendientes a disminuir la distancia entre los residuos cataliticos desde 10.5 A a

3.7 A, de esta manera se forma apropiadamente la triada catalitica. Seguido de la union de los
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iones de Ca*y la formacion del sitio de activo, ocurre el clivaje intramolecular en los extremos

N-terminal de las regiones NS e 1S1 (15,22) .
2) Clivaje intermolecular: Este clivaje ocurre en los extremos C-terminal de las

regiones NS e IS1. Lo que sugiere que calpaina-3 quedaria totalmente activa después del clivaje
(15,22).(Figura 2)

Inactive enzyme

Initial rapid cleavage in
+ N-terminal regions is
strictly intramolecular

Slower second cleavage
in C-terminal regions
could be intermolecular

Active enzyme

Figura 2: Modelo del mecanismo de activacion de CAPN3 propuesto por Garcia Diaz et al (22).
La primera etapa consta de la union de iones de Ca*? (esfera color naranjo) a ambas subunidades
del cuerpo catalitico de la proteina (DII), seguido del movimiento y formacion de la triada
catalitica (residuos de color rojo) continuando con el clivaje intramolecular de los extremos N-
terminal de las regiones NS e IS1. En la segunda etapa ocurre el clivaje intermolecular de los
extremos C-terminal de las regiones NS e IS1, finalmente obteniendo una enzima totalmente
activa.

Posteriormente, Yasuko Ono y colaboradores (23) propusieron otro modelo de
activacioén de calpaina-3 (Figura 3), donde calpaina-3 se activaria a través de la autolisis de la

misma (19). Tiene dos tipos de activacion, la intramolecular (iM) y la extramolecular (eM) las
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que son detalladas a continuacion. Primero ocurre una activacion intramolecular (iM) que

depende de la union de iones de Ca* en una concentracion aproximada de 0,ImM. Para

continuar con la activacion de calpaina-3 se debe realizar la activacion extramolecular (eM) que

permite a calpaina entrar en contacto con el sustrato (19). La region IS1 tiene los sitios
cataliticos en los residuos G275, S297 y Q323 (23).

La regulacion de la actividad de calpaina-3 en general consta de las siguientes etapas:

(Figura 3) (23,19)

a)

b)

d)

El fragmento pre-autolitico, identificado como FL-CAPNS3 en figura 3, es regulado por
distintos factores, como por ejemplo una concentracion fisioldgica de Ca*? intracelular.
Al activarse la iM produce la autolisis o “corte” de la region IS1, sin embargo no causa
una inmediata disociacién de los fragmentos de la proteina, formando la proteina nFL-
CAPNa3.

Cada fragmento nFL-CAPNS3 se activa a través de eM. Esto permite que calpaina-3 sea
capaz de funcionar como proteasa sin la necesidad de la disociacion de la proteina y
entre en contacto con sus sustratos.

nFL-CAPN3 se inactiva ya sea por la disociacion de sus componentes N31K y C58K,
y/o una predominante reaccion degradativa de la autolisis de 1S2 y de otros sitios con la
ayuda de otras proteasas.

Los fragmentos N31K y C58K recuperan su actividad por un complejo de
complementacion intermolecular de novo (iMOC CAPNB3). Especificamente el complejo
IMOC1 regula la actividad entre ambos fragmentos, e iMOC2 regula la actividad entre
FL-CAPN3 y uno de los fragmentos, ya sea N31K o C58K. Al mismo tiempo, cada
fragmentos autolitico es capaz de acelerar la autolisis de FL-CAPN3 por iMOC2-N e
iIMOC2-C. Esto aumenta la autolisis produciendo finalmente la inactivacion.

Actualmente se desconoce el mecanismo molecular por el cual actia iMOC CAPNS.
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Figura 3: Modelo del ciclo autocatalitico de CAPN3 sugerido por Yasuko Ono et al, 2016 (19)

Experimentos en cultivos primarios de musculo estriado se evalu6 la localizacion celular
de los fragmentos producidos por la autolisis de calpaina-3. Se encontr6 que estos fragmentos se
localizaban predominantemente distribuidos de forma difusa en la fibra muscular esquelética, a
diferencia de lo que ocurria con la proteina completa de calpaina-3 que se localiza en la linea M

del sarcomero (23).
c. Interacciones de calpaina-3 con otras proteinas.

Titina: Es una proteina de 3.960 kDa que actia como proteina de andamiaje ayudando el
ensamblaje miofibrilar durante la miogénesis, como un “resorte” determinando la elasticidad
pasiva del masculo y como un sensor mecanico cubriendo varias funciones de sefializacion (24).
Calpaina-3 se une especificamente en las regiones N2A y linea-M de titina cumpliendo un rol de
via de transduccion mecanosensorial (Figura 4). Durante el estiramiento del sarcémero,

calpaina-3 se acumula en la region N2A, donde se forma un complejo proteico en respuesta a la
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estimulacion mecénica. El fragmento de titina ubicado en la region de la banda | se estira en
forma de “resorte” a medida que el sarcomero se extiende, por lo que es una “escala” ideal para
sensar la extension/contraccion del sarcomero, en cuyo proceso participan varias moléculas (19).
La interaccion entre titina y calpaina-3 hace que ésta Ultima se estabilice evitando su autolisis de

forma rapida, por lo tanto, titina podria regular la funcién proteolitica de CAPN3 (25).

z titin filament
£ thin flament / thick filament

L

Ig domain
FN3 domain

unique sequence
PEVK
kinase (TK)

Z-disc I-band A-band M-band

proximal tandem-ig distal tandem-Ig

——

“HECIODDDDDuDE -JZIZII]M]II]I[[[IHII[Il(mc

telethonin  TPM PKA CAPN3  TPM CRYAB MyHC CaM  FHL2
aactnn  actn  PKG MARPs  actin MyBPC NBR1 CAPN3
sAnk1 CAPNtY CRYAB CAPN1 p62 CMYAS
Slamin C FHL1 MURF1 a-synemin
nebulin FHL2 MURF2 OBSCN

0BSL1
MYOM1

N2A
PEVK

Figura 4: Esquema del sarcobmero y de proteina titina. La proteina titina se identifica en color
rojo. Los sitios de unién de calpaina-3 a titina, la region N2A y linea-M se encuentran sefialados

con una flecha color amarillo (Savarese M, et al, 2016) (24)
Proteinas de la linea-Z: Calpaina-3 también se localiza en la linea-Z modificando su posicién

dependiendo de la longitud del sarcémero. En caso que se extienda el sarcomero, CAPN3 se

vuelve menos abundante en las lineas M y més abundante en la region N2A (25) (Figura 5).
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Figura 5: Modelo de ubicacién y traslado de calpaina-3 en el sarcomero durante la contraccién
y relajacién muscular. En caso de una extension o sobre-extensidén sarcomérica, calpaina-3 se
acumula en las regiones N2A de titina, siendo liberado de las lineas M y/o reclutado desde el
citosol. (Ojima K., et al, 2007) (25)

Se ha descrito que la actividad proteasa de calpaina-3 se necesita durante el ejercicio
muscular mas que después de éste (26). La activacion de calpaina-3 durante e inmediatamente
después del ejercicio desencadena transducciones mecano sensoriales, mientras que la autolisis
después del ejercicio sugiere que cumple funciones tales como remodelamiento sarcomérico
(19)

Disferlina: En estudios previos se confirmd la asociacion entre las proteinas disferlina,
calpaina-3, ademés de anexina A, A2 y otras proteinas. Estas forman un complejo proteico de
reparaciéon de membrana que se observa en el modelo propuesto por Glover y Brown
(27)(Figura 6)
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Figura 6: Modelo del complejo de reparacion de membrana en musculo esquelético de Glover y
Brown (27): A) En una fibra muscular normal, disferlina se localiza por su dominio
transmembrana C-terminal a las vesiculas citoplasmaticas y el sarcolema donde se asocia con
AnxAl y AnxA2, AHNAK, affinixina y caveolina-3. Calpaina-3 se mantiene inactiva mientras
mantenga la interaccion con la linea N2A de titina. Las proteinas anexinas A2 y Al se
encuentran en los dominios de membrana de lipidos raft y no raft, respectivamente. Ademas
estas proteinas forman un complejo heterotetramérico unidas a sus respectivas proteinas S100.
Anexina A2 también forma un complejo multimérico junto a AHNAK y actina con el fin de
unirse a la membrana plasmatica, cuyo proceso estd regulado por iones de Ca*2. Afixina se
encuentra tanto en el sarcolema como en citoplasma donde se une a disferlina. Caveolina-3 es
un componente principal de la membrana caveolar en musculo esquelético. B) Injuria en la
membrana, la entrada de Ca*? aumenta la concentracion local de Ca*?, desencadenando la
respuesta de reparacion de membrana. El flujo de Ca*? es la primera sefial de activacion para
calpaina-3. Calpaina-3 puede contribuir a la respuesta de la reparacién de membrana mediante la
escision de las proteinas anexinas en su region N-terminal, o clivando proteinas del

citoesqueleto tales como talina y vimentina para mediar el desemblaje de actina del
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citoesqueleto dafiado. C) AnxAl y Anx2 agregan las vesiculas intracelulares para formar un
parche de endomembrana que es transportado al sitio de la injuria. Afixina facilita el trafico
vesicular, a través de la reorganizacion desde el borde de la injuria. D) Las moléculas de
disferlina presentes en las vesiculas de reparacion y en la membrana plasmatica median el
acoplamiento y la fusion del parche sellando la brecha de la membrana evitando el flujo

adicional de iones de Ca*?.

