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1.- RESUMEN. 

Las distrofias musculares son un grupo de enfermedades determinadas genéticamente. 

caracterizadas por debilidad muscular progresiva. La severidad clínica varía 

ampliamente entre los diferentes tipos de distrofia muscular. Los exámenes 

bioquímico, clectrom1ográf1co y de h1stopatologia muestran datos inespocfficos de 

degeneración muscular en todos los casos. 

Una de las distrofias musculares mas frecuentes os la distrofia muscular de Duchonne 

(DMD) que es una enfermedad letal. con patrón do herencia reces1vo ligada al 

cromosoma X. Los varones afectados heredan el gen mutado do la madre portadora 

en 213 de los casos y en 1 /3 son n'lUtacioncs de novo. L;;¡ 1nc1dcnc1a es de 1 en 3000 

individuos masculinos. Se caractenza clínicamente por una debilidad muscular 

progresiva. h1perlordos1s. pseudoh1pertrof1a de gemelos. compromiso cardiaco y/o 

respiratorio y ocasionalmente retraso mental. Los niños afectados 1n1c1an con 

problemas a la edad de 2 años con dificultades en la marcha. quodan confinados en 

silla de ruedas a los 1 2 años y fallecen por insuficiencia rosp1ratona o 1nsuficienc1a 

cardiaca entre 1 8-25 años. 

La distrofia muscular tipo Becker CDMBJ es una vanante alélica del mismo gen. Su 

incídencia es de 1 en 30 mil nacidos vivos masculinos, el inicro es mas tardío y las 

manifestaciones clínicas son menos severas. El paciente por lo regular se encuentra en 



silla de ruedas entre los 1 0-16 años de edad y fallece por complicaciones cardiacas 

y/o respiratorias. 

El gen OMO/OMB es muy grande v ocupa el 1 % del cromosoma X humano. se localiza 

en Xp21 .2. tiene 2500 kilobases (kb), presenta 79 exones. el transcrito es de 14 kb 

v el producto es de 3600 aminoácidos denominado distrofina (dys). La mutación mas 

frecuente es la delación en el 65 % de los casos, duplicación en un 7% y el resto son 

mutaciones puntuales. 

El rango de severidad cllnica en los pacientes con OMD/OMB puede explicarse como 

consecuencia de un efecto de la mutación sobre la fase de lectura traducc1onal del 

mRNA. Las delaciones resultantes en DMB mantienen la fase de lectura traduccional 

del ANA mensajero resultando en la producción de una distrofina cona o 

semifuncional y en la DMD se interrumpe la fase de lectura. lo Que ocasiona una falta 

total o casi total de distrofina. 

Una de las técnicas moleculares que se usa mas comúnmente para la detección de 

mutaciones es la reacción en cadena de la polirnerasa (PCR). El método se basa en la 

incorporación de oligonucleótidos (primersl. los cuales hibridan con su secuencia 

homóloga del gen DMO/DMB, se amplifican por medio de una polimerasa termoestable 

y se corren en un gel de agarosa para determinar su tamaño e inferir la mutación. Los 

mas empleados son el 5 pfex y 9 plex que corresponden a las regiones donde 

comúnmente se han encontrado deleciones (Manchas calientes o .. hot spots .. ). Con 



este método se determinan aproximadamente el 95% de las deleciones del gen 

OMD/OMB. 

Debido a que un tercio de las mutaciones son de novo v dos tercios son mutaciones 

heredadas. se han realizado diversos métodos para el estudio de portadoras. Un 

método eficiente es ol análisis de ligamiento de regiones polimórficas en los intrones 

denominadas STRs (secuencias cortas repetidas en tandemJ. El estudio consiste en Ja 

amplificación de las secuencias polimórficas de dinucleótidos mediante PCR. Jos 

productos se corren en un gol junto a un marcador de peso molecular analizando Jos 

patrones de migración de los alelos. Los oligonucleótidos utilizados son parte de las 

secuencias intrónicas 44,45,49 y 50, con este método se logra la identificación de 

probables portadoras. 



A.- ANTECEDENTES 

1 .·HISTORICOS. 

Las distrofias musculares son un grupo de padecimientos hereditarios, que afectan 

primariamente el músculo en forma p ... ogresiva. Me,-yon 1 852 es el primero en 

describirlas. al observar ocho individuos afectados que presentaban debilidad 

progresiva e hipotrofia del músculo, atribuyendo el problema a una nutrición 

inadecuada defectos en la misma que producla muerte temprana. 

H1stológicamente describe 

11.2) 

degeneración granular de los músculos voluntarios. 

En sus publicaciones semanales Guilhaume Bon1amin Amand Duchenne en 1 868 

(FJG.1) descrtbtó con detalle un tipo de enfermedad muscular que mas tardo llevada su 

nombre (Distrofia Muscular de Duchenne, COMO). denominando al padecimiento 

00 Par-áhsis pseudohiper-trófica o m1oescleros1s .. (3.4}. 

El tér-mino distrofia fue intr-oducido por Erb para difer-enciar- la d1strof1a muscular

progr-es1va pseudohipertróf1ca de la atr-ofia muscular- espinal (5). Distr-of1a deriva del 

gr-iego dis: inadecuado y trote: nutrición .• y se define como el pr-oceso y consecuencia 

de alteraciones progresivas hereditanas de células específicas en uno o mas tejidos 

que inicialmente muestran una función normal. (6, 7) 



Becker en 1 955 describo una distrofia muscular (OMB) con herencia ligada al sexo 

muy parecida a la que describió Duchenne 1 00 años antes. encontrando una edad de 

inicio más tardía con una evolución lenta y de mejor pronóstico.(8,9) 

En la actualidad a final de los BOs se identificó el gen que causaba la enfermedad 

mediante técnicas de clonación posicional reconociendo el defecto básico de la 

proteína c1toesquelética distrofina (dys). el producto génico del gen DMD, 

reconociendose también a la DMB como una variante alélica del mismo gen (10). 

FIG. 1. 



2.- BASES MOLECULARES DEL GEN DMD. 

a.- Mapao cromoaómico del gen OMD. 

La primera ind1cac1ón de que el gen responsable de la DMO y OMB se encontraba en la 

banda Xp2 1. proviene de estudios roallzados pacientes femeninas que 

manifestaban clínicamente d1strof1a muscular de Duchenne. A final do los años 70s y 

principios de los BOs se doscnb1oron algunos casos de muieres afectadas. Todas 

presentaban una translocacrón cromosóm1ca de novo X-autosoma que involucraba la 

banda Xp21 ( 1 1 ). 

