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1.- RESUMEN.

Las distrofias musculares son un grupo de enfermedades determinadas genéticamente,

caracterizadas por debilidad muscular progresiva. La severidad clinica varia
ampliamente entre los diferentes tipos de distrofia muscular. Los examenes

electromiografico y de histopatologia muestran datos inespecificos de

biogquimico,

degeneracion muscular en todos los casos.

Una de las distrofias musculares mas frecuentes es la distrofia muscular de Duchenne

con patrén de herencia recesivo hgada al

{DMD) que es una enfermedad letal,

cromosoma X. Los varones afectados heredan el gen mutado de ta madre portadora

en 2/3 de los casos y en 1/3 son mutaciones de novo. La incidencia es de 1 en 3000

individuos masculinos. Se caracteriza clinicamente por una debilidad muscular
progresiva. hiperlordosis, pseudohipertrofia de gemelos, comprormiso cardiaco y/o
respiratorio y ocasionalmente retraso mental. Los mifos afectados inician con
problemas a la edad de 2 anos con dificultades en la marcha, quedan confinados en
silla de ruedas a los 12 anos y fallecen por insuficiencia respiratoria o insuficiencia

cardiaca entre 18-25 anos.

La distrofia muscular tipo Becker (DMB) es una variante alélica del mismo gen. Su
incidencia es de 1 en 30 mil nacidos vivos masculinos, el inicio es mas tardio y las

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



sifla de ruedas entre los 10-16 aifios de edad y fallece por complicaciones cardiacas

y/0o respiratorias.

€l gen DMD/DMB es muy grande y 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 aminoacidos denominado distrofina (dys). La mutacién mas
frecuente es ia delecién en 8l 65 % de los casos, duplicacién en un 7% vy el resto son

mutaciones puntuales.

El rango de severidad clinica en los pacientes con DMD/DMB puede explicarse como
consecuancia de un efecto de la mutacién sobre |la fase de lectura traduccional del
mRNA. Las deleciones resultantes en DMB mantienen la fase de lectura traduccional
del RNA mensajero resultando en la produccién de una distrofina corta o
semifuncional yv en la DMD se interrumpe la fase de lectura, lo gue ocasiona una faita

total o casi total de distrofina.

Una de las técnicas moleculares que se usa mas comunmente para la deteccién de
mutaciones es la reaccién en cadena de la polimerasa {(PCR). El método se basa en la
incorporacién de cligonucledtidos (primers), los cuales hibridan con su secuencia
homdloga del gen DMD/DMB, se amplifican por medio de una polimerasa termoestable
y se corren en un gel de agarosa para determinar su tamafio e inferir [a mutacién. Los
mas empleados son el 5 plex y 9 plex que corresponden a las regiones donde

comunmente se han encontrado deleciones (Manchas calientes o "hot spots™). Con



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

DMD/OMB.

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

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

métrodo eficiente es el andlisis de ligamiento de regiones polimdrficas en los intrones

denominadas STRs (secuencias cortas repetidas en tandem). E! estudio consiste en la

las secuencias polimérficas de dinucledtidos mediante PCR, los

amplificacién de

productos se corren en un gel junto a un marcador de peso molecular analizando los
patrones de migracién de los alelos. Los oligonucledtidos utilizados son parte de las
de

secuencias intténicas 44,45,49 y 50, con este método se logra la identificacién

probabies portadoras.




A.- ANTECEDENTES

1.-HISTORICOS.

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

primariamente el musculo en forma progresiva. Meryon 1852 es el primero en

describirias, al! observar ocho individuos afectados que presentaban debilidad

progresiva e hipotrofia del musculo, atribuyendo el problema a wuna nutricién

inadecuada o defectos en Ila misma que producia una muerte temprana.

Histolédgicamente describe una degeneraciéon granular de los musculos voluntarios.

1.2

En sus publicaciones semanales Guilliaume Benjamin Amand Duchenne en 1868

{FIG.1) descrbi® con detalie un tipo de enfermedad muscular que mas tarde llevaria su

nombre (Distrofia Muscular de Duchenne, (DMD), denominando al padecimiento

“Paralisis pseudohipertréfica o mioesclerosis™ (3.4).
ta distrofia muscular

El término distrofia fue introducido por Erb para diferenciar

progresiva pseudohipertréfica de la atrofia muscular espinal (5). Distrofia deriva del
griego dis: inadecuado y trofe: nutricién., y se define como el proceso y consecuencia
de alteraciones progresivas hereditarias de células especificas en uno o mas tejidos

que inicialmente Mmuestran una funcién normal. (6,7)




Becker en 1955 describe una distrofia muscular {DMB) con herencia ligada al sexo
muy parecida a la que describié Duchenne 100 afos antes, encontrando una edad de

inicio mas tardia con una evolucién lenta y de mejor prondstico.({8,9}

En la actualidad a final de los BOs se identificé el gen que causaba la enfermedad
mediante técnicas de clonacidn posicional reconociendo el defecto basico de la
proteina citoesquelética 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.- Mapeo cromosémico del gen DMD.

La primera indicacién de que el gen responsable de ta DMD y DM8 se encontraba en la
banda Xp21, proviene de estudios realizados en pacientes femeninas que
manifastaban clinicamente distrofita muscular de Duchenne. A final de los afios 70s vy
principios de los 80s se describieron algunos casos de mujeres afectadas. Todas

presentaban una transiocacidn cromosémica de novo X-autosoma que involucraba la

banda Xp21 (11).