Diagnostico molecular y genético de la calpainopatia.

El diagnostico molecular de LGMD2A se establece principalmente a través del andlisis
de la proteina por WB en musculo y analisis genéticos (8,14). Sin embargo, alrededor del 20-
30% de los pacientes con LGMD2A muestra una cuantificacién normal de la proteina, pero que
es funcionalmente inactiva debido a mutaciones que no afectan su sintesis, sino que la actividad
autocatalitica o proteolitica de la proteina (8), lo que puede inducir a un diagnéstico erréneo al
solo identificar la expresién de la proteina.

Las mutaciones que han sido encontradas en CAPN3 son de distintos tipos. Estas pueden
ser sustituciones, conduciendo a un codén de término prematuro (stop) en un 5,6%;
sustituciones en sitios de splicing (splice) en un 12,7% ; mutaciones con corrimiento del marco
de lectura (frameshift) en un 19,4%, deleciones sin corrimiento del marco de lectura (in frame
deletion) en un 4,2% o mutaciones sin sentido (missense) en un 58,1% (15).

Las mutaciones missense a menudo producen pérdida de la actividad proteolitica de
calpaina-3 (9), aunque no siempre es lo que ocurre (15). Distintas mutaciones missense
localizadas en los dominios Il y IV de calpaina-3 afectan su actividad enzimatica (8), en
consecuencia se produce un funcionamiento ineficiente de la fibra muscular (15).

Las mutaciones en CAPN3 abarcan casi toda la longitud del gen de una manera
heterogénea. En algunos exones las mutaciones son escasas mientras que se observan
agrupamientos de mutaciones en subconjuntos de exones. Con respecto a las mutaciones
missense, parecen formar grupos con mayor densidad cerca de los dominios Il y Ill, mientras
que en las regiones IS1 e IS2 se observan una baja densidad de recurrencia de mutaciones

missense (15)(Figura 7)
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Figura 7: Distribucion de las mutaciones missense patogénicas a lo largo de la region
codificante del gen CAPN3 y sus dominios proteicos. Las mutaciones en CAPN3 ocurren
predominantemente en los dominios I1'y 111 (Kramerova, et al, 2006) (15)

A partir del afio 2009 se han identificado en Chile mutaciones en DYSF en pacientes con
sospecha clinica de LGMD2B (10,28), sin embargo se han encontrado relativamente pocos
pacientes con mutaciones en CAPN3, posiblemente debido a lo dificultoso de su diagndstico.
Méas  recientemente se ha  comunicado el  hallazgo de la  mutacion
€.2362_2363delAGINSTCATCT y c¢.107delG en el gen CAPN3 (12). La mutacion
€.2362_2363delAGInsTCATCT se identifico en dos hermanas con genotipo homocigoto (12) y
se encuentra ampliamente reportada en la literatura(29), mientras que c¢.107delG no ha sido
descrita previamente. La mutacién c.107delG produce el cambio p.Gly36Valfs*21 provocando
un corrimiento del marco de lectura (frameshift). La mutacion fue encontrada en estado
homocigoto en un paciente, mientras que en otro, se encuentra en estado heterocigoto
compuesto, junto a la variante p.Arg748GIn que es producida por el cambio nucleotidico
€.2243G>A provocando una mutacion sin sentido (missense) (12). Estas dos ultimas mutaciones

han sido reportadas anteriormente (Tabla 1)
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Tabla 1: Mutaciones en el gen CAPN3 encontradas en pacientes chilenos. La mutacién
p.Gly36Valfs*21 no ha sido descrita anteriormente (12).

Mutacién 1 Mutacion 2
Pacientes | Cambio Cambio en Cambio en Cambio en Genotipos
en DNA proteina DNA proteina

Heterocigoto
P1 c.107delG | p.Gly36Valfs*21 | c.2243G>A | p.Arg748GIn
compuesto

P2 €.107delG | p.Gly36Valfs*21 | c.107delG p.Gly36Valfs*21 | Homocigoto

P3yP3.1 |c.2362_@ | p.Arg788Serfs*14 |c.2362_@ | p.Arg788Serfs*14 | Homocigoto

(a): ¢.2362_2363delAGINsTCATCT

La mutacién ¢.2243G>A ha sido comunicada en numerosos reportes, pero no se ha
realizado una evaluacién funcional de calpaina-3 en los pacientes portadores de esa mutacién
(21,29,30). El ensayo funcional de calpaina-3 es una herramienta complementaria al diagndstico
en aquellos pacientes en que se sospecha que las mutaciones en CAPN3 afectan a la
funcionalidad de la proteina (8).

En este contexto, esta tesis tiene dos objetivos principales. Primero, realizar la pesquisa
de mutaciones en CAPN3 en los pacientes chilenos de nuestra cohorte con fenotipo de LGMD
recesiva orientado a pacientes con sospecha de LGMD2A,; y segundo, en aquellos pacientes con
mutaciones en CAPN3, se evaluard la potencial patogenicidad de las mutaciones missense
encontradas a través modelos tedricos de prediccion de patogenicidad, la que serd finalmente
corroborada a través de un ensayo enzimatico funcional de la proteina calpaina-3.
Secundariamente, se describira la presencia de otras eventuales mutaciones causales de LGMD

diferentes a las de CAPN3, pesquisadas en los 13 pacientes chilenos incluidos en el estudio.
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HIPOTESIS

Algunos pacientes chilenos con LGMD2 cuyo fenotipo clinico-patolégico es
inespecifico, presentan mutaciones patogénicas en el gen CAPN3, las que resultan en una

disminucion de la actividad autocatalitica de la proteina calpaina-3.

OBJETIVOS

Objetivo General:

Detectar mutaciones en el gen CAPN3 en pacientes con fenotipo inespecifico de

LGMD2 y comprobar su efecto sobre la actividad autocatalitica.

Objetivos Especificos:

1. ldentificar sujetos homocigotos o heterocigotos compuestos para variantes genéticas del
gen CAPN3 en una cohorte de pacientes con diagnostico sugerente de LGMD?2.

2. Evaluar el efecto de las mutaciones patogénicas de tipo “missense” sobre la actividad

autocatalitica de CAPN3 mediante un ensayo funcional de la proteina calpaina-3.
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MATERIALES Y METODOS

1. Seleccion de pacientes.
Se seleccionaron 13 pacientes con caracteristicas clinicas sugerentes de LGMD?2
basandose en los siguientes criterios:
a) Criterios de inclusion:
e Pacientes con diagndstico clinico de LGMD?2 dado por debilidad proximal a nivel
escapular y pélvico.
e Niveles plasmaticos de creatina quinasa (CK) cuyo rango sea compatible con el
diagnostico.
e Biopsia muscular con alteraciones distréficas inespecificas y/o patrén radioldgico
de resonancia magnética (RM) muscular no concluyente.
b) Criterios de exclusion:
e Pacientes con debilidad de predominio distal, compromiso facial, mental y
cardiaco.
e Pacientes con diagndstico histopatoldgico concluyente para otra forma de

LGMD2, en caso que se cuente con ello.

Los 13 pacientes fueron seleccionados de la cohorte del proyecto Fondecyt N°1151383
que se lleva a cabo en el Hospital Clinico de la Universidad de Chile (HCUCH), Santiago,
Chile, y que se enfoca en el estudio de las distrofias musculares de cinturas en Chile.

La evaluacién clinica fue realizada por el especialista Dr. Jorge Bevilacqua Rivas,
neurologo del Hospital Clinico de la Universidad de Chile. Los pacientes fueron evaluados a
través de la Medicién de la Funcion Motora (M.F.M) que evalua la capacidad funcional de los
pacientes a nivel de cabeza, tronco y extremidades.

El comité ético de HCUCH y la Comision Nacional de Investigacion Cientifica y

Tecnoldgica (CONICYT) aprobaron este estudio.
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2. Toma de muestra:

a. Andlisis genético.

Se extrajo sangre periférica y se recolecté en tubos Vacutainer™ con anticoagulante
EDTA K2 en el Hospital Clinico de la Universidad de Chile. Las muestras fueron transportadas
al laboratorio del Dr. Patricio Gonzalez-Hormazédbal en la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile.

b. Analisis proteico:

Dependiendo de la evaluacion clinica, se realizd una biopsia muscular abierta de
musculo deltoides o cuédriceps en el Hospital Clinico de la Universidad de Chile. La biopsia
consistio en varios fragmentos de musculo esquelético de un tamafio aproximado de 0,8 x 0,4 x
0,3 cm. Los fragmentos extraidos fueron mantenidos en hielo y trasladados hasta el laboratorio
de metabolismo celular y bioenergética en la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
donde fueron congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -80°C.

