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Resumen 

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad hereditaria ligada al 

cromosoma X, caracterizada por la ausencia de la distrofina. Lá falta de esta proteína en el músculo 

esquelético genera una inestabilidad membrana! que afecta d.irectl.;:nerlle la función y homeostasis 

de la miofibra. La DMD tiene una frecuencia de 1 en cada 3500. v~~one~nacidos vivos en todo el 

mundo, mismos que fallecen alrededor de los 30 anos de edad deb.Ído a insuficiencia cardiaca y/o 

respiratoria causada por debilidad de los músculos intercost~les y del diafragmá. 

La distrofina está codificada por el gene más grande descrito a la fecha (2.5 Mb) su 

transcrito es de 14 Kb y In proteína tiene una peso de 427 KDa. Los dominios que componen a la 

distrofinn le permiten interaccionar con la actina, asi como con proteinas membranales enlazando 

el citoesqueleto con la matriz extracelular. Tiempo después de la clonación del gene de la 

distrofina, se demostró la existencia de una proteinu expresada extensamente que es codificada en el 

cromosoma 6 humano: la utrofina. La distrofina y la utrofina tienen una organización genómica 

similar y consecuentemente una alta homología estructural; interesantemente se ha demostrado que 

la utrofina se encuentra en altos niveles en músculo distrófico, lo cual sugirió que puede compensar 

funcionalmente la falta de distrofina en este tejido. Se han desarrollado estrategias terapéuticas 

experimentales encaminadas a aumentar la expresión de utrofinn en el músculo esquelético 

utilizando modelos animales como el ratón md\', el cual se originó por una mutación espontánea en 

el gene de la distrofina por lo que carece .totalme~te de ella, ·y. presenta características 

histopatológicas similares a las observada5 en los .l'aci~ntes'~on DMD que se revierten tras la 

sobreexpresión de utrofina. 

Debido a que la sobree,xpr~sión,~e utrofi~a se C:orÜ!e.nza a emplear experimentalmente como 

un camino terapéuÍico. prometedor c.ontra I~ 6MD, ·e;¡ pecesario contar con un método rápido y 

sensible que nos permita evaluar .. su expresión .. Con esta finalidad, en este trabajo se evaluó un 

método particula.r de RT~PCR 'semi-cuantitativo, con el que se analizaron los niveles relativos del 

RNA .. inensnjerode la· .utrofina en. diversos órganos ·de ratones silvestres y nulx. Los resultados 
. ' .. 

muestran que el método de cuantificación es confiable y sensible, que los niveles del mensajero no 

·son' los mismos en varios de .los tejidos analizados y que no existen diferencias significativas en los 

niveles del mensajero cuando se compara el mismo tipo de tejido entre ratones silvestres y mdx, lo 

·cual no corresponde con las diferencias reportadas a nivel de proteína, por lo que se podría sugerir 

una regulación de la expresión de utrofina a nivel post-transcripcionnl. 

vii 



Capítulo l 

Introducción 

1.1 La Dislrolia Muscular de Ouchenne 

L a distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfenncdad neuromuscular 

hereditaria causada por mutaciones en el gene dmd que se transmiten de fonna 

reccsiva ligadas al cromosoma X. La DMD se presenta con una frecuencia de 1 en cada 

3500 varones nacidos vivos en todo el mundo y se caracteri:za principalmente por 

degeneración muscular progresiva que aparece durante los primeros años de vida y 

evoluciona a fonnas severas causando la muerte de los varones afectados antes de los 30 

años de edad, debido a una deficiencia cardiaca y/o respiratoria (Emery, 1993). 
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Los pacientes con .DMD presentan fases recurrentes de degeneración de las fibras 

musculares y, deb.ido a la capacidad limitada de regeneración de las libras dañadas, se 

produce una acumulación gradual de tejido conectivo fibroso e infiltración de grasa en las 

zonas afectadas lo. cuai a su vez produce pseudohipertrofia y finalmente un abatimiento 

total de la fUnción de la fibra muscular. Entre las características clínicas observadas en los 

individuos ~;Jn ' DMD se encuentran: debilidad muscular progresiva, contracturas, 

cardiomiopatla severa y disfunción de la retina, además de un déficit cognoscitivo no 

progresivo registrado en un tercio de los casos. En esta subpoblación de los pacientes con 

DMD, se detecta un ligero retraso mental que se caracteriza por dificultades en la capacidad 

de razonamiento, lenguaje y lectura ( Billard et al., 1992). 

1.2 El gene dmd y las isoformas de distrofina 

' ' ' 

El gene dmd se identificó en .1987 P.or clonación posicional (Koenig et al., 1987), 

siendo el más grande repórt~dÓ)á 1'11 fecha:.~~ secuen~in 'codi ficante esÍádistribuida en 79 

exones que se exp~d~ri·,sobre2500M~\1e,DNA genÓmico'eri el locusXp21 ·de h~mano 
(Monaco et al.; 1992; )ob~rts et ~1:, 1993). . . . , 

-.... -::-.7 .. ~:: ~·.'''~ .-.' ,. 

La exp~esi~n del g~ne dmd se controla de forma compleja; .ya qúe a Ío 1ai:go de sü 

secuencia existen.al meriós 7 promotores que están regulados durante las dife~e~tes etápas' 

del desarrolló y de manera tejido especifica. A partir de estos promÓtores sé.· producen, 

varias' isÓformas d~ la distrofina que se diferencian entre sí de acuerdo ~su pes~ mol~~~liir 
(figura JÁ). Lá dlstrofina de longitud completa se transcribe a partir· de 3 promotores: un 

pro~otÓr MÍtcÚvo en músculo esquelético y cardiaco, un promotor B activo en hipocampo 

y corteza cerebral, y un promotor P que dirige la síntesis de distrofina en las células 

cerebelares de Purkinje. El mRNA producido en los tres casos es de 14 Kb, pero cada uno 

de ellos tiene un primer exón único, ensamblado con un segundo exón común. Finalmente, 

los tres transcritos producen una prote!na de 427 KDa (Dp427). (Sadoulct-Puccio & Kunkel 

1996). Lá Dp427 está formada por 4 dominios (figura 1 B): un dominio amino terminal de 

unión a actina, un dominio central con estructura de triple hélice, un dominio rico en 

cisteínas y un dominio carboxilo terminal, estos dos últimos están involucrados en la 

2 
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interacción de distrofina con un. cofi1plejo •de prote!nas asociadas a ·membrana conocidas en · 

conjunt~~~m~
0

c6~;l~jo d~\r~~eí~as ~~ciadas a distrofiria (DAP) (Ervasti & Campbell, 

1993). 

Dpl40 Dpll6 Dp71 
J~ dJ 

500 1000 1500 2000 l500Kb 

Locahzxión 

(O) Op427 .. ll ... U•ll11111111111Slllllt11.'"~ Musculo)' cerdJro 

Dp260 ... 11111181 a 1111 e<§) Re11na 

Dpl40~ Ccrcbrn,Jbl\ón 

Dpll~ Ncn;1openftnco 

Dp?I~ Ubtcua 

Figura l. la dis1roflna y sus isoformas. (A) Esquema del gene dmd en el cual se indican los exones 
donde se localizan los diferentes promotores que dan origen a las isoformas de la distrofina, nombrados de 
acuerdo a su peso molecular. (8) Represen/ación de la estructura de la distrofina y de sus isoformas. Se 
indica el extremo amino terminal el cual, en las isoformas pequeñas Dp260, Dpl 16 y Dp7 I no es homólogo 
al de la Dp427. los pequeflos círculos representan el dominio medio helicoidal en el cual se indican las 
regiones de bisagra (H l-H4). Se mues/ro la región rica en cistelnas en forma de óvalo seguida por el 
dominio carhoxilo lerminal. Estas dos u/limas regiones son importantes para la unión con el complejo DAP. 
(Blake & Krtlger 2000) 

El gene codifica cuatro transcritos adicionales a partir de promotores situados hacia 

el extremo 3' del gene: el promotor de retina, localizado hacia el extremo 5' del exón 30, da 

lugar a la isoforma de 260 KDa (Dp260). Una isoforma de 140 KDa (Dpl40) se sintetiza a 

partir de un promotor localizado hacia el extremo 5' del exón 44, el cual es activo en SNC 

y en riñón. Una isofonna de 116 KDa (Dpl 16), presente en sistema nervioso periférico, es 

regulada por su promotor situado hacia el extremo 5' del exón 56. Finalmente, un promotor 

localizado entre los exones 62 y 63 regula la producción de un transcrito de 6.5 Kb que 

3 
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codifica la isoforma de 71 KDa (Dp71), cuya expresión. es extensa en tejidos no 

musculares, principalmente en cerebro. La Dp71 es el producto mayoritiirio del gene dmd y 

mediante el procesamiento alternativo de los exones 71 á 74 y}78 ~enera variantes que 

muestran una localización subcelular diferente, dependiente d~ Japresen~ia'o ausen~ia de 

· Jos exones 71 y 78 (González et al., 2000). 

1.3 El gene utrn y las isoformas de ulrofina 

, ' 

Dos años después de la clonát:iól1'clel genejimd se identificó una proteína con gran 

homología a la distrofina, inicialmente.ll~~da proteína relacionada a la distrofina (DRP 
•• • ·; ·,. 1 •• 

por sus siglas en inglés) y posterio.:ine~te' conoéida como utrofina debido a su patrón de 

expresión ubicua. La utrofina. se icl~ni_H°Ícó ~I analizar una librería de cDNA de músculo 

esquelético fetal, 'utiliz;ar;do corno': ~i>li~~ 'oligonucleótidos dirigidos contra el dominio 

carboxilo terminal de la dist.rofiha '(~ove eial., 1989); sub~ecuentemente se ubicó el gene 

de la utrofina (utrn) en e(é~().ñ{()5~~a iÓ ~~'.·rat~n y en el .cromosoma 6 humano (banda 

6q24). La utrofina éstá c~clific~<l~'íX>~''.w'i:·llene'.~rgÍlnizado de forma similar al de la 

distrofina y excep.;ion~l·rn~~Íe 1ai&o~ya q~l~dnÍie0ne ~lmenos 34 exones que abarcan más 

de 1 Mb en el ge~;;;:n; h~~;;¡¡o'(riÍÍ~Íey éia1:: 1992;' Pearce et al., 1993). El gene codifica 
• ··-?"Pe .. -·,,,.;-~~--·'.~"'""····-·····--";• -., ',. - -.. - - . - - ., 

.Para. un .t~;uis~nto d~ 13Kbregulado' por un promotor de tipo housekeeping (Dennis et al., 

1996), .. lii Írad~~éiÓll • d~ origen ~ · una proteína de 400 KDa presente en la mayoría de los 
. .,' .¡· ... ··.· .. -.-· ...... _ .. _, __ , . 

)ejidos y,cÜltivos éellllares·ánalizados a la fecha (Love et al., 1991; Khurana et al., 1991, 

•199;Í;·M¡i~íJ~:ílrá~¡a1i: 1993; Pons et al., 1994; Fabbrizio et al.; 1995). Estructuralmente, 

1~ utr~Íi~a. e~ si~ilar a la di~trofina, ya que contiene un dominio amino terminal de unión a 

acti~~~: ~na región central de triple hélice. una región rica en cisteínas yun dominio 

clll"bo~ilo términal que también es capaz de unirse al complejo DAP (Winder et al., 1997). 

De hecho, la c~mparación de la secuencia de aminoácidos entre las dos protéínas muestra 

una iclenticlad mayor al 70% en los dominios amino y carboxilo terminales (Pearce et al., 

1993). 

La utrofina también presenta varias isoformas (figura 2). Blake y colaboradores 

describiero.n un mensajero de 5.5 Kb que codifica para una proteína de 113 KDa conocida 

4 
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como G-utr<>fjna:_"Eslac proteína se expresa en la espina dorsal sensorial y en los ganglios 

craneales, y en general e~ abundante en el sistema ner'Vioso. La G-utrofina contiene un 

extremo amino terminal . úliico, además de los repetidos 21 al 23 del dominio medio, la 

región rica en cisteínas y el dominio carboxilo terminal de la distrofina, por lo cual se le 

considera como el homólogo autosómico de la Dp 116 (Blake et al., 1995). 

(A) Up400 ,,[ Upl40 r Upl 16 [Up71 
J6 61 

Up62 ...... 
Locaflución 

(8) Up400 .. 11"1.11111111111111181~ Ubicua 

(N·~r,:;.n•).... Ghoma 

llpl40- Ubteu• 

(G~Jn1o~~) - Cerebro 

Up71~ Ubicua 

Figura 2. La utroftna y sus isoformas. (A) Representación esquemática del gene de la utrojina en el 
cual se indican los exones donde se localizan los diferentes promotores que regulan la expresión de las 
diversas isoformas. (8) Esquema de la estructura primaria de la utrojlna y de sus isoformas, nombradas de 
acuerdo a su peso molecular,· se indican los extremos amino y carboxi/o terminales, el dominio central se 
muestra a manera de pequeños clrculos y la región rica en cisteinas se indica como un óvalo adyacente al 
dominio carboxilo lerminal.(Winder 1997; Wi/son et al .• 1999). 

Se han descrito además las isoformas de 71 y 155 KDa (Up71 y Upl40), las cuales 

son producidas a partir de mRNAs de 4.0 y 6.7 Kb, respectivamente. La Upl40 esta 

constituida por los últimos 6 repetidos del dominio medio, la región rica en ciste!nas y el 

dominio carboxilo terminal, mientras que la Up71 presenta un domino amino terminal 

único y l~s domi~ios rico en cisteínas y carboxilo terminal. Ambas isoformas presentan un 

prime~, exón .. único, y al igual que sus homólogos de distrofina, presentan procesamiento 

diferencial del exón 71, pero no del 78 (Wilson et al., 1999). Las isofonnas pequeftas 
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difieren de la utrofina de longitud completa en el mismo punto del gene en que difieren las • 

distrofinas cortas con respecto a la Dp427, por lo que ~e con¿ide~ que ambos genes:·son 

resultado de una duplicación a partir de un ge~e ~cestral com~ (W~g·~; al~:· 1998). · 
,_-.,. ..··:._ "" 

--~~~· 

Adicionalmente, se ha descrito uná proÍelnadeé~o KDa.presenté'enSNC.yart~rias •· 
periféricas pequeñas, sin embargo su mRNA: ~ci ;~ ii~ ~~criii~d<l~i .se c~~'~'ü~ ~~,r~idad 
es la Up71. Por otro lado, en células C6de.~lion'i~ de rafu.~e.idenÚfl~Ó·a I~ i~fo~a d~ 

>· -· • '''· - • • • • ' - ., - ' • •• ' • ., ••• ~' ·;-

utrofina Up62 o N-utrofina:·produéida a piiitir de tránscritos de 3.7 y 3.4 Kb (Zuellig et al., 

2000). Esta isoforma preseiiía, el . d~'riiini~ ~irio terminal y los· primero~ ·~o~··~·.• m~dio 
repetidos del domi~io c~~t;.at 

:_:··::, .. 

1.4 Estr;.ctura proteica dela ~i~trofina y de la utrofina 
?· . 

La distrofina y';~ &trofina se han clasificado como miembros ·de la familia de . 

protelnas de citoesqu,~I~~· ~~e ian'.ibién contiene a la a-actinina y a la espectrina. Estas 

protelnas compartelilo~ ~ig'Üientes elementos estructurales: un dominio ami~o terminal de 

unión a F-actinil, un do);il~i~/ce~~I super enrollado de triple hélice y un dominio carboxilo .. ,., _,_ ,., - , . .' ··. 

terminal de unión aproiél~~'de.rnembrana: y a elementos regulatorios (Winder, 1997). 

El donii~io·fl;¡¡t()• t~Ei~al .. tiene una similitud del 85% entre ambas protelnas 

(Pearce et.~I .. \9?3) ; ~;~ '[~~ado por los primeros 240 aminoácidos dentro de los cuales 

existen. 3 :·sitios dé'\imÍÓn a F-actina nombrados por sus siglas en inglés como ABS 1-3 

(actin bln~l~g''~Íte) ;;umerados del extremo amino terminal hacia el carboxilo terminal. La 

interacciÓ~co~·¡;_·~cti~a se ha demostrado tanto in vitro como in vivo (Winder, 1997), y si 

bien ningJ,~6 d~·:~~tos subdominios es esencial para Ja unión con actina, los tres contribuyen 

para 1~ 'confolTil~ción correcta del sitio de interacción. 
·'': - . ~ . 

