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RESUMEN:

La Distrofia Miotonica (DM) es un trastorno neuromuscular. Este trastorno tiene una
herencia y patofisiologia molecular muy complejas. Se clasifica en dos formas
principales: DM1 y DM2. Ambas son el resultado de una mutacién dinamica y
difieren en la severidad de los sintomas clinicos asi como en la localizacién del
defecto genético.

Las afectaciones moleculares presentes en estas enfermedades, son atribuidas a la
longitud y al tipo de los repetidos en el ARNm. Es de esperar que las diferencias en
sus estructuras sean responsables de las particularidades de cada una de estas
entidades. El objetivo de este trabajo estriba en tratar de explicar las diferencias
entre los mecanismos fisiopatolégicos asociados a la DM1 y DM2 a partir de las
diferencias presentes en la cantidad y estabilidad de las estructuras secundarias
formadas por los repetidos de CUG y CCUG de distintas longitudes.

Fue utilizado el servidor Quikfold con el fin de modelar el efecto que tiene sobre las
estructuras secundarias la variacion del tamano de estas secuencias repetitivas. Se
obtuvo que estos repetidos pueden formar hasta tres estructuras probables
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caracterizadas por la presencia de lazos interiores que alternan con regiones doble
cadena de C/G.

Las estructuras formadas por los repetidos CCUG son menos estables que aquellas
formadas por los repetidos de tripletes CUG. En estos ultimos la estabilidad aumenta
drasticamente con el aumento del numero de unidades de repetidos. Esto ultimo
pudiera explicar algunas de las diferencias entre estas entidades como la necesidad
de una mayor cantidad de repetidos para el desarrollo de la sintomatologia y la
ausencia de la forma congénita en la DM2.
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ABSTRACT:

Myotonic Dystrophy (DM) is a neuromuscular disorder with a very complex
inheritance and molecular pathophysiology. It is classified into two main forms: DM1
and DM2. Both forms are the result of a dynamic mutation and differ in the severity of
clinical symptoms as well as in the location of the genetic defect.

The molecular disorders present in these diseases are attributed to the length and
type of repeats in the mRNA. It is possible that the differences in their structures are
responsible for the particularities of each of these entities. The aim of this study was
to find an explanation for the differences between the pathophysiological
mechanisms associated with DM1 and DM2 on the basis of the differences in the
amount and stability of secondary structures formed by the CUG and CCUG repeats
of different lengths.

The Quikfold server was used to model the effect on secondary structure that has the
variation of the size of these repeats. It was found that these sequences can form
three possible structures characterized for the presence of interior loops and doubled
stranded regions of C / G pairings.

The structures formed by CCUG repeats are less stable than those formed by CUG
triplets. In CUG triplet repeats the stability increases dramatically with the increase in
the number of repeat units. This may explain some of the differences between these
entities, such as the need for a greater number of repeat units for the onset of
symptoms, and the absence of the congenital form in DM2.
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1. INTRODUCCION

La Distrofia Miotonica (DM) es un trastorno neuromuscular con una herencia y
patofisiologia molecular extremadamente complejas. [1] Esta enfermedad se
clasifica en dos tipos principales, de acuerdo a la localizacién del defecto genético,
que en ambos casos consiste en una mutacion dinamica, y a la severidad de los
sintomas clinicos.

La Distrofia Miotonica tipo 1 o de Steinert es la forma mas frecuente, fue descrita
por primera vez en 1909 (Steinert) como un desorden multisistémico. En la
actualidad es reconocido como una de las formas mas comunes de distrofia
muscular en adultos, con una frecuencia de 1/8000. Este sintoma principal se
encuentra unido frecuentemente a anormalidades cerebrales, cataratas, problemas
de la deglucion y retraso mental. Se hereda de forma autosémica dominante y esta
asociado a la expansion de los tripletes CTG en el extremo 3’ del gen DMPK, en el
brazo largo del cromosoma 19 (19913) [1]; por otra parte, la mutacidén asociada a la
DM tipo 2, segunda en frecuencia de aparicion, también heredada de forma
autosdmica dominante y causada por la expansién de los nucleétidos CCTG del gen
ZNF9, se encuentra localizada en el brazo largo del cromosoma 3 (3921) [2].

La alta similitud entre estas entidades, digase fenotipo asociado, expresividad
variable y la presencia del fendmeno de anticipacién, generd por mucho tiempo la
idea de que el mecanismo por el cual ocurrian las afecciones era idéntico, teniendo
en cuenta que las expansiones ocurren en regiones que no se traducen y evitan,
mediante un mecanismo aun desconocido, la traduccion de la proteina. Por otra
parte, es conocido que el aumento del tamafno de las unidades de repetidos genera
una region altamente rica en nucledtidos C/G, que sugiere que podrian estar
afectadas las mismas proteinas en ambas enfermedades conllevando al fenotipo
caracteristico [3].