El andlhsis con bandas de alta resolucion reveld heterogencidad dentro de los puntos
de intercambio de la translocacidn en Xp2!, pero la mayoria se presentaban en

Xp21.2, en una regién que se extendia 2-3 millones de pb (12).

La segunda ewvidencia proviene de estudios famihares, realizado con sondas de DNA
que detectan fragmentos palimérficos en longitud {RFLP) del cromosoma X. Los
primeros dos marcadores ligados fueron detectados con las sondas RC8 y L1.28. La
sonda RC8 mapeaba en el tercio distal., mientras que L1.28 mapeaba en el tercio
proximal . Ambos marcadores polimodrficos segregaban con el gen DMD pero cada uno
mostraba una frecuencia de recombinacion del 20%. existiendo una distancia entre

ambos de 40 c¢M. indicando que solo flanqueaban el gen DMD. {(13)




A partir de estos estudios, se han reportado otras sondas aisladas de Xp, ligadas al
gen DMD 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 delecién de
genes contiguos, que inclufa; hipoplasia adrenal, deficiencia de glicerol cinasa, retinitis

pigmentosa, enfermedad granulomatosa crénica asociados a distrofia muscular de

Duchenne (paciente BB) .{FIG 2) (14).
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FIG. 2.



b.-Clonacién Posicional de los segmentos de DNA de! locus DMD,

La primera clona de DNA que realmente se asociaba con el locus DMD fue aislada por
Kunkel y colaboradores, los cuales utilizaron un proceso de hibridizacién competitiva
Observaron que la

Hamada; técnica de reasociacién amplificada con fenol! (PERT).

clona PERT87 no hibridizaba en 5 casos de S7 pacientes con DMD. Este hallazgo

sugirié que existfa una delecién submicroscépica que removia una porcién del gen
DMD incluyendo la secuencia PERT 87 (15).

La secuencia pERT87 fue extendida por caminata cromosdmica mediante el

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

subclona de 220 kb denominada DXS164. Se analizaron 1346 pacientes de los cuales

88 presentaban delecién ( 7%). {(16).

Un segundo descubrimiento importante gue condujo a la localizacién del gen fue el
estudio de una paciente con una translocacién cromosdmica (X;21) , que involucraba
un segmento del brazo corto del X en Xp21, que se insertaba adyacente a un bloque
de genes repetidos en tandem gue codifican RNA ribosomal 18S y 28S del
cromosoma 21. Se utilizaron sondas de DNA ribosomal para identificar y clonar de la

paciente un segmento de DNA que contenfa el fragmento de la translocacién. Este

segmento clonado fue obtenido mediante células somdaticas hibridas humano-roedor

que contenfan el der(X) (17)



El fragmento de unién fue designadoe XJ1 contenfa 620 pb de DNAr en un extremo y
aproximadamente 11 kb de cromosoma X humano. La caminata cromosomica a lo
largo del fragmento mostré un locus de 120 kb aproximadamente denominado
DXS206. dentro de oste locus existian 3 subclonas XJ1.1, 1.2 v 2.3 segregaban en

pacientes con mutaciones del gen DMD. {18)

A pesar de la evidencia de que los loci DXS5164 y DXS206 so encontraban dentro o
muy cerca del gen DMD, la estrategio para localizar tos exones del gen, se realizd
mediante hibndizacidén de subclonas gendmicas individuales con secuencias que se
expresaban en musculo (RNA o cDNA) o con secuencias altamente conservadas de
otras especies. Mdnaco et. al. reporté el primer exdn en el locus DXS164,
identificando una subclona PERT-87-25, que hibnidizaba con DNA de: mono, baovino,

ratédn, hamster vy pollo (19},

La clona pERT87-25 contenia una sccuencia parccida a un exdén (fose de tectura
abierta con margenes de unidn adecuados en las regiones 5" y 3'), el analisis de la
secuencia indicaba una transcrnipcidn de sentido telomérico a centromeérico. La
biblioteca de cDNA permitid el aislamiento de un sobrelapado de clonas de cDNA que
representaban un transcrito de 14kb. El grupo completo de clonas de cDNA
hibridizaba con al menos 60 diferentes fragmentos cortados con Hind IN. Los primeros
33 exones que estaban contenidos en los fragmentos mapearon una distancia

gendmica de aproximadamente 1000 Kb sugiriendo un tamafno del gen de 2000

kb.{20}




Debido al gran tamaino del gen el mapeo de restriccién convencional era inadecuado,
existiendo técnicas como: electroforesis de campos pulsados {PEGE) y electroforesis
de campos inverudos (FIGE), 1deales para la construccidn de mapas de restriccién de

grandes fragmentos de DNA (21).

c.-Transcritos de!l gen DMD.

El producto del gen ODMD DMB es una proteina denominada distrofina, este polipéptido
existe en el orgamsmo en varnas soformas. generadas varios promotores que inician la

transcnpcion en diferentes sitios del gen (FIG. 3)

P2 P1 P3

PS5 P4
l— r I. 2 3 55 I-’SG 57 62 r’63 64 ?9

v e NS T N7
(FIG. 3) PROMOTORES ALTERNATIVOS DEL GEN DMD/DMB8.

El primer promotor dentificado fue el de la distrofina muscular esquelética. El
promotor es similar a otros promotores musculo-especifico, presenta sitios de unién
MEF-1 (untén a MioD} en las posiciones -58, -535 y -583 pb. Presenta una secuencia
ceonsensc en la posicion -394 pb. y contiene elermentos reguladores negativos y

ositivos con secuencia amphficadora en el primer intrén (22},
=]



Se ha identificado un segundo promotor en el mMRNA del cerebro de rata que tiene un

primer exén diferente, transcrito de un promotor distinto, el cual ha sido mapeado S0

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

Se identificd un tercer promotor en las células de Purkinje, el cual se localiza en la
porcién media del intrén que se ubica entre el 1o. y 20. exén del promotor muscular.
la distrofina de tupo

En esta isoforma se modifican los prmeros 7 aminoacidos de

muscular (24).