3. Extraccion de DNA.

La extraccion de DNA se realizé utilizando el método SaltingOut a partir de sangre
periférica. Posteriormente la muestra de DNA se resuspendio en Buffer Tris-EDTA. El DNA se
cuantificd a 260 nm usando un espectrofotometro de microvolumen. Se prepard una dilucion
aproximada de 20 ng/ul, cuya cuantificacion se confirmd a través de una cuantificacion
fluorométrica con el kit Qubit ®ds DNA HS Assay de Thermo Fisher Scientific.

4. Secuenciacion del gen CAPN3 y 14 genes relacionados.

Se secuencio el gen CAPN3 junto a 14 otros genes relaciones mediante secuenciacion
masiva. La secuenciacion masiva se realizd en tres etapas: enriquecimiento de exones y
preparacion de librerias, PCR emulsién y secuenciacion de librerias. EI método de
enriquecimiento se realiz6 mediante PCR multiplex, cuyos partidores (panel de secuenciacion)
fueron disefiados con la herramienta lon Ampliseq Designer 5.6.3 (Thermo Fisher). El disefio

consideré amplificar los exones del gen y >10 pb de regiones intronicas circundantes, con
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amplicones de un rango entre 125 — 375 pb. El panel de secuenciacion ademds contiene
partidores para enriquecer secuencias exonicas de 14 genes causales de las formas maés
frecuentes de LGMD y que son parte de los diagnosticos diferenciales mas probables para
calpainopatia (Tabla 2). El enriquecimiento por PCR multiplex y preparacion de libreria se
realiz con el kit lon AmpliSeq Library Kit 2.0 (Thermo Fisher). EI PCR emulsién para la
amplificacion clonal de DNA en esferas se realizé con lon PGM OT2 Hi-Q view kit (Thermo
Fisher) en un equipo OneTouch 2. Finalmente se realiz6 la secuenciacion en un secuenciador
lon Personal Genome Machine con el kit de secuenciacion lon PGM Hi-Q view (Thermo
Fisher). La cantidad de muestras a secuenciar por corrida se calcul6 para lograr una profundidad
de cobertura minima de 100X. El Illamado de variantes se realizd6 con la rutina
TorrentVariantCaller, implementada en Torrent Suite Software.

El panel de secuenciacion permitié abordar las distrofias de cinturas que se estudian en
la cohorte del proyecto Fondecyt N°1151383. Si bien el objetivo principal de la aplicacion del
panel de secuenciacion para esta tesis es identificar los pacientes con mutaciones en CAPN3,
dicho panel permite ademas abarcar otros posibles diagndsticos que potencialmente podrian
encontrarse en nuestro grupo de pacientes.

Se seleccionaron como potencialmente patogénicas las variantes con un MAF (Minor
Allele Frequency) inferior a 0,01 para continuar en el anélisis; las variantes con un MAF
superior a 0,01 fueron consideradas no patogénicas. La significancia clinica y patogenicidad fue
evaluada en las bases de datos dbSNP y ClinVar (32). Ademas la patogenicidad de las variantes
missense fue analizada por SIFT (http://sift.jcvi.org) y Polyphen
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).

Las secuencias de referencia utilizadas para el gen DYSF fue NM_001130987, para
CAPN3, NM_000070.2 y para el gen ANOS5 fue la secuencia NM_213599.2.
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Tabla 2: Genes incluidos en el panel de secuenciacion relacionados con LGMD. Para cada gen
se indica la proteina que codifica y la patologia producida en caso de mutacion. Los mismos

corresponden a las formas mas frecuentes de LGMD.

Gen Proteina Patologia
LMNA Lamina A/C LGMD 1B
CAV3 Caveolina 3 LGMD1C
DNAJB6 Homologo Dnal/Hsp0 || cpmp1p
miembro 6, subfamilia B
CAPN3 Calpaina-3 LGMD2A
DYSF Disferlina LGMD2B
SGCG vy - Sarcoglicano LGMD2C
SGCA a - Sarcoglicano LGMD2D
SGCB B - Sarcoglicano LGMD2E
SGCD d - Sarcoglicano LGMD2F
EKRP Protel’_na relacionada || cMD2I
Fukutina
ANO5 Anoctamina 5 LGMD2L
FKTN Fukutina LGMD2M
Distrofia muscular
EMD Emerina Emery-Dreifuss,
ligada a X
Distrofia muscular
FHL1 four a.nd ahalf LIM N°6  Emery-Dreifuss,
domains 1 I
igada a X
DES Desmina LGMD2R/LGMD1E

Las mutaciones c.2362_2363delAGIinsTCATCT, c.107delG, ¢.2105C>T en el gen
CAPN3 fueron confirmadas a través de secuenciacion por Sanger. Se disefiaron partidores

utilizando la plataforma http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/, para amplificar la region del gen que

contiene las mutaciones encontradas (Tabla 3). Lo partidores CAPN3 2362insTC,
CAPN3_107delG, CAPN3 2105 identifican, respectivamente, las mutaciones
€.2362_2363delAGinsTCATCT, ¢.107delG y ¢.2105C>T.

33


http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

Tabla 3: Partidores utilizados para secuenciar por Sanger las mutaciones encontradas.

Partidor Directo (5’- 3’)
Nombre de partidor Tamario amplicon (pb)
Partidor Reverso (5°- 3’)
GGCTTCTCACTTTCCCTTCC
CAPN3_2362insTC 440
TGGGCCTAAAGAGGTCATTG
ATCTGTGGCTCCAAGGACAG
CAPN3_107delG 545
CTCTCCTCCCTGCTTCACAC
TGAACCATGACCCTCCTCTC
CAPN3_2105 461
GAGAAGCACAGGGGTTAGGG

En el protocolo de PCR se utilizé la enzima RBC Taq DNA Polymerase. Se realiz6 un
programa Touch Down (TD= 72°C — 63°C /-1° por ciclo): Denaturacion inicial a 94°C x 3:00;
con 10 ciclos de denaturacion a 94°C x 0:10, alineamiento a (TD x 00:10) y elongacion a 72°C
x 0:20. Ademas de 20 ciclos con denaturacion a 94°C x 0:10, elongacion a 62°C x 0:10 y
elongacion a 72°C x 0:20). Elongacion final a 72°C x 1:00 y detencion de reaccion a 10°C por
2:00 minutos.

El tamafio de los fragmentos y la especificidad de la reaccidon se efectu6 mediante
electroforesis de los productos de PCR se realiz6 un gel al 1,5% de agarosa, se tifi6 con
SYBR™ Gold nucleic acid gel stain (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), 5X DNA loading
buffer blue, marca BioLine y un estandar de pares de bases AccuRuler 100 pb Plus DNA RTU
Ladder marca Maestrogen. Se corrid al20 Volt en una fuente de poder POWER PAC1000
marca Bio-Rad en camara de electroforesis AAHOEFER®.

La purificacidon de los productos de PCR se realizd con Favor Prep®, PCR Clean-Up

Mini kit, BIOTECH CORP y posteriormente enviado a secuenciar a Macrogen.
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5. Ensayo funcional.

En el caso de una mutacién de tipo missense, el cambio de aminoéacido puede solo alterar
la funcidn de la proteina y no su peso molecular al mantener intacta la cadena aminoacidica.
Para detectar el mal funcionamiento de CAPN3 es necesario realizar un ensayo funcional. Uno
de los ensayos funcionales propuestos es evaluar la capacidad autocatalitica de la proteina, cuya
funcion se ha encontrado ausente en algunos pacientes con mutacion missense en el gen CAPN3
(22).

Para realizar el ensayo funcional, se incub6 un fragmento de musculo de 15 a 20 mg por
10 min en suero fisiolégico a temperatura ambiente y luego se homogenizé en buffer de lisis de
manera mecéanica y con sonicador de vastago teniendo la precaucién de mantener la muestra
siempre en hielo. El buffer de lisis contiene 20mM Tris (pH 7,8), 137 mM NaCl, 2,7 mM KClI,
1% Triton-X-100, 10% Glicerol, 1ImM EDTA, 1mM ditietreitol, inhibidor de proteasas y
fosfatasas. Luego de la incubacién de la muestra muscular a temperatura ambiente se realiz6 un
WB convencional.

La electroforesis se realiz6 a 120 Volt en un gel de poliacrilamida (acrilamina 40%: bis-
acrilamida 29:1). El gel separador se prepar6 al 10% de poliacrilamida en buffer 1,5 M Tris-HCI
pH 8.8, 0.4% SDS, 0.4% Glicerol y gel concentrador al 4% de poliacrilamida en buffer 0.5 M
Tris-HCI pH 6.8, 0.1% SDS, 0.1% Glicerol.

La transferencia se realiz6 a una membrana de PDVF en una cdmara semi-himeda
TRANS-BLOT® SD SEM —-DRY TRANSFER CELL. Se evalu¢ la transferencia con solucion
Rojo Ponceau S. Una vez comprobada la transferencia de proteinas se incub6 con los
anticuerpos anti-calpaina-3 mouse CALP12A2 y CALP2C4 (Novocastra, Leica) en una dilucion
1:800 toda la noche a 4°C. Para control de carga se utilizO GAPDH rabbit dilucién 1:1000 (Cell
Signaling). Los anticuerpos secundarios utilizados fueron anticuerpo goat anti-rabbit IgG y
anticuerpo anti-mouse 1gG (Thermo Scientific) en una dilucion de 1:2000. Finalmente se realiz
el revelado a un film a través de la deteccion de sustrato quimioluminiscente con Kit Super

Signal® West Pico Chemiluminiscent Substrate.
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RESULTADOS.