··é· ._' 

'. El . dominio medio de distrofina está formado por aproximadamente 2400 

aminoácidos que se distribuyen en 24 unidades repetidas de -110 residuos cada una; estos 

·repetidos.forman una triple hélice super enrollada similar a la de espectrina la cual se 

interrumpe por 4 regiones ricas en prolina que funcionan como bisagras (Hl-H4) 
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propor¡:ic>r1ando flexibilid~d a~ la molécul~ (Sadoulet & Kunkel 1996). Dentro de este 

dominio, en distrofina más no en utrofina, se han identificado 2 ABS adicionales (ABS 4-5, 

repetidot1-lo );'12~16 ~~pectivamente) (Amann et al., 1998) los cual~s ·~gul~ su 
. . ... ,, f ',. 

interacción con actillá a través de su fosforilación por la proteína' cinasa 'dependiente de 

cAMP (PKA):caseí~a cinMa II (CKII) y proteína cinasa C (PKC) (Senier etal.~ 1995). El 

análisÍ~ de I~ secuen~ia de utrofina revela que contiene solo 22 r~petido~ y 2 bi~agras, 
debido a la ausencia de los repetidos 15 y 19 presentes en distrofina. Por lo que respecta a 

e.sté dominio, la homología es menor al 45% entre ambas proteinas (figuras 1 y 2) (Pearce 

'et al., 1993); 

El dominio carboxilo tenninal es el más importante funcionalmente, .Yª que la 

presencia de mutaciones en esta región causan el fenotipo más severo de la Dl'vfD. Este 

dominio presenta una homologla del 83% entre ambas moléculas, está, separado del 

doniiÍtio central por una región rica en cisteinas seguido por un dominio WW, dos 

domi~ios EF, un dominio ZZ y dos regiones sllper enrolladas (figura 3) (Winder, 1997). El 

dominlo' WW está formado por aprc>léi~~é!iiriie~t~ .4o aminoácidos con dos residuos de 

u'.iptófano altalnente. conservados, est~?~ori\i~i¿)se un~ directaÍnente con la protelna 

trans~emllran-'~I jl~distroglicano:del, ¿Q~plejo· l)~'J> a tra'\'és de su secuencia consenso de 

interacción.PPxY (donde Pes prolina, ~l:'ual,<iuiel'aminoácido y Y tirosina). Por otro lado, 

los dominios EF contienen region~s q\l~~fol-Ímm'sitios de unión a calcio y por lo tanto 

pueden fu~ciollar como ~ens~res. de ~siá; iÓ~'.: S~ ·.ha demostrado que el dominio EF 

estabiliza la interacción del dominio WW cón'el p:distroglicano. El dominio ZZ representa 

un sitio aceptar de zinc y al igual que el. dominio EF mantiene la estabilidad en la 

interacción de distrofina/utrofina con 13-distroglicano (Rentschler et al., 1999). La 

estructura final del extremo carboxilo terminal de distrofina contiene un par de hélices en 

fonna de dimeros antiparalelos que generan una región super enrollada que contiene sitios 

de unión para componentes citoplasmáticos del complejo. DAP. como a-distrobrevina, y 

sintrofinas (Anh & Kunkel, 1995). Por otra parte, dentro de los últimos 200 aminoácidos de 

la distrofina existen sitios susceptibles de fosforilación, los cuales no están conservados en 

la utrofina. 
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Figura J. Organización de los dominios del extremo C-terminal de distroflna y utroflna. El dominio 
WW de la dislrofina y utroflna se une al P-distroglicano a través de la secuencia consenso PPx Y. la unión es 
estabilizada por los dominios EF y zz. la región super-enrrollada puede unirse con sintroflnas (Sin/) y 
distrobrevina .. (ll'inder 1997). 

1.5 El complejo de proteínas asociadas a dislrofina/utrofina 

La distrofina y la utrofina interaccionan con proteínas integrales y periféricas de la 

. membrana plasmática formando el denominado complejo de proteínas asociadas a 

. distrÓfina/utrofina (DAP) el cual forma un puente molecular que enlaza el citoesqueleto 

· con la matriz extracelular (figura 4). En el músculo el ensamble de este complejo depende 

'de la.presencia de la distrofina ya que en su ausencia se observa una disminución en los 

niveles de los componentes del complejo DAP. Se piensa que tales alteraciones contribuyen 

'directamente con la patología observada en el músculo deficiente de distrofina. El complejo 

·oAP .. está integrado por varias prote!nas las cuales se agrupan en tres subcomplejos: el 

compl~jo• distroglicano, el complejo sarcoglicano-sarcospan y el complejo citoplasmático 

. distrobrevina-sintrofinas. 
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Figura 4. El comph'}o de proteínas asociadas a la dislrofinu y a /u ulrojina fDAPC). la dislrofina y 
/a 111roflna pueden formar un puen/e molecular en/re el ciloesque/e/o y la malri= extrace/u/ar median/e su 
unión con F-ac1ina a lraw!s de su dominio amino lcrminal y con /aminina, agrina o perlecan a lravés de su 
interacción con el complejo de los dislrog/icunos (a-Dg y P-Dg ). a-, P-.y-.ó-Sg=sarcoglicanos. 
Spncsarcospan, Sint=sintrofina.r. Db=distrovrebinu. (Chamber/ain & Benlan 2000). 

1.5.1 El complejo distroglicano 

El complejo distroglicano está integrado por dos glicoproteínas: a-distroglicano 

(156KDa) y p-distroglicano (43KDa), ambas codificadas por un mismo gene (locus 3p21) y 

generadas a partir de un precursor común por rompimiento proteolitico. El a-distroglicano 

se localiza extracelularmente e interacciona a través de grupos carbohidratos con 

componentes de· la matriz extracelular, tales como laminina-2, laminina-4, perlecan y . . . 

agrina. Adlcionalmente, se. ha repórtado que el a-distroglicano actúa como receptor para 

agentes infeccios~s tale~ corno . Mycob~ctcrium tcprac, e1 virus de 'ª fiebre de 1..assa y el 
. ,, ' .. ~· ' ', ~ ' ~- . -- ' - '. . . - . 

viC?S de la i:~ri<?meningiÚs H~.fosíti~a (~anibukkaoa, et al., 1998; Cao et al., 1998). Por su 

parte el 13-dist~ogli~ano é~ uh~ ~rot.~ín~ Ír~~s~~mbranal que se une por su extremo amino 

te~in.~Í ai ci-<li~;rógHcanoy·~~~té~~esu'~xt~in1d'.i:~boxilo a los dominios WW y EF de 

la región ~¡¿~ e~ ~ist~ína~ ~e' l¡dl~~rofl~a i1~ Í~ ~t.:c;fi~a. La expresión de los distroglicanos 
.. ,.·,_ "'· : '. "" -.í'._, '' 
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es extensa, encontrándose en todos los tejidos y tipos celulares de -los· vertebrados -· 

estudiados a la fecha y es esencial en las primeras etapas del desarrollo embrionmo. Por 

otro lado, la región citoplasmática del 13-distroglicano presenta sitios de unión_ a moléculas 

involucradas en la transducción de señales como las protefnas adaptadoras con dominas 

SH2 y SH3 (GRB2}, la.ci~isa de adhesiÓn focal (FAK) y la cx5131-inÍegrina, lo que sugiere 

que su función no es Únicamente estructural (Winder, 2001 ). 

El c~~plej~ . ·s~rcogÍíca~o se com~o~e • de 4 · glicoproteinas transmenibranales 

conocida~ ~~~~,ii~. p~~·/·y 5_<5~2~glicano, 'así ~oll1o d~ un miembro de la f~iÍia de 

protelna~ d~: 'Ía . tetraspanina · llamado sarcospan .. Estos.' corripoii~~tes" se cÓdifican en 

distintos g~n~s .. autosómicos y su expresión es predomin~nt~ '.~n ~I • Í_~jid~ muscular. El 

ensamble y el tráfico del complejo sarcoglicano a la membrana :depende de la síriÍesis 

coordinada de todos sus componentes, por lo que la perdida de un~· de ellos' produce ~na 
disminución en los niveles del resto de los integrantes del complejo. Lo anterior se observa 

en diferentes tipos de distrofia muscular de cintura autosómico-recesívas conocidas coíno 

LGMD por sus siglas en inglés (limb-gírdle muscular dystrophy) (Campbell & Straub, 

1997). 

1.5.3 El subcomplcjo cítoplasmático distrobrc,•ina-sintrofinas 

Este complejo lo integran las isoformas de la sintrofina y de la dístrobrevina, 

proteinas periféricas de membrana que se asocian con la región super enrollada del dominio 

carboxilo terminal de la distrofina y/o la utrofina. Las sintrofinas contienen dominios PDZ 

qu(! le~p(!rmiten conectar al complejo DAP con moléculas involucradas en la transducción 

de señales; como .el canal de sodio, la óxido nítrico sintasa neuronal (nNOS), la 
!:-·; :.,:·._'.' > 

serina/treoriina. cinasa asociada a microtúbulos y la proteina cinasa 3 activada por estrés 

(Bre~ill~n et al.,I 996; Lumeng et al., 1999). Se conocen 5 diferentes sintrofinas: a 1, 131, 

132, ,Y1 'yyÍjlllÍ c~alei(son.codificadas por diferentes genes. Su patrón de expresión es 

especifica de tejido y depende de las etapas del desarrollo (Peters et al., 1997), lo cual 
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in_dica_ que los compl_ejos DAPs pueden contener diferentes sintrofinas y muy: 

probablemente. reaHcen. funciones diferentes. A este respecto, se han encontrado varias 

isoformas de sintrofi~a en un mismo tipo celular pero con distinta localización subcelular, 

lo cual fortalec~'-la ~ipótesis de la función diferencial. 

.;· '"'L".~~1.::~ ... ,. , __ .- .. 
:- Por otro' lado,' la familia de las distrobrevinas está codificada por al menos dos genes 

. qué producen a la' a~distro.breviná y a la _J3-distrobrevina (Sadoulet-Puccio. et. al., 1996; · 

Pete~sétai:; 1~97;·-~Í~~~~~~-l.,·1998) .• Existen difere;tes isofo~asde la ;x~distrobrevina 

· ~5"~t~i~~f ~~~~!i~~:::~=m~::r~z::::· 
es ~ára<:terlsii~a'd~ t~jid6~ 'd;i~~s~ul~es y se ha encontrado asóciada con la sintrofina y 

.. 
con la Dp71. \: r 

En los pacientes ~~~[lMD se sugiere que los defectos en la membrana de la fibra 

muscular debido~\ la _~iiie~ci~-de distrofina causan un influjo ímonnaÍ de ~alcio, i~ cual 

provoca un a~enlci' ~h 1ractividad de proteasas dependientes de calcio, disminÚciÓn dé Ía 

estabilidad . osmótica llle~branal, ·lisis celular, daño tÍ~¿¡~' y, fln~llllehte miopáÚa (Gillis, 

1996). La distrofina es una proteína de citoésqliel~tÓ•qu{se localiZll á lo largo del 

sarcolema de la fibra muscular asociada con elcom¡ÍlejÓ DAP; poi lo anterior se le ha 

implicado en el mantenimiento de la· integridad · membrana) confiriendo estabilidad 
:·. ... . .. 

mecánica a la fibra muscular durante los ciclos de.·contracción-relájación · (Petrof et al., 

1993). Por otro lado, se sugiere que la Ütro.fina actúa como un homólogo fetal de la 

distrofina debido a su abundancia en tejidos fetales (Lave et. al.; 1991; Rigoleto et al., 

1995). En el caso particular del músculo esq.Úelético, l~s niveles de utrofina son abundantes 

en etapa fetal y van disminuyendo conforme el tejido se va desarrollando, 

concomitantemente va aumentando la expresión de la distrofinn. 
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Tabla_(. c_'!racte~lsti~as c_ompar_ativas entre la distrofina y la utrofina 

,LOCUS 

TAMAÑO DEL GENE 

PESO M~LE6ÚJR J~ ~ 
PROTEINA 

DOMINIOS 

PRESENCIA DE ISOFORMAS 

REGULACIÓN DURANTE EL 
DESARROLLO 

EXPRESIÓN EN TEJIDOS 

LOCALIZACIÓN SUBCELULAR EN 

LAMIOFIBRA 

PROTEINAS ASOCIADAS 

AUSENCIA PATOLÓGICA 

SOBREREGULACIÓN 

ESPONTANEA 

DISTROFINA 

Xp21 

2.5 X 108pb 

427 KDa 

4 dominios; N.terminal, rod, rico en 
clstelnas,· e-terminal 

SI 

SI 

Músculo, corazón y cerebro 

A lo largo del sarcolema 

DAP 

DMD 

UTROFINA 

6q24 

9 X 105pb 

400Ka 

Los mismos que 
distrofina 

Si 

Si 

Todos los tejidos 

Unión 

neuromuscular 

DAP 

Ninguna 

Deficiencia de 

distrofina y 

Miopatlas 

inflamatorias 

Adicionalmente, la presencia de la distrofina en determinadas regiones de la célula 

tales.cori10 I~ depresiones de Ía membrana post-sináptica de la unión neuromuscular y de 

l~ utrnfina en las cre~taS ~fola~niÓ~'neuromuscular, sugiere que ambas moléculas pueden 
•' ' ''·' .,., .. ,•·. ,,.,.. . 

organi7.ar:·cspecializadones·· inembf:inales como el agrupamiento de canales de sodio y 

receptores. de 'acetÚc6tina:·:.'r~spe~tivamente. La presencia de utrofina en los contactos 
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célula-célula y/o ,célula;matriz extracelular sugieren un papel adicional de esta proteína en 

estas regiones especializadas. Finalmente, existen varias evidencias que sugieren la 

participación de Ja distrofina y utrofina a través del complejo DAP en eventos de 

tran~ducción de señales, entre ellas se pueden señalar las siguientes: J) en Ja región 

citoplasmática del 13-distroglicano residen sitios de unión para la proteína adaptadora GRB2 

a través de la cual puede interaccionar con la cinasa de adhesión focal FAK (Yoshida et al., 

1998), 2) el complejo DAP y la utrofina se asocian con estructuras de adhesión focal 

enriquecidas con integrinas del tipo a5¡31, 3) el complejo DAP y la utrofina colocalizan con 

canales de Na+ y receptores de acetilcolina en músculo y cerebro (Gee et al., J998), 4) las 

sintrofinas pueden asociarse a la nNOS, a los canales de sodio activados por voltaje, a las 

cinasas de serina/treonina asociadas a microtúbulos y a la protelna cinasa-3 activada por 

estrés (Brenman et al., J 996; Lumeng et al., 1999). Lo anterior sugiere que la distrofina y la 

utrofina a través del complejo DAP tienen funciones que van más allá del mantenimiento 

de la integridad membrana!. En la tabla 1 se muestran las semejanzas y diferencias entre la 

distrofina y la utrofina. 

1.7 El ·ratón mdx como modelo de estudio de la DMD 

LOs m~delos animales en el estudio de la distrofia muscular han sido fundamentales 

para la comprensión de la patofisiologla de esta enfermedad, así como para la investigación 

. de ierapias experimentales. El perro carente de distrofina exhibe un desorden progresivo 

mucho más rápido que los pacientes humanos, mientras que el gato y el ratón carentes de 

distrofina muestran una enfermedad benigna con hipertrofia muscular como uno de los 

slntomas más obvios comparados con los individuos con DMD (Hoffman & Dressman 

2001). De estos animales se ha utilizado más ampliamente el modelo murino, con el cual se 

han logrado los mayores avances en el estudio de la DMD. 

El ratón mdx se generó por una mutación espontánea cuya consecuencia es la 

deficiencia de la distrofina (Hoffman et al., 1987). Este ratón se identificó durante el 

análisis bioqulmico de la cepa C57BU10 la cual presentaba altos niveles séricos de las 

enzimas musculares piruvato cinasa y creatina cinasa, así como lesiones histopatológicas 
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caracterfaticas~de Ja distrofia muscular (Bulfield et al.,1984). En este mismo reporte,' el 

análisis de ligamiento demostró que este fenotipo se hereda ligado al cromosoma X, ·por lo 

que esta nueva cepa se nombró como mdx por sus siglas en inglés (X chromosoine-Jinked 

muscular dystrophy). 

Posteriormente, se clonó el cDNA de la distrofina de· ratón y· el análisis de la 

secuencia de los productos de amplificación por PCR demostró . la ''exi~tenci~ de una 

sustitución deC por Ten la posición 3185 del gene, dentrbd;lex¿_~iJ:Lil~~ns~cúencia 
de esta mutáción es la formación de un codón de llf~;qu~·pr~vo~aI~ te.rlllinación 

prematura de la traducción dando lugar a una proteí~a ~d;~~:~¡;e·~~ ln¿s.tabl~·csicinski et 
¡·, . ·- ,.\<',¡ ·:_:~.;< '.,:.; ,.. :.·:;~ \• .. -

,. -:::-:. :.::::_; '::.:''.·.·.·.·· ,,, f'~'. '.e' .. /; -··:· .s -. : . .'!_'::· . '\\:,· 

al., 1989). 

·,,.: .. '.--.'~: :,·-•. ~"-:.:-'··;.L··":,·-.'.,,,-~·p·~-"·,o:_-'..-:;.·.· .' -,: .. :,-~ 
Histológicamente, el ratón mt:ú presenta cambios. si~ilar~s a l~s observados en los 

pacientes jóvenes con DMD: v;mación ~~ el ·~aft~:.d~;i~;h6r;{·~~sé~lar, micleos 

localizados centralmente, infiltradó~ celular y fag~cit~~is, Í~ ~~ii( ¡~·die~· la recurrencia de 
; _. _.: .. ~ __ · ... >,-,-.-- 1_.·:.·,.'._<::>,::;.- ~.:· -

ciclos de degeneración-regeneración muscular• (Fassati. et al.;. J 997). A' diferencia de los 

humanos enfermos, el ratón mdx no presenta fibrosis intersticial ni infiltración adiposa, lo 

cual sugiere que .el proceso_ de regeneración es más rápido y/o que la degeneración es 

menos severa.- Sin embargo los músculos intercostales y del diafragma son la excepción ya 

que en estos se observa fibrosis como en los pacientes con DMD y en ambos organismos 

estos músculos pierden progresivamente su función conforme avanza la edad (Lynch et al., 

1997)~ Es impórtante mencionar que el músculo esquelético del ratón no se ve tan afectado 

como el de los pacientes; de hecho, el ratón no manifiesta características clínicas, y su 
. ,. - .. -

tiempo de vida así como su comportamiento es el de un ratón normal. 