Existe un cuario promotor localizado en el extremo 3° del gen. El primer exdn dei

transcrito mapea a 8kb rio arriba del exén 63. Codifica una proteina de 71-kDa (Dp71)
que es el producto mas abundante en cerebro, higado. pulmdn y estomago. Dp71

contiene los domimos ricos en cisteina y C-terminal de la distrofina precedida por 7

El promotor tiene las caracteristicas

amincacidos que son G4nicos en esta proteina.

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

Se ha identificado un 5o. promotor localizado en el intrén 55. El mensajero mide 5.2
kb y codifica una isoforma de 116 kDa (Dp116) la cual! se expresa solamente en el
nervio periférico (26).

Recientemente se reporté una nueva protefna denominada Dp140 y el promotor

posiblemente se encuentra en el intrén 44 (69).



d.- Mutaciones en el gen DMD.

La localizacién y clonacién del gen permitié el estudio de mutaciones, siendo posible la

identificacién de portadoras y el diagndstico prenatal. lLas primeras mutaciones

descritas fueron ias deleciones. detectadas con las sondas gendmicas pERT87 y XJ

determinando un porcentaje entre 8-10%. Actualmente con el ensayo de PCR

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

deleciones del gen DMD/DMB (27).

Las deleciones en el gen son muy heterogéneas en cuanto tamadno y localizacién. Las
deleciones que involucran miles de kilobases, rermueven genes adyacentes, resultando

en un fenotipo de genes contiguos. Las deleciones pequefias remueven uno o algunos

exones y su distribucién no es al azar. Existen dos regiones susceptibles de sufrir

deleciones (Hot spots). El punto caliente menor se encuentra en el intrén 7 y la

segunda también denominado punto caliente mavyor se localiza en el intrén 44 (28).

La delecién puede ocurrir por ruptura y reunion al azar, o por un evento de

recombinacidn especifico. La recombinacién puede involucrar tanto 1ntercambio

homdloge o no homdéloge. El intercambio puede ser entre cromosomas, entre

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

cromatide (29).

La agrupacién de las deleciones entre los exones 45 a 53. sugiere que algunas

caracteristicas del DNA o de la cromatina predispone a rupturas gspecificas o eventos
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de recombinacién. Esta agrupacién es mas comun en las deleciones que se extienden

en el intrén 44. La secuenciacién de dos puntos de ruptura en una delecidn que

involucraba a! intrén 44 ha identificado un elemento parecido a un transposdn,

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

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

como consecuencia de un efecto de la mutacidn sobre la fase de lectura traduccional

del mRNA. Mdénaco et. al. (19). propuso que deleciones resultantes en DMB

mantienen la fase de lectura traduccional del RNA menssjero y en la DMD se

interrumpe la fase de lectura (31). Los puntos de ruptura de la delecién estdn

frecuentemente en los margenes de los intrones, asi que la mavyoria de las deleciones
remueven un grupo especifico de exones. Si todos los exones comenzaran con el
primer nucledtido de un coddén y terminaran con el Jdltimo nucledtido de un coddén,
entonces las deleciones simplemente removerian un Nndmero integra! de codones del
mensajero y un numero integral de aminoacidos de la proteina. Sin embargo los tipos

de margen del exdn son variables y no necesariamente corresponden a Jos extremos

de los codones (31).

E) tipo de margen se define como 1,2 y 3 dependiendo si el exén termina con el
primero, segundc o tercer nucledtido del triplete codificante. La informacién del tipo
de borde es muy importante para determinar si la delecién de un exdn o un grupo de

exones interrumpe la fase de lectura en el mRNA (32). Por otra parte se determiné que

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

recombinacién que causan la delecién pueden también producir duplicacién. En tres
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casos la duplicacién habla sido caracterizada a nivel de nucledtidos. Una duplicacién
resulté de recombinacién homologa entre un par de secuencias A/u en el gen DMD,
mientras que otras dos resultaron de eventos de recombinacién no homdloga. Las
secuencias A/u son secuencias altamente repetitivas aproximadamente de 300 pb que
se encuentran a lo largo del genoma. En seis casos el rearreglo se detecté en la linea

germinal del abuelo materno (34).

El 309% de los pacientes afectados en quienes no se detectan deleciones o
duplicaciones son portadores de mutaciones puntuales y !1a mayoria de estas pequefias
mutaciones como en los casos de los rearreglos mayores resultan en la terminacién
temprana de la traduccién, 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 predisposicién a

mutaciones (35).



3.- LA DISTROFINA (DYS) EL PRODUCTO PROTEICO.

a.- Estructura y posibles funciones.

5% del citoesqueleto de !la membrana de! musculo

ta dys comprende cerca del
El analisis de la secuencia del cDNA del gen DMD predice una

esquelético normal.
La

protelna de 3600 aminodcidos y de un peso molecular de 427 kDa (FIG. 4)..

proteina tiene cuatro dominios contiguos , tres de los cuales son caracteristicos de

las proteinas del citoesqueleto:
(1) una regién N-terminal de 200-240 residuos, la cual es similar al dominio de la a-

actina.
(2) un grar dominio Que comprende 26 secuencias triple hélice las cuales recuerdan

las repeticiones en la B-espectrina.