1) Datos clinicos:
En Tabla 4 se resumen las caracteristicas clinicas de los pacientes, tales como edad
actual, sexo, edad de inicio de los signos, sintomas y niveles de CK que presento el paciente al

momento de realizar la consulta (Tabla 4).

2) Analisis genético:

Se realizd la secuenciacion masiva para el gen CAPN3 y los 14 genes relacionados
(LMNA, CAV3, DNAJB4, CAPN3, DYSF, SGCG, SGCA, SGCB, SGCD, FKRP, ANO5, FKTN,
EMD, FHL1, DES) en los 13 pacientes estudiados. Las mutaciones probablemente patogénicas
y el numero de polimorfismos encontrados en los genes del panel se describen en Tabla 5.

Las mutaciones clasificadas como patogénicas encontradas en los genes distintos a
CAPN3, hasta el momento no han sido confirmadas por secuenciacion de Sanger, sin embargo
se analizo su significancia clinica.

En el gen DYSF se encontraron 4 mutaciones posiblemente patogénicas en los pacientes
P5 y P10. En el paciente P5 se encontrd la variante no descrita ¢.5959delG en estado
heterocigoto compuesto que seria posiblemente patogénica junto a la variante ¢.4621C>T de
tipo sindnimo cuya significancia clinica esta descrita por ClinVar como “patogenicidad de
interpretacion conflictiva” con 5 registros como “benigna”, 1 como “posiblemente benigna” y 2
como ‘‘significado incierto”. En el paciente P10 se encontraron en estado heterocigoto
compuesto, las mutaciones ¢.386G>A y ¢.3002A>C. La variante ¢.386G>A estd descrita en
Clinvar con una significancia clinica de -”posiblemente patogénica” patogenicidad de
interpretacion conflictiva con 5 registros como benigna, 1 como posiblemente benigna y 1
registro como posiblemente patogénica, mientras que ¢.3002A>C esta descrita en ClinVar con 4

registros como “‘significado incierto”.
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Tabla 4: Caracteristicas clinicas mas importantes de los pacientes estudiados por secuenciacién masiva.

Paciente EEl Sexo E_da}d_de Sintomas CK Otros hallazgos
actual inicio
Desde 2012 camina con apoyo de
Pérdida progresiva de fuerza a nivel un baston ortopédico. Persiste
P4 66 a M 49 afios oroximal en cintura escapular y pélvica 894 U/ deblll.dad y fapgabﬂ@ad,muscular.
EMG: Potenciales miopaticos en
musculos de la cintura escapular.
P5 46 a F 30 afios | Debilidad al subir escaleras 900 U/ E.MG: Proba_ble DM pro.X|maI a
nivel extremidades inferiores
En 2013 no logra caminar, se
incorpora con apoyo.
N Debilidad en extremidades inferiores, 3000/4000 [RM: Hallazgos superpuestos de
P6 36 a F 28 anos - . ) .
luego superiores. U/l LGMD sin poder descartar miopatia
inflamatoria.
Biopsia: normal.
Intolerancia al ejercicio y mialgias . N .
P7 44 a M 32 aflos | progresivas 900-2000 EMC.;' Miopatia de  predominio
U/l proximal
P8 54 M Adultez Deblllq:jtd progresiva con un afio de 8419 U/I EMG: ) Miopatia asociada a
(>45a) |[evolucién neuropatia de grado leve
P9 35a | F | Infancia |Debilidad progresiva de extremidades | agpq 5 | EMG: miopatico
inferiores con 20 afos de evolucion
Adultez | Debilidad muscular generalizada. EMG: miopético; RM: compatible
P10 46 a F (>35a) |Calambres 417U con LoMD
P11 54 c 50 3 Debllldgd al subir escaleras, lentamente 466 UJ RM con signos ml_opat[cos. EMG
progresivo compatible con miopatia.
Comienza a marchar en puntas de pie,
P12 95 3 M InfanNC|a fatigabilidad _ al ejercicio, dolor_ en | 4 100U R_I\/I: _Por su patrén impresiona
(10 afos) | zonas posteriores de las pantorrillas disferlinopatia

durante actividad fisica
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Continuacién de Tabla 4.

Pacientes | Edad | Sexo Ei?ﬁgige Sintomas CK Otros hallazgos
Progresion generalizada, sin afeccion facial.
Infancia Debilid_ad y doIo_r_en _ Padres consanguineos (primo-hermanos)
P13 30a F (8 afios) pantorrillas, debilidad subir 322 U/l RM: Severa infiltracion grasa en todos los
escaleras. musculos estudiados.
ECC: Normal
Dificultad para caminar, Hace dos afios usa baston para caminar.
Adultez : o .
P14 45a M ~ correr, subir escaleras, - Hermano mayor de 52 afios en silla de
(23 afos) | . N
evantarse de la cama o silla. ruedas desde los 26 afios.
Dolor lumbar, Debilidad RM: Signos de miopatia en todos los
P15 45 a M Adultez | proximal de cintura'y - segmentos estudiados. Sospecha de
peroneal miopatia miofibrilar (Desminopatia)
Sin antecedentes familiares
RM: Signos de miopatia en extremidades
Adultez Debilidad proximal en inferiores, sospecha de LGMD2A.
P16 33a M (29 afios) extremidades inferiores de 5.379 U/l ECC: Normal

forma progresiva.

EMG: Algunos elementos miopaticos de
predominio proximal en ambas
extremidades de preferencia superior.

F: Femenino; M: Masculino; DM: Distrofia muscular; EMG: Electromiografia; RM: Resonancia Magnética de cuerpo completo;

ECC: Electrocardiograma; - : datos no disponible; CK normal <200 U/I
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Tabla 5: Variantes encontradas en los genes incluidos en el panel de secuenciacion y de las
posibles mutaciones patogénicas en los genes disferlina (DYSF), calpaina-3 (CAPN3) y
anoctamina 5 (ANOb).

Mutaciones posiblemente patogénicas
Polimorfismos Gen)

Paciente (Gen/(Numero de SNPs))

Cambio en DNA | Cambio en proteina

LMNA(0), DYSF(3), DES(1),
CAV3(0), SGCB(0), SGCD(0),
P4 DNAJB6(2), FKTN(0), ANO5(1), Ninguna
SGCG(1), CAPN3(2), SGCA(L),

FKRP(0), FHL1(0), EMD(0)

LMNA(0), DYSF(2), DES(2),

CAV3(1), SGCB(2), SGCD(1), T
P5 DNAJB6(0), FKTN(2), ANO5(4), C4621C>T p.Leul502 =
SGCG(0), CAPN3(1), SGCA(1), .5959delG p.Asp1987fs
FKRP(1), FHL1(0), EMD(0) ' '

LMNA(0), DYSF(2), DES(L),
CAV3(2), SGCB(0), SGCD(1),
P6 DNAJB6(1), FKTN(0), ANO5(1), Ninguna
SGCG(0), CAPN3(1), SGCA(L),

FKRP(0), FHL1(0), EMD(0)

LMNA(2), DYSF(4), DES(1),
CAV3(0), SGCB(0), SGCD(0),
P7 DNAJB6(1), FKTN(0), ANO5(0), Ninguna
SGCG(0), CAPN3(2), SGCA(L),

FKRP(0), FHL1(0), EMD(0)

LMNA(1), DYSF(0), DES(1),
CAV3(0), SGCB(0), SGCD(0),
P8 DNAJB6(3), FKTN(0), ANO5(1), Ninguna
SGCG(1), CAPN3(2), SGCA(L),

FKRP(0), FHL1(0), EMD(0)

LMNA(0), DYSF(0), DES(1),
CAV3(1), SGCB(0), SGCD(0),
P9 DNAJB6(1), FKTN(0), ANO5(1), Ninguna
SGCG(1), CAPN3(2), SGCA(L),

FKRP(0), FHL1(0), EMD(0)

LMNA(6), DYSF(23), DES(7). S
CAV3(1), SGCB(0), SGCD(3).
P 10 DNAJB(6§4), FKTN((4)), ANOS((S)), ¢ 386GA 0.Gly129G1u
SGCG(7), CAPN3(2), SGCA(4
, ’ 7 3002A5C Lys1001Th
FKRP(0), FHL1(2), EMD(1) ¢ P-LYs '
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Continuaciéon de Tabla 5

Mutaciones posiblemente patogénicas
Polimorfismos (Gen)

Paciente (Gen/(NUmero de SNPs))

Cambio en

Cambio en DNA .
proteina

LMNA(L), DYSF(23), DES(7),
CAV3(3), SGCB(5), SGCD(2),
P11 | DNAJB6(6), FKTN(7), ANO5(9), Ninguna
SGCG(9), CAPN3(2), SGCA(2),
FKRP(0), FHL1(2), EMD(1)