· En el ratón mdx se aprecia una capacidad para compensar la falta de distrofina. En 

· este sentido, las proteínas relacionadas estructuralmente como la utrofina son de gran 

interés para la investigación de terapias potenciales. Al parecer, la utrofina juega un papel 

importante, ya que sus niveles y su localización se afectan bajo ciertas condiciones de 

enfermedad. Normalmente la utrofina se encuentra en el sarcolema de las fibras musculares 

durante el desarrollo fetal, pero al momento del nacimiento es reemplazada por la 
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distrofina, a partir de este momento, la utrofina se. detecta exclusivamente en la unión 

neuromuscular y miotendinosa (Bewick et al., 1992; Law etal., 1994). No obstante, se 

pueden encontrar altos niveles de utrofina a lo largo del sarc~leh;~:d~ .mioflbras. en. 

regeneración de ratones mdx adultos, as! como en tejidos c~ITlº cb~ém y >cerebro'. De 

m~era.·.similar, en el músculo de pacientes eon.DMD,·l~s,ni~eles'd~·utrofiA~.~e 
ir{cre~~nt;¡n. y la ex~re~ió~. se extiende hacia ~omp~im~~tos ~x~iriáptl¿~s. de la. fib~~ 
muscular (Helliwell et al.,· 1992; Karpati et al., 1993; Pons efal.~· 1994}:•'; :)} ,:> 

·¡' .·. :J :·:.)_'·· .. .:.:.' 

-<~·,,: ' ,\" ', ~;:,:>: < <<·:!~•:,e:;:;~: .1·::·:·~ 

Por ofro' lad.6~ se han descrito diferentes mutantes di!! r;¡tónmdx generad~s a través 

ele ~gent~s q~l~i~o~ c6ino la N-etilnitrosourea: ~ 111utacio~.e~·iil<l_J~i~~se lo~:Íii.ím en 

dife~entes. regiorie~ del' gen provocando la ausencia -de un~. ~ viÍria;· i~bfo~ás _el~ la 

distrofin!I; deesui 1ru1~em los ratones mdxscv, mdx2cv, Írid~4 '.~ y ;;idx3c~ ~a;é¿~~de i~ojl421; 
Dp427 y Dp:Í60; 0"421, Dp260 y Dp 140; Dp427, Dp260, Üp 140 )r.'ói>:ii'•~esp~i:íi~~~nte. · 

·Tales ratones. pueden.· emplearse para el estudio d~ la 'runci6ri el~ ~~d~.~un~' ele.· estas 

isoforma5 de_ la distrofina (Bin Im et al., 1996). 

1.8 Terapias contra la DMD 

Con el. uso de los modelos animales, principalmente del ratón mdx, en los últimos 

años .'se h~n ·desarrollado experimentalmente diversas. estrategias terapéuticas contra la 

DMD las cuales se han clasificado en tres categorías: 

•Terapia génica 

•Terapia celular y 

•Tempia farmacológica 

"La terapia génica de la DMD" consiste en la introducción de DNA terapéutico en 

el tejido muscular dañado. Se han probado varias alternativas entre las que se encuentran la 

utilización de vectores virales portadores del cDNA de la distrofina o de la utrofina, así 

como la introducción de minigenes o de oligonucleótidos antisentido. 
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El uso de .adenovirus como vectores del cDNA o del minigen de la distrofina 

disminuye considerablemente el fenotipo distrófico en el ratón mdx, sin embargo, se 

presenta una toici~idad elevada y una respuesta inmunológica contra los productos virales 

incluida l~ distrofina (Ac~adi et al., 1991 ). La ~tilización de vectores ádeno asociados 

muestraalgl.m~ ventajas ya que se activa de ro.:ma mínima la respuesta inmunológica, 

ademá~; e{v~c~Clr muestra gran afinidad por el tejidomusc~lill-y Íos productos liberados por 

é~t~ persi~tén por largos periodos de tiempo (AÍla·~~d & 'campbell 2000; Moisset et al., 

2001; HofTman & Dressman 2001 ). La mism~: rn~t~d~l~g'i,a a~licada para introducir el 

cDNA de la utrofina o de su minigen .en el t~jido af~¡{tad~ ~xperimentalmente ha tenido 

mayor éxito. ya que además de rescatar histológka y furi~ion~imente el músculo distrófico, 

no activa la respuesta inmunológica puesto que existe una expresión endógena de utrofina 

en el tejido muscular (Tinsley et al., 1996; Gilbert et al.,, .1999; Campbell & Crosbie 1996; 

Yamamoto eral., 2000). También se ha utilizado la tecnología antisentido contra la DMD, 

la cual consiste en la liberación de moléculas de RNAs antÍsentido dirigidos hacia el sitio 

aceptar de .1plicing presente en el exón mutante deLgene dmd (exón 23), de esta forma el 

sitio se "oculta" y el RNA mensajero maduro.noincluye ·el exón mutado (Mann et al., 

2000). 

"Ln terapia celular contra la DMD" consiste e~ el transplante de células miogénicas: 

mioblastos o células satélite, o incluso de médula· ósea. obtenidas de organismos sanos. 

Mediante este procedimiento se han logrado elevar ligeramente los niveles de expresión de 

la distrofinn en el ratón mdx. Así mismo, la obtención de células precursoras musculares 

mejor purificadas y el descubrimiento de fuentes alternas de células como la médula ósea, 

las células tímicas o fetales y la mejor comprensión de la función del microambiente tisular 

en la diferenciación y proliferación de los mioblastos vislumbran un futuro prometedor 

para la aplicación de la terapia celular en la DMD (HofTman & Dressman 2001 ). 

· "Ln terapia farmacológica" va encaminada ·a detener la progresión de la 

degene~ación ·.muscular y a la sobre-expresión de. proteínas compensatorias, como Ja 

utrofinn. Los primeros fármacos usados exitosame~t~.con~rala progresión de la enfermedad 

fuercin · los corticosteroides, como la prednÍson~ ;· ~f: d~fl1zacort. Recientemente se ha 
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demostrado que estos fármacos actúan inhibiendo a las células dendríticas tisulares y a los 

linfocitos T, lo cual promueve la disminución de la proliferación del tejido fibrótico 

(Morrison et al., 2000). Actualmente se ha reportado el uso de la gentamicina, un 

aminoglucósido que se une al ribosoma evitando que la traducción se detenga debido a la 

presencia del codón de paro prematuro en el RNA mensajero de la distrofina (Howard et 

al., 2000). Este tratamiento se probó en ratones mdx los cuales mostraron una mejorla hasta 

de un 30% (Barton-Davis et al., 1999). Por otro lado, muchos estudios se han dirigido hacia 

el descubrimiento de sustancias que incrementen la producción endógena de utrofina asl 

como su relocalización a lo largo del sarcolema de la miofibra deficiente en distrofina. La 

heregulina, un factor de crecimiento derivado de neuritas, ha demostrado ser un potente 

inductor de la expresión de utrofina, por lo. cual aquellas sustancias que favorezcan este 

efec'to podrían ser usadas como agentes terapéuticos. Recientemente se ha descrito un 

promotor adicional del gene de la utrofina él cual comienza a estudiarse para emplearlo 

como blanco para su sobre-regulación (Burton et al., 1998). 

1.9 Transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) 

1.9.1 Transcripción re\•ersa 

El control de Ja transcripción juega un papel crítico en la regulación de la expresión 

genética; los nivelés de los RNA mensajeros dentro de Ja célula se modifican en respuesta a 

una gran variedad de señales que ocurren durante Ja diferenciación celular, durante las 

etapas del desarrollo y durante diversos procesos patológicos. Tradicionalmente, Jos niveles 

de un mRNA especifico se han analizado por métodos como Norlhern b/01 e hibridación in 

silu, sin embargo estos métodos requieren de gran cantidad de RNA total y consumen 

mucho tie.mpo~ La aparición de Ja reacción en cadena de Ja polimerasa (PCR) (Mullis et al., 

1987) y sU combinación con la reacción de transcripción reversa condujo a Ja creación de Ja 

técnica de RT-PCR (Reverse Transcriptase Polimerase Chain Reaction por sus siglas en 

inglés), la cual ha permitido una detección y cuantificación mucho más rápida y sensible 

de los mRNAs, especialmente de aquellos presentes en baja abundancia, así como en 

cantidades limitadas de células ó de tejidos (Becker & Hahlbrock 1989). 
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El paso inicial de la RT-PCR consiste en la purifica~ión de RNA a partir de las 

células o de los tejidos a ~studiar, la obtención d~ muestras de RNA con alta calidad es un 

factor crítico para el análisis del• Íranscríto. El inéíodo máS co~Óri para obtener una muestra 

de RNA puro se basa en ~l ~so deurÍ ag~ntedesnatu~JÍ~1e'J;i;1erit~ como el isotiocianato 

de guanidi~~. es;e age~te' inacti~a' líti. ri&i~u~leasébief~rit~~,,e~ l~ muestra y disgrega el 
. . : ~ . - ' _. ' ,. - . ·- ' - . ,;, -· . . . ~.-·· ,,_ ' 

restó.·. de ·. !Ós colllponentes cCJ ul ares manteniendo irÍ~cta la integridad del RNA 

. (Chom~zynsk~. & Sacchi.1987). Tocias 1W: prepa;.aéiones'd~ RNA se deben anali?.ar 

~ediant~ ~lei:trÓf o;esis en gel ·en · c~ndi~ion~~ . d~~~~~~alizantes para determinar su 

integrldad, la rib~erva~ión n!tida de los rRNAs 28S y l8S és indicativo de tal integridad. 
; .. ,._ .. ::·.·.,·. ·• - . ' 

E(~iguienté paso consiste en la s[ntesis de un DNA complementario (cDNA) 

¡ÍrÓdll~icl~·a··~arti'r del RNA mediante el uso de una transcriptasa reversa. Comúnmente se 
.:. .. ', . 

Íltili:Í:an 2. tipÓs p.rincipales de retrotranscriptasas disponibles comercialmente: la AMV-RT ..... - .·:·,_, ·.·-. 

(avian ·mfoblastosis viruses-reverse transcriptase), y la MMLV-RT (moloney murine 

.leuké111ia virus-reverse transcriptase). La eficiencia en la conversión de RNA a DNA es de 

gran. importancia para un análisis cuantitativo, generalmente, después de la síntesis de 

cDNA los restos de RNA se digieren para evitar su interferencia en los pasos posteriores. 

En la mayoría de los casos, la actividad intrínseca de RNasa H de las enzimas AMV y 

MMLV es suficiente para degradar el RNA excedente. 

Existen 3 formas de iniciar la síntesis de cDNA: iniciación al azar, uso de un 

oligonucleotido dT y el método denominado gene específico. El método de iniciación al 

azar utiliza oligonucleotidos pequeños (t!picamente hexámeros) los cuales se alinean al azar 

a las moléculas de RNA a lo largo de su secuencia. En contraste, a través del método aligo 

dT se transcriben solo los RNAs mensajeros, debido a que el oligonucleotido dT se alinea 

específicamente a las colas poli-A del mRNA. Por su parte, el método gene especifico 

permite producir únicamente el cDNA del gene de interés, mediante el uso de un 

oligonuclcótido antiséntido especifico al gene que se desea amplificar (figura 5) 

(Rashtchian .. 1994 ). 
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Gene especifico 

__.....__ AAAAA ----

Célula o tejido 

i 
Purincación de RNA 1 

~ AAAAA 

------- AAAAA 
~AAAAA 

Slnlesis de cDNA l 

[~;8o"dl-J 
--AAAAA 

.. -1TITT 

1 Amplificación 1 

Hcxamcros al azar 

Figura .5 Etapas de la RT-PCR. El RNA total se purifica de la célula o tejido y se retrotranscr/be a 
cDNA mediante una de tres alternativas: a través del métado gene especifico, mediante el métoda del aliga 
dT o mediante el uso de hexameros al azar. Finalmente el cDNA se amplifica por PCR. (Rashtchion 1994). 

1.9.2 Reacción en cadena de la polimerasa 

Numerosos reportes han documentado la versatilidad de la PCR; entre las muchas 

aplicaciones de esta técnica se encuentran la clonación, la caracterización de _splicing del 

RNA, la detección de interacciones DNA-protelna, la secuenciación d.e DNA,> el 

diagnóstico clínico y forense, la obtención de mutantes, la sintesis de·.sondas.de ácidos 

nucleicos y la am.plificación de RNA a través de RT-PCR (lnnis et al.~ :1990). . 

Después de la reacción de retrotranscripción, el cDNA _es. amplificado mediante 

PCR, en la cual las moÚculas de DNA blanco son· duplicad~ in• vit~o por una DNA 
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polimerasa _termoestable. El proceso se lleva a cabo durante tres pasos sucesivos que se 
- - - -- . : . '.· 

repiten cfclicamente: 1) desnaturalización, 2) alineamiento, y 3) extensión o -síntesis 

(figura 6). 

1) Desnatu;.aü2:adón- Esía pri~era etapa se reaHza a una t~mpc:111tu.;; de reacción 

edne.strteru9cOc-º1.óCn:?~5~C: (i; q~~ J~~iÍc:_ I~ de~~aturaÚzaclÓri :~e11/~e-~n~~t~r~ei_--~--;~l·o:ds~~----º0_ 1N
1

• -gAonmucolleódet
1

'yd
0

las 
de_;; p()siblés . estructuras ; secundarias. formáÍ!as 

·- , -- · .. ~.--~ • . .-.'< ·,.·': -- .. -~:~:_? .- .. -' .. -".:>---... ·;.·¿-'··E:·;~.- .. ~.,, 
utilizados. ': ~ ' >fi " )';{; ._// · · ' -: · --- -:·· 1 •:: ,, • -

.'..:;-_:~ :;·H_::· \>/:.~.· ·;·t_._._. ~-~;~1.'l< ·-\?C~ . ,·, 

:t:§i~f i~~~~Éf,~~~tí~iÉ~j~ 
neci:sÍU-io _ incre~entÍ!i I~ temperatura de alineiiiÍlierit~ p~a pé~'ilíf. ~~- hibridación con el 

DNA moldci: Eiis;~ri rÓ~ulas q
0

ue toman en cue~J e;Ío~fri6t~f~s '~ara:~¡ cálculo de la 
• . ' .--.• ... ,. '" ..... -' • ; .• ·- ·. ' ' . ''· ' .- ·•• . ; - - .. ,,,_, ... >'. .,., ~ ' • i~. ' . ·~:" 

tempel<Íiura Óptima de alineamienío. "' . '. :;~,, ,· 'iú .. >: 
~- -.::3 ~· . ·- . --:¡:.:;'-º-

,, ~.,~.:s::;,·!~~~~~i~f ª~~1~Y~1tf !;;:· :m:;; 
complementario -al: DNA' m.olde':én' Ílireccióri-_' 5~_ •a :3' -lo -que resulta en nuevas cadenas _; : . . -·:,, n:- ·/..-;~,:.~_: ... :.:;,~:~::;~ ."rt.:ó/t~;_ .. ;'?~ '\·:~'2}~~;:-·.·>/:-· .. :·. -~,<· " ' ·' . :. 
complementarias a l~,~os _caden!IS. ~encill_as presentes al inicio de la reacción 

.' ·'.-:._:_-.:~_. i.<>l -'· ·.·.·_;_; <:;~,, .. 
, .. .,::_L); ·¡··~ ~,:,~.\/, 

En cada u~od~,¡~'h:i~l~s que,Íntegran la reacción de PCR, se duplican nuevas 
. .,., -1--··· - ' 

cadenas 'de · DNA, Jogniüdose'üna producción exponencial de millones de copias del 
' ·. . . \ ··"' " ~ . ., . 

segmento déDNÁ: especfficosometido al proceso. Los componentes básicos de la reacción 

son ~I DNA'ITio;de: ~~ par de oligonucleótidos iniciadores que deben flanquear la región 

que _se dese~. amplificar, una DNA polimerasa tcrmoestable, una mezcla de los cuatro 
: ' 

desoxirribonuCleótidos trifosfato y una solución amortiguadora. 
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PCR 

Desnaturalización 

Alineamiento 

Extensión 

Figura 6. Pasos de la PCR. la amplificación de DNA por PCR consiste de tres pasas sucesivos que 
se repiten clclicamente. Durante la desnaturalización se separa la doble hélice de DNA para que durante la 
fase de alineamiento los oligonucleótidos utilizados hibriden en secuencias especificas flanqueando la 
secuencia a amplificar. Finalmente durante la fase de extensión la DNA polimerasa sintetiza las cadenas 
complementarias incorporando a la cadena creciente de DNA los dNTPs correspondientes. 