(3) una regién rica en cisteina entre los residuos 3080 y 3360 la cual muestra una

homologia al dominio C-terminal de la a actina en Dictyosre/ium discoideurn, la cual

puede contener dos sitios de unién al calcio.

(4) una secuencia C-terminal de 420 , este ultimo dominio se une fuertemente a la

membrana plasmatica (FIG.5) (36).
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FIG 5: ESQUEMA DE LOS DOMINIOS DE LA DISTROFINA.

Estudios inmunohistoquimicos han demostrado que la dys se localiza en la porcién

citoplasmatica del sarcolema, existiendo una gran concentracién en las uniones

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

relaciona con ia B-espectrina y vinculina en tres distintos dominios en el sarcolema,



sobreponiéndose tanto a las bandas | vy las lineas M. La inmunofluorescencia de alta

resolucién muestra a la dys en un arreglo de bandas gruesas que se localiza en los

sitios de unidn de las sarcémeras a la membrana plasmatica. Estos resultados

demuestran que la dys forma una parte intrincada del citoesqueleto muscular y puede

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

Se ha reconocido por muchos afios un papel importante de las fuerzas mecanicas en la
regulacién de la forma y funcidn de los tejidos. pero Jos mecanismos moleculares por

los cuales las células sienten y responden a ios estimulos estan actualmente siendo

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

cuales fisicamente se ligan a protefnas asociadas a actina del citoesqueleto {(vinculmna.

@-actina, talina) con componentes de la matriz extracelular. Se sugiere que la dys vy las

proteinas citoesquelédticas asociadas formen parte de una red, designada
especificamente a responder a las tensiones acontecidas durante el crecimiento
muscular normal postnatal, mas que aquellas que acontecen durante los ciclos
En base a esta hipdtesis se postula que los

repetidos de contraccidn/relajacién.

musculos son incapaces de crecer en la misma proporcidon del esqueleto (38).

Existen varias formas en las cuales la dys podria jugar un papel en la transduccién de
la tensién aplicada externamente en el crecimiento de las fibras musculares. La
activacién por estiramtiento de los canales de calcio, son una caracteristica 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 comprobado que el

complejo del citoesqueleto distrofina/espectrina es el elernento que sostiene la tensién
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an la activacién de! canal de calcio en la membrana. Asl la distorsién del elemento que
sostiene tensién debido a una elongacién del mudsculo durante el crecimiento podria

modular la funcién de los canales del i6n (39).

La habilidad del musculo esquelético para adaptarse s la carga mecdnica mediante un
cambio en la expresién génica es bien conocido. Esta respuesta juega un papel crucial
durante el crecimiento vy desarrollo muscular 1n vivo, cuando existe una elongacién vy
alargamiento del esqueleto o el musculo. Los miotubos gque crecen in vivo también
poseen la habilidad de detectar y adaptarse al estimulo mecanico. El incremento en la
longitud désea. ocurre principalmente por la adicién senal de sarcémeras de los
extremos de las fibras musculares. El mecamismo que coordina la agregacién de
sarcomeras se desconoce pero no involucra un elemento neural. Se piensa que 1a dys
forma parte de un ligando transmembranal que funciona para controiar la canudad de

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

{38,40).

La unidn miotendionosa es una zona altamente especializada. Es una regidn plegada
de la membrana plasmatica que regula la transmisién de fuerzas generadas por las
miofibrillas hacia el tenddn. Presumiblemente se transmite en direccién opuesta. Las
placas submembranosas de estas uniones participan en la transmision de la tensién
hacia la matriz extracelular y provee sitios para la adicién de nuevas sarcémeras. La
dys se concentra en los huecos de la membrana plasmatica plegada en las uniones
miotendinosas, donde se ha sugerido que forma asociaciones laterales entre los

tilamentos delgados y la membrana. Estos hallazgos indican que la proteina juega un
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papel en la transmisién de la tensidén de los filamentos de actina sarcomérica a través

de la membrana plasmatica hacia el tenddén (41},

Se ha reportado la presencia de distrofina en el citoplasma del musculo esquelético vy
en grandes cantidades en la unién miotendinosa del feto en desarrollo. En el ratén
mediante hibridizacién /7 situ, se detectaron transcritos de distrofina en corazén a los

9 dias y a los 13 dias en cerebelo y en el cerebro anterior. La distrofina fetal parece
ser mas pequeria que l!a distrofina del adulto, incrementdndose conforme avanza la
gestacién, por otra parte algunas veces se observa un patrén diferencial en el andlisis

de Western blot con anticuerpos diferentes, esto sugiere que existe una regulacién

ontogénica de las isoformas de ia distrofina {42,43))
b.- Glicoproteinas asociadas a {a distrofina.

La regién C-terminal se une a un complejo de proteoglicanos que comunica con el
exterior de! sarcolema. El dominio rico en cys y la mitad proximal del C-terminal, tiene
los sitios de unidén al complejo proteico. Este sisterna de proteinas se ha subdividido
en tres complejos (44):

| .- Complejo de glicoproteinas

A.. Complejo de distroglicanos
a-distroglicano {156 DAG)

B-distroglicano (43 DAG)




21

Estas proteinas 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: 17g21)
p-sarcoglicano. A3b (43 KDa).
y-sarcoglicano. 35 DAG.

S-sarcoglicano. 25 DAG.

El complejo se expresa especificamente en el tejido muscular esquelético y cardiaco,

siendo parte integral de la membrana. {(46,47)

La deplecién de la glicoproteina 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 interrupcion del DAG (46).
I).- Complejo de sintrofinas.

a-sintrofina {(S9 DAP). Expresada en musculo (48).