El análisis con bandas de alta resolución reveló hctcrogcnc1ciad dentro de los puntos 

de 1ntcrcamb10 de la translocac1ón en Xp2 l, pero la mayoría se presentaban en 

Xp21 .2, en una región que se extendía 2 3 millones de pb ( 1 2). 

La segunda ev1denc1a proviene de estudios famd1ares. rcallLado con sondas de DNA 

que detectan fragmentos pollrnórf1cos en longitud (RFLP) del cromosoma X. Los 

primeros dos marcadores ligados fueron detectados con las sondas RCB y L 1 .28. La 

sonda RCB mapeaba en el tercio distal. mientras que L 1 .28 mapeaba en el tercio 

proximal . Amhos marc<'.Jdort'.!s pollmórf1cos segregaban con el gen DMD pero cada uno 

mostraba una frecuencia de recomb1nac1ón del 20°/o. ex1st1endo una d1stanc1a entre 

ambos de 40 cM. indicando que solo flanqueaban el gen DMD. ( 13) 



A partir de estos estudios. se han reportado otras sondas aisladas de Xp. ligadas al 

gen OMO con distancias entre 10 a 20 cM. La tercera evidencia proviene del estudio 

de un paciente el cual presentaba un fenotipo complejo. debido a una delación de 

genes contiguos. que incluía; hipoplasia adrenal. deficiencia de glicerol cinasa. retinitis 

pigment.osa. enfermedad granulomatosa crónica asociados a distrofia muscular de 

Ouchenne (paciente BBJ .CFIG 2) f 14). 
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b.-Clonación Posicional de loa aegmento• de DNA del locue DMD. 

La primera clona de DNA que realmente se asociaba con el locus DMO fue aislada por 

Kunkel v colaboradores, los cuales utilizaron un proceso de hibridización competitiva 

llamada; técnica de reasociación amplificada con fenol (PERT). Observaron que la 

clona PERTS7 no hibridizaba en 5 casos de 57 pacientes con DMD. Este hallazgo 

sugirió que ex1stla una delación submicr-oscópica que removía una porción del gen 

DMD mcluyendo la secuencia PERT 87 (15). 

La secuencia pEAT87 fue extendida por caminata cromosómica mediante el 

aislamiento de una serie do segmentos sobrelapados de DNA, encontrando una 

subclona de 220 kb denominada DXS 164. Se analizaron 1346 pacientes de los cuales 

88 presentaban dcleción ( 7%). (16). 

Un segundo descubrimiento importante que condujo a la localización del gen fue el 

estudio de una paciente con una translocación crornosómica (X;2 1) • que involucraba 

un segmento del brazo corto del X en Xp21. que se insertaba adyacente a un bloque 

de genes repetidos en tandem que codifican ANA ribosomal 1 SS y 285 del 

cromosoma 21. Se utilizaron sondas de DNA ribosornal para identificar y clonar de la 

paciente un segmento de DNA que contenía el fragmento de la translocación. Este 

segmento clonado fue obtenido mediante células somáticas híbridas humano-roedor 

QUf3! contenían el derfXI c17) 



to 

El fragmento de unión fue designado XJ1 contenfa 620 pb de DNAr en un extremo y 

aproximadamente 1 l kb de cromosoma X humano. La caminata cromosóm1ca a lo 

largo del fragmento mostró un locus de 1 20 kb aprox1madomentc denominado 

DXS206. dentro de este locus oxistfan 3 subclonas XJl .1. 1 .2 y 2.3 segregaban en 

pacientes con mutaciones del gen DMD ( 1 8) 

A pesar de la ev1denc1a de que los loc1 DXS 1 64 y DXS206 so encontraban dentro o 

muy cerca del gen DMD. la estrategia para localizar tos exoncs del gen, se rcall7ó 

mediante h1brid1zac1ón de subclon<:1s gcnómtcas 1nd1v1dualcs con secuencias que se 

expresaban en mlJsculo (RNA o cDNA) o con secuencias altamente conservadas de 

otras especms. Mónaco et. al. reportó el pnmer oxón en el locus DXS164. 

1dent1f1cando una subclona pERT-87 25. que h1br1d1zaba con DNA de: mono. bovino. 

ratón. hárnstcr y pollo 11 91. 

La clona pERTB7-25 contenía una secuencia parecida a un exón (fase de lectura 

abierta con rn<lrgencs do unión üdecuados en las regiones 5' y 3'1, el análisis de la 

secuencia 1nd1caba una transcripción de sentido telornérico a centromCrico. La 

biblioteca de cDNA perm1t1ó el wslam1ento de un sobrelapado de clonas de cDNA que 

representaban un transcrito de 14kb. El grupo completo de clonas de cDNA 

h1bndizaba con al menos 60 diferentes fragmentos cortados con Hind 111. Los primeros 

33 exones que estaban contenidos en los fragmentos mapearon 

genómica de aproximadamente 1 000 Kb sugmendo un tan"laño del gen de 2000 

kb.120) 
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Debido al gran tamafio del gen el mapeo de restricción convencional era inadecuado, 

ex1st1endo técnicas como: electroforesis de campos pulsados tPEGE) y electroforesis 

de campos 1nvert1dos {FIGE). ideales para la construcción de mapas de restricción de 

grandes fragmentos de DNA (21 ). 

c.-Transcritos del gen DMD. 

El producto del gen DMD DMB es una proteína denomrnada d1strof1na. este pol1pépt1do 

existe en el organismo en varias 1soformas. generadas varios promotores que 1n1c1an la 

transcripción en diferentes s1t1os del gen (FIG. 3) 

P2 P1 PS P4 

2 3 55 r 56 57 62 r 63 64 79 

IFIG. 31 PROMOTORES ALTERNATIVOS DEL GEN DMD/DMB. 

El primer promotor 1dent1f1cado fue el de la d1strof1na muscular esquelética. El 

promotor es similar a otros promotores músculo·espccíf1co, presenta s1t1os de unión 

MEF-1 (unión a M10Dl en las pos1c1ones -58. -535 y -583 pb. Presenta una secuencia 

consenso en la posición -394 pb 'I contiene clernentos reguladores negativos y 

pos1t1vos con secuencia ampl1f1cadora en el primer intrón 122). 



