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RESUMEN 

‘Las distrofias muscutares tipos Duchenne (DMD) y Becker (DMB) son desérdenes degenerativos de! 

misculo estriado que se heredan en forma recesiva ligada al cromosoma X. Se caracterizan por debilidad muscular 

piogresiva, pseudohipertrofia de gemelos y elevacién en los niveles séricos de la creatininfosfocinasa (CPK). La DMD 

se presenta con una incidencia de | en 3,500 varones nacidos vivos y ocasiona la muerte del individuo alrededor de la 

2" década de la vida; la DMB afecta a] en 30,000-40,000 y generalmente permite una sobrevida mas alla de la 4* 

década de la vida. Ambas enfermedades son ocasionadas por mutaciones en el gen que codifica para la proteina 

distrofina cuya isoforma principal tiene un peso de 427 kDa, la cual forma parte del citoesqueleto subsarcolémico de 

Ia fibra muscular estriada y cardiaca. El gen consta de 79 exones abarcando 2.4 Mb de la banda Xp21.2 y transcribe 

un mRNA de 13.5 kb. Las mutaciones que afectan este gen son deleciones parciales (60-70%), duplicaciones parciales 

(G-8%) y mutaciones puntuales. Las mutaciones lipo delecion y duplicacion se generan en dos puntos calientes def gen 

localizados en Ia region 5' (exones 1-20) y central {exones 44-55). Existe un consenso que apoya que las mutaciones 

que conducen a fenotipos DMD ocasionan ausencia total de la distrofina, en tanto que en los fenotipos DMB existe 

una proteina con funcidn residual. 

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), logra identificar e} 98% de las deleciones responsables de la 

enfermedad, Estudios como el Southern blot, el PCR multiple cuantitativo (MQ-PCR), y el andlisis del mRNA de 

distrofina por RT-PCR, permiten la identificacion directa de deleciones y de duplicaciones en portadoras. La 

identificacion indirecta mediante andlisis de RFLPs, VNTRs 0 STRs son de utilidad cuando se desconoce el tipo de 

mutacion presente en el gen. 

Actualmente en ef INP acuden 101 familias con DMD/DMB a fa consulta externa de Genética, de las cuales 

75 fueron incluidas en el estudio. De acuerdo con tos antecedentes familiares sdlo en 14 (18.7%) de éstas habia sido 

posible brindar un asesoramiento genético de certeza a la madre, sin embargo éste sigue siendo incierto en las 

hermanas de los pacientes y en tas mujeres de las familias restantes. En la presente tesis se propuso: 1) caracterizar las 

deleciones que afectan al gen de la distrofina en pacientes diagnosticados clinicamente con DMD y DMB; 2) 

determinar !a frecuencia de las deleciones y su localizacién, 3) detectas a las portadoras mediante anélisis de RFLPs y 

MQ-PCR; 4) Conocer la frecuencia de recombinacién intragénica derivada de los hallazgos conjuntos de los andlisis



de RFLPs y MQ-PCR; 5) determinar la frecuencia de los polimorfismos (haplotipos) en nuestra poblacién; 6) 

establecer un algoritmo diagnostico y 7) conocer la eficiencia diagndstica aj utilizar metodologia molecular para ad 

asesoramiento genético certero de las DMD/DMB. 

Para tal fin se creo un banco de DNA de las familias incluidas en el estudio obtenido a partir de sangre 

periférica y mediante el método fenol-cloroformo. Se buscé Ia presencia de deleciones en los casos indice mediante 

PCR miuttiple de 19 segmentos en 4 reacciones por separado. A todas las familias y sus integrantes se les hizo analisis 

de ligamiento por PCR/RFLPs utilizando dos mascadores intragénicos de la region 5' del gen DMD (pERT87.8/Tagl y 

pERTS7.15/Xmual), integrando asi cuatro tipos de haplotipos. Se definio la frecuencia para cada uno de los 

polimorfismos y haplotipos y {a asociacion o no de alguno de ellos con alelos sanos o DMD/DMB. En madres y 

familiares femeninos de primer. grado emparentadas con casos indice con delecién se realizé la evaluacion de dosis 

génica mediante MQ-PCR para exctuir o asignar el estado de portadora. 

El 50.6% (n=38) de los casos indice presenté delecion en uno o mds de dos exones en los puntos calientes 

del gen, y de estas el 76.3% de tas deteciones se localizaron en ta region central del gen, resultados que han sido 

reportados para otras poblaciones. La correlacién genotipo-fenotipo en los casos indice no mostré concordancia con 

la hipdtesis de Monaco, sin embargo para corroborar esto se requiere de otro tipo de estrategias. El andlisis de 

polimorfismos o RFLPs evidencid que el 76% de las madres fue informativa para al menos un polimorfismo, sin 

embargo este anilisis s6lo contribuy6 en un 6.7% en el asesoramiento genético {asignacién/exclusién del estado de 

portadoras en hermanas en casos familiares, exclusién de alelo de Tiesgo en hermanas de casos esporidicos y 

deteccién de un solo evento mutacional de novo). En nuestra poblacién se detecté un indice de recombinacién 

intragénica de la region 5’ de 0.033%. Por otro lado, el andlisis de evaluacién de dosis génica por MQ-PCR para 

deteccién de portadoras permitid e! diagndstico de! 100% de madres y hermanas de los casos indice con delecién. Con 

nuestros hallazgos no encontramos ninguna familia que sugiriera la presencia de mosaicismo gonadal. La tercera parte 

de los casos indice con delecién heredaron la mutacion de una madre portadora (36.8%) y el resto (63.2%) la adquirid 

como mutacin de novo. Este hallazgo sugiere una alta tasa de mutacin (tipo delecién) en este gen en familias 

mexicanas.



Nuestros resultados indican que el MQ-PCR es un método directo util para e! diagnéstico de portadoras en 

familias con DMD/DMB, mientras que ¢l analisis de ligamiento utilizando RFLPs (unicamente de la region 5‘) es un 

método limitado para brindar asesoramiento genético certero en este padecimiento, sin embargo éste ultimo permitid 

observar fenémenos de recombinacién intragénica. No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre 

algin polimorfismo o haplotipo y la presencia o ausencia de alelos DMD mutados contra sanos, tal como se espera 

para genes con tasa de mutabilidad alta. Globalmente la eficiencia de nuestro laboratorio para brindar un consejo 

genético certero en nuestras familias mediante analisis de! arbol genealogico, RFLPs y MQ-PCR fue de 57.4%.



INTRODUCCION 

Las distrofias musculares (DM) son un grupo de desérdenes primarios de! musculo 

estriado que cursan con debilidad muscular progresiva (1). Este grupo de enfermedades muestra 

degeneracién muscular en pruebas electrofisiolégicas (patron mivpatico), bioquimicas (elevacion 

de creatininfosfocinasa, CPK) e histopatolégicas (cambios distréficos de la fibra muscular), 

algunos de estos padecimientos cursan con anormalidades en otros érganos de la economia (2). 

La severidad clinica varia ampliamente entre las diversas formas y atin dentro del mismo tipo de 

distrofia muscular (1,2). Estos padecimientos son de las enfermedades hereditarias mas 

frecuentes (1-3) y su herencia puede ser ligada al cromosoma X o autosdmica. (1,2). Dentro de 

las DM ligadas al cromosoma X se encuentran la tipo Duchenne (DMD), la tipo Becker (DMB) y 

la tipo Emery-Dreifuss (2). La DMD se manifiesta alrededor de los 2 afios de edad con trastornos 

en la marcha, a la que le siguen pseudvhipertrofia de gemelos, signo de Gowers positivo (Fig.1), 

pérdida de la deambulacién antes de los 12 afios y muerte alrededor de 1a segunda década de la 

vida. En la DMB la progresién de la enfermedad es mas Jenta, la deambulacién generalmente se 

pierde después de los 15 aiios y algunos de los casos pueden Hevar un patron de vida normal 

hasta los 40 0 50 affos. La diferencia en las manifestaciones clinicas es lo que ha permitido hasta 

ahora hacer el diagnéstico diferencial entre ambas distrofias musculares y clasificarlas como 

leves, intermedias o graves (1,2). El consejo genético es una parte muy importante en el manejo 

clinico de estos padecimientos, ya que hasta e] momento no existe un tratamiento definitivo 

(4,5). 

En la década de los 80°s se definié que las DMD/DMB son ocasionadas por mutaciones 

en el gen DMD (6-9), cuyo producto es la proteina denominada distrofina (10). La clasificacién 

clinica de las DM, puede ser complementada hoy en dia por el analisis molecular del gen 

(1,112). Esta informacién, es de gran utilidad para brindar un consejo genético adecuado con 

base en la deteccién de portadoras, y para diagndstico prenatal (1,2,13). También los hallazgos o



  

  

Figura 1. Signo de Gowers que evidencia !a debilidad de las masas musculares de cintura 

pélvica y dorsal comin en nifios principalmente afectados por fenotipos DMD. La posicién 

en decdbito dorsal en un nifio afectado por DMD, pone de manifiesto la dificultad para 

adoptar la posicién supina. Clisicamente inicia con la posicién de ambas manos en e} piso 

para obtener el punto de apoyo inicial, seguido de ta elevacién de ambas rodillas (segundo 

punto de apoyo); asf el peso del tronco es superado y el individuo puede ponerse en pic.



caracteristicas moleculares de las DM brindan un atractivo panorama para el desarrollo de 

terapias para estas enfermedades (14,15,16). 

GENETICA DE LAS DMD/DMB. 

Las DMD/DMB muestran un patr6n de herencia recesivo ligado al cromosoma X (6). El 

gen mutado, presente en los individuos masculinos afectados se puede originar como resultado 

de una mutacin de novo (aproximadamente 30%) o puede ser heredado de una madre portadora 

(17,18), Aunque atin no esta claro, parece que la severidad de la enfermedad, y por ende su 

clasificacién, dependen del tipo de mutacién que se encuentre en el gen (19). 

La incidencia general para la DMD es de uno por cada 3,000-3,500 varones recién 

nacidos vivos (2,17). Recientemente se ha intentado redefinir la incidencia de la DMD y la DMB 

con la ayuda de las técnicas de Biologia Molecular (analisis del DNA y la distrofina) en una 

poblacién europea (20), encontrando que las dos terceras partes de los casos son originados por 

mutaciones de novo, y que 1a DMB tiene una incidencia superior a la previamente reportada 

(1:30,000 - 40,000) (21), alcanzando una proporcién de 7.2 en 100,000 recién nacidos varones. 

Es posible que la dificultad para obtener Ja incidencia real de DMB se deba al inicio tardio de los 

sintomas y a que fenotipicamente se enmascara con otros trastomos neuromusculares (2,20). 

Por otra parte, la enfermedad puede expresarse en sujetos femenino (<8%) (22), bajo 

condiciones que eliminen al alelo normal, por ej. monosomias de cromosomas sexuales 

(sindrome de Tumer) (1), translocaciunes cromusoma X;autosoma (23-25), inactivacion 

preferencial del X normal (26,27), disomias uniparentales (28), etc. Un ejemplo que demuestra el 

efecto de una inactivacién no aleatoria, es la presencia de DMD en una de dos gemelas 

monocigéticas portadoras, estudios recientes reportaron que la gemela afectada mostré una 

inactivacién preferencial de! cromosoma X normal (29), Otro caso de inactivacién no aleatoria



que conduce a la inactivacién del cromosoma X normal se genera en mujeres afectadas con 

DMD/DMB, por transtocaciones entre ei cromosoma X y los autosomas (23-25). 

La presencia de un alelo DMD mutado en mujeres citogenéticamente normales 

(portadoras) puede asociarse en ocasiones, a un cuadro subclinico de DMD/DMB (1,2). Algunos 

estudios han demostrade que Ja expresiOn de la sintomatologia correlaciona con el nivel de 

distrofina detectado por inmunohistoquimica (30,31) 0 por inmunoblot (2,31,32), mientras que 

en otros no existe correlacién alguna (2,32,33). Esto ultimo puede obedecer principalmente al X 

predominantemente inactivado 0 a procesos compensatorios a nivel transcripcional ain no bien 

dilucidados (2,30). Asimismo, no se ha reportado correlacién entre el nivel de distrofina 

muscular por inmunohistoquimica 0 por inmunoblot y la CPK sérica presente en portadoras (32- 

34). Mas adelante se discutiran los abordajes de laboratorio y gabinete para el diagndstico de 

portadoras asi como sus ventajas y desventajas. 

EL GEN DMD Y SU PRODUCTO: LA DISTROFINA. 

EI gen de la distrofina se encuentra en el cromosoma X, en la banda Xp21.2 (1,6) (Fig. 2). 

La localizacién del gen DMD se logré por estudios citogenéticos (35-40) (Fig. 3) y por analisis 

de ligamiento genttico (41-44). El gen fue caracterizado posteriormente por Koening y cols. por 

clonacién de tipo posicional gracias a un fragmento del extremo 5' del gen denominado pERT87 

(7). Cabe mencionar que histéricamente este gen fue el primero en caracterizarse por genética 

reversa (45). 

FE] gen DMD abarca aproximadamente 2.3 megabases (Mb) del locus Xp21 (46), valor 

equivalente al 1.5% del genoma correspondiente al cromosoma X. Es 100 veces mds grande que 

un gen promedio y 1,000 veces mas que un gen de beta-globina; también su tamafio equivale a la 

mitad de! genoma de E.coli, el cual se estima posee 5,000 genes (1,2). 
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Figura 2. Ubicacién del gen DMD en el cromosoma X de humanos. A) Mapa citogenético del 

brazo corto de! cromosoma X. B) y C) Posicién de los marcadores genéticos (C) y sondas (8) 

descritos para Xp. Destacan los marcadores DXS206 (sondas pXJ) y DXS164 (sondas 

pERT87), como los primeros que demostraron estar estrechamente ligados a DMD/B. D) 

Las 2.3 Mb del gen DMD. E) Representacién del cDNA de 14 kb, asf como el mapa de 

restriceién. F) Las principales sondas empleadas en el estudio de Southern blot en 

deleciones/duplicaciones presentes en DMD/B que analizan la totalidad de la secuencia 

codificante y su ubicacién con respecto a las diferentes regiones del cDNA. 
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RC & AHC 

GK 

3 DMD 
Xp21.2 + (X21) 

4 —e(X:21)_xK 
BB del. cep ae de 

el. 

L1.28 RP DXS 164 
DXS 206 

BRAZO CORTO DEL "x" REGION Xp21 GEN IMD — 

Figura 3. Representacién esquematiea del brazo corto del cromosoma X, mostrando la 

posicién de los marcadores genéticos RC8 y LI .28 de Xp. Xp21 por bandeo citogenético de 

alta resolucién muestra 3 bandas (Xp21.1, Xp21.2, y Xp21.3). En el diagrama de la regién 

Xp21 se representa ta localizacién relativa de los genes AHC, GK, DMD, XK, CGD y RP. 

También se muestra el sitio de delecién intersticial presente en el nifio con sindrome de 

genes contiguos "BB" y el sitio de translocacién cromosoma X;cromosoma 21 presente en 

una mujer afectada de DMD. Histéricamente, ambos pacientes fueron punto de partida para 

iniciar la clonacién de tipo posicional del gen DMD. La expansién de la banda Xp21.2 indica 

la posicién relativa de los marcadores DXS164 y DXS206, cuya ubicacién corresponde a la 

regién 5’ del gen DMD. 
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El control de la transcripcién del gen DMD es complejo (1,2,47). Existen hasta el 

momento, descritos 5 promotores responsables de la expresién celular constitutiva y tejido- 

especifica de la distrofina, al menos 3 de ellos controlan las isofurmas musculares de distrofina 

de 427 kitodaltones (kDa) (47-49) (Fig, 4). El gen consta de 79 exones (50) y se transcribe en un 

mRNA de 14 kilobases (kb). Este gen se expresa predominantemente en misculo esquelético y 

cardiaco (1,2,48), aunque también se han demostrado transcritos en tejido neuronal que se 

generaron de un promotor exclusivo de este tejido y cuyo tamafio es menor a 14 kb (51,52). La 

expresion de la isoforma neuronal, dependiente del gen DMD, esta probablemente involucrada 

con el grado variable de retraso mental en algunos de los individuos afectados de DMD 

(1,53,54). 