B1-sintrofina {59 DAP 8q23-24). Expresada ubicuamente {(49).

B2-sintrofina (59 DAP). Localizada en la unién neuromuscular (50).

I).-No clasificados.

AS 0 25 DAP y otras proteinas (44).



4.- ASPECTOS CLINICOS DE LOS ENFERMOS CON DMD.

a.- C
Los pacientes con DMD son sanos clinicamente al nacimiento. Los primeros sintomas

inician cuando el niflo comienza a caminar, caracterizados por la presencia de una

marcha anormal (anadina) y calidas frecuentes, Los primeros signos son debilidad en ia

cadera observando la presencia de una elasticidad anormal en los muosculos

acompafidndose de una rigidez marcada de los musculos iliotibiales y del tendén de
Aquites. Existe pseudohipertrofia de los gastrognemios y una bhiperlordosis como

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

dificultad para subir escaleras y para levantarse cuando se encuentra sentado en el

piso ( signo de Gowers) {51).

Los pacientes afectados pierden la habilidad de subir escaleras alrededor de los 9 afos
{7-13a) vy requieren silla de ruedas alos 12 a ( 9-16 a). A los 15a las complicaciones

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

problemas como disminucién 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 rehabifitador cportuno ({63,54).

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

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

pantorrilla, siendo mas comun en los pacientes con DMB. La depresién inicia
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generalmente con las actividades escolares cuando el nifio comienza a darse cuenta de

sus limitaciones (55).

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

caracteristicas clfnicas, con un C! {coeficiente intelectual) promedio de una desviacién
estdndar por debajo de la media. No existe una evidencia clara de correlacién entre el

grado de retraso mental y el sitio o el tamafio de la delecién, sin embargo se ha

reportado que la delecién del exén 52 estad asociado a un riesgo elevado de retraso

mental (52).

b.- Asesoramiento genético.

Las distrofias musculares Duchenne y Becker (DMD/DMB) son variantes alélicas del
mismo gen, se heredan en forma recesiva ligada al cromosoma X. Cuando |18 mujer es

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

varones estén afectados y de un 50% de que las hijas sean portadoras (55).

Debido al estudio de la deteccién directa de la mutacién, andlisis de los haplotipos.

inmunoanalisis de la distrofina han mejorado importantermente la deteccién de

portadoras y el diagnéstico prenatal. Por otra parte estos estudios han permitido la
deteccién de mosaicismo germinal en casos que aparentemente eran esporadicos. La
determinacién de los haplotipos asociados a la DMD de una familia en riesgo puede

ser obtenido utilizando sitios polimdrficos de restriccidn intragénicos y especialmente
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las r iciones CA localizad en los extremos 5’ y 3’ del gen DMD asi como las

secuencias polimdrficas intrénicas {(56,57).

Las alteraciones de la distrofina se consideraban especificas para DMD/OMB, sin
embargo se han identificado irregularidades de Jla distrofina en aligunos pacientes con
alteraciones musculares, principalmente con distrofia muscular congénita de
Fukuyama (DMCF), vy en pacientes con distrofia muscuiar de cinturas {(DMC) {58). En
un estudio analizando 23 casos con DMCF, se encontré que 3 presentaban una
distrofina anormal, proponiendo que existe una interferencia metabdlica entre el
producto del gen de !a DMCF vy la distrofina, incluso se piensa que la deficiencia de
distrofina combinada con la heterocigocidad de la DMCF podria producir un fenotipo

intermedio (58).

Por otra parte se realizé un estudio,. analizando la distrofina en |a biopsia muscular de
41 casos de pacientes los cuales tenfan e! diagnéstico de distrofia muscular de
cinturas. Se identificé que S pacientes masculinos presentaban un patrén anormal de
distribucién en la distrofina compatible con DMB y dos pacientes femeninos
compatibles con portadoras asintomaticas. El analisis molecular con PCR para

determinar la mutacién demostré que los 5 pacientes presentaban delecién {59).
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5.- METODOS DE DIAGNOSTICO.

El diagndstico se realiza con el apoyo de varios métodos: 1.- Anadlisis de DNA, para
determinar el tipo de mutacién, 2.- Estudio del transcrito. 3.-Examen de la protelna
para determinar la calidad y cantidad de distrofina en la biopsia muscular. 4.-Niveles

séricos de Creatin cinasa. 5.-Histologia y 6.-electromiografia.

Uno de los métodos mas utilizados para el diagndstico molecular de deleciones es

mediante PCR. amplificando con multiplex los exones 4, 8, 12, 17, 19, 44, 45, 48 y

51, Los 9 exones que mas frecuentemente se deletan en los pacientes con DMD,
detectando un B2% de deleciones. Agregando otro multiplex al andalisis en una

segunda reaccidn, se estima que la eficiencia de deteccién es de 95% (60).

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

obtenidas por transcripcién reversa de mMRNA. Se han originado transcritos
~“ilegitimos” de células sanguineas para el estudio del gen, con el fin de obtener

informacién diagndéstica (*). Roberts et. al. ha justificado !a gran utilidad del RT-PCR
(transcripcién reversa-PCR) para detectar deleciones y duplicaciones que dan como
resultado fragmentos amplificados alterados. Por este medio se obtiene directamente

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

estudio, sin embargo es muy laboriosa y sofisticada para usarse como diagnéstico de

rutina {61).
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E! estudio de |la distrofina se realiza mediante Western blot e inmunohistoquimica. E!
andlisis del musculo mediante Western blot, con anticuerpos antidistrofina dirigidos
contra ef extremo amino vy el extremo carboxilo terminal. Inicialmente mostré que los
pacientes no tenfan distrofina detectable mientras que los pacientes con Becker tenian
distrofina de menor tamafo. Nicholson et. al. utilizé anticuerpos monoclonales
altamente especificos y densitometria 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 mayoria de los pacientes con DMD
tienen distrofina con un peso molecular alterado superior al 25% de lo normal {62).