La identidad del producto de amplificación se realiza verificando la longitud del 

producto mediante un corrimiento electroforético, por secuenciación, mediante análisis del 

patrón de restricción o por hibridación con sondas especificas. Por otro lado, el método 

más común para cuantificar los productos de PCR, consiste en la medición de la marca 

radía.ctiva presente en uno o ambos oligonucleótidos empleados en la reacción. Existen 

métodos alternativo basados en el uso de compuestos fluorescentes, o en sistemas biotina

estreptavidina. 
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1.9.3 Aspcclos tcóricós de la RT-PCR 

El paso de ~~cri~c;ión. rev~rsa de I~ RT-PCR es simple, la única variable es el 

porcentaje d~ 'mRNÁ·: e{~~· ~~··~o~vi~rte /en cDNA, .es decir la eficiencia de la 
,• ,_.,. ' .. " .. - "-

retrotranscripeiórÍ la cual está represl!~táda por la ~igúiente ecuáción: 

. · •••.•.. : < .. i:.;,~·/Jl~~¡]·~.(~AJ x ~~~;J~~ia 
..'. . :'·:::::-· ;::·:~{7" . -,,.-,: "•,•'"( _., .. ._ ·;"'"" -,· 

• ,'.'~,,' - - '.-«:··>' . . •n•:- ,,._ [;~.::; •;,\:) >. ~'..(::::-: i.;.,• 

• La ~fi.fi:+Af;);~di 1ii~d(~~i;,~fr~~l~~~~~i~~~;~::¡ la presencia de contami~antes, 
así mismo la .cantidad de un producto~amphficado a partir de dos muestras con cantidades 

equivalen~e~ ¡:de 1R.NA''.';·'~~'~';*i~liil'~rit~\i(~Ír~:erii~'. ~ntre ·ambas si la eficiencia de 

retrotranscripci6n enti~ ¡~~~~ . ;e~1~i6nei es ~iferente. 
·:,:_·,t·· -... --

. .-", ... _~;-;:,:: ::"~ .·¡:;,' .).·:.~':'/ 

Por· el ·éontriirló~'ei t'pit;o d~ •· .. amplificación (PCR) es más complejo que el de 

retrotrans~~ipéiÓn:· colllo ~¡· ~r~ducto de un ciclo de amplificación sirve como sustrato para 

el siguiente, I~ cantidad .dé ~~te se incrementa exponencialmente como lo indica la siguiente 

ecuación: 

N=No(l+E)" 

Donde: 

N = numero de moléculas amplificadas, 

No= numero inicial de moléculas, 

n = número de ciclos de amplificación y 

E= eficiencia de amplificación, 

. . . ...... · 
· La ~ficierici·~. de amplifica~ión es el porcentaje de cDNA copiado por cada ciclo de 

r~a~cÍón. De 'esta f~~a. diferencias de sólo un 5% en la eficiencia de amplificación entre 2 
,-:, .,,.. ,"' ;',.' 

muestriis de cantidades equivalentes de DNA resultan en la generación de casi el doble de 

producto sintdtizadó a partir de la muestra con mayor eficiencia. 
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Experimentalmente la cantidad de producto generado durarite la reacción se desvia 
- ~ -------- .-,·- - --- -_- - -- . - ------ - -- -- ·-

del caso teórico. La. fase exp0nencial va seguida por una fa5e conocida como meseta, que 

generalmente aparece despÚés de 30-35 ciclos de reacción, en la cual los reactivos 

comienzan a limitarse, hay acumulación de subproductos inhibidores de la polimerasa 

como los pirof o~fatos, o se presenta una pérdida en la actividad propia de la polimerasa, 

adicionalmente la acumulación ·de los productos de amplificación promueve una 

competencia con. los oligonucleótidos. 

1.9.4 Uso de moléculas de RNA como estándares en el RT-PCR cuantitativo . 

. ··-
LaRT~PCR .se .ha usado extensamente en análisis cualitativos de la expresión de 

genes, sin embargo; debido a que el proceso requiere de dos pasos enzimáticos: la sintesis 

del cDNA·y la ~plificación por PCR, h1s mediciones cuantitativas de los niveles de RNA 
,, . - . ·, - . 

eri diferentes muestras requieren· del uso. de controles internos. Por un lado, el paso de 

sintesis de cDNA es el reflejo de la cw"itidad de un transcrito sólo si el RNA obtenido es de 

alta calidad y si la transcripción reversa de· este es eficiente. Por otro lado, la amplificación 

representa el paso crucial del método, es decir, debido a la naturaleza exponencial, 

pequeñas variaciones en la eficfoncia de la amplificación pueden afectar drásticamente el 

rendimiento ·del producto. P~~ otr~ l~db, debido. a que la eficiencia disminuye en las últimas 
.' ---- -,; -·--. .':_,. "·: ··- . 

etapas de la reacción, cualquier intento• p~ cuantificar un transcrito mediante PCR debe 

limitarse al análisis delos ~iJá'u6t~s ~~nerlldos solamente durante la fase exponencial de la 

amplificación. B~jo e~taSc~~di~iii~e~;tl~ RT-~cR:~~s~Íl método que produce información 
' .. - ¡ '~-~-""~:-",'!.-·:'.'.·?\':'.•\:.:;~,.;~,-~q; ::· ;, ~'-/::. 1 ;:\ .:~·:.."(-:, -·.-> 

precisa de los cambios relativos en los niveles di: un transcrito (Willard et al., 1999). 

•· · :;z.·x.··JiF·:~f1·:;f~fü;:21IF;,·'.~. :. 
Para controlar el pro~eso;<se han~utiHzado dos tipos generales de estándares (a) 

estándar endógeno y (b) esÍárid~ ~x6~~~6f~l-i~bb~~os, la cantidad de producto de PCR 

obtenido del mRNA de interés ~e:io·J:i¡>~·~~ndpfoducto amplificado originado a partir 

de una secuencia de refer~n~i~ e~·~r~is'~o'~~~~ de reacción. 
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a) El método del "estándar endógeno" utiliza un RNA expresado endógenamente 

(Chelly ét al., 1988) el cual es amplificado junto con el RNA bl~c~, por Jo tanto actúa 

como un control de las variaciones de muestra a muestra durante Jos dos pasos enzimáticos. 

Después de la normalización con su control interno respectivo, Jos· niveles de RNA blanco 

de muestras separadas pueden ser comparados directamente. Los transcritos que codifican 

erizimas metabólicas, protelnas ribosomales o factores de la traducción son particularmente 

usados. como estándares internos, ya que tienden a expresarse de manera ubicua (por 

ejemplo, genes housekeeping como el de actina, o el de gliceraldehído fosfato 

deshidrogenasa). Una limitación de este tipo de control es la mayor abundancia del RNA 

estándar con respecto al RNA blanco, la cinética de amplificación y la duración de la fase 

exponencial de ambos productos puede ser diferente debido a que no son secuencias 

homólogas. Adicionalmente, se necesita de un par de iniciadores que reconozcan al RNA 

· estándar, lo cual también es una limitante debido a que estos pueden interferir con los 

iniciadores que reconocen al RNA blanco. 

b) El método del "estándar exógeno" hace uso _de un RNA exógeno como control de 

Ja reacción, (Wang et al., 1989). El estándar exógeno. puede definirse como un RNA 

sintético producido mediante transcripción in vi/ro.que comparte con el RNA blanco los 

mis~os sitios de unión a los oligonucleótidos y qlle'~,~~tlene la misma secuencia que este 

excepto por una pequeila deleción o inserción Io "~~!:permite diferenciar ambas moléculas 
' . . . \ 

dunirite la cuantificación de la seilal. Con este método se obtienen varias ventajas como 

sÓn; h el RNA exógeno puede sintetizarse' .fá~Ú.rieiite riiediante transcripción in vÜro; · ii) la 

.· ~ficie~ci~ de amplificación· es Ídénticapílra an'ibó~ · RNÁs; debido ·a que• ambos.· t~scritos 
(co~trol y probleli;af~or prese~Íar p~cti~~nie ia mi~m~ secuencia uÍili~ el .riismo par 

d~· lniciadorcs y ni) los productos de PCR prov~nie~tes del RNA e~tándar y del RNA .. ·· ' ' . . . '. 

blanco, se puede :diferenciar mediante la inserción o eliminación de nucleótidos en la 
, ,:_.; ," . ' 

secuencia del primero. A esta técnica se le conoce también como PCR competitivo ya que 

como se utili:Za solo un· par de. iniciadores, ambas moléculas de RNA compiten por los 

oligonucleótidos disponibles. 
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Después de la c~~ampliflcaci¿n 1á~~~fiá1 g~~erllda pllr eI~RNA. estándar se utiliza 

para norrnaliZJlr los valores obtenido~ á p~ird~I ~A ~lanco: Las cantidades relativas de 

ambas secuencias pÚed~n"d~t~~¡¡;~~ iJ'.i~di~~i J~ ·¿¡g~l~~t~ ~cu~~ión: 

Donde: 

.. ·,,:. ~\'.:'..::: . . -,y·:·.~· . .,_, :.·.· .. :.:.<~·:··,:?·>> 
·~:.¡;.·~:.« '¡. '.; ;;; 

N~,! )'.las ~ N1 el '+ ~)" IN, ( 1 + E, )" 
·~·;;;;.,,· 

N01 = · nfun~ro inici~I cié niolé~ulas de RNA blanco, 

Nas= númem i~ici.at de moléculas de RNA estándar, 

N1 =; ni:.mero d~ i'nolé~ulas amplificadas de RNA blanco, 

N, = núm~~o d~ moléculas amplificadas de RNA estándar, 

E,= eficien~iade ámplificación del RNA blanco, . . 

E,=: eficienCia de amplificación del RNA estándar, 

n = nfunero de ciclos de amplificación. 

Cuando la eficiencia de amplificación del blanco y del estándar es la misma, la ecuación 

. quedá. simplificada de la siguiente manera: 

Donde: 

A,= cantidad de RNA blanco B;npliflcaéio (en cp~ o en 'únidades de densidad óptica) 
'··:.:. :: ::~ <.:.:·:.,. < :·::·: .. y.-:,,.·' ,<· •• ~·.,. '!.; :::~·~"--· ;¡.:·:<'·· ;\'-,5<< :-::,:~.i. ~- º-·:., . ·'.:·::· .··-: 

A,= cantidad dé RNA estándar 'arnplifiéado ( eri cpín o en unidades de densidad óptica) 
,7' ·.··~- f, . . ;. ':· .. . "Ji •. ,'. ·, ~ '. 

De esta forin~ t!~' kll~~~~ >~~;~~:rdJ~ ·~\~~l~s' ~~;1tiJ~s del transcrito blanco 

dividiendo las cpm obtenid~ c:le la baJld~ ¿~..;:e~P6~diente ai'pr~ducto endógeno entre las 

cpm obtenidllS a ~i; de la' b~da ~~~;r~rinmediatamente después de la separación 

eleétroforética. 
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Para obtener resultados absolutos, esto es, determinar el número de moléculas de 

RNA blanco por unidad de RNA total, se mezcla una cantidad conocida de RNA estándar 

con una cantidad conocida de RNA total y se realiza la retrotranscripción; 

subsecuentemente se preparan una serie de diluciones de cDNA las cuales se someten a 

amplificación. Después de la PCR, se determinan las cantidades de los productos obtenidos 

del estándar y del blanco y se construye una grafica como se indica en la figura 7. La curva 

del RNA estándar se genera graficando el logari~o del n~ri;ero inicial de moléculas de 

RNA estándar (Log Nas) como una funcióri d~i:1~g~tri!o.de la cantidad de producto 

amplificado de estándar (Log N,). La .é.urv~' d~ÍRNA' blanco se produce graficando el 
,· • .:·· , .. •.,· •• o 

logaritmo de la cantidad inicial de RNA biahéo (tóg N°') como una función de la cantidad 

de producto amplificado de RNA blÍinco cio·~ N, {Para determinar el número de moléculas . .,_, . ~ ·. - . ' 

de mRNA por unidad de RNA total s~ eÍigé '~ valor de NO. donde las curvas son paralelas, 

esto es donde la eficiencia de ~plifi~ación es I~ misma para ambos RNAs, para ello se 

traza una linea desde la curva experl~erital hacia la curva estándar (A a B) y una línea a 

partir de la curva estlÍlldar ha~la ~I ~jev~rticaÍ (B a C). El .valor en este punto se considera 

como el número de rn~léé~Ias de RNA :blanco N°' por ~ada microgmmo de RNA total. 

Altemativam:nte, ~i se'conoceI~ can~idad°d;RNA total presente en cada célula, se puede 

calcular el ri~mero de ~~lé~~I~ 'de RNA ,blanco por célula. En la figura 8 se esquematizan 

de forma gl~bal los p~Ós · ~eces~i,~s p~ ll~·~~ a cabo la cuantificación de un mRNA 

mediante la técniéa de RT-PCR 
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Figura 7. Uso de una curva e.stdndar para la obtención de los niveles absolutos de un mRNA. 
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Figura 8. Diagrama de flujo de los pasos involucrados en la reacción de RT-PCR semi-cuantitativo. 
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Capítulo 11 

Justificación 

La DMD es una enfermedad neuromuscular con una alta incidencia mundial. 

Actualmente no se conoce ningún , tratamiento, , efectivo;, sin embargo, muchos datos 

experimentales _indican que la sobreregulación de_ la utrofina en el tejiclo muscular dañado 

puede disrriinul~ ~lfenbtipC? distrófico en los ll)~delbs estudiados; ~I como se observa en el 

ratón,' mcir. o~i;icÍ~ a : que! 18 sobrééxpiesión _de\ ut~iifiná' se ,ha comenzado a emplear 

$~]~~~~~~~~~~~;ª~~~~ª~ 
trabaj~ e.;,~l~~o~·;1l íé~~i~lfd~-~T-PCR semi-cuantitativo para anali?.ar la expresión del 

~A\ne~s~j-~r~ :~~_(~ Üí~~firi~' ~~\;~diferentes órganos del ratón mdx, modelo de estudio 

de la,distrolia musc~larde Duchenne .. 
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Capítulo 111 

Objetivos 

3.1 Objetivo General 

Medir por medio de RT-PCR semi-cuantitativo la expresión del. RNA mensajero de la 

utrofina de longitud completa (Up400) en difere~tes Í~Jid~s d~ los ~tones'. mdx y silvestres. 
•-f.·-

' 3.20hjetivos Particulares, tt;·· \;; )Y ... ·.·· ... • .. ··•··· ;,": . :Y'. . ;,"{ ~x~: ¡;,. 
"'.:. , .•. .; i ~.: • ,, ,•.•, :. ;.-.:')"';.__.,. .. - .• ' '.·.' 

::~~~t~fuifu~~~~~f;~:~·:;4r!~~~~~ ·• ~; .. 
b) Aislar. el. ~t~l~1;~~· ;::diL1~~escl~i~i~ ~~}~s-L10Si~,;1: ~(il~~~~Ls: 

:-:-,,;/ - "·' -"· .• -''-"e:":',::;,· :: .. ;_,-.y--:: .. ~:,-,,..,~'--;-:;-,-_,_.,._, . .-.~,~"\~:;:::{·.:-_~,--;;': ... ,.:~-~-.· f .. ' ' -

c) EstabÍ~~er·;~ c~ndi~iones ÓptÍm~ para el eris~~:~J~ R~rtg~i~e~i-2~titativo . 
. : . . -- . .. .. .. . ~ ..... -.. --_;_;:, .. ::_~ .. "/_:" :.:·. -~~,~'.· ... ·.r.-.----: ~,.\... ,»-,:,-, . "'.;_,,;· 

· d) Determinar los niveles relativos .del mRNA d~. la 'utrci~n~ ~~ los diferentes órganos de 

los ratones silvestres y mdx. 
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Capítulo IV 

Estrategia experimental 

La estrategia experimental seguida en este trabajo se dividió en tres etapas las cuales 

se esquematizan en la figura 9. En la primera etapa (1) se establecieron las condiciones 

óptimas del PCR competitivo utilizando el RNA total obtenido de las células C2Cl2 y un 

RNA estándar obtenido mediante transcripción in vitro. La segunda etapa (11) consistió en 

la caracterización genotípica de los ratones silvestres y mdx n través de PCR as! como en la 

obtención de las muestras de RNA total de los diferentes tejidos analizados. En la última 

etapa (111) se realizó el RT-PCR semi-cuantitativo co-amplificando el RNA total de cada 

tejido y el RNA estándar, utilizando 32P incorporado a uno de los oligonucleótidos con lo· 

cual se obtuvo mayor sensibilidad. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
11 

~· C~lulasC2Cl2 l Caracterización • 

d~dx._ . 

~ Purificación de RNA 
~J' 

5' 

RT-rCR l 
RNAcstándar ....,_ Transcripción 

invllro 
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Competitivo 

111 RNA C$lándar RNAlcjido 

+~J' r-----
5' 

l 

l 
Purificación de RNA 
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5' 

Ca-amplificación 

~~ 

l 
Figura 9. Diagrama de flujo de la estrategia experimental. 
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Capítulo V 

Metodología 

5.1 Obtención de tejidos 

Se utilizaron tres ratones silvestres cepa C57BU6 y tres ratones mdx, previamente 

caracterizados por PCR los cuales se sacrificaron mediante una sobredosis de cloroformo 

vía inhalatoria. Se extrajeron por disección los siguientes órganos: intestino delgado, 

testículo, riñón, bazo, hígado, corazón, pulmón, músculo esquelético, cerebro y ojo. Los 

órganos se , lavaron en PBS y se transfirieron de inmediato a criotubos, los cuales se 

depositaron en nitrógeno liquido para su congelación rápida y se almacenaron en un 

ullfacongelador a -70ºC. 

5.2 Caracterización de los ratones mdx mediante PCR 

5.2.1 Extracción de DNA 

Se utilizaron muestras de 2 cm de la cola de cada ratón las cuales se digirieron a 

SSºC en 500 µI de buffer de digestión (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, NaCI 400 mM, EDTA 

100 mM, SOS 0.6 %, proteinasa K 0.6 mg/ml), después se agregaron 180 µI de solución 
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saturada de NaCI y las muestras se centrifugaron por 1 O minutos a _ 12000 rpm a -

temperatura ambiente, se recuperó el sobrenadante y el DNA se precipitó con un volumen 

de etanol al 95 % . Después de una centrifugación a 8500 rpm por 20 minutos, el DNA se 

lavó con etanol al 70 % y se resuspendió en 200 µI de Tris-HCI 10 mM pH 8.0. El DNA se 

corrió electroforeticamente en un gel de agarosa al 1 % teñido con bromuro de etidio 0.5 

µg/ml y se cuantificó en un espectrofotómetro GeneQuant (Pharmacia Biotech). 