La distrofina de 427 kDa pertenece al grupo de proteinas de unién a actina, de la 

superfamilia de las espectrinas (55). Esta proteina conforma el 5% de la proteina total del 

citoesqueleto subsarcolémico y ef 0.001% de la proteina total de ta fibra muscular estriada (56). 

La distrofina contiene 4 regiones "bisagra" (H1-H4) ricas en prolina, a las cuales se les atribuye la 

flexibilidad de 1a molécula (55,57) y se compone de 4 dominios (58) (Fig. 5): 

El dominio N-terminal se encarga de unir a los fitamentos de actina en la linea Z y M del 

sarcomero; el dominio "rod" consiste en una serie de 24 secuencias repetitivas de 109 

aminvacidos, que dan la conformacién de triple alfa hélice; el dominio rico en cisteinas esta 

involucrado en la unién del complejo glicoproteico asociado a distrofina (DGAC) y por ultimo el 

dominio C-terminal es tnico en la distrofina y en la utrofina (codificada en el cromosoma 6). Los 

4 dominios suman un polipéptido altamente hidrofilico de 3,658 aminodcidos., con extremos 

globulares y una longitud de 150 nm (10,59,60). 

En el misculo esquelético, la distrofina se localiza en las estructuras denominadas 

costémeros, que consisten en conexiones transversas entre las miofibrillas y el sarcolema del 
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Figura 4, Localizacién de los diferentes promotores (P1-P5) en el gen DMD que controlan la 

expresién de las diferentes isoformas de !a distrofina y los sitios de “splicing” alternativo. A) 

Cada uno de los promotores esta localizado en un exén, y dentro del mismo existe un sitio 

ATG de inicio de traduccién en el transcrito. Las regiones sombreadas de cada promotor 

incluyen las regiones 5' UTR, mientras que la regién no sombreada corresponde a la 

secuencia codificante. P1, P2 y P3 producen un transcrito maduro que carece de ex6n 2 

(eliminado por "splicing") y son los responsables de las tres principales isoformas de alto 

peso molecular (+/- 427 kDa) que varian en pocos aminodcidos. Los exones adyacentes a P4 

y P5 conducen el "splicing" de los exones 63 y 56 respectivamente, generando protefnas de 

71 y 116 kDa respectivamente. El ex6n 79 codifica los ultimos aminodcidos y contiene una 

region 3’ no traducible de tamafio considerable. B) Los patrones de “splicing” alternativo 

descritos hasta el momento involucran: 1) Ja eliminacién del exén 68 0 del 78, ambas 

ocasionan corrimiento del marco de lectura y la proteinas resultantes carecen det extremo 

C-terminal; 2) e} “splicing” alternativo en forma individual! o colectiva de los exones 71-74 

que no altera el marco de lectura, pero generan una protefna con un extremo C-terminal 

modificado. 
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Figura 5. Esquema de la organizacién por dominios de la isoforma muscular de 427 kDa de 

distrofina. 1) Extremo amino terminal, 2) dominio "sod" con los 24 repetidos triple alfa 

hélice, 3) dominio rico en cisteinas y 4) Extremo carboxilo terminal dnico en utrofina y 

distrofinas completas. H: regiones bisagra.



musculo esquelético, principalmente a nivel de la linea Z (59,60). La posicién estratégica de los 

costameros junto a las lineas Z, conduce a un "plegamiento" ordenado de ja membrana, paralelo 

a ja contraccion de la sarcémera. Este mecanismo protege al musculo del efecto de Ia 

contraccién (61,62). Por otra parte la distrofina se ancla al citoesqueleto de actina F y al 

sarcolema mediante el DGAC, que a su vez se ancla con la matriz extracelular, por lo que sirve 

de puente entre éstos, favoreciendo asi la mecanica de la contraccion (55,56,60-63) (Fig. 6). 

Actualmente hay suficientes evidencias experimentales para demostrar que la ausencia 

total o parcial o la deficiencia funcional de la distrofina, ocasiona ruptura de! sarcolema durante 

la contraccin y relajacién muscular (61,63). Asi pues, la deyeneracion muscular es sin duda el 

resultado més relevante de esta anormalidad. La sustitucién de este tejido por componentes 

conectivos (fibrosis endomisial) forma parte de la fisiopatologia de la enfermedad. Estos eventos 

explican las manifestaciones clinicas de individuos con DMD/DMB (1,2,64). 

La correlacién entre e] dominio dafiado de la distrofina y el fenotipo DMD o DMB 

condujo a varias contradicciones (1,19,65,66). Algunos estudios reportaron casos “benignos” o 

jJeves de DMD asociados a distrofinas con dominios N-terminal deletados (67), mientras que en 

otros éste era esencial para la funcién de la distrofina y por ende su carencia generaba fenotipos 

graves (66). En forma también contradictoria, salieron a la luz estudios que revelaban pacientes 

con deleciones en el dominio C-terminal con fenotipos sumamente variables (66,68,69). El unico 

consenso predictivo que relaciona ef tipo de alteracién en la distrofina con el fenotipo es 

dependiente del marco de tectura. En Jos pacientes con DMD, las mutaciones presentes en el gen 

generan un cambio en el marco de lectura, mientras que en pacientes con DMB éste no se altera. 

Asi, la eliminacién de exones que terminan en nucledtidos que corren el marco de lectura, 

condicionan un fenotipe grave tipo Duchenne, mientras que aquellos que completan un codén no 

ocasionan corrimiento (dado que eliminan codones completos), y se correlacionan 

frecuentemente con fenotipo leve o Becker (50), especialmente si la delecién ocurre en exones 
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Figura 6. Organizacién del complejo distrofina/DGAC (complejo glicoproteico asociado a 

distrofina) en tejido muscular estriado. La merosina es un componente de la matriz 

extracelular que se une especificamente al a-distroglicano, que a su vez interacciona con e} 

complejo glicoproteico insertado en el sarcolema (adalina o 50 DAG, B-distroglicano, 43 

DAG, 35 DAG y la 25 DAP). Las evidencias apoyan que et f-distroglicano interacciona con 

el dominio rico en cisteinas de ta distrofina y el extremo N-terminal lo hace con el 

citoesqueleto de F-actina, para con ello cerrar el anclaje entre el citoesqueleto, el sarcolema 

y la matriz extracelular. En el extremo C-terminal de la distrofina se han detectado tres 

tipos de proteinas denominadas sintrofinas cuyo papel atin se desconoce. 
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que codifican para el dominio “rod” de la distrofina (63). Este consenso apoya la hipétesis de 

Ménaco, la cual propone que las deleciones que no provocan corrimiento del marco de lectura 

producen una proteina con funcidn residual asociada a fenotipos Becker (63,70), ¢ idealmente se 

corrobora analizando el marco de lectura de los fragmentos de unién resultantes de los exones 

conservados en el transcrito maduro o en la organizacién del gen (19,71). 

La organizacién de los 79 exones y las correspondientes regiones que codifican en la 

distrofina y los bordes de éstos se muestran en la tabta | (50). 

GENESIS Y TIPO DE MUTACIONES EN EL GEN DMD. 

De los estudios preliminares realizados en DNA proveniente de pacientes, ha quedado 

claro que las deleciones intragénicas de tamafio variable (9,39,72,73), son las responsables de 

aproximadamente el 60% de lus casus con DMD/DMB (1,9,73-75), no existiendo diferencias 

entre tas diversas poblaciones (74) (tabla 2). Paratelamente con el uso de Southern blot para la 

deteccién de deleciones, se pudo corroborar que las duplicaciones parciales intragénicas son 

responsables del 6-8% de los casos con DMD/DMB (1,75). En la ultima década, también se han 

caracterizado un namero importante de mutaciones puntuales con diversos efectos en e} flujo de 

la informacién genética del locus DMD (1,76). 

Las deleciones en el gen DMD son muy heterogéneas, pueden eliminar desde un exén 

hasta el gen completo, incluso produciendo sindromes de genes contiguos (1,9,39). Multiples 

estudios han demostrade dos sitivs del gen altamente susceptibles (puntos calientes) para suffir 

deleciones parciales. Uno de ellos abarca los primeros 20 exones, en tanto que el otro se 

encuentra entre el intrén 44 y los exones 53/55 (8,73-78) (Fig. 7). 
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Tabla 1. Exones del gen DMD (*). 
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(*) Tomado y modificado de Roberts RG y cols. (ref. 50). 

UTR: Region no traducible. 
N: Dominio N-terminal de distrofina. 
R: Dominio tipo “rod” de distrofina. 
H: Regién bisagra de distrofina. 

CYS: Dominio rico en cisteinas, Gnico en distrofina y utrofina. 

C: Dominio C-terminal de distrofina. 
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Tabla 2. Frecuencias de deleciones reportadas en diferentes grupos étnicos (*). 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

            

Autor(es) / pais Exones analizados Delecién | % deleciones en exones Método 
45-51 

(punto caliente central) 
Immote y cols. 1993, Todo el cDNA 53/88 47.2% Southem blot 

Japon 60% 
Tsukamoto y cols. cDNA de exones 12/28 15.1% PCR y Souther blot 

$991, Japon 4,8,12,17,19,44,45,48 ySt. 48% 
Sugino y cols. Todo el cDNA 18/42 MPRC Southem blot 
1989, Japon 43% 
Yang y cols, Exones 15/41 NM PCR miltipte 
1994, China 1,3,6,8,13,17,43,47,50,52 y 60 3% 
‘Soong y cols. Todo el cDNA 13/29 50% ‘Souther blot 
1991, China 45% 
Ballo y cols. Exones 52/128 65% PCR miltiple y 

1994, Sudafrica 3,4,6,8,13,19,42,44,45,48,50-53, 40% Southern blot 
60. Sondas para cDNA de exones 

1-19 y de 44-60 
Hodgson y cols. Todo el cDNA 163/287 NM Souther blot 

1989, Reino Unido 57% 

Covone y cols. Pr neuronal y muscular, exones 96/152 NM PCR multiple 
1992, Italia 1,3,4,6,8, 12,13,16,17,19- 63% 

22,29,32,34,4 1-52 y 60 
Den Dunnnen y cols., Todo el cDNA 11S/149 MPRC Southern blot 

1989, Noruega 5% 

Kadasi y cols. Sondas cf56a, cf56b, 1-2a,2b- 14732 NM Southern blot 
1991, Checoslovaquia 3,4-5a,50-7 y 8 44% 

Niemmann-Seyde y cols. | Pm(1),3,4,6,8,12,13,17,19,43-52 35/56 57.5% PCR multiple 
1992, Alemania y.60 62.5% 
Baranov y cols. Pm(l),6,8,12,17,19,42- 49/119 35% PCR mmiittiple y 

£993, Rusia 45,47, 48,50,52 4% Souther blot 

Gillard y cols. Todo el cDNA 109/181 NM Southern blot 
1989, Canada On 

Chamberlain y cols. Exones 4,8,17,19,44,45,48,51 346/745 NM PCR miltiple 
1992, EUA (46%) 

{estudio nmilticéntrico) 

Baumbach y cols. Todo el cDNA 90/160 69% Souther blot 
1989, USA 56% 

Darras y cols. Todo el] cDNA 2132 MPRC Southern blot 
1988, USA (66%) 

Vainzof y cols. Sondas cf $6” y cf 56b 19/47 NM Southern blot 
1991, Brazil (40%) 

Coral-Vazquez y cols. Exones 21/40 86.3% PCR multiple 
1993, México Prn{1),4,8,12,13,17,19,43,44,45, 52.5% 

(ccf. 99) 48,50, 51,52 

Banerjec y cols. Pm(1),3,4,6,8,12,13,17,19- 103/160 69.7% PCR nmiltiple 
5997, India (ref. 74) 22,34,42-44,46-53,55, 60 4% 
  

NM: No mencionado 
MPRC: La mayor parte de las deleciones fueron en region central. 
(*): Tomado y modificado de Banerjee M, Verma IC. Are there ethnic differences in deletions in the dystrophin gene?, 
Am. J. Med. Genet. 1997; 68:152-7 (ref.74). 
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Los mecanismos de delecién pueden explicarse con base en fendmenos de ruptura 

atribuibles a mecanismos de recombinacién. Estos eventos pueden tener lugar durante la meiosis 

(78) o durante la mitosis en etapas tempranas de la embriogénesis (79). La presencia de dos sitios 

calientes entre los exones | y 20 y del 43 al 55, sugiere la presencia de una caracteristica especial 

que predispone a estas zonas a fenémenos de ruptura y pérdida, por ejemplo, el intrén 44 (+/-170 

kb), posee secuencias ricas en A-T y secuencias polimdrficas de repetidos CA (posiblemente 

involucradas en 1a recombinacién) (80,81), e incluso un elemento tipo transposon (82); este 

Ultimo se encontré en los sitios de muptura de varios casos de DMD. La presencia de 

deleciones/duplicaciones parciales intragénicas en la regién 5’ del gen se asocié a casos debidos a 

mosaicismos germinales, en tanto que Jos eventos mutacionales en el extremo 3' y el punto 

caliente central del gen se asocian a mutaciones de nove generadas con mayor frecuencia en linea 

germinal materna (83-85). Las duplicaciones obedecen a los mismos mecanismos que dan por 

resultado deleciones, especialmente la recombinacién homdloga (tipo ICHs), que origina 

duplicaciones en tandem (86-88). Asimismo las secuencias A/u presentes en regiones intrénicas 

del gen DMD también pueden estar involucradas en la génesis de estos eventos (87). 

Menos de la tercera parte de los pacientes con DMD/DMB son debidos a mutaciones 

puntuales que conducen al corrimiento del marco de lectura, creacién de codones de terminacién, 

climinacion de sitios de "splicing", inactivacion o disminucién de la funcién promotora y 

mutaciones de sentido erréneo (76). Se ha descrito un caso de DMD causado por la insercién de 

un elemento retrotransponible L1 en secuencias codificantes del gen (89) ¢ inversiones 

pericéntricas det cromosoma X que interrumpen al gen (90). Cabe mencionar que no existe un 

sitio caliente para las mutaciones puntuales (1,78,91). Son raros Jos casos reportados con mds de 

una delecién puntual (1,92) (tabla 3). 
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Tabla 3. Mutaciones de tipo puntual y pequefias inserciones/deleciones reportadas en el gen 

DMD y sus efectos sobre la proteina (*). 

Paciente Cambio de 
nucledtido 

Exén afectado 

MUTACIONES QUE CREAN CODON DE PARO 

C€932T 
C25t0T 
G2522T 
G2999T 
G3677T 
C5759T 
C7163T 

GG7609/10 <> AT 
€91252T (CpG) 
C10316T (CpG) B

o
w
s
 
a
u
n
a
u
n
e
 

19 

a 
26 
39 
48 

70 

DELECIONES CON CORRIMIENTO DEL 

MARCO DE LECTURA 

I 4C2568 
12 AG5960/1 > T 
43 AT10662 

9 
48 

14 

INSERCIONES QUE OCASIONAN CORRIMIENTO DEL 

MARCO DE LECTURA 

14 71554 ins T 12 

Efecto del cambio 

Glu > term 
Arg - term 
Gh term 
Glu > term 
Glu > term 
Gin 9 term 
Gh 9 term 
Leu > term 
Arg > term 

Arg 3 term 

CML 
CML 

CML 

ALTERACIONES QUE OCASIONAN ANULACION DE LOS SITIOS DE “SPLICING” 

1s 52 pb deletadas en 
exon 19 

16 5 pb deletadas en sitio 
donador de “splicing” 

17 Cambio en sitio 
aceptor AG “> AC 

18 Cambio en sitio 
donador de “splicing” 

GT9GA 

Corrimiento en el marco de lectura. 