El examen con inmunofluorescencia e inmunohistoquimica muestra una localizacién

subcelular en la membrana del sarcolema. El patrén de tincién es negativo en los
pacientes con DMD a excepcién de algunas fibras restablecidas. En la DMB se
describe un patron difuso o esporadico. Se ha visto que las portadoras sintomaticas
presentan un patrdn de tincion en forma de mosaico, con grupos de fibras positivas,
negativas y algunas parcialmente tefiidas. Las portadoras obligadas que no
manifiestan la enfermedad pueden tener una baja proporcién de fibras tedidas
negativamente. Por otra parte este estudio se ha utilizado para realizar diagnéstico

prenatal {56,62)

La creatin cinasa sérica se encuentra muy elevada aproximadamente 50 a 100 veces

por encima del limite normal. La CK tiene funciones importantes en el metabolismo
energético:
1.- Funciona como un buffer (amortiguador) energético temporal.

2.- Sirve como un buffer de energfa espacial o un sistema de transporte energético.
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3.- El sistema CK/PCr previene el aumento intracelular de ADP libre, impidiendo asf

una inactivacién de las ATPasas celulares y la pérdida neta de los nucleétidos de

adenina (63).
La CK se encuentra elevada al nacimiento en ia DMD y DMB, pero las manifestaciones

clinicas francas inicion cuando el paciente comienza a caminar. Los niveles de CK se
muestran elevados al principio de la enfermedad y declinan progresivamente debido a
la disminucién de la masa muscular. El 70% de las pacientes hemicigotas portadoras

de! gen mutado DMD muestran niveles elevados de CK y frecuentemente es la unica
manifestacién de laboratorio (64).

La patologia muscular muestra evidencia de degeneracién y regeneracién fibrilar,

Puede existir necrosis de las fibras, fagocitosis y fibras prominentes opacas que estan
hipercontraidas. La apariencia general es la variacidn del tamarfio de las fibras
circulares incluidas en tejido fibroso. En estadios terminales de la enfermedad existe
reemplazamiento de tejido rmuscular por grasa, indistinguible de otras enfermedades

miodegenerativas (65).

La Electromiografia (EMG) es caracteristica con una reduccién en la duracién y

amplitud de los potenciales de accién y un aumento en la frecuencia de los potenciales

politasicos (66).
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B.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
Analizar dos familias con distrofia muscular progresiva Duchenna/Becker, desde el
punto de vista molecular para conocer el tipo de alteracién molecular en una muestra

de poblacién mexicana.

C.- HIPOTESIS.
1.- La presencia de deleciones del gen DMD/DMB se encuentra en la mayor parte de la

muestra de la poblacion meaxicana.

2.- La presencia de secuencias polimérficas especificas en el gen DMD/DMB permite la

identificacién de portadoras.

D.- OBJETIVOS.
a) Objetivo general.

1.- Establecer diagnéstico molecular de los enfermos y portadores de la DMD/DMB.
b) Objetivos particulares.

1.- Determinar el tipo de mutacién en el gen DMD/DMB en una muestra de poblacién
mexicana.

2.- ldentificar portadoras entre las mujeres de las familias mediante secuencias
polimdrficas intrénicas (STR's).

3.- Ofrecer un asesoramiento genético adecuado a los enfermos y portadoras del

padecimiento.
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E.- JUSTIFICACION.

En los ultimos afios con el progreso de la biologia molecular se han logrado numerosos
avances en el conocimiento de las enfermedades genéticas. Las distrofias musculares
Duchenne/Becker se han utilizado como modelos para el estudio de la patologla
genética, al analizar los datos clinicos de los pacientes y los resultados moleculares.
L.a distrofia muscular DMD/DMB es un padecimiento letal e incapacitante que acarrea
problemas serios en los familiares, por lo que es necesario dar un asesaramiento
genético adecuado a madres y hermanas del paciente qQue son portadoras del
padecimiento con fines preventivos para su vida reproductiva. Por otra parte es
importante conocer las alteraciones moleculares presentes en una muestra de

poblacién mexicana.
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.- MATERIAL Y METODOS.

Se estudiardn 2 familias, con un total de 7 enfermos y 10 probables portadoras. Los

cuales fueron enviados al servicio de genética con diagndstico clinico de distrofia

muscular progresiva Duchenne/Becker.

a) Criterios de inclusién.
1.- Contar con el consentimiento del paciente para la realizacidn del estudio.
2.- Pacientes que tengan una CPK sérica elevada (mayor de 190 U/L).
3.- Ser madre o hermana de un paciente con DMD/DMB.

3.-Electromiografia compatible con distrofia muscular.

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

b) Criterios de exclusién.

1.-Los pacientes que por algun motivo estén en desacuerdo con la realizacién del

estudio.

<) Criterios de eliminacion.

1.-Aquellos pacientes que fueron referidos con diagnéstico de DMD 6 DMB v que no

cumplan con los criterios de inclusién.



METODOLOGIA.