5.2.2 PCR 

En un volumen. total .de 25 'µi se ~ezclaron 50 ng de DNA, 200 ng de cada 

iniciador: p9427 y DMD23 (t~bl~
0

ll), :200 µM de cada dNTP, MgCh 1.5 mM, Tris-HCI 20 

mM, KCI 50 mM y 2.S unid~d~~ dé í~- ~nzima Taq polimerasa (GibcoBRL). Los parámetros 

de la reacción c~n~i~tiercin en un ;aso de d~snaturalización inicial a 94ºC por 5 minutos, 

. seg~ido de 35 ciclos consistentes en un paso desnaturalización a 94ºC por 30 segundos, úria 

etapa de alineamient~ a 5SºC 
0

durante 30 segundos, y un paso de slntesi~ a -72~C por 1 

minuto. De esta reacción, denominada "primera vuelta de PCR'', se obtuv<i° uri pr~d~ctci de 

245 pb dentro del cual se encuentran representados tanto el alelo silve~tre ccim~ el mutante. 

De esta primera reacción, se utiÚ~ó I µIy se ~e~cló co~ 2~0 ~~ de·Í~s oligonucleótidos 

p259 y p9427 o p260 y p9427los cualesdiferen~ian~lal~lo;~il~estr~d~I mutante (tabla II), 

200 µM de cada dNTP, MgCl2 1.5 iJ:iM,,TrÍÚ1d2omM,KCI 50 mM y 2.5 unidades de la 
o::<·'S..', '·' " ... , 

enzima Taq DNA polimerasa en uñ voluméti-de reacéión final de 25 µl. Los parámetros de 
,-. . - •. -, ·r' - "~- , ., - ... , . ' 

esta "segunda vuelta de PCR',' ·consisdéro_n._en un paso previo de desnaturalización a 94ºC 

por 3 minutos seguidos por3S ~icl~s c~-risistente~ en un paso de desnaturalización a 94ºC 

por 30 segundos, un paso de alineamiento a 55ºC.por 30 segundos y un paso de síntesis a 

72ºC durante 30.segundoi/'Fi~~lmente, los productos de PCR, se resolvieron en geles de 

agarosa al 2 % teñido~-, con 'bromuro de etidio 0.5 µg/ml y se visualizaron en un 

transiluminadordé luz UV. 
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5.3 Purificación de RNA total 

Una muestra de cada tejido congelado (100 mg) se depositó sobre un mortero 

previamente esterilizado y congelado sobre un bailo de nitrógeno liquido. Posteriormente, 

la muestra se trituró y homogenizó con 1 mi del reactivo TRizol (fenol/isotiocianato de 

guanidina) (GibcoBRL), el cual rompe las c~lulas y disgrega los componentes celulares 

manteniendo la integridad del RNA celular (Chomczynsky & Sacchi 1987). El 

homogenizado se colectó en. un tubo eppendorf donde se mezcló con cloroformo y se 

·'. éentrifugó.para separar dos fases. Se recuperó la fase acuosa y se precipitó el RNA con 500 
. . . 

µI de iso'propanol. Enseguida, el RNA se lavó con etanol al 75% y se resuspendió en 200 µI 

de agua .DEPC. Finalmente el RNA se cuantificó en un espectrofotómetro GeneQuant 

(Pharmacia Biotech) a una longitud de onda de 260 nm y su integridad se verificó a través 

de electroforesis en geles de agarosa-formaldehído al 1 %. 

5.4. Electroforesis en gel de agarosa-formaldehfdo 

Se disolvió 1 gr de agarosa en 62.5 mi de agua DEPC y se calentó a 60ºC hasta su 

disol~Cióntrii~I. 'Posteriormente, se adicionó la solución amortiguadora de formaldehldo gel 

corrimie~i~ s'x§rontÍ~ld~hfdo 12.3 M para obtener una concentración final de IX y 2.2 M 

respec;i~~~ni~ ~~'.iul.~olwnen total de 100 mi. Por.otro lado se mezclaron 0.5 µg de RNA 
-.. , .• '· 1,:¡«.;-· •• ·,,-:. ····'"\-. '· . ., 

cÓriJ µi.'c!e ~oluciÓn 'am.órtiguadora de carga y 1.0 µ1 de bromuro de etidio (1:20 de un 

sio~~ d~.to'ii;~;,.;l). l..a ;;~zclase calentó ~ Ú~c p~~ 15 minutos y se cargó en el gel 

· pr~vi~ent~. precorrido a 100 volts por 5 minutos. ·Las muestras se sometieron a 

'electroforesis d~te 20 minutos a 100 v~lts y fi~almente los geles se visualizaron 

mediante un transiluminador de luz UV. 

5.5 Síntesis de cDNA 

Se mezclaron 1 µg de RNA total (como molde para sintetizar el cDNA) con 1.5 µg 

de hexameros al azar (como iniciadores de la reacción) los cuales se desnaturalizaron por 3 

minutos a 70 ºC; posteriormente se agregaron a la mezcla anterior 200 unidades de la 
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enzima MMLV-RT (GibcoBRL), solución amortiguadora de síntesis de cDNA IOX 

(Gibco BRL), solución de dNTPs 10 mM y DTT 0.1 M en un volumen final de 20 µI; la 

síntesis se llevó a cabo a 37°C durante 1 hora en un tennociclador GeneAmp PCR System 

2400 (Perkin Elmer). 

Tabla JI Secuencias de los oligonuc/eótidos utilizadas en los 'ensayos de PCR. 

Producto 

detectado 

Up400 endógena 

Up400 

Esl!ndar 

Alelo 

mdx/silvestre 

Alelo 

mdx/silvestre 

O ligo 

DRPl.F 

DRPl.R· 

T7a 

T7b 

DMD23 

p9427. 

p2S9 

p260 

. Secuencia (S' a J ') .. 

S'·ACTGGTGTGCCTTTCTCTGACTTGG·3' 

S'-C'fCAATCTGGGCACTCTCCTCATCC-3' 

S'·TMTACGACTCACTATAGGACTGGT 

···aTGCCTTTCTCTGACTTGG-3' 

S'.CACTCTCCTCATCCTTTCCACAAAT 

· TITAACATATTTTCCTCAA TCTGGG·3' 

. S'·TTCATATGTTCTTCTAGCTTTTGGC-3' 

S'·AACTCATCAAATATGCGTGTTAGTG·3' 

S'-OTCACTCAGATAGTTGAAGCCA TIT AA·3' 

S' -OTCACTCAGATAGTTGAAGCCA TIT AG·3' 

5.6 Síntesis de RNA estándar 

5.6.1 Síntesis de cDNA y PCR 

. t26 pb' 

lt lpb 

24S pb. 

·,.' 

IOS pb 

Fuente 

Rosas el aJ .• 2000 

Rosas et al .• 2000 

Este trabajo 

AmalOW>o& 

·Chamberlain. 1996 

Se utilizó 1.0 µg de RNA total purificado de las células C2Cl2, esta linea celular 

proviene de mioblastos murinos, los c~ales pueden diferenciarse a miotubos contráctiles y 

producir proteínas musculares caractensti~~~ EIRNA se retrotranscribió como se describió 

anteriormente y el cDNA · ~btenido se. amplificó mediante PCR, utilizando los 
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oligonucleótidos DRPl.R. y DRPJ.F (tabla, 11). _ Estos"--iniciadores reconocen 

específicamente a la Up400 (ID Yl2229 GeneBank) y· el producto de amplificación 

obtenido es de 126 pb, el cual abarca de la base 5303 a la'.5428-d~I dr:íNA de la utrofina de 

ratón. Las condiciones de la reacción fueron las sig~i-e-nt~s; -100 rig d~ cDNA, 200 µM de 

cada dNTP, 200 ng de cada oligonucleótido, MgCI~ 1.sniM;Trls-HCI 20mM, KCI 50mM 

y 2.5 unidades de la enzima Taq DNA poli~e~a (GlbcoBRL), en una mezcla de reacción 

de 25 µl. Se llevaron acabo amplificaci()ites d~ ')(} ~i~)'ii~-~,~~- consistieron en un paso de 
•• ' ·<• .. ,_\~-"::>--·· ,~, ' ' 

desnaturalización a 94ºC por 30 segundos, una eÍapa}e 'aHneruniento a 62ºC durante 30 

segundos y una de polimerización a 1i0 c -p~{ JO-~~g~db~;- precedidos por un paso de 

desnaturalización inicial a 94ºC~or S m\+~o~;i{~)fJ¡~:j;";f;;('"Y,.~' ;:~;--.- .\ 
El producto ~btenido 'el~~ 126 pb se r~~p1ifi~~;-P~i 3s;'~iélo~ ~_IIJPleando las 

condiciones cie ~eacciém antes mencionadas y a los oligonucleotidcis T7a'y Tib (tabla 11). 

Estos -- iniciá~~res~;oducen - ~a ·deleción en el fragmento aÍttp!iflcado 'ciebido a 
' , ' . 

modificaciones en su secuencia. El producto de amplificación, de 111 pb, se sometió a 

electrof~rcsis en un gel de agarosa al 2 % teñido con bromuro de etidio 0.5 µg/ml y se 

purificó mediante el kit "Concert Gel Extraction Systems" (Gibco BRL). El fragmento 

purificado se utilizó como molde para la reacción de transcripción in vitro. 

5.6.2 Transcripción i11 vitro 

La reacción de transcripción in vitro se llevó a cabo empleando 50 unidades de la 

RNA polimerasa del fago T7, 200 ng de DNA molde, DTT 10 mM, mezcla de rNTPs 

lmM, solución amortiguadora de transcripción IX y 40 unidades del inhibidor de RNasas 

RNAsin (Promega), en una mezcla de reacción de 20 µl. La mezcla se incubó durante 1 

hora a 37ºC y posteriormente el cDNA molde se sometió a digestión con DNasa 1 durante 

15 minutos a temperatura ambiente. Enseguida, la DNasa 1 se inactivó por adición de 

EDTA 25 mM y una incubación a 65ºC por JO minutos. El RNA estándar se precipitó con 

aceiato d". -sodio 2.6 M pH 5.2 y etanol absoluto, se rcsuspendió en agua DEPC y se 

cuántificó en ún espectrofotómetro GeneQuant (Pharmacia Biotech) a 260 nm. Para 
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··•.' 

o\¡servar la intégridad .del RNA sintetizado, este se sometió a electroforesis en un gel de 

agarosa al 2% .. ·., 

5.7 Marcaje radi~~tivo del oligo DRPl.R 
,,_. 

' .: :!~-. 

: El;~~j/sé 'nevó a cabo mezclando 10 unid~des de la enzima T4 polinucleótido 

cináS~ (Glb~~;saj,), [y~32P]-ATP (JO µCi/µI, 3000µCi/~mol), 2 µg de oligonucleotido 

DRPl.R y··~ sÓl~Ción amortiguadora de marcaje sx: La mezcla de reacción se incubó a 
·~·- .. ,_ •-.' . . 

J7ºC durante 30 ·minutos y posteriormente se ·calentó a 65ºC por 1 O minutos para detener la 
··,.: .. • ,. . .. 

reacci~Íi. ·f'inalinente, se determinaron las cpm del producto radioactivo empleando un 

contácÍor'de centelleo Beckman LS 6000SC. 

5.8 RT ~PCR semi-cuantitativo 

Para determinar la cantidad óptima de RNA estándar a utilizar en la reacdónde RT

PCR, se co-amplificaron 0.5 µg de RNA total de las células C2Cl2 con diferentes 

cantidades de RNA estándar: 1000 pg, 100 pg, 10 pg y 1 pg. Por otro lado, para determinar 

la sensibilidad del método de medición, se variaron las cantid~des de RNA. ~~l~i;¡¡.: 0.25 ~g, · 
.-'-' .. • 

0.5 µg, 1.0 µg y 2.0 µg manteniéndose constante la cantidad de RNAestártdareíi.1qpg; . 
. :·.~.:-

.f ·::...·. ~-~::: • ' -

Finalmente, a partir del RNA estándar sintetizado y del RNAÍ~~í'ó'i)ié~ido d~ cada 
. . "-'.,'~-:--~-~;;_.;.- .. ; .. •, .. ' - ,_ - -

tejido, se sintetizó el cDNA, como se describió anteriormente. La:éo~amplificaéión del 

cDNA se llevó a cabo con los oligos DRPl.F y DRP,LR: ¡:~t~;últirrio ;narcado 

radiactivamente con 32P. en su extremo 5'. Los produc~~s :d'~'• i.¡'-~ói~plifli:ación se 

resolvieron en geles de poliacrilamida al 8%. Los geles se se~D.r()n'y'. rcis ¡Í;od~ctos de PCR 

se cuantificaron en un radioanalizador de imáge~~s. \..i.~BIS ·•4()00 (Scanalytis) . .. . _._,.. '• ., 

Adicionalmente, los geles se expusieron a una pellcula radiográfica durante 4.5 horas para 

obtener la placa autorradiográfica. Para determinar la cantidad relativa del mRNA de la 

utrofina en cada tejido, se calculó la radioactividad (cpm) presente en cada producto de 

amplificación, los datos se normalizaron dividiendo el valor obtenido de la banda 

correspondiente a utrofina endógena entre el valor obtenido de la banda control. 
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Capítulo VI 

Resultados 

6.1 Sintcsis de un RNA estándar como control cxógcno 

En este trabajo se sintetizó un RNA estándar para utilizarlo como un control 

exógeno enl~ rea¿ci(;~ d~ RT"PCR. Con este fin, se purificó el RNA total de las células 

C2C (2 (Íig~r~ 1 OA);iis'ta H~eá ¿elular proviene de mioblastos murinos y tiene la propiedad 

de difcr61li:iarse a .:Oiotulios con~ctiles que producen proteinas musculares características, 

· Posíeriorm¿11,te, . el · RNA total se retrotranscribió 11 cDNA el cual se amplificó con los 

·.iniciadores DRPl.R y DRPl.F, específicos para la Up400 (Rosas et al., 2000). El producto 

de 126 pb generado (figura 1 OB, carril 1) se reamplificó utilizando los oligonucleótidos T7a 

yT7b. EsÍos oligonucleotidos derivan de los oligos DRPl.F y DRPl.R, pero presentan las 

.modificaciones siguientes: al extremo 5' del aligo DRPl.F se le adicionó la secuencia del 

promotor de la T7 RNA polimerasa para dar origen al oligo T7a, mientras que al aligo 

DRPl.R se le incorporó en su extremo 3' una secuencia interna del cDNA de la utrofina 

para dar origen al aligo T7b (figura 11). Con estos nuevos iniciadores se obtuvo un 

producto de amplificación de l l lpb (figura JOB, carril 2 y figura 11) el cual sirvió como 

molde para la reacción de transcripción in vitro la cual finalmente dió origen al RNA 

estándar de 93 bases de longitud (figura 1 OC y 11 ). 
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Figura /O. Síntesis del RNA estándar. (A) RNA total de las célula.r ClC/2 .mmelido a 
e/ec/roforesis en un gel de agarosa-forma/dehido al /%teñido con bromuro de etidio; se indican las bandas 
correspondientes a los RNAs ribosoma/es 28S y /BS. (8) Producto de amplificación de la utrojina de 126 pb 
(carril/) y DNA molde de 11 Jpb empleado para la generación del RNA estándar (carril 2), visualizados en 
un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio. {C) RNA estándar de 93 bases sintelizado mediante 
transcripción in vitro. M. representa al marcador de peso molecular de IOOpb (Gibco-BRL). 

cDNA 

! l'CR 

--1m••••••••::1•••-•DNA mo/d~ 111 pb 

l Transcr/pddn In ••itro -------=------ RNA atdndor 9J basa 

-----------------•RNA e.fular l RT-l'CR 

Utroflna 116 pb 

Conlrol 9J pb 

Figura //. Estrategia para la síntesis del RNA estándar. Se muestran esquemáticamente los.pasos 
seguidos para la síntesis del cDNA usando los oligos modificados así como los Productos de la . co-
amplificación generados con los iniciadores originales (explicación en el texto). · 

39 



Osear /lerndntkz llerndnd~z 
),, ,' ' 

6.2 Eslandarización~él ~CR~ompetitivo 
El RNA control :·y el RNA totlll de las células C2Cl2 se sometieron 

simultáneamente.a l;:re~'6ciÓ~·de: RT-PCR utilizando los oligonucleotidos DRPl.F y 

DRPl.R. La reacció~ 'de.PCR co~sistió en 30 ciclos debido a que en un trabajo previo se 

habla determinado que la fase exponencial temprana de la reacción de PCR, para productos 

homólogos, se ubicaba en este numero de ciclos (Rosas et al., 2000). En Ía fi~: 12 se 

observa que al utilizar 1000 y 100 pg de RNA control en la reacción de RT7PCR, la 

producción de su cDNA predomina sobre la del RNA celular (carriles l.y 2); de.la misma 
' ' 

manera, cuando se disminuyó la cantidad del RNA control en la reacción, se incrementó el 

cDNA proveniente del RNA celular (carril 4). Estos resultados demuestran que se establece 

una competencia entre los dos moldes por el empleo de los oligonucleótidos. La utilización 

de 10 pg de RNA control en la reacción de co-amplificación permite detectar cantidades 

comparables de ambos productos (Figura 12, carril 3) por lo que esta cantidad se empleó en 

los ensayos posteriores. 

M 

200 pb -

- Ulrofina 126 pb 

IOOpb - - Control 93 pb 

Pigura 12. RT~PCR. competiti-.·o para el transcrito de la Up400. Se muestran los productos de co
amplijicucidn en un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio. Se utilizaron diferentes cantidades 
de RNA control: /000 pg (carrill), 100 pg (carril 2), 10 pg (carril 3) y / pg (carril 4) y se mantuvo constante 
la cantidad del RNA total de fas células C2C 12 (SOO ng). Af. marcador de 100 pb (Gibco-BRL). Se señalan 
en la parte derechu de la figura los productos del RT~PCR obtenidos para la utrofina y el control. 
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6.3 Sensibilidad del ensayo de RT-PCR 

Para asegurar que el sistema de cuantificación era adecuado para detectar 

variaciones en la expresión del RNA mensajero de la utrofina, se realizó el ensayo de RT

PCR semi-cuantitativo usando cantidades variables del RNA total de las células C2Cl2 

manteniendo constante la cantidad del RNA estándar. En la figura 13 se observa que el 

método pudo detectar variaciones en la cantidad del transcrito de la utrofina, tan pequeñas 

como250 ng. 