Exén 19 se elimina en “splicing” 

Ex6n 44 se elimina en “splicing” 

Exén 57 se elimina en “splicing” 

Ex6n 68 se elimina en “splicing” 

(*) Tomada y modificada de Seriver y cols. (ref.1). 

CML 

CML 

CML 
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DIAGNOSTICO MOLECULAR DE DMD/DMB. 

El Southern blot fue la técnica utitizada en los 80s ¢ inicio de los 90s, para el diagnéstico 

de las DMD/DMB. Este andlisis requiere 7-12 sondas que abarcan Ja longitud total del cDNA 

(2,7,73,75,93) (Figs. 2 y 8) para detectar duplicaciones parciales y deleciones en pacientes y 

portadoras (2,7,75,88,93,94). En 1985 se clonaron fragmentos aledafios a la regién Xp21 

incluyendo un fragmento de DNA que contenia una pequeiia parte del gen DMD conocido como 

pERT87 (95). Utilizando este fragmento como sonda en el Souther blot se lograron detectar 

deleciones en el 10% de los casos con DMD (72). El Southern Biot ha sido sustituido en gran 

parte por la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), mediante la cual se puede 

amplificar mas de un exén por reaccion (PCR miltiple, M-PCR) (77,96,97). La raz6n de éste 

desplazamiento se basa en el menor costo, trabajo, tiempo, cantidad y calidad de DNA utilizado 

en el andlisis por M-PCR (77,97). 

La técnica de M-PCR aplicada al diagnéstico molecular de DMD/DMB, fue disefiada por 

Chamberlain y cols. en 1989 (96) y complementada més tarde por Beggs y cols. en 1990 (77). 

Con esta técnica se pueden evidenciar hasta el 98% de las deleciones intragénicas y completas 

del gen detectadas por Southern blot (77). Una de las agrupaciones en M-PCR de exones mas 

utilizadas es aquella que analiza 13 exones y el promotor muscular en 2 reacciones por separado 

(9-plex y 5-plex) (97-99) (Fig. 9). Los exones incluidos en el estudio por M-PCR, abarcan 

regiones del extremo 5' y la regién central del gen. Los exones amplificados, incluyen toda la 

secuencia codificante del ex6n, los sitios de splicing y algunas bases de los bordes intrénicos 

(72,88). Debido a su tamafio (diferencias entre 50 y 100pb), los exones amplificados, son 

facilmente visualizados en un gel de agarosa teflido con bromuro de etidio (97). Mediante otra 

estrategia utilizada en nuestro laboratorio, pueden amplificarse 18 exones y el promotor 

muscular-exén 1, en 4 reacciones separadas (datos no reportados). La técnica de M-PCR, cuando 

se modifica para hacerla cuantitativa, se puede aplicar a la deteccién de duplicaciones, defecto 
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Figura 8. Analisis de Southern blot para busqueda de deleciones en los dos puntos calientes 

del gen DMD en sujetos afectados (*). E] DNA gendmico total se restringié con HindIII y en 

A) se sometié a hibridacién con la sonda 2b-3 (exones 11-20, regién 5") y en B) con la sonda 8 
(ex6n 47-53, region central). En A) se observan deleciones en Ifneas 2, 3, 4 y 6. Linea 1 

control masculino normal (9 bandas correspondientes a tos 9 exones); en B) se observan 

deleciones en 2, 4, 5 y 7. Linea 1 control masculino sano (7 bandas correspondientes a los 7 

exones). 

(*) Tomado de Zeng y cols. J. Med. Genet. 1991; 28: 167-170. (ref. 129) 
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Figura 9. Analisis del gen DMD por PCR miltiple (9- y 5S-plex) de acuerdo a Beggs y cols. 

(*) De mayor a menor peso molecular: A) amplificacién de exones 45, 48, 19, 17, 51, 8, 12, 

44, 4; B) exones Pml, 43, 13, 50, 52. Los carriles (+) corresponden a controles masculinos 

sanos. En A) se observa delecién en D4.1 (45-48), D4.5 (48), D5.1 (12), 5.2 (48), D6.2 (48- 

§1), D6.3 (17). B) Delecién anicamente en D4.6 (Pm1). 

(*) Tomado de Coral-Vazquez y cols. Arch. Med. Res. 1993; 24:1-6. (ref. 99) 
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no detectable por simpte M-PCR (2,97,100-107). Asimismo ésta se aplica a la determinacién de 

dosis génica en la deteccién de mujeres portadoras (ver mas adelante). 

El novedoso andlisis del mRNA del gen DMD, por RT-PCR (actividad de reverso 

transcriptasa acoplada a PCR), tiene la ventaja de analizar completamente Ja secuencia 

codificante de 14 kb, sin necesidad de tomar biopsia muscular, ya que se analizan transcritos 

"ectépicos" (MRNA de linfocitos periféricos) (108). Mediante esta técnica se analizan regiones 

no estudiadas por un M-PCR, y también es util en la deteccién de portadoras (1,2,108). La 

desventaja son los falsos positives reportados en algunos casos, debido al "splicing" alternativo 

realizado en tejidos no musculares (109). 

DETECCION MOLECULAR DE PORTADORAS. 

Una vez que se ha hecho el diagnéstico molecular de DMD/DMB, el siguiente paso es 

indagar si la madre es o no portadora de ja mutacién y esto a su vez determinaré subsiguientes 

investigaciones en otras mujeres emparentadas con el caso indice (2,110). El alto indice de 

mutaciones durante la maduracién de la linea germinal, propicia que dos terceras parte de los 

casos con DMD/DMB se originen de novo, pero de estos un tercio de los casos son mutaciones 

de novo en el paciente, un tercio en la madre y el resto son casos familiares; asi una madre con ° 

un hijo afectado tiene un riesgo que oscila entre 30-60% de ser portadora de una mutacién 

(17,18,111-113). Recientemente existe evidencia para suponer que el riesgo de ser portadora de 

una delecion, especialmente si ésta se localiza en la region central, es de 30%, debido al alto 

numero de mutaciones por grandes rearreglos en la maduracién del ovocito (83-85, 112,113). 

Antes de la clonacién del gen, la variacién en los niveles de CPK en suero de mujeres 

potencialmente portadoras, era la unica prueba disponible para determinar el estado de portadora. 

Este tipo de andlisis es un procedimiento rapido, sencillo y barato, sin embargo no es confiable 
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(J-3,31-34). Posteriormente, en algunas familias el consejo genético se basaba en la 

identificacion del sexo fetal o en ta utilizacién de algunos marcadores extra o intragénicos del 

locus DMD para identificar al alelo de riesyo al realizar diagnostic prenatal (13,31,94). A pesar 

de estos avances, con las sondas genémicas no se logré establecer una estrategia que sustituyera a 

los métodos tradicionales de diagnéstico (1-3,114). 

E] analisis de distrofina por inmunoblot e inmunchistoquimica revelan en ocasiones 

diferentes comportamientos en portadoras (2,30-33,114); de hecho existen estudios donde se 

pone de manifiesto la inconstancia de resultados provenientes de portadoras en diferentes etapas 

de su vida (valores menos confiables en mujeres adultas que en nifias) (31-33) y de ahi su 

limitacién para brindar un asesoramiento certero. 

Las metodologias basadas en el andlisis de DNA, parecen ser las pruebas que arrojan 

resultados mas consistentes y precisos en el diagnéstico de portadoras (1,2,110,115,116). Una 

vez conocida la mutacin responsable de la enfermedad, ésta se puede rastrear en la madre y en 

los otros familiares con riesgo de portar el defecto. Los estudios aplicados a las potenciales 

portadoras pueden ser de tipo indirecto (fragmentos de restriccién de longitud polimérfica o 

RFLPs, tos repetidos en tandem de numero variable 0 VNTRs y las secuencias repetitivas cortas 

en tandem o STRs) 0 directos (Souther Blot cuantitativo, M-PCR cuantitativo, RT-PCR, andlisis 

de heteroduplex, restriccién de exones amplificados, etc.) (1,2,110). 

E} andlisis de RFLPs (115) y de STRs/VNTRs (81,107,115,117-120), es el método de 

eleccién cuando no se encuentra la mutacién responsable del padecimiento 0 no se cuenta con 

metodolugias mas sofisticadas para andlisis directos. La informacion es util en casos de 

DMD/DMB familiares y en algunos casos de asignacién de no portadoras en familias con un sélo 

miembro afectado, siempre y cuando 1a madre sea informativa (heterocigota) (2,110). Los RFLPs 

han sido amptiamente utilizados (13,31,32,43,94,98,101,115,116) y se basan en el andlisis de 
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sitios de restriccién polimérficos que sirven como marcadores para seguir la segregacién de los 

cromosomas en un arbol genealogico. Asi, se puede asignar el estado de portadora entre las 

familiares femeninas de primer grado, excluir ¢] estado de portadora 0 identificar el alelo en 

riesgo (2,110). Recientemente han salido a la luz estudios con secuencias microsatélites y 

altamente polimérficas del tipo STRs con indices de heterocigocidad superiores a los VNTRs 

(117,120). Desafortunadamente, el analisis de ligamiento pierde en ocasiones su valor predictivo 

debido a la frecuencia relativamente elevada de recombinacién (5-10%) en el gen DMD 

(1,2,121) o cuando existe mosaicismo germinal (1,2,111). Para aumentar la eficiencia predictiva, 

puede utilizarse mas de un polimorfismo (2,110,1 15,116). 

Posterior a la optimizacién del M-PCR en DMD, el propio Chamberlain y cols., 

propusieron que si la reaccién de M-PCR permanecia en la fase exponencial de la amplificacién, 

la técnica podria hacerse cuantitativa (MQ-PCR) y por ende Util para la asignacién de dosis 

génica en portadoras, una vez conocida la delecién/duplicacién del caso propésito (97). A partir 

de entonces se han disefiado varias metodologias, que permiten evaluar la eficiencia del 

amplificado utilizando la radioactividad (103), la fluorescencia (103,107), o hasta el simple 

bromuro de etidio (100,104), siendo los primeros menos utilizados ya que la tendencia actual es 

eliminar la medicién directa o indirecta de la radioactividad acoplada al amplificado 

(100,106,107) y porque los métodos que utilizan iniciadores (“primers”) marcados con 

fluorocromo, tienen una sensibilidad del 100%, pero requieren equipos de medicién y reactivos 

sumamente costusos (98). 

Existen estudios donde la combinacién de estrategias basadas en MQ-PCR y RFLPs 0 

STRs, dan por resultado un 100% de eficiencia en el otorgamiento de consejo genético en 

familias con DMD/DMB (101,107). 
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En la busqueda de optimizacién y simplificacién de las técnicas de MQ-PCR para 

determinar dosis génica, Abbs y cols. en 1992 (100), crearon una reaccién de MQ-PCR no 

radivactiva, no fluorescente, sencilla, confiable, sumamente barala, directa y cuantitativa a 

telativamente bajo nimero de ciclos (23 ciclos), esta técnica se considera muy util en la 

determinacién de dosis génica (105,106). La técnica ademas se adapto perfectamente a nuestros 

recursos, por lo que fue una base importante del proyecto para la deteccién de portadoras de 

deleciones en el gen DMD. 
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JSUSTIFICACION 

Las DMD/DMB son los padecimientos musculares hereditarios mas frecuentes a nivel 

mundial y tienen un caracter invalidante y letal en el individuo. En este tipo de padecimientos no 

existe tratamiento definitive hasta el momento, por lo que es indispensable el consejo genctivo 

para la prevencién de la enfermedad. En nuestro pais la deteccion de portadoras en familiares 

con DMD/DMB se basa en métodos tradicionales indirectos, tales como: determinacion de CPK. 

(122), electromiografia y recientemente por RFLPs y VNTRs/STRs (117,119). La importancia de 

la biologia molecular en este campo estriba en su alta sensibilidad y especificidad para la 

prevencién de estos padecimientos invalidantes y con ello la oportunidad de otorgar un consejo 

genético de certeza. 

Actualmente acuden a la consulta externa de Genética en el Departamento de 

Investigacién en Genética Humana, del Instituto Nacional de Pediatria, 101 familias con 

DMD/DMB. Solu 14 de ellas tienen antecedentes heredofamiliares para la enfermedad, por lo 

que se pudo determinar e! estado de portadora obligada sdlo en la madre; sin embargo en las 

hermanas y otros familiares femeninos el estado de portadora era incierto lo mismo que en el 

resto de las madres y hermanas de los casos indice sin historia familiar de la enfermedad. La 

mayoria de estas mujeres potencialmente portadoras se encuentran en etapa reproductiva, por lo 

que es indispensable conocer si son 0 no portadoras del defecto. 
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OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar las mutaciones responsables de la DMD/DMB en una muestra de pacientes 

mexicanos y detectar a las portadoras en Jos familiares de primer grado. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Determinar Ja frecuencia de las deleciones responsables de DMD/DMB. 

2) Conocer la frecuencia de los polimorfismos pERT87.8/Taq] y pERT87.15/Xmnl (RFLPs) y 

haplotipos resultantes. 

3) Determinar la frecuencia de recombinacién intragénica del locus DMD. 

4) Determinar la frecuencia de mutaciones de novo (tipo delecidn). 

5) Detectar.a las portadoras de las distrofias musculares tipos Duchenne y Becker. 

6) Conocer la utitidad por separado y en forma conjunta, de los andlisis de ligamiento (RFLPs) y 

por MQ-PCR para otorgar un asesoramiento genético certero en familias con DMD/DMB. 

7) Proponer un algoritmo diagnéstico fundamentado en biologia molecular para familias con 

DMD/DMB. 
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MATERIAL Y METODOS 

Clasificacién del estudio: Observacional, prospectivo, transversal, descriptivo y clinico. 

1. Estrategia general. 

Se creé un banco de DNA proveniente de 75 familias no emparentadas entre si (74 

pacientes masculinos con DMD/DMB, una mujer portadora con hermano fallecido a causa de 

DMB, asi como sus familiares de primer. grado). A todos los pacientes se les realizé ef andlisis 

de deleciones por PCR multiple de) promotor y 19 exones (exones Pm-1, 6, 8, 9, 12, 13, 16, 17, 

19, 45, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55), los cuales se amplificaron en 4 reacciones separadas 

que representan a las regiones mas frecuentemente deletadas en el gen. A las madres de los 

pacientes con delecién se les midié la dosis génica mediante MQ-PCR y densitometria. Se utiliz6 

como control interno cualquiera de los exones no deletados en los pacientes. 

Se realizaron RFLPs utilizando dos polimorfismos de Ja regién 5’ (pERT87.8/Taql y 

pERTS87.15/Xmnl), se hizo el andlisis de segregacién en cada arbol genealdgico y se 

determinaron las frecuencias ulélicas y de haplotipos en nuestra poblacion. 