LMNA(0), DYSF(23), DES(4), CAPN3
CAV3(6), SGCB(5), SGCD(7),
P12 DNAJB6(6), FKTN(4), ANO5(4),

SGCG(5), CAPN3(3), SGCA(6), c.107delG p.Gly36Valfs*21
FKRP(1), FHL1(2), EMD(0) €.2362_2363delAG®  p.Arg788Serfs*14

LMNA(0), DYSF(25), DES(7),
CAV3(6), SGCB(5), SGCD(6),
P13 | DNAJB6(4), FKTN(4), ANO5(9), Ninguna
SGCG(9), CAPN3(4), SGCA(5),
FKRP(0), FHL1(3), EMD(2)

LMNA(L), DYSF(18), DES(7), CAPN3
CAV3(4), SGCB(0), SGCD(7),
P14 | DNAJB6(4), FKTN(8), ANO5(1),

2105C>T p.Ala702Val
SGCG(6), CAPN3(3), SGCA(4), v @ "
FKRP(1), FHL1(1), EMD(0) €.2362_2362delAG®  [p.Arg788Serfs*14

LMNA(0), DYSF(7), DES(1),
CAV3(0), SGCB(2), SGCD(0),
P15 | DNAJB6(L), FKTN(0), ANO5(1), Ninguna
SGCG(0), CAPN3(1), SGCA(L),

FKRP(0), FHL1(0), EMD(0)

LMNA(0), DYSF(31), DES(4),

ANO5
CAV3(6), SGCB(5), SGCD(6),
P16 | DNAJB6(4), FKTN(7), ANOS(L), ¢.2201T>C (HZ) p.Leu734Pro
SGCG(6), CAPN3(3), SGCA(4), To1 190meA (LT ereaf
FKRP(L), FHL1(1), EMD(0) ¢.191_192insA (HT) P-ASNSATS

HZ: Homocigoto; HT: Heterocigoto; (a): ¢.2362_2363delAGIinsTCATCT.
Secuencias de referencia: DYSF: NM_001130987; CAPN3: NM_000070.2; ANO5:
NM_213599.2
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En el gen ANOS5 se encontraron 2 mutaciones en el paciente P16. La mutacion
homocigota ¢.2201T>C no ha sido reportada en ClinVar ni en dbSNP y la variante
heterocigota ¢.191_192insA que ha sido descrita en ClinVar como patogénica de acuerdo a 8
registros.

En el gen de interés, CAPN3, se identificaron 3 mutaciones: c¢.107delG,
€.2362_2363delAGINSTCATCT y ¢.2105C>T en estado heterocigoto compuesto en los
pacientes P12 y P14 descritas en Tabla 6. Las tres mutaciones mencionadas se secuenciaron

por Sanger para confirmar las mutaciones detectadas en NGS (Figura 8)

Tabla 6: Variantes posiblemente patogénicas en gen CAPN3 encontradas en los individuos

P12 y P14 mediante secuenciacion masiva.

Pacientes Cambio en el gen Cambio en la proteina Genotipo

c.107delG p.Gly36Valfs*21
P12 Heterocigoto compuesto

€.2362_2363delAGINSTCATCT | p.Arg788Serfs*14

c.2105C>T p.Ala702Val

P14 Heterocigoto compuesto

€.2362_2363delAGInsTCATCT | p.Arg788Serfs*14

Secuencia de referencia: CAPN3: NM_000070.2
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A) Paciente 12

A | w A “l‘ A
f 'l' | IAI];| ‘v" ,"“ \ | \r‘ 1 Il"nl
- - - -

c.107delG €.2362_2363delAGinsTCATCT
p-Gly36Valfs*21 p-Arg788Serfs*14

B) Paciente 14
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Figura 8: Electroforetograma de las mutaciones encontradas por secuenciacion masiva
presentes en P12 y P14. A) P12 heterocigoto compuesto con las mutaciones ¢.107delG y
€.2362_2363delAGInsSTCATCT. La flecha amarilla muestra el sitio de la delecién del
nucledtido guanina en el gen CAPN3 B) P14 heterocigoto compuesto para las mutaciones
€.2105C>T y ¢.2362_2363delAGINSTCATCT. La flecha naranja indica el sitio donde se
deletan los nucledtidos "AG" y se inserta "TCATCT" en CAPN3. La mutacion ¢.107delG fue

analizada con un partidor reverso, mientras que los restantes con partidor directo.
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La mutacion ¢.107delG indica que en la posicién nimero 107 del gen CAPN3 ocurre
una delecion de 1 nucleétido guanina. Este cambio produce una proteina trunca.

La mutacion ¢.2362_2363delAGIinsTCATCT en el gen CAPNS3 en las posiciones 2362
y 2363 ocurre la delecion de 2 nucledtidos “AG”, y a la vez, la insercion de “TCATCT”,
también produciendo una proteina trunca.

La mutacion de tipo missense ¢.2105C>T implica la sustitucién de una citosina por
timina en la posicion 2105 del gen CAPN3. Esto produce el cambio del aminoacido alanina
por valina en la posicion 702 de la proteina calpaina-3.

La mutacion missense ¢.2105C>T fue analizada en SIFT y PolyPhen-2, dando una
prediccion de “danina” y “posiblemente dafiina”, respectivamente. También se puede inferir la
naturaleza patogénica evaluando si involucra cambios de aminoacidos que estan estrictamente
conservados entre las secuencias de CAPN3 de diferentes mamiferos (29). Se observd una

conservacién del aminoacido alanina entre las distintas especies comparadas (Figura 9)

702
Homo_sapiens
Mouse
Orangutan
Macaque
Rabbit
Guinea_pig
Rat
Cow
Consistency

ORRRREZEIR2
OO T O ITOCO IO

Figura 9: Analisis de conservacién aminoacidica inter-especies del cambio proteico
p.Ala702Val.

3) Ensayo funcional en paciente P14.
El ensayo funcional se realizé para evaluar la capacidad autocatalitica de CAPN3 que

puede ser alterada por mutaciones missense en el gen CAPN3. De los pacientes encontrados

con mutacion en CAPN3, P14 es el Gnico portador de una mutacién missense, de la cual se
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desconoce el efecto funcional en la proteina, por lo que se realiz6 un estudio funcional en
muestra de tejido muscular de este paciente, sometiéndola a una incubacién por 10 minutos en
suero fisiologico a temperatura ambiente, las cuales posteriormente se lisaron para observar
las muestras a través de un WB. En la Figura 10 se muestra el resultado del ensayo funcional
de la proteina CAPN3 del paciente P14, cuyo genotipo es
€.2362_2363delAGInsSTCATCT/c.2105C>T, en el cual se observan las bandas que son
producto de la autolisis de CAPN3 ubicadas a los 60 kDa y 30 kDa. En el tiempo de
incubacion utilizado no fue posible observar la banda a los 94 kDa correspondiente al peso

molecular de la proteina completa.
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-
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Figura 10: Ensayo funcional de CAPN3 utilizando los anticuerpos CALP12A2 y 2C4
(Novocastra). La proteina calpaina-3 posee un peso molecular de 94 kDa, el cual no fue
identificado en el ensayo funcional, sin embargo se detectd los fragmentos producidos por la
autolisis de CAPN3 a los 60 kDa y 30 kDa, identificados por los anticuerpos CALP 12A2 y
CALP 2C4 respectivamente. Control de carga GAPDH con un peso molecular de 36 kDa.
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En el ensayo funcional de calpaina-3, la banda que se ubica a los 60 kDa puede variar
de un paciente a otro, ya sea entre distintos controles o en diferentes pacientes, como se ha
observado en los experimentos en Fanin y colaboradores (21), es decir, puede observarse una
banda clara y nitida o pueden observarse varias bandas que se ubican entre los 55 kDa, 58 kDa
0 60 kDa (21).

Mediante el anlisis del ensayo funcional se puede concluir que la muestra del paciente
P14 conserva la actividad autocatalitica de CAPN3 debido a que las bandas observadas a los
60 kDa y 30 kDa corresponden a los fragmentos proteicos producidos por la autolisis de
CAPN3 (21).
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DISCUSION

El gen CAPN3 codifica para la proteina calpaina-3, una cisteina proteasa-dependiente
de iones de calcio que se expresa preferentemente en el musculo esquelético (4,19).
Mutaciones en este gen producen LGMD2A (4), que presenta un fenotipo clinico dificil de
identificar y similar a otras distrofias de cinturas (13,14,15). La forma méas certera para
confirmar el diagnostico de esta patologia es principalmente a través del anélisis proteico
mediante WB en tejido muscular y analisis genético (8,14). Entre un 20-30% de los pacientes
con LGMD2A muestran una expresion cuantitativamente normal de CAPN3 en el analisis por
WB, pero que es funcionalmente inactiva debido a las mutaciones que afectan su actividad
autocatalitica o proteolitica pero no su sintesis (8). Este hecho hace que el analisis genético sea
importante.