Sin embargo, luego de detectar las mutaciones asociadas a estas enfermedades
y las diferencias en cuanto a la severidad con respecto al tamafo de la expansion,
asi como la ausencia de correlacion entre la talla de la expansion de las repeticiones
y la edad de debut y severidad en los sintomas de DM2, particularmente el hecho de
que en este tipo de miotonia no se manifiesta la forma congénita (Tabla 1); se
comenzo el estudio de los eventos producidos por cada una de estas alteraciones de
forma independiente. A partir de los mismos se ha demostrado que el ARNm
sintetizado a partir de los genes mutados forma agregados en unién con otras
proteinas, mayormente unidoras de CUG o CUGBP (del inglés CUB Binding
Protein), de manera que inhibe sus funciones y provocan la muerte celular. También
ha sido comprobado que en los tipos 1 y 2 no son arrestadas las mismas proteinas,
ni la misma cantidad de estas, aunque en general sus funciones se encuentran
relacionadas, lo que explica el parecido fenotipico [4,5].



Tabla 1. Clasificacion de las DM tipos 1 y 2 con respecto al tamafio de los
repetidos.

Formas DM1 DM2
Tamano de las Tamafno de las
repeticiones CTG repeticiones CCTG
Congénita + de 4 000 -
Clasica 100-1 000 Hasta 11 000
Benigna  50-150 75~300

Con la identificacion de las bases moleculares de DM1 y DM2 se encontré que
las repeticiones CTG en el gen DMPK son la causa de la DM1 a través de las
repeticiones CUG en una region no traducida del ARN. En los pacientes con DM1 se
encuentran afectadas dos familias de proteinas unidoras de ARN especificas a CUG
(CUGBP1 y MNBL). Sin embargo, las caracteristicas especificas del fenotipo DM2
sugieren que los mecanismos moleculares no son del todo similares. Se ha
encontrado que las repeticiones CCUG del ARN en DMZ2 interaccionan con
diferentes proteinas unidoras de ARN y con grandes complejos proteina-proteina,
designados como Mega Protein-Protein Complexes (MPPC). Estos complejos se
unen especificamente a las repeticiones CCUG pero no a las CUG. Sin embargo, los
complejos MPPC contienen a la proteina CUGBP1 y otras que se involucran con la
iniciacion de la traslacion de los ARNm y quizas en el empalme [5, 6].

Teniendo en cuenta que las afectaciones moleculares, presentes en estas
enfermedades, son atribuidas a la longitud y al tipo de los repetidos en el ARNm, es
de esperar que las diferencias en sus estructuras sean responsables de las
particularidades de cada una de estas entidades; por ello, se realizd este trabajo con
el objetivo de determinar diferencias entre los mecanismos fisiopatologicos
asociados a la DM1 y DM2 a partir de las presentes en la cantidad y estabilidad de
las estructuras secundarias formadas por las unidades de repetidos CUG y CCUG,
de distintas longitudes.

2. MATERIALES Y METODOS

Fue utilizado el servidor Quikfold o Quikfold server (http://www.
bioinfo.rpi.edu/~zukerm) para la prediccion de la estructura secundaria de las
repeticiones CUG y CCUG, asociadas a las DM1 y DM2, respectivamente. Este
servidor, ubicado en la pagina Web del grupo de trabajo del matematico Michael
Zucker (The Zuker Group: Algorithms, Thermodynamics and databases for RNA
Secondary Structure) se encuentra libre en Internet y permite determinar, a partir de
algoritmos matematicos, la estructura secundaria de muchas secuencias pequefas a
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la vez; a partir de la entrada de la secuencia seleccionada y otras condiciones como
el tipo de secuencia y reglas de energia.

Los datos introducidos al servidor para la recreacion de las estructuras
secundarias de ARNm desde 30 hasta 300 unidades de repetidos CUG y CCUG,
respectivamente, fueron: con respecto a las reglas de energia, ARN a 37°C, con una
concentracion de Na* de 1M y OM de iones Mg*"; tipo de secuencia lineal y el 5% de
estructuras suboptimas, con un maximo de 50 estructuras sin limites en la distancia
entre pares de bases.

Los resultados de este analisis in silico consisten en los términos de AG, AH y
AS para la secuencia en cuestion, ademas de varias, sino todas, las estructuras
probables y la estabilidad de estas en términos del dG.

3. RESULTADOS

La estructura que se forma a partir de las repeticiones CUG es una estructura
formada por aros o anillos creados a partir de los apareamientos C/G; y las U
desapareadas. El servidor Quikfold devolvié los resultados de cada una de las
estructuras on line donde, para cada caso con diferente tamafo de repetidos, fueron
detectadas hasta tres estructuras probables.

Las estructuras probables de cada cantidad de repetidos presentan una horquilla
principal, donde se encuentran la mayoria de las unidades de repetidos acoplados
en anillos, como se expuso anteriormente. Las diferencias entre estas
conformaciones radican en la formacién de una horquilla lateral a la derecha o a la
izquierda, que implica una pequefa pérdida de la estabilidad, segun los valores de
dG. De manera que en cada caso seran probables tres conformaciones y una de
ellas parece ser la que con mas frecuencia se encuentra en la naturaleza (Anexo).