Con base en los datos generados se determind: la frecuencia y localizacién de las 

deleciones; frecuencia de portadoras de las mutaciones; frecuencia de los polimorfismos 

intragénicos/haplotipos y su asociacidn 0 no con alelos DMD/DMB, porcentaje de 

recombinacién intragénica, ocurrencia de mutaciones de novo y la utilidad de los RFLPs y MQ- 

PCR para otorgar consejo gen¢tico a familias con DMD/DMB. | 

En la Fig. 10 se representa el diagrama de flujo seguido en nuestro disefio experimental. 
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ALGORITMDO METODOLOGICO 

  
  

Diagnéstico Clinico, de laboratorio/gabinete ¢ histopatolégico de DMD/DMB 

U 

Captacién de la familia en Biologia Molecular 

U 

Creacién del banco de DNA 

u 

Basqueda de deleciones por M-PCR de 19 exones en el caso indice 
Anilisis de ligamiento (PCR/RFLPs de pERT87.8/Taql y pERT87.15/Xmnl) en cada familia 

u u 

Delecion presente Delecién ausente 

y ¥ 

MQ-PCR a familiares femeninos. Anijlisis de ligamiento (RFLPs) 
Evaluacién dosis génica conjuntando Exetuir o asignar alelo de riesgo en 
hallazgos de RFLPs hermanas, evidenciar recombinacién 
(DIAGNOSTICO DE CERTEZA) intragénica 6 mutacién de rove, 

{DIAGNOSTICO INDIRECTO) 

y y 
CONSEJO GENETICO 

y 

Frecuencia y localizacién de deleciones en el gen DMD 
Obtenciéa de frecuencias de polimorfismes y haplotipos 

Asociacién de baptotipos con alelos DMD 
Frecuencia de recombinaciébn intragénica 

Freenencia de mutaciones de novo. 
Eficiencia diagnéstica para asesoramiento genético por MQ-PCR y RFLPs       

Fig. 10. Algoritmo metodolégico. 
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IL. Poblacién objetivo y estudio clinico. 

El presente estudio analiz6 las muestras de 214 individuos (120 mujeres y 94 varones) 

pertenecientes a 75 familias no emparentadas entre si. La clasificacion de los pacientes en 

fenotipos DMD 6 DMB, se realizd con base en la gravedad del cuadro clinico, tomando en 

cuenta la edad de inicio, evolucién y edad de la pérdida de 1a deambulacién. Asi, los pacientes 

que dejaron de caminar antes de !os 15 afios se clasificaron como DMD, mientras que los 

pacientes con pérdida de la deambulacién después de los 15 afios se consideraron como DMB. Al 

momento de su ingreso al estudio, 14 familias tenian historia familiar positiva de DMD/DMB (5 

con fenotipos Becker y 9 con fenotipos Duchenne). Las madres portadoras obligadas de estas 14 

familias, tenian antecedentes de hermano, tio o primo por rama materna con DMD/B u otro hijo 

afectado por la misma patologia. 

Para fines de andlisis, sélo se incluyeron a los familiares de primer grado de los casos 

indice (n=74), asi se analizaron 75 madres, 45 hermanas, 15 hermanos (3 de ellos afectados con 

DMD/B) y 5 padres. Sin embargo cabe mencionar que en algunas familias se analizaron muestras 

de primas y primos hermanos, abuelas, tias y tlos de rama materna. A todos los pacientes se les 

realizé historia clinica completa (anexe 1) con drbol genealégico, determinacién sérica de CPK, 

electromiografia y biopsia muscular. 

IIL Estudio molecular. 

IIa. Extraccién de DNA. 

Se obtuvicron 7-15 ml. de sangre periférica en tubos vacutainer con EDTA 0 ACD, los leucocitos 

se separaron por centrifugacién a 2,500 rpm, se lavaron con amortiguador para células rojas y se 

lisaron con proteinasa K. Se¢ eliminaron las proteinas por extraccién fendlica y el exceso de fenol



  

fue retirado con 2 lavados de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1. El DNA se precipité con NaCl 

y etanol a -20°C, se lavé con etanol al 70% a temperatura ambiente y posteriormente se 

resuspendidé en 200-300 pl de amortiguador TE pH 8.0. Para la cuantificacion del DNA se realizd 

una dilucién de 1:250 de DNA gendmico:agua bidestilada y se cuantificé en un 

espectrofotometro a una densidad optica (D.O.) de 260 nm mediante la siguiente formula: 

[ DNA] g/pt = (DO26)(F (Factor de dilucién) 

donde: 

DOy60: — Densidad dptica a una A de 260 nm 

F= Constante cquivalente a 0.05 (1 D.O.) = 50 pg de DNA 

Factor de dilucién: Equivalente a 1:250 yl. 

El criterio de pureza de fenol (lectura a 240 nm) y proteinas (lectura a 280 nm), se obtuvo 

calculando el cociente entre estas lecturas y la lectura a 260 nm (DNA), el cociente por encima 

de 1.6 se considerd adecuado para estudio. La integridad del DNA se evalud en electroforesis en 

geles de agarosa al 0.7% a 100V por 30 minutos. Posteriormente se tifi6 con bromuro de etidio y 

se visualiz6 en un transiluminador con luz UV. La integridad del DNA se consideré como optima 

cuando se observé 1 banda nitida de alto peso molecular (>23 kb del marcador de pesos 

moleculares fago A/Hindlil). 

IIL.b. Sintesis de oligonucledtidos iniciadores F y R. 

Los oligonuctedtidos se prepararon utilizando e! método de fosforoamidita en un 

oligosintetizador (Pharmacia) y se purificaron en columnas de Sephadex G-25. La secuencia de 

lus 19 exones y los 2 polimorfismes (pERT87.8/Taql y pERT87.15/Xmnl) y el peso de los 

productos respectivos se muestran en la tabla 4. 
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Tabla 4. Secuencias de los primers empleados en M- y MQ-PCR, y andlisis de RFLPs (*). 

SEG.DMD SECUENCIA PRIMER TAMANO DEL AMPLIFICADO (pb) 

Pmt F: GAAGATCTAGACAGTGGATACATAACAAATGCATG 535 

R: TICTCCGAAGGTAATTGCCTCCCAGATCTGAGICC 

EXON6 F: CCACATGTAGGTCAAAAATGTAATGAA 202 

R: GICTCAGTAATCTICTFACCTATGACTATGG 

EXONS F: GICCTTTACACACTTTACCTGTIGAG 360 

R: GGCCTCATICTCATGTICTAATIAG 

EXON 12 F: GATAGIGGGCTTTACTTACATCCTTC 331 

R: GAAAGCACGCAACATAAGATACACCT 

EXON 13 F: AATAGGAGTACCTGAGATGTFAGCAGAAAT 238 

R: CTGACCTTAAGTIGTICTICCAAAGCAG 

EXON 16 F, TCTATGCAAATGAGCAAATACACGC 290 

R: GOTATCACTAACCTGTGCTGTACTC 

EXON 17 £: GACTTTCGATGTTGAGATTACTTICCC 416 

R: AAGCTTIGAGATGCTCTCACCTTTTICE 

EXON 19 F: TTICTACCACATCCCATITICTICCA. 459 

R: GATGGCAAAAGTOTTGAGAAAAAGTC 

EXON 43 F: GAACATGTCAAAGTCACTGGACTICATGG 357 

R: ATATATGTGTTACCTACCCTTOTCGGTCC 

EXON 45 F; AAACATGGAACATCCTIGTGGGGAC SAT 

R: CATTCCTATTAGATCTGTCGCCCTAC 

EXON 47 F: CGTTGTIGCATITGICTGOTITCAGTTAC i81 

R: GICTAACCTTITATCCACTOGAGATTIG 

EXON 48 F: TIGAATACATTGGTTAAATCCCAACATG 506 

R: CCTGAATAAAGTCTICCTTACCACAC 

EXON 49 F: raccctr. [ATGTACCAGGCAGAAATTG aaa 

R: GCAATGACTCGTTAATAGCCTTAAGATC 

EXON 50 F: CACCAAATGGATTAAGATGTICATGAAT m 

R: TCTCTCTCACCCAGTCATCACTICATAG: 

EXON 51 F; GAAATIGGCTCTITAGCTTGTGTTTC 388 

R: GGAGAGTAAAGTGATIGGTGGAAAATC 

EXON 32 F; AATGCAGGATITGGAACAGAGGCGTCC H3 

R: TICGATCCGTAATGATIGTTCTAGCCTC 

EXON 53 F: GOCTCTGGCCTGTCCTAAGAC 100 

R: CAGAACCGGAGGCAACAGTTGA 

EXON 54 F: AGGATICAGAAGCTGTITACGAAGT 329 

R: AATCCTCATGGTCCATCCAGTTICA. 

EXONSS —F: ATGAGTTCACTAGGTGCACCATICT 303 

R: TGTICAATIGGATCCACAAGAGTGC 

pERTS?.8 F. GICAGTIGGTCAGTAAAAGCC Th 14S 

Taql R: CAGATCAGTOGACCAATTAAAACCACAGCAG T2: 71/74 

pERTS7.1$  F. GACTGGAGCAAGGGTCGCC Xt 740 

Ximonl R: CTGATGAACAATTICCCTTITCATICCAG X2: 520/220 

(*) Secuencias reportadas por Chamberlain et.al.(ref. 96), Beggs et.al. (ref. 77), Abbs et.al. (ref. 123) para exones, y 

Roberts et.al. (ref. 13) para RFLPs. 

   



Il.c. Reaccién de M-PCR. 

Con los 19 pares de oligonucleétidos sintetizados se formaron 4 grupos de reacciones: 

  

  
GRUPO A | GRUPOB | GRUPOC | GRUPOD 

Exén 45 Exon | y Pm Exon 48 Exén 19 

Ex6n 43 Exon 12 Exén 51 Exén 8 

Exén 49 Ex6n 17 Exén 54 Exon 55 

Exon 16 Exén 50 Exon 6 Exén 13 

Ex6n 47 Ex6én 52 Exon $3           
  

Para los 4 grupos se mezclaron de 250-500 ng de DNA genémico con una solucién que 

contenia: amortiguador para el fragmento Stoffel de ta Taq polimerasa (10mM Tris-HCl, pH 8.3, 

$0 mM KC1), 200 pM de dNTPs, 0.1-0.25 uM de oligonucleotides iniciadores F y R, 3 U de Tay 

polimerasa y 6.8 mM de MgCh, a un volumen final de reaccién de 50 yl. Como control de cada 

reaccién se agregé un tubo con tedos tos reactivos excepto DNA. En todos los casos se utilizaron 

microtubos de 0.6 ml de pared delgada. Et volumen de reaccién se cubrié con 25 il de aceite 

mineral grado molecular para evitar ta evaporacién de la muestra. 

Las reacciones de amplificacién se Hlevaron al cabo en un termociclador (DNA Thermal 

Cycler 480 de Perkin Elmer) bajo los siguientes parametros: desnaturalizacin inicial a 94°C por 

5 min seguida de 26 ciclus constituides por: desnaturalizacion a 94°C por 50 seg, alineacién 2 

55°C por 1 min. y extensién a 68°C por 4 min, con una extension final de 72°C por 5 min. 
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IH.d. Electroforesis en geles de agarosa. 

Las muestras amplificadas (15 pl) se corrieron 30 minutos a 100 V en un gel de agarosa al 

2.5%. Los productos de PCR se visualizaron y se fotografiaron en un transiluminador con luz UV 

con pelicula Polaroid 667. Se corroburaron lus pesos moleculares de cada amplificado con base 

en su migracion y con respecto a un marcador de pesos moleculares de 100 pb. 

Ile. Reaccién de MQ-PCR. 

Se analizaron las muestras de las madres y hermanas de los pacientes en los que se 

encontraron deleciones mediante-la técnica de M-PCR. En este procedimiento se asegurd que 

todas Jas reacciones se hicieran con la misma cantidad de DNA (125 ng) y se utilizaron Tas 

condiciones descritas para M-PCR, excepto por la utilizacién de una concentracién de 

oligonucledtidos a 0.5 pM. 

Las condiciones para la amplificacién se ajustaron de la siguiente manera: 

desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min seguida de 23 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 

48 sey alineacién a 54-56°C por 48 seg (dependiendo de los iniciadores), extension a 68°C por 3 

min con incrementos de 5 seg en cada ciclo, seguidos de una elongacién final de 3 min a 68°C. 

Para cada familia en particular se analizaron uno o dos de los exones afectados en el paciente y 

se utilizaron como control uno o dos de los no deletados. Asimismo se corrieron en forma 

simultanea las muestras de un sujeto femenino y masculino normales. 
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II].f. Electroforesis en geles de poliacrilamida. 

Las muestras de los amplificados obtenidos por MQ-PCR se corrieron en geles de 

poliacrilamida al 5% durante 45 min a 75 V para lograr una visualizacion y un registro 

fotografico de la intensidad de las bandas generadas por cada uno de lus amplificadus. El peso de 

cada amplificado se corroboré con base en su migracién con respecto a un marcador de pesos 

moleculares de 100pb. El gel se tifid en una solucién de bromuro de etidio (100p2/100m! en 

solucién acuosa) por 10 minutos y posteriormente se quitd el exceso de bromuro de etidio por 

inmersién del gel en agua bidestilada. Los productos amplificados se visualizaron en un 

transiluminador con luz UV y se fotografiaron con pelicula Polaroid 665 (ASA300), con positivo 

y negativo. 

Ill._g. Determinacién de dosis génica. 

El negativo fotografico obtenido del paso anterior se analizé en un densitémetro 

automatico (Cliniscan TM). Se obtuvieron los picos maximos para muestras problemas y en cada 

una de lus reacciones se incluyeron muestras controles de hombres y mujeres normales y se 

calcularon los valores promedio para cada una de las bandas. Se consideré ademas fa variacién 

intramuestra que resulta de la comparacién de la intensidad generada por la amplificacién en el 

mismo individuo, tomando como referencia la eficiencia de amplificacién de los mismos exones 

en sujetos normales (controles). La variacién en cuanto a eficiencia de amplificacién para cada 

uno de los exones fue una hallazgo reproducible en los ensayos por duplicado de todas las 

muestras. Este fendmeno de amplificacién desigual intramuestra en todos Jos segmentos 

analizados se debe basicamente al tamafio de cada uno de los amplificados, a las diferencias 

sutiles de las Ti Optimas respectivas de los oligonuclestidos iniciadores, a la concentracion ideal 

de Mg++ libre para cada uno de los amplificados y finalmente al porcentaje de G-C en cada uno 

de los exones (96,97,100,123). Asi, al igual que en otros reportes, los exones con alta eficiencia 
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de amplificacion producen picos mayores en el andlisis densitométrico con respecto a los de 

menor eficiencia, atin en estudios que utilizan fluorocromos (102,107), sin embargo esto no 

interfiere con la asignacin de dosis génica, ya que incluso los amplificados de mayor eficiencia 

de amplificacién muestran doble dosis en los controles femeninos con respecto a los masculinos. 

Asimismo consideramos la variacion intermuestra a aquella que resulté6 de la 

comparacién de la intensidad generada por cada ex6n en un individuo (problema y control) y con 

base en ello se determino la dosis génica de las muestras problemas. Las relaciones resultantes se 

obtuvieron a partir de dicha comparaci6n (1:2:1, hombre normal : mujer normal : mujer portadora 

de delecién, respectivamente). 

Asi Ja dosis génica atribuida a cada muestra se interpreté como sigue: 

* Una sola dosis: hombre normal o mujer portadora de delecién segin sea el caso: 50% =1. 

* Doble dosis: mujer normal: 100% =2. 

Il. h. Andlisis de RFLPs. 