Se ha identificado un segundo promotor en ol mANA del cerebro do rata que tiene un 

primer exón diferente, transcrito de un promotor distinto. el cual ha sido mapeado 90 

kb o mas rfo arriba del promotor muscular (23). 

Se ident1f1có un tercer promotor on las células de Purk1nje, el cual se localiza en la 

porción media del intrón que se ubica entre el lo. y 2o. exón del promotor muscular. 

En esta isoforma se mod1f1can los primeros 7 am1noác1dos de la d1strof1na de tipo 

muscular (24). 

Existe un cuarto promotor Jocahzado en el extremo 3" del gen. El pnmer exón del 

transcrito mapca a Bkb río arriba del exón 63. Codifica una proteína de 71-kDa (0p71) 

que es el producto mas abundante en cerebro, hígado, pulmón y estómago. Dp71 

contiene los dominios neos en c1stcina y C-tcrm1nal de la d1strof1na precedida por 7 

am1noác1dos que son únicos en esta proteína. El promotor tiene las caractorist1cas 

tip1cas de un gen que se expresa de forma ubicua (25). 

Se ha identificado un 5o. promotor localrzado en el intrón 55. El mensajero mide 5.2 

kb y codrf1ca una 1soforma de 116 kDa (Op 11 6) Ja cual se expresa solamente en el 

nervio periférico (26). 

Recientemente se reportó una nueva protefna denominada Dp 1 40 y el promotor 

posiblemente se encuentra en el intrón 44 (69). 
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d.- Mut•cione• en el gen DMD. 

La localización v clonación del gen permitió el estudio de mutaciones. siendo posible la 

identificación de penadoras y el diagnóstico prenatal. Las primeras mutaciones 

descritas fueron las delaciones. detectadas con las sondas genómicas pERT87 v XJ 

determinando un porcentaje entre 8-1 0%. Actualmente con el ensayo de PCR 

mediante el uso de mult1plex, se determinan aproximadamente el 95% de las 

deleciones del gen DMD/DMB (27). 

Las delaciones en el gen son muy hete,.ogéneas en cuanto tamaño y localización. Las 

delaciones que involucran miles do kilobases. remueven genes adyacentes. resultando 

en un fenotipo de genes contiguos. Las delaciones pequeñas remueven uno o algunos 

axones y su distribución no es al azar. Existen dos regiones susceptibles de sufrir 

deleciones (Hot spots). El punto caliento monor se encuentra en ol 1ntrón 7 y la 

segunda también denominado punto caliente mayor se localiza en el mtrón 44 (28). 

La delación puede ocurnr por ruptura y reunión al azar. o por un evento de 

recombinación especifico. La recombinación puede involucrar tanto intercambio 

homólogo o no homólogo. El intercambio puede ser entre cromosomas. entre 

cromátides hermanas del mismo cromosoma o entre diferentes regiones de la misma 

cromátide (29). 

La agrupación de las delaciones entre los axones 45 a 53. sugiere que algunas 

características del DNA o de la cromatina predispone a rupturas especificas o eventos 
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de recombinación. Esta agrupación es mas común en las delaciones que se extienden 

en el intrón 44. La sccuenciación de dos puntos de ruptura en una delación que 

involucraba al intrón 44 ha identificado un elemento parecido a un transposón, 

sugiriendo la predisposición de los rearreglos en este sitio (30). 

El amplio espectro de severidad clínica en los pacientes con DMD/DMB se explica 

corno consecuencia de un efecto de la mutación sobre Ja fase de lectura traduccional 

del mRNA. Mónaco et. al. ( 19). propuso que delaciones resultantes en DMB 

mantienen la fase do Jectur·a traduccional del ANA mensaJero y en la DMD se 

interrumpe la fase de lectura 131 J. Los puntos de ruptura de la delec1ón están 

frecuentemente en los márgenes de los intronos. asf que la mayor/a de las deleciones 

remueven un grupo especifico de axones. Si todos los axones comenzaran con el 

primer nucleótido de un codón y terminaran con el último nucleótido de un codón. 

entonces las delaciones simplemente removerían un número integral de codones del 

mensajero y un número integral de aminoácidos de la proteína. Sin embargo los tipos 

de margen del exón son variables y no necesariamente corresponden a los extremos 

de los codones (31 >. 

El tipo de margen se define como 1 .2 y 3 dependiendo si el exón termina con el 

primero. segundo o tercer nucleótido del tripletc codificante. La información del tipo 

de borde es muy importante para determinar si la delación de un axón o un grupo de 

axones interrumpe la fase de lectura en el mRNA {32}. Por otra parte se determinó que 

el 6% de los casos correspondía a duplicaciones (33). Los mecanismos de 

recombinación que causan la delación pueden también producir duplicación. En tres 



casos la duplicación habra sido caracterizada a nivel de nucleótidos. Una duplicación 

resultó de recombinación homologa entre un par de secuencias A/u en el gen DMD. 

mientras que otras dos resultaron de eventos de recombinación no homóloga. Las 

secuencias A/u son secuencias altamente repetitivas aproximadamente de 300 pb que 

se encuentran a lo largo del genoma. En sois casos el rearreglo se detectó en la línea 

germinal del abuelo materno (34). 

El 30% de los pacientes afectados en quienes no se detectan delec1ones o 

duplicaciones son portadores de mutaciones puntuales y la mayoría de estas pequeñas 

mutaciones como en los casos de los rearreglos mayores resultan en la terminación 

temprana de la traducción. las mutaciones de sentido equivocado son 

extremadamente raras. Estas mutaciones se distribuyen de forma homogénea a lo 

largo del gen. y aparentemente no existe un punto caliente de predisposición a 

mutaciones (35). 
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3.- LA DISTROFINA IDYSI EL PRODUCTO PROTEICO. 

•·· E•tructura y posibles funcione•. 

La dys comprende cerca def 5% del citoosqueleto de la membrana del músculo 

esquelético normal. El análisis de la secuencia del cONA del gen DMO predice una 

protefna de 3600 aminoácidos v de un peso molecular de 427 kDa CFfG. 4J .. La 

proteína tiene cuatro dominios contiguos • tres de los cuales son característicos de 

las protelnas del citoesqueleto: 

( 1) una región N-terminal de 200-240 residuos, la cual es similar al dominio de la cx

actina. 

