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RESUMEN

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad degenerativa del tejido
muscular, se presenta en una incidencia de 1/3500. La distrofia muscular de Becker
(DMB) tiene una progresion menos severa y tiene una ‘incidencia de 1/30000. Ambas
alteraciones se deben a mutacicnes en el gen DMD. Este gen es el mas grande
reportado, posee al menos 6 promotores. El producto del gen, la distrofina tiene cuatro
dominios y su funcién es mantener la integridad de la membrana celular durante ia
contraccidn muscular.

El objetivp del presente trabajo fue implementar el diagnéstico de portadoras para la
distrofia muscular de Duchenne en familias mexicanas utilizando marcadores con
repetidos de CA. Estos ensayos se realizaron sin utilizar isétopos radioactivos con la
finalidad de hacerlos mas rapidos y econémicos.

Para poder obtener un diagnostico con una certeza del 99% se manejaron 3
marcadores: 5'DYS-ll, STR-44 y DMD1c-2, localizados en las regiones 5°, intron 44 y
3’ respectivamente del! gen DMD.

En una familia no se pudo realizar el diagnostico porque solo una marcador fue
informativo. En otra familia con estos métodos se Hetectd un fendémeno de
recombinacion que posiblemente haya tenido lugar en el punto caliente menor del gen
DMD.

El marcador DMD1c-2 fue homacigoto en todos los individuos estudiados,
posiblemente por un rasgo caracteristico de la pobiacidén mexicana.



ABREVIATURAS

nCi micro Curies

CA, repetidos. Repetidos de citosina adenina
cDNA. Acido desoxiribonucleico complementario
CM. Centimorgans

CPK . Creatinina fosfocinasa

dCTP 5'{o-p]. Citosina marcada en la posicion affa con fosforo 32

dCTP. Deoxirribonucledtido trifosfate citecina

DEGEN. Electroforesis de geles desnaturalizantes con gradiente
DMB. Distrofia muscular de Becker

DMD. Distrofia muscular de Duchenne

DMD1¢-2. Marcador localizado en el extremo 3° del gen DMD
DNA_ Acido desoxiribonucleico

dNTP. Deoximribonucledtido trifosfato

Dp. Proteinas distrofina

DY$-ll. Marcador localizado en el extremo 5° del gen DMD
EAM. Minicromosoma de adenovirus encapsulado

IQ. Coeficiente de inteligencia

Kb. Kilohase

KDa. Kilodattones

Mdx ratones. Modelo animal de la DMD

MyoD. Gen que induce miogénesis

ng. Nanogramos

PAGE. Geles de poliacrilamida

Pb. Pares de bases

PCR. Reaccion en cadena de {a polimerasa

RCLB. Solucion de lisis de eritrocitos

RFLPs. Fragmentos de restriccion polimérficos en su tamafio
RNA. Acido ribonucleico

RNAm. Acido ribonucleico mensajerc

RT-PCR.. PCR utlizando transcriptasa reversa

SSA. Secretaria de Salubridad y Asistencia

SSCP. Palimorfismo conformasional de cadena sencilla
STR. Secuencias cortas Repetidas en Tandem

STR-44. Marcador iocalizado en el intron 44 del gen DMD
TAE. Amortiguador Tris-acetato

TBE. Amortiguador tris-borato

TEMED. NN N tetrametiletilendiamina

VNTRs. Secuencias variables repetidas en tandem
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INTRODUCCION

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) fue descrita por primera vez en 1860 por el
fisidiogo francés G. Duchenne de Boulogne. Es una miopatia hereditaria recesiva ligada al
cromosoma X por lo que afecta solo a varones. Tiene una incidencia de un niiio afectado
de cada 3500 nacidos.