Se observé ademas, a partir de los resultados obtenidos, que a medida que
aumenta el numero de repetidos CUG, la estabilidad de la estructura aumenta
debido a la caracteristica de presentar regiones ricas en C/G que se aparean.

La estructura que se forma a partir de las repeticiones CCUG es similar a la
presente en los repetidos CUG en cuanto a la formaciéon de anillos, aunque estos
son de mayor diametro debido a que se encuentra en este caso ademas
desapareada la C introducida en la repeticion. Este servidor devolvié igualmente tres
estructuras probables con las mismas caracteristicas basicas de las anteriores y
estabilidad bastante similar entre las estructuras. Sin embargo, la estabilidad para
las repeticiones CCUG es menor que la de los tripletes CUG para un mismo numero
de bases; por otra parte, el aumento de la estabilidad provocado por el incremento
de las unidades repetidas no es tan considerable en comparacion con la mutacion
asociada a la DM1 (Figura 1).
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Figura 1. Estabilidad de las estructuras secundarias con respecto a la cantidad de repetidos
CCUG (curvarosa) y CUG (curva azul).
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4. DISCUSION

Confirmando la observacion experimental de otros investigadores, la estructura
de las repeticiones CUG del ARNm del gen que codifica para la proteina, también
nombrada DMPK (del inglés Dystrophy Myotonic Protein Kinase), esta caracterizado
por la formacién de anillos a partir del apareamiento de las C/G. Los ARNm estan
caracterizados por tener un bajo tiempo de vida media, sin embargo, esta nueva
estructura formada por la expansién de las repeticiones le confiere a la estructura un
poco mas de tiempo de vida debido al aumento de la estabilidad, por lo que la
expansion de las repeticiones se vuelve un elemento viable desde el punto de vista
termodinamico.

Los resultados alcanzados en esta investigacion sugieren que las
conformaciones reportadas por el servidor deben ser halladas en la naturaleza,
debido a que la estabilidad de ellas no es muy diferente y teniendo en cuenta que
existen otros factores, ademas de la estabilidad, que pueden influenciar en la
conformacién de las mismas, lo que se podria confirmar con estudios de Difraccion
de Rayos X.

Evidencias experimentales han demostrado que en la DM1 se encuentran
grandes cantidades de ARNm de la proteina DMPK con la expansiéon de las
repeticiones CUG precipitados en el nucleo. Por lo que en este estudio se refiere las
grandes cantidades estan debidas a la demora en la degradacion de los ARNm
sumado al efecto regulatorio que se ejerce sobre las sefiales de transcripcion al no
existir practicamente producto proteico y por ende la produccidn de mas ARNm
mutado y al posible papel protector de ribonucleasas que puede ejercer la CUGBP al
ser arrestado en grandes cantidades por las repeticiones CUG de la secuencia.

La misma interpretacién se puede realizar para el aumento de la estabilidad en
la expansion de las repeticiones CCUG para la DM2, el ARNm se vuelve mas grande
y mas estable a partir del apareamiento C/G aunque el incremento de la estabilidad



es menor que la secuencia anterior debido a que los anillos que se forman son mas
grandes y existe desapareamiento de la U al igual que en la DM1, pero también en
una de las C de la secuencia expandida. La variacion significativa en cuanto a la
estabilidad con respecto al aumento del numero de repeticiones se comporta con un
aumento mas dramatico en las repeticiones CUG, y no asi para las CCUG, por lo
que en este ultimo caso el aumento de la estabilidad o de la vida media de ARN es
menos brusco.

El aumento de las repeticiones CUG en DM1 desembocan en un aumento
considerable en la estabilidad y vida media del ARNm provocando una mayor
cantidad de estos en el nucleo y un mayor arresto de proteinas que se unen a las
secuencias ricas en C/G, como la CUGBP. De esta manera, las alteraciones que se
producen a partir de la ausencia de estas proteinas arrestadas son mayores que las
provocadas a partir de la expansién de las repeticiones CCUG, donde la estabilidad
y la vida media del ARNm no varian notablemente y el arresto de las proteinas es
mucho menor. Esta pudiera ser la razon por la cual en la DM2 se hace necesaria
mayor expansion de CCUG, que en la DM1 de CUG, para que se manifieste la
sintomatologia en el paciente.

5. CONCLUSIONES

En la naturaleza existen hasta tres estructuras probables para cada una de las
repeticiones CUG y CCUG, asociadas a las DM1 y 2, respectivamente. El mayor
aumento de la estabilidad con el incremento de los tripletes CUG, con respecto al de
los repetidos CCUG, explica algunas de las diferencias entre estas entidades, como
la necesidad de una mayor cantidad de repetidos para el desarrollo de la
sintomatologia y la ausencia de la forma congénita en la DM2.
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ANEXO
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