Para esta parte del estudio se incluyeron las 75 familias. Se estudiaron mediante PCR, 2 

sitios polimérficos intragénicos del locus DMD (13), ampliamente utilizados para consejo 

genctico en otras poblaciones (31,98,123). pERT87.15/Xmnl (X) y pERT87.8/Taql (T). La 

amplificacién de estos sitios polimérficos se Nevé a cabo mezclando 500 ng de DNA genémico 

en una solucién con amortiguador para el fragmento Stoffel de la Taq polimerasa (10mM Tris- 

HCI, pH 8.3, 50 mM KCl), 2.0 UI de AmpliTaq, 0.1M de cada oligonucledtido iniciador, 

150yM de dNTPs, 1.5 mM de MgCh, 5% de DMSO (inicamente para XmnlJ), en un volumen de 

reaccién final de 50 pl. En el caso de Taql, la reaccién se Hevé al cabo bajo las siguientes 
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condiciones: se inicié con una desnaturalizacién a 94 °C por 5 min., seguido de 30 ciclos de 

desnaturalizacién a 94 °C por 50 seg,, alineacién a 55 °C por 50 seg. y extensién a 70°C por 3 

min. y una elongacién final a 70°C por 5 min. Para Xmnil, fueron 26 ciclos bajo las mismas 

condiciones exceptuando la temperatura de extensién que fue a 68°C. La restriccién se Hevé al 

cabo mezclando el amplificado con 3UI de Taq] o 12UI de Xmnl a 65°C y 37°C respectivamente, 

durante toda la noche. Los productos de restriccién se corrieron en geles de agarosa al 2.5% bajo 

las condiciones ya descritas. En todas las reacciones de amplificacién/restriccién se corrieron en 

forma paralela muestras con genotipos conocidos (controles) para cada una de las combinaciones 

posibles de RFLPs. 

TV. Correlacién fenotipo-genotipo. 

Este andtisis se realizé de acuerdo a la hipétesis de Ménaco (19,70). Con base al namero 

de nucleétidos en el extremo 3’ del exdn que antecede al deletado (1, 2 0 3 nucledtidos) y de los 

nucleétidos 5” del ex6n siguiente a 1a delecién, se puede inferir pérdida o no del marco de 

lectura, Este efecto sobre el marco de lectura, se dedujo del conocimiento de 1a secuencia y los 

limites de cada exon y de empalmar los limites de los exones que quedaban contiguos por el 

efecto de la eliminacién del 0 los exones. 
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RESULTADOS 

En las 75 familias ingresadas al estudio, la historia clinica, los estudios de laboratorio y 

gabinete fueron comparables con DMD/DMB en todos los casos indice (CPK elevada en suero al 

menus en una determinacion, bivpsia muscular con hallazgos histupatologicus compatibles con 

distrofia muscular y electromiografia con patron miopatico). Basados en el curso clinico y 

severidad de 1a enfermedad, en estas 75 familias, 62 (82.7%), el caso indice tenia el diagnéstico 

de fenotipo Duchenne, 12 (16%) portaban fenotipos Becker y sdlo en una el caso indice tenia un 

cuadro intermedio (1.3%). Los andlisis de arboles genealégicos mostraron que sélo el 18.7% 

(n=14) de las madres eran portadoras obligadas. Tres de ellas contaban con el registro de CPK 

elevada en suero. 

La calidad y cantidad de} DNA genémico obtenido en todas las familias se considerd 

adecuado (Fig. 11). 

L Deteccién de deleciones en casos indice por M-PCR. 

Se identificaron deleciones en el 50.6% de las 75 familias (n=38); de las cuales 32 fueron 

DMD, 5 DMB y 1 con fenotipo intermedio. En la figura 12 se muestran algunos ejemplos de la 

deteccion de deleciones por M-PCR. De todos estos, 29 (76.3%) presentaban la delecin en la 

region central del gen (regién comprendida entre los exones 43 y 55), 6 (15.8%) en la regin 5° 

(regién que abarca exén 1/Pm hasta exén 19), 1 (2.6%) con una gran delecién ya que sdlo se 

logré amplificar el exén 1/Pm, y 2 (5.3%) tenian una delecién completa ya que ninguna de las 

regiones 5” y central del gen exploradas por nuestra M-PCR, se logré amplificar, hallazgo que se 

interpretd como delecién completa del gen (Fig. 13). 
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23. 1kb 
GENOMICO 
>23.1 kb 

2.312.0kb — : 

  

Figura 11. Integridad é6ptima de DNA gendmico (stock y dilucién de trabajo 1:10) obtenido 

por la técnica de extraccién fenol:cloroformo y precipitacién salina. E] carril 1 contiene un 

microgramo del marcador de pesos molecutares fago 4 digerido con HindIII. Los carriles 5 y 

7 contienen 100 ng aproximadamente de DNA genémico, provenientes de una primera 

dilucién 1:10 obtenida a partir det DNA stock (carriles 2-4 y 6, que contienen cerca de 11g). 
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GRUPO “A” GRUPO “B” 
123 45 6 7 8 

  

4123 4685 67 8 41234 6 6 7 8 

  

Figura 12. Electroforesis de 6 casos indice DMD/DMB sometidos a andlisis por M-PCR de 4 

grupos (19 exones). Los pesos para cada uno de los productos de amplificacién se muestran 

en la Tabla 4. En los 4 geles, el carril 1 corresponde al marcador de pesos moleculares 

(escalera de 100 pb), y el 8 a un control masculino sano. Grupo A: carrit 4 paciente con 

delecién de exones 45-49; carriles 6 y 7 caso indice y hermano afectado por la misma 

delecién (exones 45-47). Grupo B: carril 4 delecién del exén 50 que correlaciona con los 

hallazgos del grupo A; resto sin delecién. Grupo C: carril 4 pérdida de exones 48 y 51 que 

también correlaciona con los hallazgos en A y B. Grupo D, sin casos con delecién en estos 

exones. 
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20] 

80 DMD 

79 ODMB 

60] EDMD/B       

%      
REGIONS REGION DELECION TOTALPmt= 
(15.8%) CENTRAL TOTAL (5.3%) {2.6%} 

(76.3%) 

Fig. 13. Distribucién por localizacién y fenotipos en deleciones del gen DMD. 
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Tanto en los pacientes con DMD como en aquellos con fenotipo DMB las deleciones 

involucraron uno o varios exones de jos analizados por M-PCR y no hubo diferencias en la 

localizacion de las mismas, Las deleciones completas, semivompletas pero con exon iy Pm, y 

delecién tnicamente del Pmv/exdn 1, sélo se encontraron en pacientes con fenotipos DMD. Cinco 

de los 12 fenotipos Becker resultaron con delecién (3 en regién central y 2 en regién 5’). E! 

fenotipo intermedio tenia una delecién en la regién central. El analisis en hermanos afectados 

(N=3) mostr6é la misma delecién que en el caso indice, lo cual demuestra Ja heredabilidad y 

estabilidad de la mutacién. En contraparte, hermanos clinicamente sanos (n=7) de casos indice 

con delecién e hijos de portadora por drbol genealégico y estudios moleculares (n=3) o no 

portadora (n=4) mostraron ausencia de dicha mutacién. La distribucién de las deleciones con 

respecto al cDNA del gen DMD se muestra en Ia figura 14. Con la excepeién de los pacientes 

con deleciones de ambas regiones, no se encontré delecién que involucrase tnicamente al exon 

8. 

En el 66.7% (20/30) de las deleciones ubicadas exclusivamente en la regién central 

(n=29) y en el paciente con Pm1 pero con el resto del gen deletado (n=1), se encontrd que el 

exon 48 estaba ausente, siendo éste el exon mas frecuentemente deletado de esta region. Le 

siguieron en frecuencia el 49 (60%,n=18) junto con el 50 (60%, n=18), y el exdn 47 (53.3%, 

n=16). En los 6 sujetos con delecién exclusiva de la region 5’, 3 de ellos (50%) presentaban 

pérdida de los exones 12 y 13, le siguié en frecuencia el exén 6, ausente en dos casos indice mas 

(33%). 

El intento de correlacionar el diagnéstico clinico DMD/DMB con el tipo de delecién 

parcial de 35 pacientes, mostré los siguientes resultados: de los 3 pacientes con fenotipos Becker 

con delecién central, dos de ellos presentan delecion en marco de lectura (exones 48 al 55 y 45 al 

47) y uno con corrimiento en ef marco de tectura (exones 47 al 48); el paciente con fenotipo 

intermedio presenta una delecién que no conserva el marco de lectura (exones 48 al 50). En los 
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otros dos pacientes DMB con delecién en la regién 5’, se encontré una delecién con corrimiento 

del marco de lectura (A 6) y otro sin corrimiento (A 12-17). Encontramos que existen algunos 

pacientes DMD afectados por el mismo tipo de delecién “en marco” presente en fos fenotipos 

Becker (Fig. 14). 

La deteccién de deteciones por M-PCR junto con el andlisis del Arbol genealégico (Fig. 

15) mostré que de las 75 famitias, s6lo 14 contaban con antecedentes heredofamiliares para la 

enfermedad y de éstas, en 9 (64.3%) presentaban deleciones. En tanto que de las 61 familias 

restantes con caso tinico, las deleciones se encontraron en 30 de ellas (49.2%). 

IL Deteccién de portadoras. 

Al inicio del estudio, de las 120 mujeres incluidas, sdlo en 14 se logré el diagnéstico de 

portadora por genealogia (casos familiares). E] resto de jas mujeres (61 madres y 45 hermanas) se 

catalogaron como portadoras probables. Con los datos obtenidos de los estudios de] arbol 

genealdgico y la caracterizacién de deleciones en los casos indice, se iniciaron en forma dirigida 

los estudios de RFLPs y MQ-PCR. 

IL a. Analisis de los polimorfismos pERT87.8/Taq] (T) y pERT87.15/Xmnl (X) (RFLPs) 

mediante el uso de la PCR. 

En esta parte se estudiaron un total de 333 alelos de las 75 familias. Los alelos provenian 

de 75 madres, 74 casos indice varones, 45 hermanas, 15 hermanos y 5 padres. 

El primer paso fue identificar los polimorfismos para conocer la frecuencia de madres 

heterocigotas (informativas). El producto amplificade para estudiar el polimorfismo X es de 740 

pb, cuyo polimorfismo se evidencia con Ja ausencia (fragmento de 740 pb) o presencia para el 
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Figura 15. Distribucién de la familias con caso indice afectado por delecién y presencia o no 

de aptecedentes heredofamiliares. De las 61 familias sin AHF, 30 de ellas (51.6%) 

presentaron delecién y en los casos familiares (n=14) este mismo tipo de mutacién estuvo 

presente en 9 (64.2%). 
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sitio de corte reconocido por la enzima Xmnl (2 fragmentos con pesos de 520 y otro de 220 pb). 

EI producto amplificado para estudiar e} polimorfismo T es de 145 pb, que cuando es digerido 

con la enzima Taq se generan 2 fragmentos, uno de 71 y el otro de 74 pb (tabla 4 y Fig. 16). Por 

convencién, se denomina alelo 1 (T] y X1) al que no contiene el sitio de restriccin para la 

enzima y alelo 2 (T2 y X2) al que si lo tiene. 

La frecuencia de los alelos se muestra en la Tabla 5, en donde se evidencia que el 

polimorfismo mas frecuente para pERT87.8/Taql fue T2 (frecuencia observada 0.610). Con 

respecto a pERT87.15/Xmal no existieron diferencias significativas. Debido a la localizacién 

intragénica de estos sitios polimérficos en el intrén 13 (T) y 17 (X), se pudo observar la pérdida 

de éstos (A) en un 3.9% (AX: n=6 y AT: n=7) de los casos dada la presencia de una delecién total 

© localizada en la regién 5'. El fendmeno se observé en los tres casos indice con delecién total y 

con delecién donde sélo se conservé el Pm1 (AX : n=3 y AT : n=1), un caso indice con delecién 

de exones 12-13 (AT : n=1), una madre portadora de una de estas deleciones totales (AX n=1 y 

AT :n=1) y por ultimo en dos hermanas y una madre portadoras de delecién de exén 12-19 (AX : 

n=3 y AT : n=3). 

Para fines de comparacién con otras poblaciones, se obtuvieron las frecuencias para X y T 

en sujetos no emparentados de nuestras 75 familias, es decir todas las madres (n=75, 150 alelos) 

y padres (n=5, 5 alelos), excluyendo los casos indice, hermanas y hermanos. Las frecuencias pant 

X y T obtenidas en los 155 alelos se mwuestran en ta tabla 6, Para pERT87.8/Taq! el 

polimorfismo T2 fue el més frecuente (frecuencia observada de 0.613), en tanto que para 

pERT87.15/Xmnl no existié polimorfismo predominante. En ta misma tabla se sefialan los 

polimorfismos deletados en las dos madres portadoras comentadas anteriormente. 

De las 75 madres estudiadas, encontramos que el 54.7% (n=41) fue heterocigota 

(informativa) para el polimorfismo X y e} 50.7% (n=38) para el polimorfismo T. La frecuencia 
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c D 

12345678 9 

100 pb (520 / 220 pb)    
Figura 16. Amplificaci6n y patrones de restriccién de los polimorfismos pERT87.8/Taql y 

pERT87.15/Xmnl. A) Amplificado de Taql. Carri) 1 y 5 marcadores de pesos moleculares 

(MPM) (fago 2/HindIII y escalera de 100 pb); carril 2 y 3 producto de amplificado Taql 

(145 pb) en un sujeto masculino y femenino normales; carril 4 control blanco de la reaccién 

de PCR. B) Patrones de restriccién Taql. Carril 1 MPM (fago 4/HindIit); carril 2 alelo T2 

(hombre); carril 3 alelo T1 (hombre); carril 4 alelos T2/T2 (mujer); carril § alelos T1/T2 

(mujer) y control blanco de PCR/restriccién. C) Producto de amplificado XmnI (740 pb). 

Carril 1 MPM (escalera de 100 pb); carriles 2-7 amplificado en sujetos masculinos y 

femeninos normales; carril 8 control blanco de PCR. D) Patrones de restricci6n de Xmnl. 

Carril 1 MPM (escalera de 100 pb); carril 2 alelo X2 (hombre); carril 3 alelos X1/X2, carril 

4 alelo X2 (hombre); carril 5 alelos X1/X2 (mujer); carril 6 alelos X2/X2 (mujer); carril 7 

alelos X1/X2 (mujer); carril 8 alelo X1 (hombre) y carril 9 contro! blanco de 

PCRrrestriccién, 
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Tabla 5. Frecuencias globales de 333 alelos pERTS7, correspondientes a los integrantes de 

las 75 familias DMD/DMB (*). 

pERT87.15/Xmol 

Alelo Frequencia alélica 

XI (n=145) 0.435 

X2 (n=181) 0.544 

A (07) 0.021 

TOTAL de cromosomas 
anatizados n= 333 

pERT87.8/Taql 

Alelo Frequencia alélica 

Tl (0124) 0.372 

T2 (n=203) 0.610 

A (n=6) 0.018 

TOTAL de cromosomas 
analizados n=333 

(*) Alelos correspondientes a 75 madres, 74 casos indice, 45 bermanas, 35 hermanos y 5 padres.



Tabla 6. Frecuencias de alelos pERTS87 de individucs no emparentados. 

pERTS87.15/Xmnl 

TOTAL de cromosomas 
analizados 

pERT87.8/Taql 

TOTAL de cromosomas 
analizados 

Alelo 

XI (5*74) 

X2 (n=79) 

A (n=2) 

n= 155 

Alelo 

Ti (058) 

T2 (n=95) 

4 (p=2) 

Frequencia alélica 

0.477 

0.510 

0.013 

Frequencia alélica 

0.374 

0.613 

0.013 
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de heterocigotas observada fue similar a la esperada. El 76% de las madres (n=57) fue 

heterocigota para al menos uno de jos polimorfismos. Once de las portadoras obligadas (78.6%) 

fueron madres informativas (POI) y 3 (26.4%) no Jo fueron. De las 11 POI solo en 3, el andlisis 

por RFLPs no permitié determinar el estado de portadoras en hermanas por falta de muestra del 

padre. En 5 familias( 4 con delecién y una sin delecién) con POI se detecté o excluyé el alelo 

mutado en las hermanas y en las tres familias restantes con POI el andlisis no tuvo trascendencia 

ya que no existian hermanas, sin embargo el andlisis de MQ-PCR corroboré la asignacién de 

portadora en la madre en dos de estas familias. De las tres familias con madre portadora obligada 

pero no informativa (PONI), dos tuvieron caso indice sin delecién y solo en una de ellas existe 

una hermana; en la tercera se traté en realidad de una madre hemicigota y no homocigota para 

los dos marcadores por delecion de exones 12-19, hallazgo corroborado por segregacion de alelos 

(Fig. 17) y andlisis de dosis génica por MQ-PCR (ver mas adelante). 

