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ABSTRACT
Molecular evaluation in infantile spinal muscular atrophy

Introduction: Infantile Spinal Muscular Atrophy (infantile SMA) is a neurodegenerative disease caused pri-
marily by the deletion of the SMN1 gene at 5q11.1 - 13.3. Its severity ranges from type I, in early childhood, to
type IV. Objectives: To describe molecular findings in patients with SMA, who were nationally referred to the
Institute of Neurology and Neurosurgery and to describe the frequency per 100,000 people in each province of
the island. Patients and Methods: 105 patients, referred between 1997 and 2011, were studied. The polyme-
rase chain reaction (PCR) technique was used to detect the deletions of exons 7 and 8 of the SMN1 gene, and
Dral and Ddel enzymes, in 2% agarose gel, were used for digestion. Results: 59% of the patients were diag-
nosed with SMA 1, 28.6 % with SMA II and 12.4 % with SMA III. 36.2% of total patients presented deletions
of exons 7, 8, 35.2% only deletion of exon 7 and 28.2 % did not present deletion of exons. Conclusion: These
results are discussed according to the international literature. The frequency per 100,000 inhabitants in each
province is presented and discussed according to ancestral diversity of the Cuban population. Also, the origi-
nality of the study is mentioned as it is the first report of this type in a Caribbean population.
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RESUMEN

Introduccion: La atrofia muscular espinal de la infancia (AMEi) es una enfermedad neurodegenerativa, cau-
sada principalmente por deleciones del gen SMN 1 en su locus 5q11.1-13.3. La severidad va desde el tipo I,
que compromete la vida en edades tempranas, hasta el tipo IV. Objetivos: Se describen hallazgos moleculares
en pacientes con AME, nacionalmente remitidos al Instituto de Neurologia y Neurocirugia asi como se reporta
la frecuencia por 100.000 habitantes en cada una de las provincias de la isla. Pacientes y Métodos: 105 pa-
cientes fueron estudiados, remitidos entre 1997 y 2011. Para la deteccion de las deleciones se utilizo la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores correspondientes a los exones 7 y 8 del gen SMN
1, y digestion con enzimas Dral y Ddel respectivamente y analizados en gel de agarosa al 2%. Resultados y
Discusion: Se encontré un 59% diagnosticados como AME 1, 28,6% AME 11, 12,4% AME III. Del total de
casos 36,2% resultaron tener delecion de los exones 7 y 8, 35,2% delecion del exon 7 solamente y 28,2% no
presentaron delecion de los exones correspondientes. Se discuten dichos resultados de acuerdo a la literatura
internacional. Se presentan los resultados de frecuencias por 100.000 habitantes en cada provincia del pais y
discuten dichas frecuencias de acuerdo a la diversidad ancestral de la poblacion cubana. Se concluye lo nove-
doso del estudio que constituye el primer reporte en una poblacion caribefia.

(Palabras clave: Atrofia muscular espinal, biologia molecular, enfermedades neurodegenerativas, gen SMN,

Cuba).
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Introduccion

La atrofia muscular espinal (AME) com-
prende un grupo de enfermedades de causa
genética caracterizadas por degeneracion de
las motoneuronas del asta anterior de la mé-
dula espinal y del tallo cerebral. Estas enfer-
medades presentan una herencia autosdémica
recesiva y estan causadas por deleciones ho-
mocigoéticas o mutaciones en el gen SMN1 en
el locus 5q11.2-13.3. El espectro de la AME
comprende desde la afectacion severa en el
tipo I o Enfermedad de Werdnig Hoffmann a
la relativamente benigna tipo III o Enfermedad
de Kugelberg-Welander. La determinacion de
las deleciones de al menos el exon 7 del gen
SMN constituye una herramienta para el diag-
nostico de esta enfermedad'.

Se plantea que constituyen la causa gené-
tica mas frecuente de muerte en la infancia de
causa genética después de la fibrosis quistica,
sin que hasta la fecha se conozca un tratamien-
to curativo efectivo a pesar del desarrollo al-
canzado en la comprension etiologica de las
mismas.

Existen reportes en la literatura donde se
plantean cifras de incidencia en diferentes po-
blaciones, tales como Inglaterra, donde Pearn
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reportd una incidencia de 4 por 100.000 na-
cidos vivos, la que sugiere una frecuencia de
portadores de 1 en 80. En Italia la incidencia
fue de 7,8 por 100.000 nacidos vivos, para
una frecuencia de portadores de 1 en 57. En
Alemania en 1992 un estudio reporta una in-
cidencia de 10 por 100,000 nacidos vivos, lo
que sugiere una frecuencia de portadores de 1
en 574°.

En Cuba se plantea una incidencia para la
AME I de 3,57 por 100.000 nacidos vivos, de-
terminada por Zaldivar et al, en el 2005, que
reportan incluso frecuencias mucho menores
en cubanos con ancestros africanos y confir-
macion por estudios moleculares’.