Maediante Is historia clinica genética se recabaran los datos mas importantes de los

pacientes que acudan con diagndstico de DMD o DMB al servicio de genética del

Hospital General de México.

Se solicitara a laboratorios centrales de esta institucién la determinacidén de CPK. TGO

y Aldolasa.
Se enviard a los pacientes al servicio de neurologla para la realizacién de EMG vy

estudio de histopatologla de biopsia muscular.
se procederd a la

Previa explicacién y consentimiento de! paciente y familiares,

extraccién de 20 ml. de sangre periférica. Mediante métodos estandares se procederd

a la extraccién del DNA.

Se realizara Ia técnica de PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa) que se basa en la

amplificacién enzimatica de un fragmento de DNA que esta flanqueado por dos

oligonucleétidos, Que son pequehas secuencias de bases que hibridizan con los
extremos opuestos de las dos cadenas en i(a secuencia de interés. La sintesis

complementaria del DNA se realiza por una DNA polimerasa resistente a

temperatura,{ya que el proceso de hibridacién requiere de temperatura) asli los
oligonucledtidos estan orientados de tal manera que las dos cadenas nuevas de DNA

la secuencia original. Con el uso de

sirven para sintetizar una segunda copia de
termocicladores {méquinas de PCR) se producen ciclos repetidos de desnaturalizacién
con calor, hibridizacién de los oligonucledtidos y sintesis enzimatica de DNA,
resultando en una amplificaciéon exponencial (2, 4, 8, 16...copias) de la secuencia en

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

de mutacién (60).
Se hara analisis de ligamiento por PCR mediante la identificacién de rarcadores
polimdérficos de las secuencias intrénicas conocidos como STR (del ingles “short

tandem repeats”), de los intrones 44, 45, 49 y 50 (67).

Centro de investigaciones y estudios

La metodologia molecular se realizara en e!

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

La recoleccion de los datos clinicos se realizard con el formato de historia clinica

existente en el servicio de gendtica.
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un marcador de peso molecular para determinar su tamafio y de acuerdo a ello el tipo

de mutacién (60).

Se hara anélisis de ligamiento por PCR mediante la identificacién de marcadores

polimdrficos de las secuencias intrénicas conocidos como STR (de! ingles “short

tandem repeats”}. de los intrones 44, 45, 49 y 50 (67).

La metodologia molecular se realizard en el Centro de investigaciones y estudios

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

La recolecciéon de los datos clinicos se realizard con el formato de historia clinica

existente en el servicio de genédtica.



RESULTADOS.
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Se muestra el arbol genealdgico y las autorradiografias obtenidas de la amplificacion

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

parte las regiones 45 y S0 del gen DMD no fueron informativas debido a que la madre

era homocigota para ambas regiones.

Las mujeres 1-2, I-3, y II-2 mostraron el haplotipo de riesgo de ser portadoras con las

regiones 44 v 49,

S/DNA

DYs 1

Las mujeres 1-5 y 1-8 no fueron informativas de ser portadoras, con las regiones 44 y

49 por lo que se utilizé el STR 5°, confirmandose que elilas Nno son portadoras.

Interpretocion

' « . as ! hipotético
" aa A8 g
A

Esto se concluyd asumiendo haplotipos hipotéticos de sus padres como A para

padre y AB para la madre.

et
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FAMILIA 2

ARBOL, GENEALOGICO
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Se muestra el arbol genealdgico y los haplotipos de una familia con 3 miembros
afectados, con diagndéstico ciinico de DMD forma intermedia. Se realizé estudio

mediante la amplificacién multiple 9 y 5 plex no detectando deleciones en el gen

DMD. El andlisis de haplotipos mediante STRs solo fue infarmativo para el 45 y 50. El

andlisis de los alelos producidos por la amplificacidén 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 (l1-3) no resultd ser portadora, la
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hermana gemela (lI-7) no fue posible obtener muestra para el estudio, la hermana con
el padecimiento (lI-4) presentd el mismo alelo que la madre portadora y los hermanos
enfermos por lo que se sugiere que heredd el cromosoma con la mutacién en el gen
DMD. Las otras cuatro regiones del gen analizadas (44,49, 5 y 3') no fueron
informativas ya que la madre fue homocigota para ellas.

Los niveles enzimaticos se muestran en la siguiente tabla.

TABLA 1
CPK TOTAL CPK MB ALDOLASA
-3 74 16 4.0
-2 434 18 2.8
-1 140 20 5.3
n-2 166 17 4.3
n-3 87 16 5.2
n-4 1450 89 12
n-s 3270 151 13
-6 1420 61 14
"n-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 ef suero de los pacientes y familiares se determiné |la actividad de la CK total la
cual se encontré elevada en los enfermos y en el caso 1-2 (434 U/L). Las iscenzimas
CK-MB vy CK-8 se encontraron elevadas solamente en los enfermos. La aldolasa se

ancontrd por arriba del valor normal en los tres enfermos.

TABLA 2

CABEZA, CUELLO CARA MIEMBROS MIEMBROS

Y TRONCO SUPERIORES INFERIORES
"a 2 5 3 3
u-5 2 L] 3 2
-6 2 S 3 1

CLASIFICACION:

100% {5) Movimientos contra la gravedad y resistencia normal.
75% a4y Movimientos contra la gravedad y menor resistencia.
50% (3) Movimientos contra la gravedad y sin resistencia.
25% {2y Movimientos eliminando la gravedad.

10% (&3] Trazas de contracciéon palpable.

0% [{e}] falta total de accién muscular.