En este trabajo se identificaron dos pacientes con mutacién en CAPN3, los pacientes
P12 y P14 (Figura 8) que poseen respectivamente los genotipos heterocigotos compuestos
€.107delG/c.2362_2363delAGInSTCATCT y ¢.2105C>T/c.2362_2363del AGinsTCATCT.

1. Efectos en la proteina CAPN3 de las mutaciones detectadas.

a) Mutacién c.107delG.

La mutacién ¢.107delG a nivel proteico produce un corrimiento en el marco de lectura

resultando en un coddn de término p.Gly36Valfs*21 (Figura 11).
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Dominio I
Il

Region NS

I. I
106 GGT GGA AAC CCA AGT GGC ATC TAT TCA GCC ATC ATC AGC CGC AAT TTT CCT ATT ATC GGA GTG

36 -G- -G- -N- -P- -§- -G- -I- -Y- -§- -A- -I- -I- -§- -R- -N- -F- -P- -I- -I- -G- -V-
GTG GAA ACC CAA GTG GCA TCT ATT CAG CCA TCA TCA GCC GCA ATT TTC CTA TTA TCe GAG [l

p.Gly36Valfs*21

1 55

Figura 11: Esquema de la region de CAPN3 que contiene la mutacion c.107delG. A) Muestra
los cambios en la secuencia de nucle6tidos y aminoacidos producidos por la delecién de
guanina (seleccionado en amarillo). Las secuencias sin mutacion estan en color celeste y en
rosado las portadoras de la mutacion. Nucleotidos seleccionados en rojo corresponde a un
codoén de término. B) Esquema de CAPN3 identificando la region donde se ubica la mutacion

y su resultado a nivel proteico de un péptido de 55 aminoacidos

En Figura 11 se esquematiza los cambios involucrados en la mutacion c¢.107delG que
da como resultado un codon de término luego de 21 aminoécidos desde el lugar de la
mutacion, en consecuencia se forma una proteina trunca. Al carecer de los aminoacidos que
forman la triada catalitica, seria un fragmento proteico sin actividad enzimatica lo que
determinaria su degradacién via proteosoma.

Esta mutacion encontrada en el paciente P12, ademas fue identificada por nuestro
equipo de trabajo previamente en un paciente con genotipo homocigoto para la mutacion, y en
otro como heterocigoto compuesto (12). Sin embargo ain no se encuentra reportada en bases
de mutaciones de CAPN3.
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b) Mutacion ¢.2362_2363delAGInsTCATCT

La mutacion ¢.2362_2363delAGIinsTCATCT (Figura 12) se encuentra registrada en
dbSNP como rs 80338804, que produce un codon de término a 14 aminoacidos después del
sitio de la mutacidn, produciendo una proteina trunca que carece de parte de la region EF5 del
dominio IV de CAPN3. En dos trabajos se ha estudiado la proteina en sujetos homocigotos
para la mutacion c¢.2362_2363delAGIinsSTCATCT, obteniendo resultados contradictorios
(33)(34). En un trabajo se encontro la proteina CAPN3 ausente y sin actividad autocatalitica
(33), mientras que en el otro estudio si se observé la proteina a través de WB (34). En los
pacientes de nuestra cohorte, esta mutacion se encontr6 en los pacientes P12 y P14 en estado
heterocigoto compuesto (Figura 8).

EF4 EF5
. A . A
! bl Q o ] Q !
2362 ace CTG GAG GGC ATG TTC AGA GCT TTT CAT GCA TTT GAC AAG GAT GGA GAT GGT ATC ATC
78§ -R- -L- -E- —G- -M- -F- -R- -A- -F- -H- -A- -F- -D- -K- -D- —G- -D- -G- -I- -I-

[EEET cct cca coc carT oTT cac acce TTT Tca Toe ATT [l can cea TGe mGh Tos TaT
-§- -8- -A- -G- -G- -H- -V- -Q- -8- -F- -§- -C- -I- Stop

EF5

AAG CTC AAC GTT CTG GAG TGG CTG CAG CTC ACC ATG TAT GCC -

K- -L- -N- -V- -I- -E- -W- -L- -Q- -I- -T- -M- -¥- -A- Stop

CT CAA CGT TCT GGA GTG GCT GCA GCT CAC CAT GTA TGC CTG A p-Arg788Serfs*14

B Cys His Asn PEF ﬁ

CAT CAA

Figura 12: Esquema de la region de CAPN3 que contiene la mutacion
€.2362_2363delAGInsTCATCT. A) Muestra los cambios en la secuencia de nucleétidos y
aminodcidos producidos por la delecion de “AG” e insercion de “TCATCT” (seleccionado en
verde). Las secuencias sin mutacion estan en color celeste y en rosado las portadoras de la
mutacion. Nucleétidos seleccionados en rojo corresponden a un codén de término. Los
circulos naranjos identifican sitios de union a Ca*2. B) Esquema de CAPN3 completa
identificando la region donde se ubica la mutacion.
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En nuestro estudio se encontré la mutacion c.2362_2363delAGIinsTCATCT en los
pacientes P12 y P14 en estado heterocigoto compuesto. Ademéas previamente en Chile se
encontrd a dos hermanas, con genotipo homocigoto para ¢.2362_2363delAGINSTCATCT (12).
Ambas pacientes son hijas de padres que eran primos en segundo grado y de abuelos paternos
que también eran primos en primer grado. En consecuencia, esta mutacion podria ser
prevalente en casos de LGMD?2 de nuestro pais. La mutacion ¢.2362_2363delAGinsSTCATCT
se ha encontrado frecuentemente en algunas poblaciones especificas, particularmente en
Espafia (29) (9). En un estudio se resumio los reportes realizados sobre los hallazgos de
mutaciones en CAPN3 en pacientes con fenotipo sugerente de LGMD2. Los datos se
obtuvieron de dos laboratorios ubicados en Espafia, uno en Francia, otro en los Paises bajos e
Inglaterra, que trabajaron en familias con diverso origen étnico o lugar geografico, tales como
Brasil, Espafia, Inglaterra, Estados Unidos y Francia, entre otros (29). De un total de 180
familias con mutacion en CAPN3, la mas prevalente fue la mutacion
€.2362_2363delAGInsSTCATCT observada en alrededor de 47 familias, de las cuales 39
resultaron ser originarias de la provincia Vasca y 8 de Catalufia (29). En un estudio previo,
Urtasun y colaboradores (9) estudiaron un total de 61 pacientes con posible diagndstico de
LGMD, entre 1994 y 1996, dentro de los cuales encontraron 25 con la mutacion
€.2362_2363delAGIinsTCATCT en poblacion espafiola de la regién Vasca, siendo la méas
prevalente entre los pacientes con mutaciones en CAPN3 (9).

El hecho que la mutacion c.2362_2363delAGIinsTCATCT sea la mas prevalente en
casos de LGMD en la regién Vasca, puede explicar que también sea la mas prevalente en
casos de LGMD?2 en Chile. Esto considerando que las olas migratorias espafiolas en la época
de la conquista de Chile fueron principalmente castellanos, extremefios, andaluces, vascos,
catalanes y gallegos (35). Particularmente la inmigracion vasca a Chile ha ocurrido
constantemente hasta el siglo XX. Tuvo lugar minoritariamente durante los siglos XVI1y XVII
y mayormente en el siglo XVIIIl. Posteriormente por conflictos bélicos en Espafia hubo un

aumento en las migraciones de vascos en los siglos XIX 'y XX (36).
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€) Mutacién c.2105C>T.

La mutacion ¢.2105C>T ha sido descrita anteriormente por otros grupos de trabajo
(37) y en dbSNP esta registrada como rs886042557. A nivel proteico este cambio de
nucleotidos produce una sustitucion del aminodcido alanina por valina en la posicion 702,
ubicandose en el motivo EF2 del dominio IV de la proteina calpaina-3 (p.Ala702Val) (Figura
13). Ambos aminoacidos son apolares, por lo que en la estructura de la proteina no
involucraria una modificacion significativa en cuanto a la carga de los amino&cidos.

Segin ClinVar, la mutacion ¢.2105C>T estd reportada como probablemente
patogénica de acuerdo a 4 registros. El trabajo de Piluso y colaboradores, encontr6 a dos
individuos con genotipos heterocigoto y homocigoto respectivamente, pero no se dan detalles
clinicos de los pacientes (37). En Krahn y colaboradores, 2006 (38) se reporté a un individuo
con genotipo homocigoto y en Richard y colaboradores (30) (29) reportaron a otro individuo
homocigoto para ¢.2105C>T e indican que los signos clinicos se iniciaron en la primera
década de vida.