{2) un grar. dominio que comprende 26 secuencias triple hélice las cuales recuerdan 

las repeticiones en la P-espectrina. 

(3) una región rica en cistefna entre Jos residuos 3080 v 3360 la cual muestra una 

homología al dominio e-terminal de la a actrna en Dictyosreliurn discoideurn, la cual 

puede contener dos sitios de unión al calcio. 

(4} una secuencia e-terminal de 420 • este último dominio se une fuertemente a la 

membrana plasmática (FIG.S) (3SJ. 
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FIG. 4. SINTESIS DE LA DISTROFINA. 
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FIG 5: ESQUEMA DE LOS DOMINIOS DE LA DISTROFINA. 

Estudios inmunohistoquímicos han demostrado que Ja dys se localiza en la porción 

citopfasmática del sarcolema, existiendo una gran concentración en las uniones 

miotendinosas y en la membrana postsináptica de la placa neuromuscular. La dys se 

relaciona con fa p-espectrina y vinculina en tres distintos dominios en el sarcolema. 



•• 
sobreponidndose tanto a las bandas 1 v las líneas M. La inmunofluorescencia de alta 

resolución muestra a la dys en un arreglo do bandas gruesas que se localiza en los 

sitios de unión de las sarcómeras a Ja membrana plasmática. Estos resultados 

demuestran quo la dys forma una parte intrincada del c1toesqueleto muscular y puede 

funcionar para unir el aparato contráctil normal con el sarcolema (37). 

Se ha reconocido por muchos años un papel importante de las fuerzas mecánicas en la 

regulación de la forma y función do los tc11dos. pero los mecanismos moleculares por 

los cuales las células sienten y responden a los estimules están actualmente siendo 

elucidadas. Las integrinas son una gran familia de protefnas transmembranales. las 

cuales físicamente se ligan a proteínas asociadas a actina del citoesqucleto (v1ncuhna. 

a-act1na. talina) con componentes de la matriz cxtracclular. Se sugiere que la dys y las 

protelnas c1toesquelét1cas asociadas formen parte de una red, designada 

especlf1camente a responder a las tensiones acontecidas durante el crec1m1ento 

muscular normal postnatal, mas que aquellas que acontecen durante los ciclos 

repetidos de contracción/relajación. En base a esta hipótesis se postula que los 

músculos son incapaces de crecer en Ja misma proporción del esqueleto (38). 

Existen varias formas en las cuales la dys podrla jugar un papel en la transducción de 

la tensión aplicada externamente en el crecimiento de las fibras musculares. La 

activación por estiramiento de los canales do calcio. son una característica de muchos 

tipos celulares. Parece poco probable que la dys por si misma o junto con el complejo 

de proteoglicanos forme un canal de calcio, por el contrario se ha con1probado que el 

complejo del citoesqueleto distrofina/espectrina es el elemento que sostiene la tensión 
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en la activación del canal de calcio en la membrana. Asr la distorsión del elemento que 

sostiene tensión debido a una elongación del músculo durante el crecimiento podrla 

modular la función de los canales del ión (39). 

La habilidad del músculo esquelético para adaptarse a la carga mecánica mediante un 

cambio en la expresión génica es bien conocido. Esta respuesta juega un papel crucial 

durante el crec1m1ento y desarrollo muscular 1n vivo. cuanrfo existe una elongación y 

alargamiento del esqueleto o el músculo. Los m1otubos que crecen in vivo también 

poseen la habilidad de detectar y adaptarse al estímulo mecánico. El incremento en la 

longitud ósea. ocurro principalmente por la ad1c1ón serial de sarcómeras de los 

extremos de las fibras musculares. El mecanismo que coordina la agregación de 

sarcómeras se desconoce pero no involucra un elemento neural. So piensa que la dys 

forma parto de un ligando transmombranal que funciona para controlar la cantidad de 

sarcómeras que se adicionan a los extremos de las fibras musculares acortadas 

(38.40). 

La unión m1otendionosa es una zona altamente especializada. Es una región µlegada 

de la membrana plasmática que regula la transm1s16n de fuerzas generadas por las 

miofibrillas hacia el tendón. Presumiblemente se transmite en dirección opuesta. Las 

placas subrncmbranosas de estas uniones participan en la transmrsión de la tensión 

hacia la matriz extracelular y provee s1t1os para la ad1c16n de nuevas sarcómeras. La 

dys s.e concentra en los huecos de la membrana plasmática plegada en las uniones 

miotendinosas, donde se ha sugerido que formil asoc1ac1ones laterales entre los 

filamentos delgados y la membrana. Estos hallazgos indican que la proteína Juega un 
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papel en la transmisión de Ja ten~ión de Jos filamentos de actina sarcomérica a través 

de la membrana plasmática hacia el tendón (41 >. 

Se ha reportado la presencia de d1strofina en el citoplasma del músculo esquelético y 

en grandes cantidades en la unión miotendinosa del feto en desarrollo. En el ratón 

mediante h1bndización in situ; se dotecta,-on transcritos de distrofina en co,-azón a los 

9 días y a los 1 3 dfas en cerebelo y en el cerebro anterior. La d1strof1na fetal parece 

ser mas pequeña que la d1strofina del adulto, incrementándose conformo avanza la 

gestación, por otra parte algunas veces se observa un patrón d1ferenc1al en el análisis 

de Western blot con anticuerpos diferentes. esto sugiere que existe una regulación 

ontogénica de las isoformas de la distrofina (42,43)) 

b.- Glicoprot:eínas asociadas a la distrofina. 

La región C-terminal se une a un complejo de proteoglicanos que comunica con el 

exterior del sarcolema. El dominio rico en cys y la mitad proximal del C-terminal, tiene 

los sitios de unión al complejo proteico. Este sistema de proteínas se ha subdividido 

en tres complejos (44): 

1 .- Complejo de glicoproteínas 

A.- Complejo de distroglicanos 

a-distroglicano ( 1 56 DAGJ 

f}-distroglicano (43 DAG) 
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Estas proteínas son traducidas de un solo gen localizado en 3p21 y se expresan en 

varios tejidos (45). 

B.- Complejo de Sarcoglicanos. 

a-sarcoglicano. Adhalina (50 DAG: 17q21) 

P-sarcoglicano. A3b (43 KOa}. 

y-sarcoglicano. 35 DAG. 

S-sarcoglicano. 25 OAG. 