En las familias sin historia de la enfermedad, se definié como alelo en riesgo a aquel que 

se hered6 al paciente y cuya mutacién no ha sido caracterizada. En las familias con casos tnicos 

sin delecién (n=31), el andlisis de RFLPs logré identificar el alelo sano, por lo que en dos 

hermanas provenientes de familias distintas se excluy6 la presencia del alelo de riesgo, 

diagnosticandose como no portadoras (Fig. 18). En una familia se detectd un evento mutacional 

de novo, gracias a que habian hermanos varones sanos que compartian e! mismo alelo del caso 

indice. En las 29 restantes, a pesar de contar con madres informativas, en ninguna se logré la 

asignacién de portadora o no portadora en la hermana, por haber heredado el mismo alelo que el 

hermano afectado y desconocer si la madre era portadora (Fig. 19). 

Las frecuencias de polimorfismos encontradas se compararon con las _poblaciones 

marcadas en la tabla 7. 
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ANALISIS DEL POLIMORFISMO INTRAGENICO pERT87.8/TagI 

  

  

T1 (145 pb) 

¥2(74171 pb) 

  

Figura 17. Analisis de Tagl en familia con madre portadora obligada sin disponibilidad de 

caso afectado por fallecimiento. Se muestran los patrones de restriccién para Taq, en donde 

dos de las hermanas son heterocigotas, pero claramente en las dos hermanas sefialadas como 

portadoras, existe un estado aparente de homocigocidad para T1, sin embargo T1 es un alelo 

inexistente en 1a madre (aparentemente homocigota para T2). El hermano ¢ hijo sanos 

heredaron el alelo no mutado (12). Como se explica mds adelante, en esta familia existia un 

alelo DMD con una delecién de la regién S‘que eliminaba a ambos RFLPs. 
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T2 Tri T2 

  

T1 (145 pb) 

T2 (74/71 pb) 

  

Figura 18. Exclusién de alelo de riesgo en hermana. Esta familia ejemplifica uno de los 

casos donde el andlisis de RFLPs fue itil para descartar la presencia del alelo de riesgo (T1: 

mutado en el caso indice) en la hermana. La mutacién no fue caracterizada en el caso 

indice, no se tienen antecedentes familiares, pero la madre es informativa (T1/T2). La 

hermana heredé el alelo sin riesgo (T2) por lo que se puede inferir que aunque la madre 

fuera portadora, la hermana tiene altas probabilidades de no serlo. En este tipo de andlisis 

se considera la posibilidad de un error de asignacién/exclusién por recombinacién 

intragénica (5-10%). 
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T1 (145 pb) 

12 (74/71 pb) 

Figura 19. Presencia de alelo de riesgo en una hermana. E] andlisis de TaqI evidencia que la 

hermana ha heredado el mismo atelo que est4 afectado en su hermano. Dado que no se 

caracterizé la mutacién y tanto la estructura come los antecedentes familiares no faeron de 

utilidad, a pesar de contar con una madre informativa, fa madre y la hermana se catalogan 

atin como portadoras probables.



Tabla 7. Frecuencia de polimorfismos eu diferentes poblaciones 

POBLACION TI T2 Xl X2 

(%) (%) (%) (%) 
CHINOS (129) 98/145 (0.68) 47/145 (0.32) 123/206 (0.60) 83/206 (0.40) 

GALES (130) (no esp)0.26 {no esp.}0.74 {no esp.}0.32 {no esp.}0.68 

JAPONESES (131) 80/114(0.70) 34/114(0.30) —-93/170(0.58) __77/170(0.45) 

INGLESES (134) 42/150(0.28) ——_-:108/10(0.72) ND ND 

CAUCASICOS 27/105(0.26) —-78/105(0.74) ——- >75 (0.32) >75 (0.68) 

EONDUES (34) 24/$7(0.421) —-33/57(0.579) ND ND 

NIGERIANOS 6/28(0.214) 22/28(0.786) ND ND 

runcos (98) 28/117(0.24) -89/117(0.76) _32/122(0.26) —_80/122(0.74) 

MEXICANOS (*) 58/155(0.374) 95/355(0.613) 74/155(0.477)  79/155(0.510) 

(*) El presente estudio. 
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II. b. Analisis de haplotipos. 

Los haplotipos analizados resultaron de las combinaciones de X1/T1 (A), X1/T. 2 (B), 

X2/T} (C) y X2/T2 (D). En ej 10.8% de los casos se present6 delecion de los haplotipos o no fue 

posible identificarles por no lograr definir los haplotipes en los hijos o madres, La frecuencia 

global de los 4 haplotipos en madres y casos indice se muestra en la tabla 8. Los resultados 

mostraron que el haplotipo mas frecuente fue el D tanto en las madres (32.7%) como en los casos 

indice (31.5%), mientras que el menos frecuente fue el haplotipo C (casos indice 12.3%, madres 

14.7%). Es evidente la gran similitud de frecuencias entre ambas poblaciones, por efecto de 

herencia, pero no se evidencié la predominancia de un haplotipo en particular en alelos DMD, ya 

que tienen la misma distribucién presente en las madres. Este tesultado también correlaciona con 

los resultados obtenidos de} analisis de T y X en sujetos no emparentados (ver tabla 6), donde 

predomina T2 y en menor proporcién X2. 

Se investig6 si existe asociacién de los haplotipos con la mutacién presente en el] caso 

indice (delecién o no delecién) (Fig. 20). En 15 de tos pacientes sin delecién caracterizada por 

M-PCR, predominé ef haplotipo A (41.7%), pest a no ser el huplotipo mas frecuente global. La 

no amplificacién (por delecién) de polimorfismos no se presenté en ningin caso indice sin 

delecién. 

Para el tercer punto analizamos las frecuencias de haplotipos contra la presencia de alelos 

heredados de madres portadoras 0 no portadoras, mismas que fueron clasificadas con certeza por 

AHF y/o RFLPs y/o MQ-PCR (ver mas adelante). EI namero de madres con diagndstico de 

certeza sobre el estado portador o no portador de la enfermedad fue de 44: 14 portadoras 

obligadas conocidas (9 con delecién), 5 portadoras recién diagnosticadas mediante MQ-PCR y 25 

donde se descarté el estado de portadora por MQ-PCR (n=24) o RFLPs (n=1, mutacién de nova) 

(fig. 21). De manera adicional se obtuvo el registro de haplotipos para las 31 madres restantes en 

  

62 

 



  

Tabla 8. Frecuencias de haplotipos pERT87 correspondientes a 75 madres (A) y 73 casos 

indice (B) en las 75 familias DMD/DMB (*). 

A) 

HAPLOTIPO NUMERO DE ALELOS % 

A 32 213 

B 37 24.7 

Cc 2 147 

D a9 32.7 

DELETADOS 2 13 

INDETERMINADOS 8 53 

TOTAL DE CROMOSOMAS 150 TOTAL : 100% 
ANALIZADOS 

B) 
HAPLOTIPO NUMERO DE ALELOS % 

A 20 274 

B 7 233 

c 9 12.3 

D 23 35 

DELETADOS 4 55 

TOTAL DE CROMOSOMAS a) TOTAL : 100% 
ANALIZADOS 

(*) No se conté en este andlisis con dos casos Indice, uno por fallecimiento antes de ingresar ai estudio y otro 

por que no acudié a toma de nueva muestra para conctuir andlisis de Hgamiento, aunque se le realizé ef 

andlisis de M-PCR. 
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Figura 20. Grafica que muestra la presencia de los 5 haplotipos con 1a ausencia o presencia 

de delecién en pacientes DMD/B. Contrasta Ja presencia del haplotipo A en el 41.7% 

(n=15/36) de los pacientes con mutacién tipo no delecién, con respecto al 13.6% (0=5/37) de 

este haplotipo en casos indice con delecién. Para el resto de los haplotipos no existen 

diferencias significativas. Los haplotipos deletados no se presentaron en pacientes sin 

delecién caracterizada. 
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B) 

ay y 
A SS ALELO DMD SIN 
Z DELECION 

A PORTADORA 
y 

PROBABLE 

  HAPLOTIPO HAPLOTIPO HAPLOTIPO HAPLOTIPO   
  

A 8 c Dd 

Figura 21. Asociacién de haplotipos con mutaciones y procedencia de alelos DMD. A) 

Destaca la predominancia de los haplotipos B (37.5%, n=9) y D (29.2%, n=7) en casos indice 

con deleciones heredadas de no portadoras. Asimismo el haplotipo D fue el mas frecuente 

(50%, n=7) en deleciones heredadas de madres portadoras. Los demés haplotipos no tienen 

distribucién caracteristica. B) Alelos DMD de casos indice procedentes de 30 madres 

portadoras probables, demostraron predominancia del haplotipo A (43.3%), en estrecha 

concordancia con !o observado en los casos indice sin delecién. 
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donde no se pudo asignar o excluir el estado de portadora por nuestras estrategias (portadoras 

probables). Se encontré que el haplotipo B (37.5%), junto con el D (29.2%) estuvieron presentes 

en mas del 60% de lus pacientes con delecion originada como evento de nove en linea germinal 

matema.. En este mismo grupo de alelos, tos haplotipos deletados (12.5%) superaron al 

haplotipo C (8.3%). En el grupo de deleciones heredadas de portadora, e! 50% de Jos haplotipos 

estuvo conformado por el D. En el grupo de alelos heredados de portadoras probables, sin 

mutacién caracterizada (no delecién detectada al menos por M-PCR), el haplotipo predominante 

fue el A (43.3%), en franca correspondencia con los haplotipos encontrados en los 36 casos 

indice con delecién (ver figura 20). 

E] estudio de haplotipos nos permitié observar 4 eventos de recombinacion intragénica de 

la region pERT87 (region 5’), en un total de 133 meiosis (73 casos indice, 45 hermanas y 15 

hermanos) obteniéndose asi una frecuencia de recombinacién del 0.03%. No se documenté en 

nuestro estudio discrepancias entre los hallazgos de MQ-PCR y RFLPs atribuibles a fenémenos 

de recombinacién. Tres de estos eventos se esquematizan en la figura 22. Ninguna de estas 4 

familias tenia historia familiar de DMD/B, ni tampoco en el caso indice se documenté delecién. 

En dos familias, no se lograron definir los haplotipos en las madres (informativas para ambos 

marcadores) a causa del evento recombinacional. 

Finalmente se encontré que los RFLPs por si solos aplicados como un método para 

deteccién de portadoras en familias con o sin antecedentes familiares, sin delecion detectable y 

con existencia de hermanas, fue util sélo en 5 (6.7%) de las 75 familias que conformaron el 

estudio: 2 por exclusién de alelo de riesgo en hermanas (caso tinico), ! por exclusién de alelo 

mutado en la hermana (caso familiar), 1 por la identificacién de un caso ocurrido como mutacién 

de novo y la ultima por asignacién y exclusién de alelo mutado en 5 hermanas (ver asesoramiento 

genético). 
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Figura 22. Tres de fos cuatro eventos de recombinacién en las 75 familias estudiadas por 
haplotipos. En A) no se tiene ninguna orientacién para sugerir an haplotipo en la madre 
heterocigota para ambos polimorfismos (baplotipo indeterminado); en B) se muestran las 
dos principales posibilidades de la organizacién de haplotipos de la madre. Contar con la 
muestra del padre ayudaria a tal propésito; nétese que en la descendencia existen dos 
haplotipos A (X1T1) y dos C (X2T1). C) el evento recombinacional ocurrié en el caso indice 

(haplotipo B inexistente en los haplotipos maternos), ya que sus dos hermanas (haplotipos 
A/B) heredaron el haplotipo B del padre y el A de la madre (haplotipos A/D). En las tres 
familias no existe historia familiar de DMD, ni delecién en el caso indice; la recombinacién 
afecta la asignacién/exclusi6n del alelo (haplotipo) de riesgo en las hermanas, especialmente 

en la familia B). 
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I. c. Evaluacién de dosis génica por PCR multiple cuantitativo (MQ-PCR) en familtas con casos 

indice afectados por delecién. 

Dado que la identificacién de las portadoras por RFLPs fue muy baja, se buscaron 

directamente tas deleciones mediante MQ-PCR y densitometria en jas madres y las hermanas de 

lus casos indice que presentaron delecion (38 familias). Nueve de estas familias con delecién, 

tenian AHF positivos para ta enfermedad y en 8 de éstas, las madres fueron informativas para al 

menos un polimorfismo. Previo al andlisis de dosis génica, los RFLPs fueron utiles unicamente 

en 4 familias para asignar o excluir el estado portador en las hijas (10.5%). Cabe mencionar que 

la familia comentada en la figura 17 (caso familiar), el andlisis de RFLPs permitié la 

identificacion de una delecién en hermanas (sin contar con el paciente) a su vez hijas de una 

mujer aparentemente homocigota (ver mas adelante estudio por MQ-PCR). En las cuatro 

restantes el estudio no trascendié debido a la estructura familiar (ausencia de hermanas o del 

padre). 

EI primer paso fue buscar las deleciones en las madres portadoras obligadas y en todos los 

casos se encontré Ja mutacién (n=9). Asimismo en todos estos casos familiares, hubo correlacién 

con los datos del anilisis de ligamiento (Fig, 23). Posteriormente se incluyeron en este andlisis a 

las 29 madres portadoras probables de delecién (familias sin antecedentes con caso indice 

afectado de delecién). Esto condujo a 1a identificacién de 5 nuevas portadoras (17.2%), por lo 

que en estas familias se realizé obligatoriamente el mismo andlisis en las hermanas (n=3). En dos 

de ellas, se corroboré su estado de portadora por RFLPs y MQ-PCR y sélo una de ellas resulté no 

ser portadora por MQPCR, en ella el estudio por RFLPs no fue de utilidad. En forma inversa, en 

una familia extensa con caso inico donde la madre resulté no ser portadora, el andlisis de RFLPs 

también fue concordante (hijos varones sanos con el mismo alelo) (Fig. 24). Con ello el MQ- 

PCR condujo al diagnéstivo de certeza en ef 100% de las mujeres portadoras probables de las 29 

familias, descartando el estado de madre portadora en 24 familias y al mismo tiempo indicando 
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Figura 23. Correlacién entre resultados por RFLPs y MQ-PCR. A) muestra el patrén de 

restriccién XmnI en familia con portadora obligada de delecidu del exén 51-54, La madre es 

informativa y la hija ha heredado el alelo deletado presente también en el caso indice (X2), 

B) La evaluacién de Ja dosis génica en madre (1-1) y hermana (11-2) para los exones 51 y 53, 

con respecto al exdn 6 y a los controles femenino y masculino, muestran disminucién al 50% 

de ta dosis para los exones deletados en el paciente (II-1). 
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Figura 24. Correlacién entre resultados por RFLPs y MQ-PCR. A) muestra la segregacién 

de los polimorfismos Xmnl en familia con caso no familiar. Notese que los dos hermanos 

varones sanos, a] igual que el primo del caso indice heredaron el mismo alelo (X2), lo cual 

concuerda con una mutacién de novo. La mutacién del caso indice consistia en delecién de 

exones 45-5t. 
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Figura 24 B). El andlisis de la dosis génica de la madre indicé doble dosis normal para dos 

de los segmentos ausentes en su hijo (exones 45 y 47), lo cual confirmé su estado de no 

portadora. 
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que de 38 deleciones detectadas por M-PCR, 24 (63.2%) correspondian a eventos mutacionales 

de novo originados muy probablemente en linea germinal matema (delecién presente Gnicamente 

en el case indice) y 14 (36.8%) habian sido heredadas de madre portadora (Fig. 25). Ejemplos de 

la evaluacién de dosis génica por MQ-PCR y densitometria entre portadoras y no portadoras, 5¢ 

muestran en la figura 26. 