La prediccion de patogenicidad en analisis realizados en SIFT (http:/sift.jcvi.org) y

PolyPhen-2  (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), da como resultado “dafiina” y

“posiblemente dafiina”, respectivamente. Ademas el anélisis de conservacion aminoacidica

inter-especies indica que el aminoacido alanina se encuentra altamente conservado (Figura 9).
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EF2

o o |
2104 GCG CTC ATG GAT ACA GAT
702 —A= -5~ M= =D =P—-D-

A

Glic cTc ATG GAT AcCA GAT
-V- -L- -M- -D- -T- -D-

B p-Ala702Val

Cys His Asn 1 PEF

Figura 13: Esquema de la region de CAPN3 que contiene la mutacion ¢.2105C>T. A) Muestra
los cambios en la secuencia de nucle6tidos y aminoéacidos producidos por el cambio
nucleotidico de citosina por timina (seleccionado en verde) produciendo una sustitucion del
aminoéacido alanina por valina en la posicién 702, ubicandose en el segmento EF2 del dominio
IV de CAPN3. Las secuencias sin mutacion estan en color celeste y en rosado las portadoras
de la mutacion. Los circulos naranjos identifican sitios de unién a Ca*2. B) Esquema de
CAPN3 completa identificando la region del cambio aminoacidico p.Ala702Val.

2. Correlacion genotipo-fenotipo.

a) Paciente P12 y mutacién c.107delG.

Al evaluar los datos clinicos del paciente P12 (Tabla 4) da la impresion de cierta
similitud al compararlos con el paciente P2, homocigoto para la mutacion ¢.107delG en
CAPNB3, el cual fue estudiado previamente por nuestro equipo de trabajo. P2 es de sexo
femenino, de 22 afios de edad, cuyos sintomas iniciaron a los 12 afios. A los 15 afios presentd
dificultad para correr, para incorporarse desde una silla, saltar, subir y bajar escaleras. Se
sugirid dermatomiositis como posible diagndstico, solicitindose una nueva biopsia que
concluyé con un diagnostico de disferlinopatia, por observar ausencia de disferlina en

inmunohistoquimica. Los examenes cardiacos fueron normales y al examen fisico presenta
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debilidad en cintura pélvica y en menor grado en cintura escapular. Posee una segunda biopsia
sin hallazgos patoldgicos, una electromiografia miogénica y niveles de CK en el rango de
6000 U/l en diferentes registros. Actualmente debe movilizarse en silla de ruedas. Por Gltimo,
de acuerdo al resultado del estudio genético, se observd que es portadora de un genotipo
homocigoto para la mutacion ¢.107delG en el gen CAPNS3.

El fenotipo detallado anteriormente del paciente P2 y del paciente P12 que se
encuentra descrito en Tabla 4 esta dentro del espectro de calpainopatia. Ambos presentan
niveles séricos elevados de CK, dificultad de marcha en su presentacion clinica, y debilidad en
cintura pélvica y escapular. Sin embargo se pueden confundir con otras distrofias de cintura
como por ejemplo una disferlinopatia, que se presenta con fenotipo similar. En estos pacientes
el diagnostico sélo fue posible una vez realizado el estudio genético.

b) Paciente P12 y mutacion c.2362_2363delAGIinsTCATCT.

Nuestro grupo de trabajo describié una paciente (P3) homocigota para la mutacion
€.2362_2363delAGIinsTCATCT. P3 tuvo un comienzo tardio de la enfermedad, alrededor de
los 25 afios de edad, con debilidad proximal en cintura pélvica y escapular presentando
dificultad para subir escaleras e incorporarse desde una silla (12) Sin embargo tiene una
hermana, la paciente P3.1, del mismo genotipo pero de inicio temprano, marcha en puntas de
pie con una severa debilidad proximal escapular y pélvica desde los 7 afios de edad. Los
niveles de CK entre ambas hermanas son contrastantes, la paciente P3 tiene un aumento de 1.5
veces sobre el valor normal, mientras que la paciente P3.1 es de 5 sobre el nivel normal de
niveles de CK (12)

El paciente P12 también es portador de la mutacion ¢.2362_2363delAGInsTCATCT de
manera heterocigoto compuesto cuyos signos clinicos son mas similares a los de la paciente
P3.1 por tener un inicio temprano, marcha en puntas de pie y elevados niveles de CK.

En la literatura la mutacién ¢.2362_2363delAGinsTCATCT fue reportada por Krahn y
colaboradores (38), en 3 pacientes en estado heterocigoto compuesto. Una de estas pacientes
es portadora de esta mutacion con un genotipo ¢.2362_2363delAGIinsTCATCT/c.1250C>T y

con un fenotipo inicial de LGMD. Los sintomas iniciaron durante su infancia y en su ultima
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evaluacion clinica realizada a los 55 afios se encontraba en silla de ruedas. EI segundo caso es
un varén con un genotipo c¢.2362_2363delAGInSTCATCT/c.1069C>T, del cual no se
entregaron sus datos clinicos. Finalmente una tercera paciente con genotipo
€.2362_2363delAGInsSTCATCT/c.133G>A, presentaba un fenotipo inicial de distrofia
muscular progresiva, los sintomas iniciaron durante la infancia y ademas, tiene un hermano
afectado.

En otro estudio se reportaron tres individuos de origen estadounidense con esta
mutacion (30). Un paciente con genotipo ¢.2362 2363delAGinsTCATCT/c.643_663del21,
con una edad de inicio de los sintomas a los 10-14 afios, perdi6 la capacidad de caminar
alrededor de los 28-29 afios de edad y tenia niveles de CK de 5.000 U/I. Otro paciente con
genotipo ¢.2362_2363delAGinsTCATCT/?, inici6 sus sintomas a los 12 afios, perdiendo su
capacidad para caminar a los 32 afios, con niveles de CK de 1.300 U/I. El dltimo paciente con
genotipo ¢.2362_2363delAGIinsTCATCT/?, inici6 los sintomas a los 13 afios, perdié la
capacidad de ambular a los 34 afios y tenia niveles séricos de CK de 1.600 U/I. Estos dos
ultimos individuos son familiares y no se encontrd la segunda mutacion para poder explicar el
fenotipo. El primer individuo inicialmente presentd debilidad en pantorrillas seguido de
periodos de fiebre alta. El diagndstico inicial fue de polimiositis, cuya biopsia muscular, a los
25 afios, mostrd una severa miopatia inflamatoria necrotizante (30). De acuerdo a la histologia,
los autores indican que la miopatia inflamatoria necrotizante se puede observar tanto en
polimiositis como en etapas iniciales de una distrofia. En sintesis la historia clinica de los
pacientes reportados en la literatura (38)(30) , es semejante a los encontrados en este trabajo.
Todos presentan un inicio de sintomas temprano, generalmente, durante la infancia, presentan
niveles de CK elevados; ademas de dificultad para caminar que progresa lentamente a la

dependencia de una silla de rueda (38)(30).
¢) Paciente P14 y mutacion ¢.2362_2363delAGinsTCATCT.
Los datos clinicos del paciente P14 que se detallan en Tabla 4, son similares a los

observados en la paciente P3 con genotipo homocigoto para la mutacion
€.2362_2363delAGInsTCATCT, cuyos datos clinicos fueron anteriormente mencionados.
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d) Paciente P14 y mutacion ¢.2105C>T

En la literatura, no se discute mayormente las caracteristicas clinicas de pacientes
portadores de la mutacion ¢.2105C>T ya sea en individuos homocigotos o heterocigotos. S6lo
en un trabajo se reporta los datos clinicos generales de un pacientes homocigoto para la
mutacién ¢.2105C>T indicando que posee elevados niveles de CK, 4000 U/L, y una edad de

inicio temprano (30). Sin embargo, el paciente P14 tiene un inicio tardio de los sintomas.

3. Ensayo funcional de paciente P14.

El paciente P14, con genotipo heterocigoto compuesto
€.2362_2363delAGInsSTCATCT/c.2105C>T, cuya clinica y genotipo se detallan
respectivamente en Tabla 4 y 6; fue estudiado para observar si la mutacion missense que
porta el paciente afecta la actividad autocatalitica de la CAPNS3.

Milic y cols (33) testearon la actividad de CAPN3 muscular en pacientes con
diferentes mutaciones en CAPN3 de manera in vitro. Usaron como sustrato calpaina-3¢12%, la
cual es inactiva y no puede ser activada por autolisis ni activar a otras moléculas de calpaina-
3; sin embargo puede cortarse en 3 sitios especificos a través de proteinas calpaina-3 activas.
En pacientes homocigotos para la mutacion ¢.2362_2363delAGIinsTCATCT encontraron que
la proteina esta ausente y sin actividad autolitica (33). Al analizar un individuo homocigoto
para ¢.2105C>T, conserva la expresion de la proteina al igual que su capacidad de clivar
calpaina-3©*2% (33). Contradictoriamente, en el trabajo de Sacconi y colaboradores (34),
identificaron a 4 pacientes con mutacion en CAPN3, de ellos, uno es homocigoto para la
mutacion ¢.2362_2363delAGInSTCATCT cuyo estudio de la proteina calpaina-3 en WB
resulté normal.

Con el fin de evaluar la actividad autocatalitica, se realizd un ensayo funcional para
CAPN3 de tejido muscular del paciente P14 (Figura 10). Como resultado se observaron
bandas de 60 kDa y 30 kDa marcadas con los anticuerpos CALP12A2 y CALP2C4, que de
acuerdo a la literatura éstas son producidas por la autolisis de la proteina (21). De éstos
resultados podemos concluir que el genotipo ¢.2362_2363delAGInsTCATCT/c.2105C>T no
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afecta la actividad autocatalitica de CAPN3, ya que en los estudios proteicos del tejido
muscular del paciente P14, se observaron bandas producidas por procesos autocataliticos.