El complejo se expresa especfficamente en el tejido muscular esquelético y cardiaco. 

siendo parte integral de la membrana. (46.4 7) 

La depleción de la glicoprotoina de 50 kd del complejo DAG causa una distrofia 

muscular severa en la infancia AR (SCARMD>. La necrosis muscular vista en la DMD y 

en la SCARMD se debe a la interrupción del DAG (46). 

11.- Complejo de sintrofinas. 

a.-sintrofina (59 DAPJ. Expresada en músculo (48). 

Pl-sintr-ofina (59 DAP 8q23-24). Expresada ubicuamente (49). 

P2·sintrofina (59 DAP>. Localizada en la unión neuromuscular (50). 

111.·No clasificados. 

AS o 25 DAP y otras proteínas (44). 
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4.- ASPECTOS CLINICOS DE LOS ENFERMOS CON DMD. 

•·- C.r•cterietic•• cHnica•. 

Los pacientes con DMD son sanos clínicamente al nacimiento. Los primeros srntomas 

inician cuando el niño comienza a caminar. caracterizados por la presencia de una 

marcha anormal (anadina) v caídas frecuentes. Los primeros signos son debilidad en la 

cadera observando la presencia de una elasticidad anormal en los músculos 

acompañándose de una rigidez marcada de los mUsculos iliotibiales v del tendón de 

Aquiles. Existe pseudohipertrofia de los gastrognemios y una hiperlordosis como 

mecanismos compensatorios de la debilidad muscular. A los 4a. de edad existe 

dificultad para subir escaleras y para levantarse cuando 

piso (signo de Govvers) (51). 

encuentra sentado en el 

Los pacientes afectados pierden la habilidad de subir escaleras alrededor de los 9 años 

(7-13a) v requieren silla de ruedas a los 12 a ( 9-16 a). A los 15a las complicaciones 

ortopédicas mas frecuentes son escoliosis v contracturas musculares, v otro tipo de 

problemas como disminución de la capacidad vital pulmonar (CVP) y alteraciones 

cardiacas. La edad de fallecimiento es variable y depende de las complicaciones 

cardiacas y pulmonares asf como del tratamiento rehabilitador oportuno (53,54}. 

Existen otros síntomas asociados que son variables, estos incluyen: dolor muscular, 

depresión e incontinencia fecal y urinaria. El dolor es referido principalmente en la 

pantorrilla, siendo mas común en los pacientes con DMB. La depresión inicia 
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generalmente con las actividades escolares cuando el nii'\o comienza a darse cuenta de 

aus limitaciones (55). 

La capacidad mental es uno da los elementos mas variables dentro de las 

características clínicas. con un CI (coeficiente intelectual) promedio de una desviación 

esténdar por debajo de la media. No existe una evidencia clara de correlación entre el 

grado de retraso mental y el sitio o el tamai\o de la delación. sin embargo se ha 

reportado que la delación del exón 52 está asociado a un riesgo elevado de retraso 

mental (52). 

b.· Aae•oramlento g•n6tico. 

Las distrofias musculares Duchenne y Becker (OMO/DMB) son variantes alélicas del 

mismo gen. se heredan en forma recesiva ligada al cromosoma X. Cuando la mujer es 

portadora obligada del padecimiento existe la probabilidad de un 50% de que los 

varones estén afectados v de un 50% de que las hijas sean portadoras {55). 

Debido al estudio de Ja detección directa de la mutación, análisis de los haplotipos. 

inmunoanálisis de la distrofina han mejorado importantemente la detección de 

portadoras y el diagnóstico prenatal. Por otra parte estos estudios han permitido la 

detección de mosaicismo germinal en casos que aparentemente eran esporádicos. La 

determinación de los haplotipos asociados a la DMD de una familia en riesgo puede 

ser obtenido utilizando sitios polimórficos de restricción intragénicos y especialmente 
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las repeticiones CA localizadas en los extremos 5' y 3' del gen DMD así como las 

secuencias polimórficas intrónicas (56.57). 

Las alteraciones de la distrofina se consideraban especificas para DMD/DMB. sin 

embargo se han identificado irregularidades de la distrofina en algunos pacientes con 

alteraciones musculares. principalmente distrofia muscular congénita de 

Fukuyama (DMCF), y en pacientes con distrofia muscular de cinturas (OMC) (58). En 

un estudio analizando 23 casos con DMCF, se encontró que 3 presentaban una 

distrofina anormal, proponiendo que existe una interferencia metabólica entre el 

producto del gen de la DMCF y la distrofina, incluso se piensa que la deficiencia de 

distrofina combinada con la hoterocigocidad de la DMCF podría producir un fenotipo 

intermedio (58). 

Por otra parte se realizó un estudio. analizando la distrofina en la biopsia muscular de 

41 casos de pacientes los cuales tenían el diagnóstico de distrofia muscular de 

cinturas. Se identificó que 5 pacientes masculinos presentaban un patrón anormal de 

distribución en la distrofina compatible con DMB y dos pacientes femeninos 

compatibles con portadoras asintomáticas. El análisis molecular con PCR para 

determinar la mutación demostró que los 5 pacientes presentaban delación (59). 
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5.- METODOS DE OIAGNOSTICO. 

El diagnóstico se realiza con el apoyo de varios métodos; 1 .- Análisis de ONA. para 

determinar el tipo de mutación. 2.- Estudio del transcrito. 3.-Examen de la protelna 

para deter"minar le calidad y cantidad de distrofina en la biopsia muscula,._ 4.-Niveles 

séricos de Creatin cinasa. 5.-Histología y 6.-electromiografla. 

Uno de los métodos mas utilizados para el diagnóstico molecular de delec1ones es 

mediante PCR. amplificando con multiplex los axones 4, 8, 1 2. 1 7, 1 9. 44. 45, 48 y 

51. Los 9 exones que mas frecuentemente se doletan en los pacientes con DMO. 

detectando un 82% de delcc1ones. Agregando otro multiplex al análisis en una 

segunda reacción, se estima que la eficiencia de detección es de 95% (60). 