Para evaluar ta eficiencia diagnéstica de cada una de las técnicas, el nimero de familias 

donde la evaluacién de dosis génica y RFLPs fueron complementarios, se agruparon en forma 

separada de las familias donde el MQ-PCR fue la unica herramienta metodoldgica para asignar o 

excluir el estado de portadora de la madre. 

En la nica familia que estudiamos sin tener al paciente (fenotipo DMB) por 

fallecimiento, existen cuatro hermanas en etapa reproductiva y debido a que existian 

antecedentes de la enfermedad (tio por rama matema y un hermano afectado ya fallevidos), eran 

portadoras probables. Dado que no se tenia muestra del varén afectado, pero se contaba con un 

hermano sano, se consider6é como primera opcién realizar el andlisis de ligamiento con el 

propésito de identificar el alelo no mutado presente en et hermano sano. El caso indice, que en 

este caso es una hermana del varén fallecido a causa de DMB, tenia un hijo varén sano. El 

andlisis de X no fue concluyente ya que la madre fue homocigota para X2, pero el andlisis de T 

sugirié pérdida de polimosfismos por delecién (ver figura 17). Posteriormente se evalio la dosis 

génica para exones cercanos a estos sitios (exones 12 y 17) utilizando como contro] un exon no 

deletado de Ia region central (exén 50). Los resultados de la madre y dos hermanas, con aparente 

homocigocidad para un polimorfismo inexistente en la madre, indicaron reduccién de dosis en 

los exones 12 y 17, conservando la relacién de doble dosis para el exdn 50 con respecto al 

control femenino y masculine (fig. 27). Por lo tanto, a esta familia la catalogamos como caso 

familiar de DMB debido a delecién parcial intragénica de Ja regién 5' que involucra al menos fa 

regién comprendida entre Jos exones 12 a 17. El unico hijo varén sano de una de las hermanas 
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Figura 25. Grafica que muestra el comportamiento de heredabilidad de las deleciones 

encontradas en 38 de las 75 familias estudiadas. Noétese que el menor numero (n=14, 36.8%) 

correspondié a deleciones heredadas de portadoras obligadas (n=9) 0 detectadas por MQ- 

PCR (n=5). Dos terceras partes (n=24, 63.2%) correspondieron a deleciones originadas de 

novo en linea germinal materna. 
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Figura 26, Deteccién de portadoras en familias con caso Unico por MQ-PCR y anilisis 

densitométrico. Arriba se muestran los productos de amplificado para evaluar la dosis 
génica de dos madres cuyos respectivos hijos muestran una delecién que involucra a los 
exones 53 y 54. Et exén 6 funge come contro! interno de ta reaccién (doble dosis en ambas 
madres, con respecto a los controles masculino y femenino). Las muestras se corren por 
duplicado y se observa en los carriles correspondientes a "A" una disminucién del 50% de 

Ja dosis para los exones problema, segin la densitometria del negative fotografico y 

contrasta con el hallazgo de la otra madre que muestra su doble dosis génica normal; to 

anterior indica que A es portadora y B no io es, a pesar de no contar con antecedentes de Ia 

enfermedad. Comparense con !as lecturas densitométricas obtenidas en controles femenino y 

masculino sanos. 
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Figura 27, Evaluacién de dosis génica en exones 12 y 17 en familia DMB con pérdida de 
polimorfismo Tag] en dos hijas de portadora obligada. Esta es la tinica familia que ingresé a 
nuestro estudio sin caso afectado por fallecimiento. Arriba se muestran los hallazgos de MQ- 
PCR en negativo para anélisis en densitémetro. Abajo los patrones de lectura que 

evidencian 50% de dosis génica para los exones 12 y 17 de las hijas y madre portadoras. Las 
hermanas heterocigotas para Taqi mostraron doble dosis génica lo cual confirma su estado 
de no portadoras. E] hermano sano presenta su dosis hemicigota normal. 
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portadoras, hered6 el alelo no deletado marcado como TI (proveniente del abuelo materno), 

explicando asi la ausencia de sintomas. Actualmente se sabe que esta delecién abarca hasta el 

exon 19. 

Ill. Asesoramiento genético. 

II. a, Antecedentes heredofamiliares. 

Para el abordaje inicial de las familias fue indispensable contar con una historia familiar y 

clinica detallada para confirmar los patrones de herencia y si el cuadro presente en el caso indice 

era compatible con DMD/DMB. Sin embargo en nuestro estudio Gnicamente en 14 familias 

sabiamos por antecedentes familiares, que la madre era portadora, existiendo hermanas que 

desconocian su condicién. Mediante el empleo de RFLPs y de MQ-PCR, se logré brindar 

asesoramiento genético a 11 de estas 14 familias. En las tres restantes aunque sabemos que la 

madre es portadora obligada, en ninguna se detectd delecién en el caso indice; atin mas, 2 de 

estas familias es no informativa para ambos polimorfismos y existe una hermana cuya condicién 

alin se desconoce (portadora probable). En la tercera, aunque la madre es informativa y portadora 

obligada, no existen hermanas. En conclusién, de estas tres familias donde no se !legé a ninguna 

conclusion con RFLPs y MQ-PCR, los antecedentes empleados en forma individual nos 

permitieron informar sobre el riesgo de recurrencia del padecimiento en la descendencia. Este 

beneficio no se incluye en la evaluacién de la eficiencia diagndstica del laboratorio. 

1. b. Analisis de ligamiento (RFLPs). 

Utilizando como tnica estrategia a los RFLPs en el asesoramiento, se logré el diagndstico 

de portadora en 5 de las 75 familias (6.71%). E! diagnéstico fue hecho con base en exclusién de 

alelo de riesgo en hermanas (mutacion no caracterizada) pertenecientes a tres familias (ver figura 
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18), una asignacién y exclusién del alelo mutado en hermanas pertenecientes a caso familiar sin 

mutaci6n caracterizada (Fig. 28), y el hallazgo de una mutacién tipo no delecién generada como 

evento de novo, Las 5 familias no se contabilizan con otras 6 donde el andlisis por RFLPs 

también fue util (madre informativa y hermanas presentes), pero cuyo riesgo de recombinacion se 

descarta por el analisis directo que se obtiene con MQ-PCR al identificar !a delecién en el caso 

indice y mujeres emparentadas. Asi el andlisis combinado se restringié al 8% de nuestras familias 

(n=6 de 75). La familia DMB que se incluyé sin sujeto afectado esta contabilizada como 

beneficio al conjuntar ambas técnicas, a pesar que la madre no mostré ser informativa para 

ningun polimorfismo (por estado de hemicigocidad para delecién 5’). 

Ill. c. Evaluacion de dosis génica por MQ-PCR y analisis densitométrico. 

La aplicacién de esta estrategia descarté el estado de portadora probable de 29 madres 

cuyos casos indices (casos tnicos) estaban afectados por delecién. Como resultado se obtuvieron 

24 mutaciones de novo (82.8%) y 5 heredadas de portadora (17.2%). El tipo de asesoramiento, al 

igual que e basado en el andlisis de RFLPs/MQ-PCR se considerd de certeza. Tres familias 

adicionales (caso indice con delecién, madre portadora obligada, no informativa y hermanas) se 

incluyeron en este rubro por confirmacién de portadora por dosis génica durante Ja 

estandarizacién del MQ-PCR. Las 32 familias caracterizadas por MQ-PCR, corresponden al 

42.7% de las 75 incluidas. Este fue el porcentaje mas alto de utitidad diagnéstica de las 

estrategias realizadas, incluso en relacién a la combinacién MQ-PCR/RFLPs. EI siguiente cuadro 

muestra las eficiencias por separado y en conjunto de los RFLPs y el MQ-PCR obtenidos para 

asesoramiento geneticy en nuestras familias. 
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MQ-PCR RFLPs RFLPs/MQ-PCR 

FAMILIAS 75 75 75 
ESTUDIADAS 
FAMILIAS 32 5 6 TOTAL 

BENEFICIADAS 

42.7% 6.7% 8% 57.4% 
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Figura 28. Asignacién y exclusién del estado de portadora en hermanas de un caso indice 

con mutacién no caracterizada. Se trata de un caso familiar por lo que la madre es 

portadora obligada informativa para Tagl. El alelo mutado es T1 y fue heredado a dos de 

las hermanas (heterocigotas) lo cual las hace también portadoras. Las hermanas 

homocigotas para T2 han heredado el alelo sano de la madre y el T2 sano del padre (no 

portadoras). La asignacién o exclusién de portadoras como en este caso, debe tomar en 

cuenta Ia posibilidad del fendmeno de recombinacién intragénica. 

EST& TESIS 9 DERE 
Salt DE LA BisudTEgA 
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DISCUSION 

La aplicacién de la biologia molecular al estudio de !as enfermedades hereditarias vino a 

mejorar los métodos de diagnéstico no sdlo en este tipo de padecimientos sino en muchos otros 

donde el defecto es invalidante o Jetal (1,6,12). Uno de lus avances mas importantes en las 

DMD/DMB es la posibilidad de identificar las alteraciones moleculares en pacientes y portadoras 

(7,11-13,73,75,123) 10 que permite proporcionar un adecuado asesoramiento genético (1-2,110), 

con la posibilidad de diagndstico prenatal (13,93) e incluso de diagndstico a nivel de 

preimplantacion de blastomeros( 124). 

Las DMD/DMB son enfermedades degenerativas progresivas que principalmente en el 

tipo Duchenne, conducen a la muerte antes de los 20 afios (14,125). En el momento actual no 

existe un tratamiento definitive (1,16,125), por lo que a nivel mundial los principales esfuerzus 

estan encaminados a la prevencién (diagndstico de portadoras, asi como diagnéstico prenatal y 

preimplantacién) (1-2,110,125). Los ensayos de terapia han tenido cierto éxito en modelos de 

ratones transgénicos (126) o utilizando vectores in vivo en el mismo modelo animal (127), sin 

embargo ain existe una enorme brecha para su aplicacién en humanos (1,16). 

En México no se tienen datos de frecuencia para estas enfermedades, sin embargo la 

literatura reporta que no existen diferencias significativas en cuanto a etnias (74). En el pais 

existen al menos 5 yrupus dedicados al estudio molecular de las DMD/DMB, incluyendo el 

nuestro, que en forma paralela a actividades de investigacién realizan diagnéstico molecular con 

fines de consejo genético. En la actualidad, todos estos grupos de investigacién realizan la 

deteccién de deleciones en casos indice por M-PCR, mientras que la deteccién de portadoras se 

realiza con base en el andlisis de ligamiento (diagnéstico de portadoras de tipo indirecto). Sin 

embargo, en la casi totalidad de los centros de atencién médica de 2do. y 3er. nivel, el 

diagnéstico de portadoras continua realizindose utilizando la historia familiar y a 
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determinaciones de CPK (122). Esta ultima presenta un alto grado de variabilidad entre 

portadoras y no existen valores patognoménicos con lo que se determine con exactitud a las 

portadoras (32,34). 

En el servicio de Genética Médica del Instituto Nacional de Pediatria, se captan 

mensualmente alrededor de 6 familias con DMD/DMB. La mayoria de las familias captadas 

presentan sdlo un individuy afectado 0 caso inico, y el asesoramiento genético en ellas no es de 

certeza sino de probabitidad basado en el Arbol genealégico y el andlisis bayesiano. Existe 

entonces una problematica que en ciertos paises ha sido superada gracias al empleo de técnicas 

de DNA recombinante, logrando definir el estado de portadora en aproximadamente el 60%. 

Nuestro laboratorio a la fecha ha captado 101 familias, sin embargo alrededor del 25% de 

estas no tienen estructura familiar adecuada para iniciar el estudio, ya que requerimos al menos 

madre y caso indive como requisito indispensable para ser incluida en este proyecto; sin embargo 

se cuenta con un banco de DNA de las 101 familias, para futuros estudios. Con ello el namero se 

restringié a 75 familias. Sélo una de estas familias se consideré que podria ser incluida en el 

estudio sin caso afectado por detectar una delecion en mujeres por RFLPs. E} hecho de que sdlo 

14 de 75 familias tenian antecedentes familiares positivos, ponia de manifiesto la necesidad de 

aplicar estrategias de biologia molecular, El alto nimero de familias con caso unico al menos en 

este estudio, es superior a otras series previamente reportadas (125,128-131) (50-60%), lo que 

sugiere un alto nimero de mutaciones generadas como evento de novo. 

Para cumplir con el objetivo principal de! estudio, se analizaron las muestras de DNA por 

M-PCR, que detecta hasta el 98% de las deleciones (77,123) responsables del padecimiento 

evidenciadas en otros estudios por Souther blot, sin embargo sigue siendo una técnica muy 

laboriosa y requiere de mayor tiempo (123). Con la amplificacion de 19 exones mediante M-PCR 

se logré caracterizar a las mutaciones de grandes rearreglos tipo delecién, responsables del 
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cuadro en el caso indice en e} 50.6% de las 75 familias y la localizacin de éstas correspondié en 

su mayoria al punto caliente central (76.3%), lo que no difiere de lo reportado para otras 

poblaciones (74,125,128-131). 

Es bien sabido que no hay correlacién clara entre el genotipo-fenotipo (19). Et presente 

estudio intent realizar esta correlacién utilizando como criterio la hipétesis de Ménaco, sin 

embargo el 50% las deleciunes envontradas con PCR miltiple con fenotipo Becker, tuvieron 

efecto de corrimiento en cl marco de lectura. También esas mismas deleciones se encontraron en 

fenotipos Duchenne, lo anterior podria explicarse porque la correlacién genotipo-fenotipo 

obedece a la hipdtesis de Ménaco en alrededor de un 93% (70), datos con los que no contamos 

en el presente trabajo y para lo cual se requeriria realizar el estudio de Souther blot (19,125), 

para evidenciar la integridad de los fragmentos que contienen a las secuencias exdénicas 0 indagar 

el efecto de los fragmentos de reunion. Por ejemplo, el hecho de tener un exén integro pero 

carecer del sitio donde se forma la estructura de asa (“branch-point”) del intron precedente 

ocasiona pérdida del exon en el transcrito maduro, dado que se elimina por "splicing" (125). Una 

desventaja del estudio de M-PCR en este aspecto, es dar por hecho que un ex6n deletado tiene al 

ex6n que le antecede integro, tal es el caso de las deleciones del exén 45, en donde damos por 

hecho fa integridad del exdn 44, region que no estudiamos, pero que se incluye en otros disefios 

de M-PCR (77,96,98,123). Otras explicaciones propuestas para esta no correlacién son el efecto 

del “splicing” alternativo (realizado en forma normal en el gen DMD), sobre un transcrito 

proveniente de un gen deletado y creacién de sitios alternos de inicio de la traduccién (125). E} 

analisis de tos sitios de empalme por RT-PCR, secuenciacion e inmunoblot, deberan ser 

metodologias aplicables en un futuro para realizar la correlacién yenotipo-fenotipo (65,66), la 

misma técnica de RT-PCR en forma adicional permitiria la deteccién de duplicaciones (108), un 

tipo de mutacién no analizada en el presente estudio pero que es responsable de la enfermedad en 

un 6-8% de los casos (1,75,86). 
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En los 37 pacientes en donde no fueron caracterizadas las mutaciones, es probable que Jas 

deleciones se encuentren en regiones que no se analizaron, o bien que sean duplicaciones 

parciales o mutaciones puntuales (76,125). La deteccion de estas mutaciones podria realizarse 

mediante el andlisis de conformacién de cadena sencilla de DNA, anilisis de heteroduplex o 

ensayo de terminacién de traduccién de proteinas, etc., sin embargo es una labor exhaustiva, ya 

que se tienen que analizar 14,000 pb si consideramos tnicamente a la secuencia codificante 

(132,133). El reporte de pacientes con mutaciones que alteran el “splicing” o la regulacién de la 

expresion génica hace atin mas dificil este propésito (1,132). La estandarizacién en nuestro 

laboratorio del MQ-PCR pudiese utilizarse como una herramienta metodolégica para detectar 

duplicaciones en un futuro (100). 