En general existen 5 estados defectuosos de calpaina-3 relacionadas tanto con las
propiedades autocataliticas, como con otras funciones (19): CAPN3 se puede encontrar
completamente inactiva producida por la pérdida de la activacion intramolecular. La proteina
puede tener inactividad de la activacion eM causadas por mutaciones que pueden afectar el
corte de IS1. La proteina puede tener una autolisis acelerada causada por mutaciones en el
dominio 1V. CAPN3 puede tener un deficiente o ausente reconocimiento de sustrato y
finalmente podria afectar otras propiedades por mutaciones en regiones que no estan
involucradas directamente en la funcion proteolitica de la proteina (19). Dado que la
mutacién missense ¢.2105C>T no presenta su patogenicidad a nivel de la actividad
autocatalitica de la proteina (33), los estados defectuosos de CAPN3 que explicarian la
patogenicidad de la mutacion podria ser una probable autolisis acelerada de la proteina o
deficiencia/ausencia de reconocimiento del sustrato como cualquier otra propiedad de CAPN3
que no involucre directamente la funcion autolitica (19).

Las mutaciones encontradas en el gen CAPN3 del paciente P14 se ubican en el
dominio IV de CAPN3. En general, mutaciones en este dominio se le atribuye que podria
desencadenar una autolisis acelerada por lo que la proteina perderia su funcién antes de
ejercerla completamente (19). Por otra parte, Partha y colaboradores (20) propusieron que la
union de iones de Ca™ a los motivos EF2 y EF5 podria promover un cambio en la
conformacién de NS por lo que aceleraria el clivaje de CAPN3 (20). EI cambio aminoacidico,
producido por la mutacién missense, ocurre en el dominio 1V de la proteina, especificamente
en el motivo EF2 que se encuentra cercano a sitios de union a Ca*?, tales como los residuos
Asp705 y Asp707 que son los aminoacidos que se unen a Ca*? mas proximos al sitio de la
mutacion. Asi, es posible que el cambio aminoacidico podria afectar la interaccién del motivo
EF2 con los iones de Ca', pudiendo alterar la velocidad de autolisis de CAPN3, en

consecuencia, también podria modificar el tiempo de accion con sus sustratos.
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4. Modelo de patogenicidad de CAPN3

Normalmente calpaina-3 participa en diferentes procesos en la fibra muscular como
remodelamiento sarcomérico y en la reparacion de membrana plasmatica (Figura 14).
Calpaina-3 se mantiene inactiva mientras se encuentre unida a titina, proteina que se ubica en
el sarcomero, y una vez activada por el aumento de la concentracion de Ca*? intracelular, se ha
visto que participa en el remodelamiento sarcomeérico. Durante la contraccion y estiramiento
sarcomérico calpaina-3 migra hacia distintas las zonas del sarcomero. Adicionalmente, ante
una injuria de la membrana plasmaética, calpaina-3 podria migrar hacia la zona requerida y
cortar proteinas relacionadas con el complejo de reparacion de membrana, como las proteinas

anexinas y proteinas del citoesqueleto, produciendo la activacion de las mismas.
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sarcomérico C

'ﬂ?’ Contracciény Calpaina-3 normal
Ny Y . estiramiento C. Movimiento de calpaina-3
.\& sarcomérico
, Caveolina-3
“7  Anexinas
Complejode | = »
reparacion de B Disferlina
membrana z
// \\ I I i/ Filamentos de actina
' [ | M — Titina
.\ \ /] | |'T”\ Filamentos de miosina
Injuria N\ 4
J 8 b\ A\ Z
\ . * [Ca+2] \  Proteinas de citoesqueléto
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Figura 14: Modelo normal de funcionamiento de calpaina-3 en musculo esquelético.

En el paciente P14, con genotipo ¢.2105C>T y ¢.2362_2363delAGInSTCATCT en
CAPNS, los mecanismos que se encontrarian afectados y que explicarian la patogenicidad de

las mutaciones en CAPN3 podria ser un inadecuado reconocimiento de sustrato o una autolisis
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acelerada de calpaina-3 (Figura 15). Las proteinas truncas podrian ser degradadas por
proteosoma o bien, podria ejercer parcialmente las funciones de calpaina-3 de acuerdo a la
estructura y conformacion que adquiera la proteina (Figura 15.a). Al existir una inadecuado
reconocimiento de sustrato, los procesos en los cuales participa calpaina-3 se verian afectados,
tales como el remodelamiento sarcomérico y el proceso de reparacion de membrana (Figura
15.b). La autolisis acelerada de calpaina-3 podria disminuir el tiempo de accion de la proteina

sobre sus sustratos (Figura 15.c).
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Figura 15: Modelo de patogenicidad de la proteina mutada del paciente P14. a) Degradacion
por proteosoma de proteinas truncas de calpaina-3. b) Disminucion o ausencia de

reconocimiento de calpaina-3 por el sustrato. ¢) Autolisis acelerada de calpaina-3.
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En general no existe informacion sobre los sitios de reconocimiento de los sustratos de
CAPNS3 ni tampoco de la identificacion de todos sus sustratos, por lo que es un &rea ain por
descubrir. Sin embargo, teniendo el antecedente que en calpainas convencionales los dominios
IV y I son importantes para el reconocimiento del sustrato, estas regiones también podrian
ser cruciales para CAPN3 (19). Si se suma el hecho que la mutacion missense en el dominio
IV, no afecta la actividad autocatalitica, se podria sugerir que la patogenicidad se explicaria
por un reconocimiento de sustrato ausente o deficiente (19). De esta manera se podrian alterar
funciones vitales como el remodelamiento sarcomérico o la reparacion de membrana,

produciendo signos y sintomas distréficos (19).
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CONCLUSION

1 De los 13 pacientes estudiados, en los sujetos P12 y P14 se encontraron mutaciones en
CAPNBS y presentan cierto grado de variabilidad fenotipica. El paciente P12 presenta un
inicio temprano y el paciente P14 un inicio tardio; pero ambos presentan una importante
debilidad muscular. A pesar de estas diferencias, P12 y P14 se encuentran dentro del
espectro fenotipico de calpainopatia. Ademas, existe una convergencia fenotipica entre
individuos con mutaciones en distintos genes, como se observo en el paciente P5 y P10 en
quienes se encontraron mutaciones en DYSF y en el paciente P16 se identificaron
mutaciones el gen ANOS.

2. El paciente P12 tiene un genotipo heterocigoto compuesto entre dos mutaciones frameshift
y el paciente P14 es portador de una mutacion missense y otra frameshift. La mutacién
frameshift identificada en ambos pacientes corresponde a la  mutacion,
€.2362_2363delAGinsTCATCT. Esta mutacién se ha encontrado en regiones especificas,
especialmente en poblacion espafiola (29). En Chile, ésta mutacion se encontré en un
estudio previo en dos hermanas chilenas con genotipo homocigoto para
€.2362_2363delAGIinsTCATCT (12). De tal manera esta mutacion podria ser prevalente
en casos de LGMD2 de nuestro pais, explicado por la importante inmigracion espafiola a
lo largo de la historia de Chile. La deteccion de esta mutacién previa a la identificacion por
el panel genético mediante secuenciacion masiva, seria importante para pacientes con
fenotipos sugerentes de LGMD2A. Por ejemplo, podria identificarse a través de
secuenciacion por Sanger, un método mas econémico comparado al panel genético. De
esta manera es posible disminuir la complejidad y el costo del estudio genético.

3. En el paciente P14, al ser portador de una mutacion missense se estudié la actividad
autocatalitica de la proteina a traveés de un ensayo funcional. Este estudio evidencié la
conservacion de la actividad autolitica de CAPN3. Es decir, no se pudo demostrar que la
patogenicidad de la mutacion missense sea por una pérdida de funcién autocatalitica de la
proteina. Sin embargo, con el hallazgo de individuos homocigotos para la mutacion
€.2105C>T en pacientes con fenotipo clinico sugerente de LGMD (37) y con los analisis
de prediccion de patogenicidad realizados en SIFT y PolyPhen, es posible afirmar un el rol
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patogénico que ejerce ésta mutacion. Sin embargo el mecanismo por el cual esta mutacién
es deletérea no se ha podido precisar.

Podemos sugerir que la mutacion ¢.2105C>T pueda producir una interrupcion o
anulacion de otras propiedades de CAPNS3, diferentes de la funcion autocatalitica, como por
ejemplo el reconocimiento de sustratos. Asi se podrian alterar funciones vitales como el
remodelamiento sarcomérico o la reparacién de membrana, produciendo dafio muscular (19).

En conclusion, es importante identificar clinica y genéticamente a los pacientes con
LGMD2A que se encuentran sin diagndstico en nuestro pais. Una manera de simplificar a
futuro la confirmacion diagnostica es detectar mutaciones recurrentes en nuestra poblacion,
junto con la implementacion de un panel de genes para LGMD2. Sin embargo, aln queda
mucho por dilucidar sobre los mecanismos de acciéon de CAPN3, cuya informacion seria

beneficiosa para el entendimiento de LGMD2A
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