El objetivo de este trabajo es realizar una
caracterizacion molecular de pacientes con
impresion diagndstica de AME, remitidos al
Departamento de Neurogenética del Instituto
de Neurologia y Neurocirugia (INN) en el pe-
riodo 1997-2011, asi como reportar los valores
de frecuencia por 100.000 habitantes para cada
provincia del pais.

Pacientes y Método

Se estudiaron 105 pacientes con sospecha
clinica y/o impresion diagndstica de AME re-

Revista Chilena de Pediatria - Septiembre - Octubre 2013



ATROFIA MUSCULAR ESPINAL

mitidos al servicio de Neurogenética del Instituto
de Neurologia y Neurocirugia entre 1997 y 2011.
Se evalud un 94% de los casos por Neurologos,
Neonatologos, Pediatras y/o Genetistas clinicos de
los diferentes servicios de Neurologia, Neonatolo-
gia y Pediatria existentes en el pais y de la Red Na-
cional de Genética, los cuales fueron remitidos al
INN para ser seguidos por un equipo multidiscipli-
nario constituido por: genetistas, neuropediatras,
neurofisiélogos y bidlogos moleculares.

Meétodo

Se registraron los datos mediante la revision de
las historias clinicas. Se registraron la edad de de-
but de los primeros sintomas, edad en el momento
de realizar el diagnostico, el sexo, el color de la
piel, estudios complementarios realizados y los ele-
mentos clinicos presentes a la edad del diagnostico:
presencia de debilidad muscular y distribucion de
la misma, presencia de hipotonia muscular, el es-
tado de los reflejos osteotendinosos y presencia de
otros elementos como fasciculaciones de la lengua
o rigidez articular. Resulta importante resaltar que
no todos los casos que se registraron reportaban los
estudios complementarios completos tales como:
electromiografias, CPK, biopsias de musculo y un
seguimiento clinico mas minucioso.

Fueron clasificados los tipos de AME (I a III),
de acuerdo a la edad de debut de los sintomas en:
tipo I, debut antes de los 6 meses de edad; tipo II,
debut entre los 6 y 18 meses de edad; tipo 111, debut
después de los 18 meses de edad y segun los crite-
rios diagnosticos de Munsat y Davies®.

Tabla 1. Condiciones de reaccién para la amplificacion
de las regiones de interés en el gen SMIN1 (exones 7 y 8)
para un volumen de 25 pl

Reactivos Concentracion
Buffer STR* 0,2 mM
Oligonucledtido 7A 0,8 mM
(5" AGA CTA TCA ACT TAATTT CTG ATC A 3')
Oligonucleotido 7X

(5" CCTTCCTTICTTTTTG ATT TTG TTT 3)

Oligonucleétido 8A 0,8 mM
(5" TAT GTA ATA ACC AAA TGC AAT 3')

Oligonucledtido 8C

(5" ATA AAC TAC AAC ACC CTT CTC A 37)

Enzima Taq (5 U/ml) 0,2 ml

*Este buffer contiene una mezcla de los desoxinucledtidos trifosfatos
de Adenina, Timina, Citosina y Guanina.
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Se calculo la frecuencia de AME por
100.000 habitantes para cada provincia
del pais, de acuerdo al rango de edad de
la poblacion estudiada (< 1 afio hasta 45
afios) y los datos demograficos del Anua-
rio Estadistico de Salud 2010°.

Caracterizacion de las deleciones

El estudio de las deleciones en el gen
SMNI se llevo a cabo mediante la técnica
de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) con la enzima Taq Polimerasa Pro-
mega 5 U/ml que amplifico las regiones
del gen SMN en un termociclador modelo
Minicicle MJ Research, Inc., v, 2.0 y ce-
badores correspondientes a los exones 7 y
8 del gen, y las condiciones de reaccion
descritas en la tabla 1, estandarizadas en
el Laboratorio.

Los productos amplificados de los
exones 7 y 8 fueron digeridos con enzi-
mas Dral y Ddel Sigma respectivamente y
analizados en gel de agarosa al 2% segun
la técnica descrita por Van der Steege et al
y Parsons et al'®!!,

Resultados

Clasificacion de los tipos de AME

En cuanto a los tipos de AME 62 pa-
cientes fueron diagnosticados como AME |
(59%), 30 pacientes como AME II (28,6%)
y 13 pacientes con AME I1I (12,4%) (figura
1).

Estos resultados coinciden con lo plan-
teado por otros autores, en estudios con
grandes series de casos y donde se reportan
una mayor frecuencia de AME tipo I'*14,

Caracterizacion molecular

De los 105 pacientes estudiados con
sospecha de AME, 38 (36,2%) resulta-
ron tener delecion de los exones 7 y 8 del
gen SMN, 37 (35,2%) tuvieron solamen-
te delecion del exon 7 de gen SMN y 30
(28,6%) no presentaron delecion de los
exones 7 ni 8 del gen SMN (figura 2).

Se plantea que entre el 95-98% de los
pacientes con AME poseen deleciones de
los exones 7y 8, en la copia telomérica del
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Figura 1. Tipos y porcientos de AMEi en el presente estu-
dio.

gen SMN1, sin embargo, en la serie de casos
presentada se obtuvo una positividad inferior
(71,4%).