'l'f'· lS CON 
¡ ALi.A "h ORiGEN 

M 

200 pb 

- Utrofina 126 pb 

100 pb - Control 93 pb 

Figura J J. Análisis de la sensibilidad del método de RT-PCR semi-cuantilativo. Se muestran /os 
productos de RT-PCR en un gel de agarosa al 2% te11ido con bromuro de etidio. El ensayo de RT-PCR se 
llevó a cabo como se describe en Metodología. Se utilizaron diferentes cantidades del RNA celular: 250 ng 
(carril/). 500 ng (carril 2), /.O pg (carril 3) y 2.0 pg (carril 4) y se mantUl•a constante Ja cantidad del RNA 
estándar (JO pg). Se señalan en la parte derecha de la figura los productos del RT-PCR obtenidos para la 
utrofina y el control. M. marcador de /00 pb (Gibco-BRL). 
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6.4 Caracterización de ratones nube 

La c~cterlzación del genotipo mdx de cada uno de los ratones utiliZad~s en este 

trabajo se fundiimelltó en el análisis de 1~ muuiéión espontAnea en él exÓn 23 del gene amd 
(transición C por T). lnicialrrienÍ~ se am~lificÓ un frag~entcí de i~5 pb Jiili~d~ los oligos .. · .•.' . . ' '• ... , ,, ' , ... ;. ·-

p9427 y DMD 23 en la denominada "primera .vuelta de PCR" (figura 14),:es'te producto se 

obtuvo a partir de DNA genómic~ d~ ratón Índependie~t~mcn.Íe ·d~ Ía e~iste~cia de 

mutación. Posteriormente, en la "segunda vuelta de PCR" se utilizaron los pares ·de oligos 

p9427/p259 y p9427/p260. Eloligonucleótido p9427 es c~mplement;~io ~ una región 

localizada dentro del intrón 22, ~ientras que los oligonucleótidos p259 yp260 hibridan en 

una secuencia localizada al interior del exón 23 del DNA genómico de ratón, 105 pb río 

arriba del sitio de hibridación del oligo DMD 23 (figura 14). El oligo p259 está diseñado de 

tal forma que el úliimo nucleótido en posición 3' es complcmentarioúnicament~ al DNA 

proveniente de ratones mdx y no de ratones silvestres, por el contrario, el último nucleótido 

del extremo J' del oligo p260 sólo es complementario al DNA. silvestre pero no. al mdx. 

(Amalfitano & Chamberlain 1996). De esta manera al usar el par de oligonucleótidos 

p9427/p259 se produce un fragmento de 105 pb sólo si el DNA perteneceaun ratón mdx, 

mientras que el uso del par de oligos p9427/p260 genera un prod~cio éiel mismo tamaño 

sólo a partir de DNA libre de la mutación en el exón 23. En la figura 15 se muestran los 

productos de amplificación obtenidos a partir del DNA genómico proJe~ientes de un ratón 

mdx y de un ratón control C57BU6. 
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B) 

4K: ~Primera vuclla de PCR DMD23 

p9427 

-iolu!o 2T•Oo 'j I -24S pb 

C3 

~ 
p2S9 o p260 

Segunda vuclla de PCR 

• IOS pb 

T •alelomdf 

t 
ICAAAATGúCnCAACTATCTOAGTOACAtj 

C3 l'•f'ATITACCGAAGTIOATAGACTCACTG~ S' /'•~·'" ""'' 

l'·IC'iATITACCOAAOTTOATAGACTCACTOl- S' p}60 s1lws1rr 

Osear Herndndet Hemántkt 

Figura 14. Estrategia para la caracterización genotlpica de los ratones mdx. A)En la primera vuelta 
de PCR se utiliza el par de oligos p9427 y DMD 2] produciendo un fragmento de 245 pb, a partir del cual se 
realiza la segunda vuelta de PCR usando las pares de oligos p9427/p259 o p9427/p260. 8) Representación 
de la mutación dentro del e.rón 2 3 q11c indica la secuencia de hibridación entre los oligos utilizados asi como 
Ja secuencia mutante y silvestre. 
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M 6 

Figura J 5. Caracterización de Jos ratones mdx. Se muestran los productos de PCR en un gel de 

agarosa al 2 % teilido con bromuro de elidía 0.5 µglml. Carriles I y 4 productos de amplificación de primera 

v11el1a obtenidos con el par de oligos p94171DMD 13.Carri/es 1y3 productos de PCR obtenidos con el par 

de o/igo.f p94271p159. Carriles 5 y 6 productos obtenidos con el par de o/igos p94171p260. M, marcador de 

IOOpb, carril 7 control negativo. los carriles J y 6 corresponden a una muestra de DNA proveniente de 

ratón mdx mientras que los carriles 2 y 5 corresponden a una muestra de origen sil\•eslre. 

6.5 Amllisis semi-cuantitativo de la expresión de utrofina en el ratón mdx 

Se analizaron los niveles de la utrofina en tres ratones machos adultos de la cepa 

C57BU6 como controles y tres ratones mdx machos adultos. Se aisló el RNA total de los 

siguientes tejidos:: intestino delgado; testículo, riñón, bazo, hígado, corazón, pulmón, 

músculo esquelético; cerebro y ojo. En las figÍira 16 A y 16 B se muestra la integridad de . . . ' ' . 

los RNAs obtenidos a partir de un ratón silvestre y un ratón mdx, respectivamente. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

44 



A 

n 

285 

185 

SS 

·~ 1 .E 

2 

j 

;8 ~ ¡;: "' 

2 ~ ¡;: 
"' 

03cur Hemdndez Herndndez 

C57BU6 

1 ! i 1 e 
~ 5 ;f u 

mdt 

~ i ~ e 

" ~ ;f ;¡ ~ 

Figura 16. Integridad del RNA total de los tejidas de ratón. Se analizaron SOO ng de RNA de un 
ratón silvestre (A) y de un ratón mdx (B), obtenidos a partir de Jos tejidos que se señalan en la parte superior 
de /a figura, en un gel de agarosa-forma/dehldo al /%teñido con bromuro de etidio. Se observan las bandas 
correspondientes a los RNAs ribosomales 28S, IBS y 5S como un indicativo de la integridad del RNA total. 
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Después de haber comprobádo la integridad del RNA de cada tejido, se efectuaron 

las reacciones de .RT-PCR semi-cuantitativo utilizando el oligo DRPl.R marcado con J
2P 

en su extremo 5'. · Los productos de la co-amplificación se resolvieron mediante 

electroforésis e~ ge.les.d~ poliacrilamida al 8% (figura 17A y ISA) con lo cual se logró una 

mejor resolución. Los geles se expusieron a una placa autorradiográfica durante 4.5 ho~ 

(figura l 7B y l 8B) y se cuantificó la'radiactividad emitida por las bandas correspondientes 

a cada producto. 

CS7BU6 

J ] ~ ~ ! ·O i 1 ~ 
ti ~ 8 6-1- "' "' :e ;<! ::;: 

A ""'-' '-9' ....... "'-' ..... _ ' , '-J . ·-- ._, 
_ Utrolina 126 pb 

w;~-.. .. ~ .......... ...i~ - Conuol 93 pb 

B Wlil& .. ·~·· 
' ' ~ U"ofina 126 pb 

.•. Conlrol 93 pb 

' 

Figura 17. Expresión de la utroflna en /os diferentes tejidos del ratón silvestre CJ7BU6, (A) Gel de 
po/iacrilumida al 8% teñido con bromuro de elido en el cual se muestran los productos del RT·PCR 
semicuanlitativo. (8) Placa autoradiográfica de A. ' 
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mdr 

A ' ) ' '-.) \,. . - Utrolina 126 pb 

1 ' • l : ' J l. . - Conuol9J pb 

B 
Utrofina 126 pb 

Control 9J pb 

Figura 18. Expresión de la utrojina _,, /os diferentes tejidos del rolan mdx. (A) Gel de 
po/iacrilamida al 8% teñido con bromuro de elido en el cual se muestran los productos del RT·PCR 
semicuantitativo. (8) Placa autoradiográflca de A. 

Los valores se normalizaron dividiendo las cuentas totales del amplificado de la 

utrofina (producto de 126 pb) entre las cuentas totales del control respectivo (producto de 

93 pb). Para obtener valores· representativos de la cantidad relativa del trariscrito .de· 1a 

utrofina prése~te en cada tejido analizado, se grafico un valo~ promedio .c?nside~do los 

datos obtenidos a partir de los tres ratones silvestres y los tres ratones md\· .(Figura" 19).: En 

las graflcas se ~ud~ _observar que. existen difcrenci~ . dvide~tes: en'¡~ ·~'fuitid~d .del 

mensajero de la utrofina entre los. diferentes tipos de t~jido an~liZadÓ~··uu1~Ü~~li"~i raión 

silvestre corno en el _mdx (tabla 3). · ~ expreslón del tdflsc~iío'd~ Úír~tl~~\·:-~'~i~~tó en 

todos IÓs órganos analizados, la expresión máxima se encontró en el pulmón, rifióny bazo, 

y en menor cantidad en d. mÓ~cu.lo,· ojo y cerebro (tabla 111). Por otra parte, rio se encontró 

.. diferencia signlfi~ati~a en l~s niv~les relativos del mRNA de la utrofina entre los tejidos de 

los ratones silvestres y mdx (p 0.05). 
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Figura 19. Niveles relativos del transcrito de la utroflna. la expresión relativa del transcrito de la 
u1rofln11sP obtuvo de las figuras 12 y 13 dividiendo las c.p.m. del producto de la utroflna entre las c.p.m. de 
su colllrol relpectivo. los valores mostrados corresponden al promedio de J muestras de cada tejido. 
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TEJIDO PULMÓN BAZO RJNÓN INTESTINO CORAZÓN TESTlcULO HIGADO CEREBRO OJO 

Ratón 

CS7BU6 

Ratón 

md• 

2.7 2.4 2 .. 0 1.9 1.6 l.S l.l 1.3 1.1 

1.3 1.1 

Tabla III. Expresión relativa dé la utrotÍÍia. Los ~alores i~dican cuantils 'veces .;,As del transcrito de· 
utrofinase encontraron en los diferentes iejidos en' relación a la cantidad relativa del transcrito detectada en el 
músculo esquelético. · · · · · 
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Capítulo VII 

Discusión 

La DMD se desarrolla debido a la ausencia o deficiencia funcional de la distrofina, 

proteína codificada, en -el gene dmd. La distrofina se localiza en la parte interna del 

sarcolema, en conjunto con el complejo DAP, la distrofina mantiene la estabilidad de la 

fibra muscular. durante la contracción de este tejido. Actualmente no existe cura para la 

DMD; sln ~mbargo' la mayoría de las estrategias terapéuticas se basan en la inducción de la . . ·. -_,' . 

'sobre-cx¡>resióri 'de utrofina en el tejido dañado, ya 'sea mediante fármacos que activan una 

respu'esta ~~cÍógena o mediante el uso de vectores a través de la terapia génica. 

De esta m~era, , para , evaluar e~te 'tipo de estrategias es necesario contar con 

mét.od~s fino{~ueAos p~fl11it~ medir 1a expresión del transcrito de utrofina no sólo en e1 

tejido_ f11UScu~W: sin,o taiiibié'n ~ji ~tros órganos. Adicionalmente, en la literatura no existen 

r~port~s clui~titii'ti~~~ q~e ~Ós pef111itan conocer la distribución de esta proteína, por lo que 

en este traliáj~.: se e~aJÜaron' los niveles relativos de su transcrito en diversos tejidos de 

ratón cm~lcaiíd~ un'eris~yo particular de RT-PCR semi-cuantitativo. 

so 
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La sensibilidad de la técnica de RT-PCR es muy superior a la que brindan los 

métodos· tradicionales de detección de RNA, como la "hibridación tipo northen. Sin 

embargo, para obtener información cuantib;tiva es necesario controlar la eficiencia de los 

pasos involucrados en el proceso cÍ~c~f PCR, como es la transcripción reversa y la 

amplificación del cDNA. Para control&-.' ia. variación que se presenta entre reacción y 

reacción de RT-PCR es necesario enÍple;¡;'ün control que permita nÓrmalizar los datos . 
. . i'.<· , •.. : ' 

Tradicionalmente se ha empleado la co~amplifica~ión por. RT7PCR del gen problema y 

genes endógenos que presentan una e~presiÓn ~bil:Íl'y ~onstailte, tal es .el caso del gen del 

RNA ribosomal 18S, el gen de la enzima GAPo~';t~I geri·ci~ia: ~ctin~. entre otros (Kevin 

et al., 1993). Sin embargo, el uso de estos g~ne~'presen;--¡~·d;~ventaja'de que se requiere 

usar sus iniciadores especlficos en conj~to.C:ori'.'Í6~''i~i~l~~or~~del gen p~oblema yasumir 

que la reacción de RT-PCR va a pre~e~uJ'~ri~'~fid¡~~cli.sirrii¡~·p'ára'ambas ~oléculas. 
Debido a que los niveles relativos del trafis~~ii~F~~"i?~'i~ne;;{:o;trol~~ m~nCionados son 

normalmente más elevados que los del ~én,.probf~~~~~~~y'~~~b;b1~'4Je I~ ampÚfléación 

~~iítr¡11r~~~~~ª~ 
dei~iciadores, y debid°" á'que'el prod~cto,de ainplificación del RNA estándar es 33 pb 

····~~~~~~~f~ff ;::::::~::~::.:::.~ 
. sistema de c.üanti~caciónpor RT-PCR semi-cuantitativo empleado en este trabajo demostró 

. se; 's~nsible·;~ 9~~1·~~-~tid~'detec~ el transcrito' de utrofina usando cantidades de RNA 

. - totaÍ tan ~e~ü~Íl;:s~gfifc;2sd ~g~ 

· Por otro lado, es importante mencionar que el gene de la utrofina está controlado 

por un promotor de tipo ho11sekeeping. Teóricamente estos promotores manejan la 

expresión de genes constitutivos, es decir de genes que se expresan de manera extensa en 

todos lo tejidos debido a que proporcionan funciones básicas necesarias para la célula 
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(Dennis et _al., 1996). Lo anterior concuerda con reportes que demuestran una expresión 

generalizada de Ja utrofina, la cual se ha detectado cualitativamente en músculo esquelético, 

músculo -cardiaco, músculo liso, sistema nervioso central y periférico, retina, endotelios, 

plaquetas y e~ alta cantidad en pulmón y riñón (Lave et al., 1991; Lumeng et al., 1999). A 

diferencia de ifutra·fi~a, cuya expresión es ubicua, la expresión de la Dp427 se restringe a 

miísculo y c~reb;o, lo que indica que en tejidos no musculares la fiffición de la utrofina 

puede ser lá de 'estabili:Zar la membrana celular, como se sugiere que lo hace en el músculo 

·fetal (Lavé et ái) Í 99 Í; Rigoleto et-al., 1995). Para cumplir con esta función es necesario 

q~e el conípÍC:jÓ d~-(lllÍ'ÍJAPs o al menos algunos de sus componentes se expresen también 

de form~ ,-ubi~~a. En ·este. sentido, se ha encontrado que la expresión del complejo 

distrogli~~~ :\iSÍ;_~o~o la de la P-distrobrevina es extensa en tejidos no musculares 

(Wirider-200-Í}, ~~hecho, el complejo distroglicano se ha detectado en todos los tejidos de 

'vertebrad~~ /ii~~~ celulares analizados a la fecha. De esta manera, debido a que laUtrofina 

y el p~disti'.ogÚcano tienen la capacidad de interaccionar, se puede sugerir que en los tejidos 

no musc~lare~ ambas proteínas son importantes para la formación del pue~_te 111ole~idar que 

enlau a la- matriz extracelular con el citoesqueleto. 