La clonacién del gen DMD ha permitido la identificacién de secuencias polimérficas que 

han facilitado la deteccién de portadoras a través del andlisis de segregacion, estudio 

especialmente dtil cuando no se caracteriza la mutacién responsable (2,115,116). Con el 

propésito de conocer la frecuencia de recombinacién, la utilidad de los RFLPs en el 

asesoramiento genético, la asociacién de un determinado haplotipo con alelo DMD/DMB y la 

frecuencia de los polimorfismos, en el presente trabajo se analizaron dos regiones 

correspondientes a la regién S' pERT87: pERT87.8/Taq] y pERT87.15/Xmnl (intron 12 y 17 

respectivamente). 

Los dos polimorfismos presentaron una frecuencia similar entre os alelos provenientes de 

sujetos no emparentados (madres y padres), a excepcién de T2 que estuvo presente en alrededor 

del 60% de los alelos. Esta muestra no presenté familias con consanguinidad, aunque 6 familias 

provenian de poblaciones con menos de 100,000 habitantes, lo cual pudiese hablar de 

endogamia. La poblacién de estudio se considera representativa de nuestra poblacién y como se 

observa en la tabla 8 existen diferencias significativas en cuanto a distribucién entre los 

diferentes grupos étnicos. 
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La poblacién que se semeja a la muestra incluida en este estudio es la hind& en cuanto a 

Taql. Las otras poblaciones asidticas no guardan semejanzas con nosotros en este polimorfismo, 

ya que sus distribuciones estén invertidas en frecuencia (T] mas frecuente). La poblacién 

caucdsica y africana guarda una proporcién mayor de T2. La poblacién japonesa muestra una 

distribucién similar en Xmnil, con respecto a nosotros. En el resto las distribuciones para X no 

fueron similares. El andlisis de frecuencias de ambos RFLPs, es el primero documentado para 

una muestra de poblacién mexicana. El analisis de haplotipos en madres unicamente revelé que 

los alelos con T2 y X2 (haplotipo D) fue el mds frecuente (32.7% de los alelos estudiados), 

encontrando al mismo tiempo que el menos frecuente fue el haplotipo C (X2/T1). E! andlisis de 

haplotipos utilizando estos 2 marcadores de la region 5, fue util especialmente en el andlisis de 

segregacién de alelos para evidenciar recombinacion, evento que no s¢ logra observar con el 

andlisis de tos polimorfismos en forma aistada. También mediante este andlisis era de esperarse 

una frecuencia baja de recombinacién intragénica 5', ya que se ha documentado que en esta 

regidn del gen y las regiones aledafias de DNA ubicadas en direccién centromérica se 

caracterizan por 1cM en el mapa genético por 1 Mb del mapa fisico, y en efecto correlaciona con 

el 0.3% de eventos de recombinacién encontrados en esta zona. Estos datos limitaron el 

asesoramiento genético certero a 4 familias. Ninguna de las familias presenté recombinacién 

documentada por el andlisis combinado de RFLPs y MQ-PCR (delecién que segregara con un 

marcador de alelo sane o viceversa). 

Nuestro estudio por haplotipos con respecto a alelos DMD/DMB mostré unicamente 

asociacién significativa del haplotipo A, con alelos sin delecién (41.7%); en tanto que la 

distribucién de alelos deletadus fue esencialmente la misma que para la distribucién de los 

haplotipos de la poblacion de madres y padres. En este tipo de padecimientos genéticos debidos a 

un alto numero de mutaciones ocurridas a nivel germinal, se espera no encontrar diferencias 

significativas en la frecuencia de haplotipos entre la poblacién general y fa poblacién afectada, 

puesto que todos los alelos tienen la misma probabilidad de ser afectados y con ello se disminuye 

 



la probabilidad de ligamiento entre marcador y mutacin (1). Sin embargo nuestros resultados 

parecen indicar que al menos para las mutaciones de tipo no delecién esto no pudiese ser asi. 

Uno de los puntos clave en nuestro estudio fue el de evaluar la eficiencia de los RFLPs 

como estrategia molecular de tipo indirecto en el asesoramiento genético. Consideramos para 1a 

aplicacién de estos las siguientes observaciones: 1) que la madre fuera infurmativa para uno o 

ambos polimorfismos, 2) la posibilidad de excluir e} alelo en riesgo en hijas y otras mujeres 

emparentadas en familias con caso esporadico, 3) la posibilidad de asignacion o exclusién del 

alelo mutado en las hermanas y otras mujeres emparentadas en familias con madre POI, 4) Un 5- 

10% de error en la asignacién o exclusién de portadoras, especialmente si no se analizan 

polimorfismos de otras regiones (falsos positivos o falsos negativos) debido a la alta frecuencia 

de recombinacién intragénica. 

Encontramos un numero similar de madres informativas para al menos un polimorfismo 

(76%), con respecto al reportado en otras series (98,131,134), lo cual en teoria no indicaba ta 

necesidad urgente de analizar un mayor numero de polimorfismus, excepto en aquellas no 

informativas. Esta cifra se consideré buena para iniciar el andlisis de ligamiento. Sin embargo 

debido a !a estructura familiar (alto numero de familias con caso nico, carencia de la muestra 

del padre, no hermanas, no hermanos sanos 0 enfermos) y a los 4 eventos de recombinacién, la 

utilidad individual de estos fue de apenas 6.7% (5 familias), sin embargo fue util en combinacién 

con MQ-PCR en 6 familias mds (8%). Cabe mencionar que de las 14 familias con antecedentes, 

solo en 2 la madre fue no informativa para ninguno de los 2 polimorfismos, por lo que en ellas 

seria conveniente Ja estandarizacién de otros polimorfismos como VNTRs, STRs u otros RFLPs. 

En las familias con caso tnico sin delecion existe un buen numero de madres informativas que 

potencialmente a futuro pueden beneficiarse con los datos obtenidos por RFLPs (confirmacién de 

mutacién de novo o diagnéstico prenatal). La busqueda de otros marcadores polimérficos en 

familias con caso unico y no hermanos, quiz4 no ayude de manera importante, ya que en la 
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mayoria de estas familias el objetivo primordial es saber si la madre es o no portadora, por to que 

se requiere en ellos ta realizacion de otras metodologias. En las 5 familias donde el andlisis de 

RFLPs fue concluyente por si solu, hay que considerar el riesgo de recombinacion en region 

central y 3’ del gen (2). Esta desventaja se explicé en forma detallada a las familias que tuvieron 

a los RFLPs como unico recurso. 

La naturaleza de las mutaciones en el gen DMD de sujetos afectados, permitid 

implementar métodos directos de diagndéstico de portadoras , ya que del 50-70% de las 

deleciones se localizan en dos regiones perfectamente definidas en el gen DMD (85). En nuestro 

estudio las siguientes razones avalaron el uso de la evaluacién de dosis génica por MQ-PCR: 1) 

el comportamiento de estas mutaciones fue el mismo que a nivel mundial, 2) 29 de tas familias 

con delecién, acudian con caso Unico y la madre se encuentra en etapa reproductiva, 3) existencia 

de hermanas en casos familiares asociados a delecién y con resultados por RFLPs, pero en donde 

idealmente se debia corroborar en forma directa la ausencia o presencia del alelo deletado y asi 

superar el error por recombinacién, 4) la baja eficiencia global de los RFLPs. 

La evaluacién de dosis génica mediante MQ-PCR es una metodologia ampliamente 

utilizada para indagar en forma directa el estado portador de mujeres emparentadas a casos 

indice con delecion o duplicacién en el gen DMD (97,100,102-107). En ta actualidad se han 

logrado utilizar metodologias fluorescentes sumamente sensibles pero también muy costosas 

(102,107). La estandarizacién en nuestro laboratorio de una versi6n disefiada para evaluar rapida 

y eficazmente dosis génica utilizando bromuro de etidio y analisis densitométrico en negativo 

fotografico (85,100,136), nos permitié incrementar notablemente e! numero de familias a las que 

se les pudo brindar consejo genético de certeza. La técnica por si sola permitié el esclarecimiento 

del estado portador/no portador de las madres en el 100% de las familias (n=39) con delecién 

caracterizada. Sorprende el alto nimero de mutaciones de novo en las familias que acudieron 

com casos Unicos (82.8%, 24/29); en el resto (n=5), el caso indice y dnico habia heredado el 
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alelo mutado de una madre portadora. Considerando que existian 9 casos familiares DMD/DMB 

asociados a delecién mas los 5 casos tnicos que resultaron ser heredados de portadoras, resulta 

que sdlo el 36.8% de jas deleciones se heredaron de una madre portadora y las otras dos terceras 

partes fueron mutacién de novo ocurtida, probablemente de acuerdo a la literatura, durante ja 

maduracién de linea germinal materna. Esto se contrapone a la cifra clasicamente manejada de 

que una tercera parte de las mutaciones se deben a mutaciones de novo (1), probablemente esta 

discrepancia se deba a que estos datos son el resultado de andlisis de Arboles genealégicos y no 

cuentan con el diagnéstico molecular (1,5) y por Jo tanto no se refiere a una mutacién en 

particular. La biologia molecular, contando el presente trabajo, ha redefinido frecuencia, 

distribucién e incidencia del padecimiento (20,21,82-85,1 13,125,128,136) y especificamente un 

estudio reciente en poblacién hind mostré ef mismo comportamiento de herencia en este tipo de 

mutaciones con respecto al presente estudio (85). Un estudio en poblacién brasilefia (84) ha 

puesto de manifiesto que se puede esperar en la familia un segundo caso afectado con 

probabilidades del 4% en hermanos de casos indices con delecién en regién central, lo cuat habla 

a favor de que la mayoria de éstas se deben a eventos de novo. El 50% de deleciones centrales de 

novo concuerda con el indice de recombinacién meidtica que ocurre en el intrén 44, indice que 

es 12 veces mayor con respecto al genoma en general, es decir que el indice de recombinacién 

presente entre los exones 44 y 45 alcanza los 14cM/Mb, cuando el indice de recombinacién 

promedio para el cromosoma X es de 1.2cM/Mb (125). Con base en fo anterior concluimos que 

las mutaciones de novo tipo deleciones se encontraron presentes en 2/3 partes de nuestra 

poblacién Io cual va de acuerdo con otras poblaciones (84,85) y al elevado indice de rearreglos 

por recombinacién homdloga en los dos puntos calientes durante la maduracién de la linea 

germinal materna. 

Se menciona que la eficiencia de la MQ-PCR no alcanza el 100% debido a la 

probabilidad aunque remota, de mosaicismo soméatico (madre o hijo) o germinal (madre) 

reportados en la literatura como causas de dificultad diagnéstica en DMD/DMB. Passus-Bueno y 
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cols, (84) mencionan en sus resultados que las deleciones proximales se encuentran hasta en el 

80% de los casos asociados a mosaicismo germinal. Con los datos actuales, ninguna de nuestras 

6 familias con delecién proximal, ni las 32 restantes con delecién central, hicieron suspechar 

mosaicismo germinal. De acuerdo a nuestros resultados, la condicién de mosaicismo germinal es 

de las situaciones que el MQ-PCR no detecta. La deteccién de esta condicién se infiere y se 

busco en forma intencional por el andlisis detallado de polimorfismos y arbol genealégico 

(presencia de alelo mutado y sano con el mismo marcador que aparecen en individuos afectados). 

La relevancia de este trabajo estriba en el hecho de que se logré incrementar 

substancialmente la deteccién de portadoras, En el 15% de los casos familiares, por estudios 

clinicos solo se logré identificar a las madres portadoras obligadas quedando un buen nimero de 

portadoras probables con riesgo empirico. En cambio con la combinacién de diferentes técnicas 

moleculares se logré asignar el estado de portadora o no portadora a mujeres en riesgo en el 

57.4% de las familias. Estos datos integran una base sélida para emprender otro tipo de analisis 

en las mismas familias, tales como e! diagnéstico prenatal. 

Con base en lo anterior hemos contamos con la metodologia molecular para seguir una 

estrategia molecular de las familias con DMD/DMB (Fig. 29). 
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IDENTIFICAR DELECION EN CASO PROPOSITO (M-PCR) 

DELECION PRESENTE DELECION AUSENTE 

EVALUACION DE DOSIS GENICA ANALISIS DE LIGAMIENTO 

EN LOS FAMILIARES FEMENINOS BUSQUEDA DE DUPLICACIONES 

(MQ-PCR) O MUTACIONES PUNTUALES 

ASESORAMIENTO GENETICO 

Figura 29. Diagrama de flujo propuesto para brindar asesoramiento genético a familias 

DMD/DMB. 
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CONCLUSIONES 

{. El nGmero de familias captadas con caso nico es superior a las reportadas para otras poblaciones 

(>80%). 

2. La utilidad de fos RFLPs (solos y en combinacién con MQ-PCR) para el asesoramiento genético fue 

limitada debido a la alta frecuencia de casos esporédicos DMD/DMB en nuestras familias. 

3. La estrategia de MQ-PCR demostré ser un método rapido, reproducible, de bajo costo y confiable en la 

asignacién de portadoras en e! 100% de las familias con DMD/DMB causadas por delecién detectable. 

4. La frecuencia de deleciones en nuestra muestra fue similar a las reportadas en la literatura. 

5. Las deleciones presentes en fenotipos Duchenne y Becker fueron similares en localizacién y extensi6n. 

6. La alta incidencia de deleciones ocurridas como eventos de novo, se contrapone a las cifras 

clasicamente reportadas, con excepcién de !o encontrado en pobiacion hindu. 

7. El polimorfismo T2 se encontro con una alta frecuencia en alelos provenientes de sujetos no 

emparentadas, similar a lo encontrado para la poblacion hindu. 

8. La distribucién de tos haplotipos en aleios OMD/OMB mostré ser simitar a la distribucién de los 

haplotipos en poblacién no emparentada, por 10 que no se documenté desequilibrio de ligamiento, 

situacién que obedece a la alta tasa de mutacién presente en et gen. 

9. La frecuencia de recombinacién intragénica 5’ observada fue baja (0.03%) y es un factor que debe 

tenerse en cuenta en el asesoramiento genético. Mediante el empleo de MQ-PCR y RFLPs no se 

demostraron eventos recombinacionales entre la regién 5’ y la region central dei gen DMO. 

10. Con las estrategias empleadas, el mosaicismo germinal o somatico son condiciones que no pueden ser 

descartadas en las familias como causa de DMD/DMB. 

11. El trabajo finca fas bases para un nuevo algoritmo diagndstico en familias OMD/DMB, que mejora las 

perspectivas para e| asesoramiento genético y diagnéstico prenatal. 
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