El examen clinico muscular muestra ligera disminucién en la severidad clinica en los

miembros inferiores de la paciente 11-4.
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Las dos familias no mostraron delecidén, sin embargo se muestra el ejemplo de la
amplificacién multiple de DNA gendmico de 18 enfermos mexicanos con DMD/DMB.
ElI DNA obtenido a partir de leucocitos fue amplificado en geles de agarosa al 1.4 % y

se tifd con bromuro de etidio. {A) Amplificaciéon con el 9 plex . {(B) amplificaciédn con

el 5 plex . { +) contral positivo. (M) marcador. Se indican los tamanos de las bandas

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

El analisis molecular utilizando PCR-multiplex 9 y 6, no mostré delecién en ninguna de
las dos familias estudiadas, sin embargo se muestra e! patrén de bandas de algunas
deleciones observadas, esto puede ser debido al niumero reducido de la muestra. En un
estudio realizado en 40 pacientes mexicanos con distrofita DMB/DMD. el porcentaje de
deleciones obtenido fue del 50.8%, obteniendo una proporcién del 8B7% de deleciones
localizadas en el punto caliente mayor, a diferencia de poblacién anglosajona que es

del 60%. (70).

En la familia 1 se realizé andlisis clinico de los pacientes afectados de las generaciones
IV v V. Los casos IV-l y IV-5 mostraron datos clinicos compatibles con una distrofia
muscular tipo Becker, la biopsia rmuscular fue compatible con distrofia muscular, las
enzimas se encontraron con elevacién importante. Los pacientes V-3 y V-6
presentaban datos clinicos compatibies con una distrofia muscular de Duchenne, la
elevacién enzimatica era muy significativa. Clinicamente presentaban alteraciones del
aprendizaje. Con la finalidad de realizar diagndstico de portadoras se realizé la
amplificacién de regiones cortas repetidas en tandem (STR's) de nucleédtidos CA, de 6
regiones diferentes del gen DMD (intrones 44, 45, 49, 50 y extremos 5" y 3° del gen).
Mediante este andlisis de ligamiento se observd que las mujeres IV -2, V-4 y V-2
heredaron el alelo que segregaba con la enfermedad. En ¢l caso de las mujeres V-9 vy

1IV-11 no fueron informativas de ser portadoras con los STR's 44 y 49. En estas
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probables portadoras se amplificéd la regién 5° del gen DMD confirmando que no son
portadoras . A pesar que no fue posible determinar el tipo de mutacién con el analisis
de PCR-multiplex es importante resaltar la variabilidad fenotipica que se observé entre
las generaciones IV y V, entre otras manifestaciones se observéd ademaéas la presencia
de alteraciones del aprendizaje en la generacién V. Por lo tanto serd importante
realizar en un futuro anahsis de mutaciones puntuales o microdeleciones con otra
metodologia {(32,35) para correlacionar e! tipo de mutacién con la variabilidad del

cuadro clinico.

En la familia 2 el estudio clinico de los tres pacientes fue compatible con una forma
intermedia de DMB/DMD (edad de permanencia en silla de ruedas a los 14 anos). Las
enzimas musculares (CK, CK-MB vy aldolasa) se encontraron elevadas en los tres
pacientes y en la madre portadora. Los niveles enzimaucos en las pacientes
portadoras se eleva en el 70% de los casos (64}, sin embargo diversos factores
pueden influir en su elevacién, tales como el periodo menstrual, ejercicio, etc. por lo
que es un dato inespecifico de diagndstico en las portadoras de distrofia muscutlar de
Duchenne. El estudio electromiogréfico y la biopsia muscular fueron informativos de
distrofia muscular.

La amplificacién de las regiones 50 y 45, confirmé que el alelo portador que segrega
con la enfermedad, fue heredado por los pacientes afectados y no por el resto de los
familiares estudiados. Resulta importante sefnalar el hallazgo de una mujer afectada (Il-
4), ta cual presenta una ligera disminucién en la severidad de la debilidad muscular
{tabla 2). Existe el reporte de algunas mujeres que presentan sintomas clinicos de la

enfermedad como calambres musculares o cansancio a esfuerzos moderados, quienes
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se han denominado portadoras sintomdaticas. Por otra parte existe un grupo menor de
pacientes que manifiestan todos los sintomas de la enfermedad. esto es debido
probablemente a un proceso de inactivacion preferencial det X normal, como
consecuencia de una translocacién X-autosoma. searreglos estructuras, o rearreglos
cripticos del cromosoma X, que tienda a reducir o amplhficar la viabilidad celular {71,
72). Por tal motivo e@s necesario realizar otros estudios para investigar la naturaleza de
esta inactivacion preferencial. Resultados obtenidos de la determinacidn de distrofina
mediante Western, indicaron que la paciente y sus hermanos carecen de distrofina

muscular {Arenas D. comunicacién verbal}.

En las dos familias estudiadas no se detectd delecidn o duplicacién intragénica por
andlisis PCR-muitiplex, suponemos que ia alteracién sea probablemente una mutacidn
puntual o microdeleciones no detectables con este método.

Debido a gue el estudio enzimatico es inespecifico para la deteccién de portadoras, es
importante el implemento de la deteccién mediante analisis de ligamiento en base a fa
heterocigocidad de los alelos polimdérficos de los intrones estudiados en poblacién
mexicana, aumnado a la determinacidn de distrofina y de las proteinas asociadas
mediante Western o inmunafluarescencia (44-47), faciita el diagndstico de la distrofia
muscular de Duchenne y de otros tipos de distrofias, con la finalidad de realizar
investigacion clinico/bdsica y realizar un asesoramiento genético adecuado en su vida

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