_ En este trabajo se encontraron diferencias_ en los riivel~s_relaÚ\ios-deÚr.iílscrito de 

la utrofina en los diversos tejidos analizados, lo cual probable~~rÍi6·r~sponde a las 

necesidades fisiológicas de cada uno de el Íos. _Por ejemplo, en el -pulmóri y el rlñón que son 

órganos formados en 'g~ : proporción por_ células ~ndóteliales; detect~~s un nivel 

relativamente alto- de expresión de utrofina, lo qlÍe coincide éon 'reportes previos 

(Matsumura et al., 1993). Por analogía a la distrofina muscular, la utroÍina puede tener un 

papel importante durante el estrés mecánico de las células endoteliales _que forman parte de 

estos tejidos, lo que explicaria sus niveles altos. A este respecto,--L~h y:,col., (2000) 

reportaron que existen al menos seis complejos DAP diferentes ~n_· el ~ñón; cuyos 

componentes varian de acuerdo a la anatomía renal, en este tejido la utrofina se encontró 

formando parte de complejos DAP ubicados en el glomérulo y en los tubulos, distal y 

colector. 
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En c.ontn1ste, nosotros encontramos los niveles mas bajos de expresión de utrofina 

en tejidos como músculo, cerebro y ojo, en donde es probable que la necesidad por la 

utrofina sea menor porq~e en ellos se expresan eficientemente diversas dislr<>fin~ como la 

Dp427 en músculo, la Dp71 en cerebro y la Dp260 en retina. Por ejemplo;·e~ in'W::u!o ,se 

sabe que la utrofina se requiere especfficamente solo en la unión neuromusc~lar, en:donde 

agrupa especializaciones membranales (Helliwell et al., 1992; Khuran~ eia1:;'199Í) ...• 

De manera interesante, en el músculo esquelético proveniente de: pacie~tes ·:con 

DMD y de ratón mdx se han encontrado niveles elevados de utiofin~ d~rn~~dos con 

aquellos encontrados en el músculo normal (Clerk et al., 1993; Helli~eU ~t ~Í.; 1992). Este 

fenómeno se ha explicado como un mecanismo celular para tratW. de coili~nsar l~ ausencia . 

de la distrofina en la fibra muscular. Debido a que la utrofina tiiiribié~·~~ capaz de unirse a 

la actina .del citoesqueleto y al complejo de proteínas que.'fo~~:· el complejo DAP 

(M~tsumura, et. al., 1992), su sobreexpresión en el músc~IÓ
1

esqueléáco de ratones mdx. 
- - · .. -.·. ·.·,,·.' . 

revierte o alivia el fenotipo distrófico mediante el re~tablecil11iento de los niveles del 

complejo DAP (Tinsley, et. al., 1996). En Ios Óltlmris ~d~ ~e han desarrollado terapias 

experimentales p~ inc~ementar la exprésió~ dci ,~ti~~lla·~~ el músculo esquelético y se 

h~ obtenido resultado~ ale~~d~res,1 sin ~riib¡J.gci;"~l ~~no~i~iento de esta proteína debe de 

extenderse a'di~~~~~tC:~'ni,v~l~s;'ia1~s c~nio'eÍ;iiÍiáli~ls cÍe,su promotor, de búsqueda y 

:;;~~:ar::. ~~~v:.;'.s:~ºTII?'e(',:;e~tf 1¡~.:~~\~g ~~ió~}~ tejidos musculares y no 

. .. ~- ··~ ' '·' ·1 ~!. 
,. ; ·; ··/:'. -·:· , :1.-.'' :>.-. : ~ 

. En este frabajCÍ .no se encontraron. diferencias significativas en la cantidad relativa 

del transcrito :Cie '13' 'UiiófirÍa al 'comparar los mismos tipos de tejidos entre los ratones 

silvesties:y 'tndx) rrii lo'q~~ ~especia al tejido muscular, como se mencionó anteriormente, 

se sabeq~~Ío~ ~i~~les'cÍ~ I~ proteína utrofina se incrementan en el ratón mdx, sin embargo, 

medi~te. la' téc~ica de RT-PCR semi-cuantitativo utilizada en este trabajo no detectamos 

ninguna diferencia en la expresión del transcrito de utrofina entre el ratón mdx y el ratón 

silvestre. En concordancia con los resultados de este trabajo, Gramolini et al., (1999) 

reportaron que los niveles del RNA mensajero de utrofina son iguales entre el músculo 

distrófico y sano, tanto en el humano como en el ratón. Lo anterior sugiere que mecanismos 
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post-transcripcionales son los responsables del aumento de la protefna en este tejido,· sin 

embargo consideramos que es necesario realizar la cuantificación a nivel de proteína en.los 

tejidos analizados en este estudio para poder obtener una conclusión a este respecto. 
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Capitulo VIII 

Conclusiones 

1.-Se establecieron las condiciones óptimas de la reacción de RT-PCR semi-cuantitativo 

para el análisis de la expresión del transcrito de utrofina. La metodologfa demostró ser 

sensible y reproducible. · ·:·, ... , . 

,._. ,:_: 
~- '· 

2.-Tanto enlosrato~es silvestres corno enios mdx, 1.os tejidos conlos'niv~les de expresión 

d~. utrofina ílláS el~v~d~s'fuer~n pul~ón, b~o·~ rifi&~;'. ;¡;¡~~i:as ~~~~los niveles más bajos 

se encontraron en cei~bro; ojo y 'músculo esquelético> ':'': 

3.-No se encon0ü()'~dif~r;;nbjas ~i~i.ficlitiv~ ~~ ¡;;~ ~lv~les de expresión de la utrofina al 

comp~ l;;s tejid~sde 1ri~rato~e~ ;ilv~stres y :ndx. 
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Glosario 

•atrofi~: •. estado de d~sgaste del músculo, 

disminución· del tamailo de la libra muscular 

indi\liduaLh~cia una pérdida progresiva de 

miofibrillas. · 

•biCÍ.logía molecular: rama de la biología 

nacida a raíz de la identificación de la 

naturaleza química (molecular) del material 

genético. Se hace referencia a . fa biología 

molecular al hablar de estudios. o· téc.nic~s 

centradas en los genes y sus productos 

inmediatos, las proteínas. 

•célula satélite: célula madre de la 

'musculatura esquelética de un adulto, se 

mantiene . en . reserva· en estado quiescente. 

Sori :. utilizables cuando se requiere una 

·autorrcnó\·ación de las células diferenciadas 

en fomia terminal. 

Osear Jferndndttz l/ttrnánde:: 

Capitulo IX 

•cepa silvestre: variedad natural de un 

determinado organismo. Su contraparte es 

una cepa mutante que contiene lesiones 

particulares en su genoma. 

•citoesqueleto: sistema. de filamentos 

proteicos.:del ·. °CÍl~plasm~ ·.de .las.· células 

. • eucarÍotas qu~ 'íiropo~ci~~~ ~ ill célula forma 

. ~r~rJZ::id~t!'.t~ªr re~li~f :'.'.movimientos 

·>\.;·.: '>~ ,.. ··~··¡< >,,. 

•distrofia '· mííscu1~r. ,~ degené~cíón . •de las 
: ·.•. ,;,: /)i(:·~i. ~·;:>·;'''.-;\:..,;.f.~'>,\ '.:;,e-.·.:.". 

fibras musc.ulares i~dividuales qu~ ~onduce a 

=~~lf ~li'~i~:":: 
DNA :· sint~tizada '. como\una·. copi~. de un 

. mRN~, : s~· 'uÍi;i.;_;;:L~1,i:·•;d;t~','.mi~ar la 

. secÚenci~ ·;de , a~in~ácidós de.Una' proteína 

mediante~ secuénciaciÓn del.: DNA' o· para 
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sintetizar una proteína en grandes cantidades 

mediante su clonación. Molécula sintetizada a 

partir de una cadena de RNA por acción de la 

transcri ptasa reversa. 

•DNA genómico: la totálidad del DNA que 

forma parte del genoma de una célula. 
. ·, ···. 

•dominio. regi~n discreta' y c~ntin~a de una 

secuenci~ 'de.· ~rn'i~Óáéid~s ·o . de nucléótidos 

. :::i~IÍ:~teia~o~it>; con una función 

>' ~:: ~"-; ,. 

•exón: ~~~iriénti:·~~,~~r.-g~ne eucariótico que 

codinci tsecJéncr~;; nuc1eot1dicas en e1 

RIRNÁ: 'H~bitÜa!rn'~~ie está adyacente a una 

~ecue~~i¡:,d,~ [)~Á "~o codificante llamada 

1~író11.·•·· 
,._ ... ,. 

:':/' . ··, 
ofibrosis: fonÍlación de tejido conectivo 

flb~o~éí · ~~ · sitios donde normalmente no 

~~iste> ~ ~ u~~ consecuencia de lesión 

múscular o de degeneración. 

•gene: . región del DNA que controla una 
'._· > ' 

característica. hereditaria discreta. Segmento 

d~' DNA involucrado en la producción de una 

· c~dena' polipeptídica, abarca la unidad 

funcional completa incluyendo las secuencias 

codificantes, reguladoras no codificantes y 

los intrones. 

•gene housekeeping: genes constitutivos que 

se expresan extensamente debido a que 

proporcionan funciones básicas necesarias 

para el mantenimiento de todo tipo celular. 

Osear Hernántkz lferndndez 

•genóma: tennino que se refiere a todo el 

material genético de un organismo vivo. 

•in vilro: se refiere a co·Odiciones 

experimentales en las que no existen células u 

organismos vivos. Condi~fo~é~ dadas ~ri un 

tubo de ensayo . 

•intrón: r.egión .•'.n?:'.codificante ·de· un ·gene 

eucariótico que se transcribe a RNA pero que 

se elimina·; durante la maduración 'o· el 

procesamiento del transcrito primario. 

•isofonÍlas: múltiples .formas de una misma 

protelna q~e difieni,:¡ é~ ·.alguna. part~. Ú ~~' 
secuencia de .: ami~oá~idos./ Pueden 

producidas por/genes;;dÍferentes ·ó. · por 

procesamiento -.~-: 81te~:~tiVb·~:::d~í· i~~~crito 

·~.' 

•marco de IectÜr~: ¡.¡;~é enqU:e son leidos los 

nucleótidos'~n gh;pos de tres codificando un 

polipé~Íidof Una molécula de mRNA puede 

leerse. ·~igui~ndo tres pautas de lectura 

diferentes. 

•matriz extracelular: red de polisacáridos y 

de proteínas secretada por la célula. Elemento 

estructural que influye en el desarrollo y la 

fiosiología celular. 

mioblasto: célula mononucleada e 

indiferenciada precursora de una libra 

muscular. Una célula de músculo esquelético 

se forma por la fusión de varios mioblastos. 
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_•mutación: alteración heredable en la 

secuencia de nucleótidos de la molécula de 

DNA. 

•nucleótido: unidad fundamental de los _ 

á~idos nucleicos. Constituida por una_ base· 

nitrogenad~ un azúcar y un· fo~fato. 
oligonucleótido es un poHmero 

nucleólidos de longitud corta 

alrededor de 25 bases) 

. ·. . .: . .. '" 
la unión de la RNA polimerasa para inic_iar la· 

transcripción. 
- ' 

• mRNA: molécula' de RNA; copia -de'. un 

gene, q~e)le~~)a' i~f~~a~iÓn desdé 

de la ~structura del ~iboso~a y que participa 

Oscar /11mdntkz JleMóndez 

en la sfntesis de proteínas. Se diferencian por 

su coeficiente de sedimentación como rRNA 

28S, l 8S, etc. 

'" . " 

•splicing: procesamiento' o maduración del 

_ RNA; que -·consiste· én la eliminación de 
: - ·_.' . ,,·· ... ·· ' 

iritrones y·: empalme de' exones de un 

.... tr~~s~;iio p~Írna-rio para generar una molécula 

- ,¡-~:··m~A; 'É1··procesamient~ alternativo se 

\~fi;ir~ 'al empalme diferencial de secuencias 

. ' - ~~difi~a-ntes de un mismo gene con lo cual se 

p~óduc~n isoforrnas de la proteina codificada . 

•transcripción: proceso medianie el cual un 

gene ~e expresa . medianié .·la ~'in tesis. de 'un 

contiene la ini~rna-'~~cu~n¿ia del 

·• 10~ r~trovi,;;s ~apaZ ~~ ~i~t~ti7.8; un~ c~pia de 

DNA ~ partfr d~ u~~ .rioi,éc~la 'de -RNA. 

58 



Osear l/ernández //ernóntkz 

Capítulo X 

Referencias 

•Amalfitano, A. & Chamberlain, J.S. (1996) The mcit-amplification-resistant mutation system assay, a simple 
and rapid polymerase chain reaction-bascd dctection of the mdt a lle le. Muse/e & Nerve 19: 1549-1553 

•Acsadi, G., Dickson, G., Lave, D., Jani, A., Gurusinghe, A., Walsh, F.S., Wolff, J.A., & Davies, K.E. (1991) 
Human dystrophin expresion in mdt mice aftcr injection of DNA constructs. Nature352: 815-818 

•Ahn, A.H. & Kunkel, L.M. (1995) Syntrophin binds to an altematively spliced exon of dystrophin. J.Cel/ 
Biol. 128:363-371 

•Allamand, V. & Campbell, K.P. (2000) Animal models for muscular dystrophy: .valuable tools for the 
development oftherapies. llum.Mol.Genet. 9:2459-2467 

•Amann, K. J., Renley, B.A. & Ervasti, J.M. (1998) A cluster ofbasic repeats in th~ dystrophin r;;ddomain 
binds F-actin through an electrostatic interaction. J.Biol.Chem. 273:284 ,19-28423 :~, ·. , .. 
•Barton-Davis, E.R. (1999) Aminoglycoside antibiotics restares dystrophin function Ío skclé~l--.miiscles of 
mdtmice.J.Clin.lnvest.104:375-381 · • ,-'.-:{:·:;:;~ •. :·. '··· 

oBecker-Andr~ & Hahlbrock, K. (1989) Absolutem RNA quantification us,ing thd·.;o¡y;:;,~~~~h~i~ ~eaction 
(PCR). A novel approach by a PCR aided transcript titration assay (PA1TY). Nuc/eic Acids Res: 17:9437-
9446 ' . . . ' '' •' . ' ·' ' 

.· ' -· . . . -·. 

•Bewick, G.S., Nicholson, L.V., Young, C., O'Donnell, E., &,Slater, C.R: (1992) ~ifTerent distributions,~f 
dystrophin and rclatcd proteins nt nerve-muscle junctions. Neuroreport. 3:857-860 

•Billard, C. (1992) Cognitive functions in Duchenne nluscular dystrophy: a reappraisal and comparison with 
spinal muscular atrophy. Neuromusc. Disord, 2:371-378 

59 



•Bin Jm, W., Phclps, S.F., Copen, E.H., Adams, E.O., Slightom, J.L. & Chamberlain, J.S. (1996} Oilferential 
expresion oí dysrophin isofonns in stmins oí mdx mice with dilferent mutations. Hum.Mol.Gene/. S: 1149-
1153 

•Blakc, O.J. & KrOger, S. (200) The neurobiology oí Ouchenne muscular dystrophy: learning lessons from 
muscle? TRENOS Nerosc/. 23:92-99 

:' ·:·· -. 

•Blake, O.J., Schofield, J.N., Zuellig, R.A., Gorecki, O.C., Phelps, S.R., B;,.n.;:d:'. E.A.·, Edwars, Y.H. & 
Oa.vies, K.E. ( 1995) G-utrophin, the atosomal homologue oí dystrophin Op 116, is expressed in sensory 
ganglia and brain. Proc Natl.Acad.Scl. USA 92:2697-3701 · · · ::iJ. · · 

•Blake O.J., Nawrotzki R., Loh N.Y., Gorccki o.e. & Oavies K.E. (1998) p~isJ~b~e~in, a member ofthe 
dystrophin-related family. Proc.Nat.Acad.Sci. 95:241-246 

•Brenman, J.E., Chao, R.S., Gee, S.H., McGee, A.W., Cmven, S.E., Santillano, O,R., Wu, Z., Huang, F., 
Xia,H., Peters, M.F., Froehner, S.C. & Bredt, O.S. (1996) lntemction oí nitric oxide synthase with tite 
postsynaptic density protein PS0-95 and a 1-syntrophin mediated by POZ domains. Ce// 84:757-767 

•Bullield, G., Siller, W.G., Wight, P.A.L. & Moore. K.J. (1984) X chromosome-Jinked muscular dystrophy 
(mdx) in the mouse (animal model), Proc.Nat/.AcadSci.USA 81:1189-1192 

•Bunon, E.A., Tinsley, P.J., Holzfield, N.R., & Oavies, K.E. (1999} A second promoter provides an 
altemalivc targel for therapeutic up-regulation oí utrophin in Duchenne muscular dystrophy. 
Proc.Nutl.Acad.Sc/.USA 96: 14025-12030 

.... .' _ .. , 
•Cao, W., Henry, M. D., Bo1Tow, P., Yamada, H., Elder, J.H., Ravkov, E.V., Nichol, S.T.,'co'rri~;.ris; R.w: •. 
Campbell, K.P. & Oldstone, M.B. (1998} ldentification oí alpha dystroglycan as a· receptor for lymphocytic 
choriomcningitis virus and Lassa fever virus. Science 282:2079-2081 . .. · ····.::::. :·· , . 

•campbell K.P. & Stmub v. (1997} Muscular dystrophies and the dystr<iphln;"-glyé:opr~t~in :c~mplex: 
Curr.Opin.Neuro/.10:168-115 . ;'<• . ::':~.'..;:,,, F :~'~ 

•Campbell, K.P. & Crosbie, R.H. (1996) Utrophin to the rescue'Naiur~3~4:308-309'. ~;~,"'. ii;;,; .. :;·. 

•Clerk, A .. Mo1Tis,: o.E.,. Oubowitz; v.,: Da~ies,~ ~.EJ:i:c~~r.<'b'.~i°"('~9¡3j:·g~i;o~tí~:i~1ated · proteiii, 
utrophin, in nonnal an.d dystrophic h~m•.n fetal skelet~I m'us?le/Hütchenr':·J.25,:55:4-561 )): :0:. <; , 

•Chamberlain, J.S. & B~nian/o'.c ~Lcio~o/J:s¡~¡~ ~~,~~~~~=·~;, ~~~\iu~~ v~~~~J~;i~: ~;¿&se: ~~rr. 
Bio/. JO:R795-R797 .. . ·• ..• ;\ . '.;···· '·· ;;t. ·; 

•Che;ly, J., Kii~1a'ri'. .J.C:.; r,;~i:~; P.,b~utrri~. S.&: K~. A. (1988} T~s~riptio~ of~e dys~phin ~ene in· 
·human muscle and non-muscle tissue; Nature 333:858-60 · · · · 

•ChoÓ1czynski,·,c:·&.••;sacchi, N. (1987} Single-Step method oí RNA lsolatiÓn by acid guaudinium 
· '· thiocyanate~phenol-chlorofonn extmction. Analytical Biochemütry 162: 156-159 

•Dennis, C .. L'.;;Ín~Íey,J.M., Oeconinck, A.E., & Oavies, K.E. (1996). Molecular and functional analysis .oí 
the ."'rophin prómoler. Nuc. Acids Research 24:1646-1652 

•E¡;,e'ry, A.E.H:(l993} Duchenne muscular dystrophy Oxford: Oxford University Press 

•E..Vastl, J.M. & Campbell, K.P. (1993) A role for the dystrophin glycoprotein complexas a transniembrane 
linker bctween laminin and actin. J.Cel/ Biol. 122:809-823 

60 



··; 

: . . . .. 