Un estudio alternativo es la amplificación de secuencias de cDNA mediante PCR 

obtenidas por transcripción reversa de mRNA. Se han originado transcritos 

-;regítimos .. de células sanguíneas para el estudio del gen, con el fin de obtener 

información diagnóstica (•). Roberts et. al. ha justificado la gran utilidad del RT-PCR 

(transcripción reversa-PCR) para detectar delaciones v duplicaciones que dan como 

resultado fragmentos amplrficados alterados. Por este medio se obtiene directamente 

el estado de ruptura de fase del mRNA. Esta técnica representa una arma poderosa de 

estudio. sin embargo es muy laboriosa y sofisticada para usarse como diagnóstico de 

rutina (61). 
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El estudio de la distrofina se realiza mediante Western blot e inmunohistoqulmica. El 

an41isis del músculo mediante Western blot. con anticuerpos antidistrofina dirigidos 

contra el extremo amino v el extl"emo carboxilo terminal. Inicialmente mostró que los 

pacientes no tenlan distrofina detectable mientras que los pacientes con Becker tenían 

distrofina de menor tamal"\o. Nicholson et. al. utilizó anticuerpos monoclonales 

altamente específicos y densitometrla cuantitativa, observando que la cantidad de 

distrofina correlacionaba con la severidad de la enfermedad. pero los niveles de 

distrofina eran mas altos que los reportados. La mayoría de los pacientes con DMD 

tienen distrofina con un peso molecular alterado superior al 25% de lo normal (62). 

El examen con inmunofluorescencia e ínmunohistoquímica muestra una localización 

subcelular en la membrana del sarcolema. El patrón de tinción es negativo en los 

pacientes con DMD a excepción de algunas fibras restablecidas. En la DMB se 

describe un patrón difuso o esporádico. Se ha visto que las portadoras sintomáticas 

presentan un patrón de tinción en forma de mosaico, con grupos de fibras positivas. 

negativas y algunas parcialmente teñidas. Las portadoras obligadas que no 

manifiestan la enfermedad pueden tener una baJa proporción de fibras teñidas 

negativamente. Por otra parte este estudio se ha utilizado para realizar diagnóstico 

prenatal (56.62) 

La creatín cinasa sérica se encuentra muy elevada aproximadamente 50 a 1 00 veces 

por encima del límite normal. La CK tiene funciones importantes en el metabolismo 

energético: 

1 __ Funciona como un buffer (amortiguador) energético temporal. 

2.- Sirve como un buffer de energía espacial o un sistema de transporte energético. 
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3.- El sistema CK/PCr previene el aumento intracelular de AOP libre. impidiendo así 

una inactivación de las A TPasas celulares y la pérdida neta de los nucleótidos de 

adenina (63». 

La Ct< se encuentra elevada al nacimiento en la DMD y OMB. pero fas manifestaciones 

clínicas francas inician cuando ef paciente comienza a caminar. Los niveles de CK se 

muestran elevados al principio de la enfermedad v declinan progresivamente debido a 

Ja disminución de la masa muscular. El 70% de las pacientes hemicigotas portadoras 

del gen mutado DMD muestran niveles elevados do CK y frecuentemente es Ja única 

manifestación de laboratorio (64). 

La patología muscula,- muestra evidencia de degeneración y regeneración fibnlar. 

Puede existir necrosis de las fibras. fagocrtosis y fibras prominentes opacas que están 

hipercontraidas. La apariencia general es la variación del tamaño de las fibras 

circulares incluidas on tejido fibroso. En estadios terminales de la enfermedad existe 

reemplazamiento de tejido muscular por grasa. Indistinguible de otras enfermedades 

miodegenerativas (65). 

La ElectromiograHa (EMG) es caracterlstica con una reducción en la duración v 

amplitud de los potenciales de acción v un aumento en Ja frecuencia de los potenciales 

polifásicos (66). 



B.- PLANTEAMIENTO DEL .... OBLEMA. 

Analizar dos familias con distrofia muscular progresiva Ouchenne/Becker. desde el 

punto de vista molecular para conocer el tipo de alteración molecular en una muestra 

de población mexicana. 

C.- HIPOTESIS. 

1 .- La presencia de delaciones del gen DMO/OMB se encuentra en la mayor parte de la 

muestr-a de la población mexicana. 

2.- La presencia de secuencias polimórficas especificas en el gen OMD/DMB permite la 

identificación de portadoras. 

D.- OBJETIVOS. 

a) Objetivo general. 

1 .- Establecer diagnóstico molecular de los enfermos y portadores de la DMD/OMB. 

b) Objetivos particulares. 

1 .- Determinar el tipo de mutación en el gen DMD/DMB en una muestra de población 

mexicana. 

2.- Identificar portadoras entre fas mujeres de las familias mediante secuencias 

polimór-ficas intr-ónicas (STR"s). 

3.- Ofr-ecer un asesoramien'to genético adecuado a los enfermos v penadoras del 

padecimiento. 
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E.- JUSTIFICACION. 

En los últimos anos con el progreso de la biologla molecular se han logrado numerosos 

ava;ncos en el conocimiento de las enfermedades genéticas. Las distrofias musculares 

Ouchenne/Becker se han utilizado como modelos para el estudio de la patología 

genética, al analizar los datos clínicos de los pacientes y los resultados moleculares. 

La distrofia muscular DMD/DMB es un padecimiento letal e incapac1tante que acarrea 

problemas serios en los familiares. por lo que es necesario dar un asesoramiento 

genético adecuado a madres y hermanas del paciente que son portadoras del 

padecimiento con fines preventivos para su vida reproductiva. Por otra parte 

importante conocer las alteraciones moleculares presentes en una muestra de 

población mexicana. 
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11.- MATERIAL Y METODOS. 

Se estudiarán 2 familias~ con un total de 7 enfermos v 1 O probables portadoras. Los 

cuales fueron enviados al servicio de genética con diagnóstico clínico de distrofia 

muscular progresiva Ouchenne/Becker. 

a) Criterio• de incfuaión. 

1.- Contar con el consentimiento del paciente para la realización del estudio. 

2.- Pacientes que tengan una CPK sérica elevada (mayor de 190 U/LJ. 

3.- Ser madre o hermana de un paciente con DMD/DMB. 

3.-Electromiogratra compatible con distrofia muscular. 

4.-Biopsia muscular con cambios distróficos compatibles con distrofia muscular. 

b) Criterio• de exclusión. 

1 .-Los pacientes que por algún motivo estén en desacuerdo con la realización del 

estudio. 

cJ Criterios d• eliminación. 

1 .-Aquellos pacientes Que fueron referidos con diagnóstico de OMD 6 OMB v que no 

cumplan con los criterios de inclusión. 
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METODOLOGIA. 