En la figura 3 se muestra la frecuencia de
AME por 100.000 habitantes por provincias de
todo el pais, con confirmacién molecular (Gen
SMN) y registrados en nuestro departamento
en periodo 1997-2010.

Las frecuencias mas altas se encuentran en
la region occidental de pais 64,2% (70/109)
(Pinar del Rio, La Habana, Artemisa, Mayabe-
que, Matanzas e Isla de la Juventud). Las fre-
cuencia mas bajas las encontramos en el area
oriental de pais, donde hay ciudades con el se-
gundo y tercer lugar en la densidad de pobla-
cion de la isla 22% (24/109) Camaguey, Las
Tunas, Holguin, Granma, Santiago de Cuba y
Guantanamo.

Discusion

Se presentan los resultados de la caracteri-

Figura 2. Caracterizacion molecular de la serie de casos en
el presente estudio.

zacion molecular y geografica de los pacientes
con AME de la Isla de Cuba.

Los resultados de la caracterizacion mole-
cular pudieran estar relacionados con las ca-
racteristicas de este estudio que abarca un pe-
riodo de tiempo extenso, donde en un inicio
predomind la inexperiencia en los especialistas
y/o imprecisiones en el diagnéstico clinico y
la falta de estudios complementarios necesa-
rios como la electromiografia. En un inicio se
recibieron muestras de pacientes de todas las
provincias del pais que fueron remitidas por
médicos de diferentes especialidades, por lo
que los criterios clinicos no eran uniformes.

Con el tiempo los estudios clinicos se han
ido perfeccionando. La introduccion de otros
estudios complementarios junto a la confir-
macién molecular de la AME en el pais y el
trabajo de un equipo multidisciplinario en
nuestro instituto que reevalta y sigue todos los
casos remitidos desde otros servicios del pais,
ha contribuido a una mayor positividad en los

Isla de la

Juventud
322

Gamaguey;,
wmnas

Figura 3. Frecuencias de AME por
100.000 habitantes, en cada pro-
vincia del pais, confirmados mo-
lecularmente en la serie de casos
registrados por el Departamento de
Neurogenética del INN de La Ha-
bana, en el periodo 1997-2010.

antiagois
de Cuba Guantédnamo
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hallazgos moleculares del gen SMN en las ul-
timas etapas del presente estudio.

La frecuencia de delecion de los exones 7
y 8 en nuestro estudio resultd diferente a la
encontrada en pacientes negros sudafricanos.
Ellos reportaron un 47% (9/19) de pacientes
con delecion homocigoética de la copia telomé-
rica del exon 7, pero no del exon 8. Por otra
parte, deleciones homocigoticas de los exones
7 y 8 se han reportado en el 85% de pacientes
con AME espafioles y en el 84,6% de pacientes
chilenos'¢1%.

Nuestros resultados evidencian la contri-
bucion de genes SMN de origen caucasico y
negroides a la poblacion cubana, que con un
alto indice de mestizaje, se ha reportado una
menor incidencia de estas enfermedades en la
poblacion cubana en relacion a otros estudios
en poblaciones caucasicas europeas’-!'3-29,

Los resultados de la distribucion geografica
son coincidentes con una frecuencia mas alta
de mestizos y de poblacion de origen étnico
negroide en el este del pais y corroboran la
baja incidencia en Cuba detectada por Zaldivar
et al, 2005, que reportaron bajas frecuencias de
AME I en pacientes con los antepasados afri-
canos’.

Baste decir, que en la formacion de la na-
cionalidad cubana, en siglos anteriores intervi-
nieron asentamientos de grandes poblaciones
negras africanas traidos como esclavos a tra-
bajar en las mayores plantaciones de cafia de
azucar y café del Caribe, ubicadas en la region
oriental del pais®'.

Contrariamente una frecuencia relativa-
mente alta se observa en las provincias occi-
dentales donde existen densidades de pobla-
cion de origen Caucédsico mas altas y donde
hubo plantaciones de tabaco y cultivos varios
en cuya mano de obra fue menor la presencia
de esclavos africanos y mayor la presencia de
otras poblaciones caucdasicas como Canarios, y
de otras regiones de Espafia.

Desde mediados del siglo XIX, se plantea,
irrumpi6 también en estas plantaciones, mano
de obra de origen asiatico, por lo que la po-
blacion cubana actual es el resultado del gran
mestizaje de lineas ancestrales Caucésicas y
Negroides principalmente y que ha sido repor-
tado en la literatura?>.
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Estudios similares en la anemia drepanoci-
tica y la esclerosis lateral amiotrdfica también
han informado una distribucion diferencial de
estas enfermedades segtn la diversidad de an-
cestros de la poblacion cubana?4,

Estos resultados constituyen el primer re-
porte en la poblacion caribeia, donde no abun-
dan estudios, al menos publicados, sobre en-
fermedades neurodegenerativas.
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