•Fassati, A., Mwphy, S. & Dickson, G. (1997) Ge~e theraphyof duchennemuséular dystrophy. Adv in Geriet. 
35:117-153 . .. . .. . ·-- ··.- •.... ··- ···-- .. . ·.· ... 

•Gillis, J.M. ( 1996) Membrane abnormalities and Ca homeostasis in m.;,¡cles- of tlle m~ ínouse, ~ animal 
model ofthe Duchenne muscular dystrophy: a review. Acta Physlo/.Scand. 1.56:397-406 }Y ·:: · .. 

•Gilbe'"'9 R., Nalbantoglu, J.,Petrof, B~J., Ebihara, ·s·:,ouibi~&a, G.H.,··-f¡R~·l~y;~·;.-~·:~; ~~~~~~·::A~·> ~~siC, 
B.,Davies, K.E., & Karpati,G. (!999) Adenovirus-mediated utrophin gene .transfer mitigates the ·dystrophic 
phenotype ofm<Ú mouse muscles. Hum Gene Ther. 10:1299-1310 · --- ·•>:,; .:/ 

•Fabbrizio, E.,Latouche, J., Rivier, F., Hugon, G. & Momet, D. (19c.Í5) Re:;,~~iú~ti~ll ~fth~ di~rributions of 
dystrophin and utrophin in sciatic nervc. Biochem.J. 312:309-314 '-'>' ·;·.{J.· 

•Gonz.ález, E., Montaftés, c., Ray, P.N., Howar, P.L., Garcla-Sierra, F.; -~omeL D.··& b;;~~~o~;' e.' c:Zooo) 
Altemative splicing regulates the nuclear or cytoplasmic localization ofdystrophin Dp1L'FEBS /eu:.482:209-
214 - ; 

':>\~ .... ·, 

•Gramolini, A.O., Karpati, G. & Jazmln, B.J. ( 1999) Discordant ExpresiÓ~ of ÜÍrophÍn. ~~d ';1s Tránscript .in 
Human and Mouse Skeletal Muscles. J. Neuropatho/ Exp. Neurol. 58:235'..244 } . i\: c' 

•Helliwell ,T.R., Man, N.T., Morris, O.E., & Davies, K.E. (199:i) T~e~yst;o~hi~-rel~t~~·~¡¿teÍ~.utr~p~i~ is 
expresed on the sarcolemma of regenerating human skeletal musclefibres in dystrophi~s and "innainmatory 
myophaties. Neuromusc.Disord. 2:177-184 - · · .. · .. ·· -_.,i {;.i:· . .-:_;;,:·;: :( · ·· · 
•Hoffinan, E.P., Brown, R.H., & Kunkel, L.M. (1987) Dystrophin:'Thé proiciiri proiluci'or thc olié:henne 
muscular dystrophy locus. Ce// 51:919-928 . < •/:_<;' :.'.}::'i'. .. , .· ,. }i:;~· ; .. 
•Hoffinan, E.P. & Dressman, D. (2001) Molecular PathophysÍ~logy .. and-targcied t!Í~~'i>eutiés for muscular 
dystrophy. TRENDS Pharmacol. Sci. 22:465-470 ·· -::._ ~;;." -'/·;t~'.-~ :·_,'.:,:~;; ~~ ~'. .. ~·~· _, "'. < : .'~/ 

•lnnis, M.A., Gelfand, D.H., Sninsky, J.J. & Whité; T.J;(l 990) PCR .Protocólsf.'A 'g1Ílde to methods and 
applications. Academic Press _: · ._:..__.<e:-;:'~:~·- ~-·.o.-/:- f" · , 

>, ;_; ,:.~ ,:_::,. t '.\·~( . -~;·, - . 

•Khurana, T.S.,Watkins, s.c., Chafey, P., Chelly, J., Tome, ni.s;, FaTdeau,'·},('i<apÍari;·J.''& Kunkel,'L.M; 
(1991) lmmunolocalization and developmental expression· of dystrophin' related :protdn in_'skeletal inuscle. 
Neuromusc.Disord. 1:185·194 ·'>"·;.•¡\'. -·:>, .. •. ·•·•:_·· .•.. · ... 

·. . · < .··, . ··; »:.<:;·~}fiY~'/S~r.·~~,~~:·~i_'·;~<;) > -,-- ; 
•Karpati, G., Carpenter, S., Morris, G.E., Davies, K.E., Gucrin, C.;· & Holland, P: (1993)/Localitatlon and 
quantitation of the chromosome 6-encoded dystrophin-related protcin irí. normal: and ·¡;athological human 
muscle. J.Neuropathol. E.xp. Neurol. 52: 119-128 · : ;::; .é'\_'. · .. :: ., 

•Kevin, P.F., Mark, W.L. & James, O.E. (1993) Quantitation of RNA using the p.;l)merase chain reaction. 
Technical Focus 9:380-385 

•Koenig, M., Hoffinan, E.P.,Bertelson, C.J.,Monaco,A.P., Fenncr, C. & Kunkel;.M. (1987) Complete cloning 
of the Duchenne muscular-dystrophy (DMD) cDNA and preliminary genomic organization of tha DMD gene 
in norrnal and alTected individuals. Ce// 50:509-517 

•Law, D.J., Allen,, D.L., & Tidball, J.G. (1994) Talín, vinculin and DRP (utrophin) concentrations are 
increased at the mdx myotendinousjunctions following onset of necrosis. J.Cell. Sel. 107: 1477-1483 

•Ledeñein. D., YalTe, D. & Nudel, U. (1993) A housekeeping type prometer locatcd in the 3' region of the 
Duchenne muscular dystrophy gene controls the expresión of Dp7 I a major product of the gene. 
Hum.Mol.Gene/. 2:1883-1888 

61 



Osear Hemánckz llemánde:: 

•Lederfein. D.,Levy, Z.,Augier, N., Momet, D., Morris, G., Fuchs, O., Yaffe, D Nudel, -U .. (1992) Ac71-
kilodalton protein is a majar product ofthe Duchcnne muscular dystrophy gene in brain and.other nonmuscle 
tissucs. Proc.Natl.AcadSci U.S.A. 89: 5346-5350 · 

•Loh, N. Y., Newey, S.E., Davies, K.E. & Blake D.J. (2000) Assembly of multiple dY,tnlbCvirí..Containin~ 
complexes in the kidney. J. Cell.Sci. 113:2715-2724 -

•Lave, D.R., Hill, D.F., Dickinson, G., Spurr, N.K., Byth, B.C., Marseden, R.F.::Wal~Ít·,· F.;N"Edward~, Y.H .. 
& Davies, K.E. (1989) An autosomal transcript in skeletal.muscle with.homology lo dystrophin:Nature 
339:55-58 . . < 
•Love, D.R., Morris, G.E., Ellis, J.M., Fairbrother, U., Marseden, R..F., _sloohirield,,.'J.F:;:; Ed~, 
Y.H.,Slatcr, C.P., Pany D.J. & Davies, K.E. (1989) Tissue distribution ofthc dystrophin:relaicd gene product 
and cxprcssion in the mdx and ~ mousc. Proc.Natl.Acad.Sci. USA 88:3243-3247 '>.)': -.;'.:\é··: :•. · · ' 

-- • -.< -·-·,_:.,~-;' •• '\·_·;:,~-~-¡~:>;'~~::.~>~::·:.._~::-~) \:' '.~~-'·:t 

•Lumcng, C., Ph~lps, S., Crawford, G.E., Walden, P.D., Barald K•. & ChlÍÍn1Íe~Jain°7Jé(lÍl99),lntcractions· 
betwecn Jl2-syntrophin and a family of microtubule-assoclaled 'serine/thrcoitine · kinases.': NáturÍi Neurosci. 
2:611'617 · ........ \. \., .. -:~/:-- .. ·:;::.:.e-··:·. 

•Lynch, G.S., Rafa~!. J.A., Hinkle, R.T., Cole, N.M. Chamberl~tn: J.~::&)J¡~'.1~J~;:~'.~.ii'!l~1»~~ntractile 
properties of diaphragm muscle segments from old · mdx and. old . transgenic. indx .·mice._ Am · J Physio/. 
272:C206J.,C2068 .·(: .. ;'/::·,;. 

" e-A .;·~,, ·r 

•Ma~.: C.J., et al. (2000) Antisense-induced exon skipping and synthesi¿ of dystToptiin in the mdx mousc. 
Proc.Nutl.Acad.Sci. USA 97: 5363-5368 -- "· • · ' 

oMatsumura, K., Ervasti, J.M., Ohlendieck, K., Kahl, S.D. & 'CampbeU, K.P. (1992) Association of 
'dystrophin-related protein with dystrophin-associated proteins in mdx mousc muscle. Nature 360:588-91 

•Matsumura, K .. Douglas, M.S. & Campbell, K.P. (1993) PurificaÍion·ofdystophin-relatcd protcin (utrophin) 
from Jung and its identification in pulmonary anery endothclial cells. F:EBS Letters 326:289-293 

•Moisset, P.A. & Tremblay, J.P. (2001) Gene therapy: a strategy for the trcatment of inherited muscle 
diseascs? Curr.Opin.Pharmacol. 1: 294-299 

•Monaco, A.P., Walkcr,A.P., Millwood, J.,Larin, Z. & Lehrach, H. (1992) A yeast artificial chromosome 
contig containing tha complete Duchenne muscular dystrophy gene. Genomics 12:465-473 

•Morrison. J., Lu, Q.L .. Pastoret, C., Partridge, T. & Bou-Gh~rlos,-G. (2000) T-cell-dependent fib..;'sis in the 
mdx dystrophic mousc. lab /m•est. 80:881-91 · < , •: 

•Mullís, K., and Faloona, F. (1987) Spccific synthesis of DNA in. vitro via a polymc.,;.c'~i.;1~ chain 
reaction, Meth. Enzymol. 55: 335-350 · · · · .' ,, .. 

•Pearce, M., Blake, D.J., Tinslcy, J.M., Byth, B.C .. Campbell, L., Monaco, A.P. ¡·riavi~~. K.k .. (l,~93) Thc 
utrphin and dystrophin share similiritics in gcnomic structure. Hum. Mol. Genet, 2:1.765-1772·:. :,» · · 

•Peters M.F., O'Brien K.F., Sadoulct-Puccio H.M .. Kunkel L.M., Adams M.E. &'F~~~ncr,s:c~ (1997) Jl-
distrobrevin, a ncw member of the dystrophin family. J.Biol.Chem. 272:31 S61-3 I S69 ' · · · ·· 

. . . ' . . 
•Petroí, B.F., Shrager, J.B., Stedman, H.H., Kclly, A.M. & Swceney, H.L. (1993) Dystrophi~ protccÍs tbc 
sarcolcn1me from stresses devcloped during musclc contraction. Proc.Natl.AcadSci. 90:3710-37.14 , 

62 



•PonS, F., Robert, A:,' Fabbrizio, E.,Hugon1 G., Califano, J.C., Fehrentz. J.A., Maninez_. J., & Momet, D. 
(1994) Utrophin localiz.ation in' nonnal and dystrophin-deficient hean, Circula/ion 90:369-374 

•Rambukkana, A:; Yamada, H., Zanazzi, G., Malhus, T., Salzer, J.L., Yurchenco, P.D., áunpbell, K.P: & 
Fischeui; V.A. (1998) Role or alpha.dystroglycan as a Schwann cell receptor for Mycobacterium leprae. 
Science 282:2076-2079 

•Rashtchian A. (1994) Amplification oí RNA. Life Techno/ogies /ne. PCR Methods and Applications 583-
591 

•Ren!Schler, S., Linn,H., Deininger, K.,Bedford,M.T., Espanel,X. & Sudol, M. (1999) The WW domain oí· 
dystrophin requires EF-hands region to interact wilh Jl-dysiroglycan. Biol.Chem. 380:43 1-442 

•Rigolelto, C., Prelle, A., Ciscato, P., Moggio, M., Comi, G., Fonunato, F, & Scarlato, G. (1995) Uirophin 
expresión during human reial development. /nt.J.Dev.Neurosc. 13:585-593 

•Robens, R.G.,Coffey,A.J., Bobrow, M. & Bentley, D.R. (1993) Exon structure oíthe human dysirophy gene. 
Genomics 16:536-538 

•Rosas-Vargas, H., Montaftés, C., Rendón, A., Momet, D., Garcfa, F. C. & Cisneros, .B. (2000) Expression 
and localization oíutrophin in differenliating PCl2 cells. Neuroreport !0:2253-2257 · · 

•Sadoulet-Puccio H.M., Khurana T.S., Cohen J.B., & Kunkel L.M. (1996) Cloning and charactcrizáti~n oílhe 
human homologue oí a dystrophin related phosphoprotein found at !he Torpedo electric organ post:synaptic 
membrane. Hum.Mol.Gene/., 5:489-496 · 

•Sadoulet-Puccio, H.M. & Kunkel L.M. ( 1996) Dystrophin and ilS isofonns. Brain Pathology 6:25:35 

•Senter, L., Ceoldo, S., Meznaric, M. & Salviati, G. (1995) Phosphorylation oí dystrophin~·effe~ts on actin 
binding. 8ioc/1em. Biophys.Res.Commun. 206:57-63 

•Sicinski, P., Gcng, Y., Ryder-Cook, A.S., Bamard, E. A., Darlison, M. G. & Bamard, P.J. ·(1989) TI1e 
molecular basis oí muscular dystrophy in !he mdr mouse: a point mutation. Science 244: 1578-1580 . ._:·· 

•Tinsley, J.M.,Blake, D.J., Roche, A., Fairbroiher, u., Riss, J., Byth, e.e., Kiniglh, A.E .• Kcndrick~Jones, J., 
Sulhers, G.K., Lovc, D.R., Edwards, Y.H. & Davies, K.E. (1992) Primary struciure of dystrophin-rela1ed 
protein. Nature 360:59 J-593 :'.'.~~: ' 

•Tinsley, J.M. et al., (1996) Amelioralion ofthe dyslrophic phenotypc ofmdr mice using'a tru.ncatcd.uirophin 
transgcnc. Nature 384:349-353 · ·:· '."/; ., .. 

•Wang, A.M., Doyle, M.V. & Mark, D.F. (1989) Quanti1a1ion ofmRNA by !he polymc',i;,;e'ch~;~:.¡,~~iion. 
Proc. Natl. Acad Sel. USA. 86:9717-21 ' . : ;'i"/~;.-::: .¡;?l~::,,;:,:' :·j/ 
•Wang, J-. Pansky, A., Venuli, J.M., Yaffc, D. & Nudel, U. (1998) A sea urchin genc.encodin'g dystrophin-
related protcins. Hum.Mol.Gene/. 7: 581-588 ... :··':. •d.·::'.:""""'"'"·'" .'.,'. 

•Willard, M.F., Walker, S.J. & Kcnt, E. V. (1999) Quantitativc RT-PCR! pitfal:l~::~~'.jp:1;ri:ial.;Bio1~;hniques 
26:112-125 ·.·· ... Y/i'.<:s:~'~·;:>r,:D , ; · ·· · .· 
•Wilson, J., Putt, W., Jimencz, C. & Edwards, Y.H. (1999) Up71 a~d J~';'.lo,'l~·o·~civcl~iranscriplS of 
uirophin lhal are homologues oíshon fonns ofd)-strophin. Hum. Mol. Ge,ne1 .. ~:p11,'.g787 ¡ . :" .,·. 7 . 

•Windcr S.J. (1997) Thc membrana-cytosqucleton inlerface: 1herole of dysÍr~ph/~ and.~t~~phin. J.Musc/e 
Res. Ce// Mot. 18:617-629 · · · :: -.'•.· : .. 

63 



... .; 

,' 

•Winder S,J; (2001) The complexities oídystroglycan. TRENOS in Blochem: Sel. 26:118-124 

•Yamamolo, K., el al.(2000) lmmune response lo adenovirus-delivered antigens upregulates ulrophin and 
results in mitigation oímuscle palhology in mdx mice. Hum Gene Ther.11 :669-680 

•Yoshida, T., Pan, Y., Hanada, H., lwata, Y.·.& Shigekawa, M. (1998) Bidirectional slgnaling between 
sarcoglycans and lhe integrin adhesión syslem in cuhure.d L6 myocytcs. J,Biol.Chem. 273: IS83-IS90 

•Zuellig, R.A., Bornhauser, B.C., Knuescl, l., Heller, F., Fritschy, J.M:& Schaub, M.C. (2000) ldenlification 
and characlerisation oí transcripl and prolein oí a ncw short N-lcrminal utrophin isoform. J Ce// Biochem. 
3:418-31 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

64 


	Portada
	Índice
	Abreviaturas
	Resumen
	Capítulo I. Introducción
	Capítulo II. Justificación
	Capítulo III. Objetivos
	Capítulo IV. Estrategia Experimental
	Capítulo V. Metodología
	Capítulo VI. Resultados
	Capítulo VII. Discusión
	Capítulo VIII. Conclusiones
	Capítulo IX. Glosario
	Capítulo X. Referencias