Mediante la historia clínica genética se recabarán Jos datos mas importantes de los 

pacientes que acudan con diagnóstico de OMD o DMB al servicio de genética del 

Hospital General de México. 

Se solicitará a laboratorios cent,-ales de esta institución la determinación de CPK. TGO 

v Aldolasa. 

Se enviará a los pacientes al servicio de neurologla para la realización de EMG y 

estudio de histopatologla de biopsia muscular. 

Previa explicación y consentimiento del paciente y familiares. se procederá a la 

extracción de 20 mi. de sangre periférica. Mediante métodos estándares se procederá 

a la extracción del DNA. 

Se realizará Ja técnica de PCR (Reacción en cadena de Ja polimerasa) que se basa en Ja 

amplificación enzimática de un fragmento de ONA que está flanqueado por dos 

oligonucleót1dos. que son pequeñas secuencias de bases que hibridizan los 

extremos opuestos de las dos cadenas en la secuencia de interés. La sfntesis 

complementaria del ONA se realiza por una DNA pofimerasa resistente 

temperatura.(ya que el proceso de hibridación requiere de temperatura) asf los 

otigonucleótidos están orientados de tal manera que las dos cadenas nuevas de DNA 

sirven para sintetizar una segunda copia de la secuencia original. Con el uso de 

termocicladores (máquinas de PCR) se producen ciclos repetidos de desnaturalización 

con calor. hibridización de los oligonucleótidos y sfntesis enzimática de DNA. 

resultando en una amplificación exponencial (2. 4, 8, 16 ... copiasJ de la secuencia en 

estudio. Los productos de la amplificación se corren en un gel de agarosa, junto con 
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un marcador de peso molecular para determinar su tamaño v de acuerdo a ello el tipo 

de mutación (60). 

Se hará análisis de ligamiento por PCR mediante la identificación de marcadores 

polimórficos de las secuencias intrónicas conocidos como STR (del ingles -short 

tandem rcpeats"). de los intrones 44. 45. 49 v 50 (67). 

La metodología molecular se realizará en el Centro de investigaciones y estudios 

avanzados del IPN por el M. en C. Diego Arenas Aranda. 

La recolección de los datos clínicos se realizará con el formato de historia clínica 

existente en el servicio de genética. 
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un marcador de peso molecular para determinar su tamal'lio y de acuerdo a ello el tipo 

de mutación (60). 

Se haré análisis de ligamiento por PCR mediante la identificación de marcadores 

polimdrficos de las secuencias intrónicas conocidos como STA (del ingles .. short 

tandem repeats"). de los intrones 44. 45. 49 v 50 (67)_ 

La metodologla molecular se realizará en el Centro de investigaciones y estudios 

avanzados del IPN por el M. en C. Diego Arenas Aranda. 

La recolección de los datos cllnicos se realizará con el formato de historia clínica 

existente en el servicio de genética. 
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RESULTADOS. 
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Se muestra el árbol genealógico y las autorradiograHas obtenidas de la amplificación 

de las regiones STR'S 44 y 49 de la familia con antecedentes de DMB. 
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El análisis con el 9 y 5 plex no mostró deleciones en los varones afectados. Por otra 

parte las regiones 45 y 50 del gen DMD no fueron informativas debido a que la madre 

era homocigota para ambas regiones. 

Las mujeres 1-2. 1-3. y 11-2 mostraron el haplotipo de riesgo de ser portadoras con las 

regiones 44 v 49. 

11 

~¿; , 2 

, 

DYSll ... 

Las mujeres 1-5 y 1-6 no fueron informativas de ser portadoras, con las regiones 44 y 

49 por lo que se utilizó el STR s·, confirmándose que ellas no son portadoras. 

Interpretación 

~) h1potético 

~ <¡ª º"ª 
A 

Esto se concluyó asumiendo haplotipos hipotéticos de sus padres como A para el 

padre y AB para la madre. 



FAMILIA 2 

ARBOL GENEALOGICO 

11 

111 

1 

u 6 
STR-50 

STR-45 _..._ • ---
Se muestra el árbol genealógico y los haplot1pos de una familia con 3 miembros 

afectados. con diagnóstico cUnico de DMD forma intermedia. Se realizó estudio 

mediante la amplificación múltiple 9 y 5 plex no detectando delaciones en el gen 

DMO. El análisis de haplotipos mediante STRs solo fue informativo para el 45 y 50. El 

análisis de los alelos producidos por la amplificación de las regiones 45 y 50 

mostraron la presencia del alelo que segrega con la enfermedad en los pacientes 

afectados y la madre portadora. La mujer en riesgo (11-3) no resultó ser portadora, la 
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hermana gemela (11-7) no fue posible obtener muestra para el estudio. la hermana con 

el padecimiento (11-4) presentó el mismo alelo que la madre portadora y los hermanos 

enfermos por lo que se sugiere que heredó el cromosoma con la mutación en el gen 

DMD. Las otras cuatro regiones del gen analizadas (44,49, s· y 3') no fueron 

informativas ya que la madr-e fue homoc1gota par-a ellas. 

Los niveles enzimáticos se muestran en la siguiente tabla. 

TABLA 1 

CPK TOTAL CPK MB ALOOLASA 

1-1 74 16 4.0 

1-2 434 18 2.B 

U-1 140 20 5.3 

U-2 166 17 4.3 

U-3 87 16 5.2 

U-4 1450 89 12 

U-5 3270 151 13 

U-6 1420 61 14 

U-7 160 25 5.3 

VALORES F:<150 U/L. <25 U/L. 4-7 U/L. 

NORMALES M:<270 U/L. 
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En el suero de los pacientes y familiares se determinó la actividad de la CK total la 

cual se encontró elevada en los enfermos y en el caso 1-2 (434 U/L). Las isoenzimas 

CK-MB y CK-B se encontraron elevadas solamente en los enfermos. La aldolasa se 

encontró por arriba del valor normal en los tres enfermos. 

11-4 

11-5 

11-6 

CABEZA. CUELLO CARA 

Y TRONCO 

2 

2 

2 

5 

5 

5 

TABLA 2 

MIEMBROS MIEMBROS 

SUPERIORES INFERIORES 

3 3 

3 2 

3 

CLASIFICACION: 

100% 

75% 

50% 

25% 

10% 

0% 

(51 

(41 

(31 

121 

(11 

(01 

Movimientos contra la gravedad y resistencia normal. 

Movimientos contra la gravedad y menor resistencia. 

Movimientos contra la gravedad y sin resistencia. 

Movimientos eliminando la gravedad. 

Trazas de contracción palpable. 

falta total de acción muscular. 

El examen clínico muscular muestra ligera disminución en la severidad clfnica en los 

miembros inferiores de la paciente 11-4. 
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Las dos familias no mostraron delación. sin embargo se muestra el ejemplo de la 

amplificación múltiple de ONA genómico de 1 8 enfermos mexicanos con DMD/DMB. 

El ONA obtenido a partir de leucocitos fue amplificado en geles de agarosa al 1 .4 % v 

se tiñó con bromuro de etidio. (A) Amplificación con el 9 plex . (0) amplificación con 

el 5 plex . ( +) control positivo. (M) marcador. Se indican los tamaños de las bandas 

del marcador en pares de bases (pb). (68) 
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IV.- DISCUSION 

El análisis molecular utilizando PCR-multiplex 9 y 5. no mostró deleción en ninguna de 

las dos familias estudiadas. sin embargo se muestra el patrón de bandas de algunas 

delaciones observadas, esto puedo ser debido al número reducido de la muestra. En un 

estudio realizado on 40 pacientes mexicanos con distrofia DMB/OMD. el porcentaje de 

delaciones obtenido fue del 50.8%, obteniendo una proporción del 87% de delec1ones 

localizadas en el punto caliente mayor. a diferencia de población anglosajona que es 

del 60%. (70). 

En la familia 1 se realizó análisis clfnico de los pacientes afectados de las generaciones 

IV y V. Los casos IV·I y IV-5 mostraron datos clínicos compatibles con una distrofia 

muscular tipo Becker, la biopsia muscular fuo compatible con distrofia muscular, las 

enzimas encontraron con elevación importante. Los pacientes V-3 y V-6 

presentaban datos clínicos compatibles con una distrofia muscular de Duchenne, la 

elevación enzimática era muy s1gn1ficat1va. Clínicamente presentaban alteraciones del 

aprendizaje. Con la finalidad de realizar diagnóstico de portadoras se reahzó la 

amplificación de regiones cortas repetidas en tandem (STR's) de nucleótidos CA, de 6 

regiones diferentes del gen DMD (intrones 44, 45, 49, 50 y extremos 5" y 3' del gen}. 

Mediante este análisis de ligamiento se observó Que las mujeres IV -2, IV-4 y V-2 

heredaron el alelo que segregaba con la enfermedad. En el caso de las mujeres IV-9 y 

IV-11 no fueron informativas de ser portadoras con los STR's 44 y 49. En estas 
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probables portadoras se amplificó la región 5' del gen OMD confirmando que no son 

portadoras . A pesar que no fue posible determinar el tipo de mutación con el análisis 

de PCR·multiplex es importante resaltar la variabilidad fenotípica que se observó entre 

las generaciones IV y V, entre otros manifestaciones se observó además la presencia 

de alteraciones dol aprendizaje on la generación IV. Por lo tanto será importante 

realizar en un futuro análisis de mutaciones puntuales o m1crodelec1ones con otra 

metodología (32.35) para corr-elac1onar el tipo de mutación con la variabilidad del 

cuadro clínico. 

En la familia 2 el estudio cUnico de los tres pacientes fue compatible con una forma 

intermedia do DMB/OMD (edad de permanencia en silla de ruedas a los 14 años). Las 

enzimas musculares (CK. CK-MB y aldolasa) se encontraron elevadas en los tres 

pacientes y en la madre portadora. Los niveles en71mát1cos en las pacientes 

portadoras se eleva en el 70º1D de los casos (64). sin embargo diversos factores 

pueden 1nflu1r en su elevación. tales como el periodo menstrual, ejercicio, etc. por lo 

que es un dato inespecífico de diagnóstico en las portadoras de distrofia muscular de 

Duchenne. El estudio electromiográfico y la biopsia muscular fueron informativos de 

distrofia muscular. 

La amplificación de las regiones 50 y 45, confirmó que el alelo portador que segrega 

con la enfermedad. fue heredado por los pacientes afectados v no por el resto de los 

familiares estudiados. Resulta 1mportani-e señalar el hallazgo de una mujer afectada Cll-

4). la cual presenta una ligera disminución en la severidad de Ja debilidad muscular 

(tabla 2). Existe el reporte de algunas mujeres que presentan sfntomas clínicos de la 

enfer-medad como calambres musculares o cansancio a esfuerzos moderados. quienes 
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se han denominado portadoras sintomáticas. Por otra parte existe un grupo menor de 

p8cientes que manifiestan todos los sfntomas de la enfermedad. esto es debido 

probablemente proceso do 1nactivación preferencial del X normal, como 

consecuencia de una translocac1ón X·autosoma. rearreglos estructuras. o ,-ear,.eglos 

crfpticos del cromosoma X. que tienda a reducir o amplificar la v1ab1lldad celular (7i, 

72). Por tal motivo es necesario realizar otros estudios para 1nvest1gar la naturaleza de 

esta inact1vación preferencial. Resultados obtenidos de la determinación de distrofina 

mediante Western, indicaron que la pac1onte y sus hermanos carecen de d1strof1na 

muscular (Arenas D. comunicac1ón verbal). 

En las dos familias estudiadas no so detectó doloc1ón o duplicación 1ntragórnca por 

análisis PCR-mult1plex, suponemos que la nltcrac16n sea probablemente una mutación 

puntual o m1crodcloc1oncs no detectables con este método. 

Debido a que el estudio enzimático es 1nespecíf1co para la detección de portadoras, es 

importante el implemento de la detección mediante anál1s1s de ligamiento en base a la 

heteroc1gocidad de los alelos pollmórf1cos de los 1ntrones estudiados en población 

mexícana, aunado a la determinación de d1strof1nn y de las protcinas asociadas 

medíante Western o 1nmunofluorcscenc1a (44-4 7). fac1llta el d1agnóst1co de la d1strof1a 

muscular de Duchenne y de otros tipos de d1strof1as, con la finalidad de realizar 

investigación clínico/básica y realizar un asesoramiento genético adecuado en su vida 

reproductiva a los pacientes y familiares con distrofia muscular de Duchenne. 
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