La enfermedad aparece entre las edades de 3 a 5 afios, se caracteriza por dificultad para
subir escaleras, ponerse de pie y andar a una velocidad normal. Las pantormillas presentan
una pseudohipertrofia y se manifiesta dolor muscular. La creatinina fosfocinasa (CPK) se
encuentra en niveles elevados (50 veces mas de lo normal). La pérdida progresiva de
fuerza en las piernas lo lleva a permanecer en silla de ruedas entre los 7 y 12 afios.

La perdida de movilidad puede ser gradual o rapida. La debilidad de los brazos procede al

de las piemas, comenzando proximalmente y extendiéndose a los musculos distales.
Después de permanecer en silla de ruedas los pacientes tienden a desarrollar contraccion
en los brazos y piemas, seguido por una escoliosis progresiva. La muerte ocumre
usualmente en la segunda década de la vida por una severa insuficiencia respiratoria
debido a debilitamiento intercostal & por insuficiencia del miocardio 349!,

La distrofia muscular de Becker (DMB), se caracteriza por una progresion menos severa
que DMD. Se define a un paciente DMB cuando camina después de los 12 afios de edad

3% Su incidencia es de 1 en 30000 varones y rara vez presentan retardo mental.

Algunos pacientes DMB se les ha diagnosticado una atrofia muscular espinaf o distrofia de
cadera. Algunas veces solo estudiando el gen invoiucrado es cuando se puede realizar un
diagndstico preciso, principalmente cuando se carece de historia familiar >,



EL GEN

£l gen de la distrofia muscular de Duchenne (DMD) se aisi6 mediante la técnica de clonaje
posicional, fa cual consiste en buscar un gen a partir de alguna alteracién especifica en el
fenotipo o cariotipo y seguirta mediante técnicas moleculares®. Con este procedimiento se
han aislado diversos genes involucrados en varias enfermedades genéticas de humanos,
tales como el mal de Huntinton 6 la Ataxia. El gen DMD es el mayor de los conocidos
actuatmente, se encuentra conformado por 2.3 millones de nucledtidos dispuestos en 79
exones y se localiza, en la regién 21 del brazo corto del cromosoma X (figura 1). En
pacientes DMD el patron de mutaciones en el gen se distribuye de la siguiente' manera:
grandes deleciones y duplicaciones 65%, mutaciones sin sentido 18%, pequeias
deleciones e inserciones 9% y mutaciones en sitios de empalme 9% **°. En pacientes
DMB el patrdn de mutaciones en el gen es de la siguiente manera: grandes deleciones y
duplicaciones 85%, mutaciones sin sentido 8% y mutaciones en sitios de empalme 7% %,
En ambos casos las deleciones se encuentran distribuidas a lo largo de! gen principaimente
en dos regiones que corresponden solo a 2 Kb del transcrito™> .

En el gen DMD se obtiene la evidencia de dos puntos calientes de recombinacion y de
delecion, un punto caliente mayor que se encuentra abarcando la parte proximal det intron
44 y el exon 50, y un punto caliente menor que se encuentra entre el promotor de la
distrofina y el exon 8 (figura 1)*.

En pacientes DMB y DMD la cantidad det DNA perdido por mutaciones no correlaciona con
la severidad clinica. Se ha observado que existen grandes mutaciones que producen un
fenotipo DMB, y por el contrario, mutaciones puntuales que producen fenotipo DMD. Este
fendmeno se explica mediante la “hipétesis del marco de lectura” la cual predice que una
mutacion puede romper 0 no el marco de lectura del gen DMD. Si la mutacion es grande
pero el marco de lectura se mantiene en fase se produce una proteina pequena
semifuncional, en cambio, mutaciones puntuales que rompen el marco de lectura producen
una proteina truncada no funcional 2.
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EL TRANSCRITO

El gen DMD codifica para un mRNA de aproximadamente 14 Kb % En 1987 se secuencid
el cDNA de musculo esquelético. La secuencia de aminoacidos sugiré que ia proteina
producida puede tener un papel estructural en e! muscuio ® El nivel mas alto de
transcripcidn se encuentra en el musculo esquelético representando de un 0.02 a un 0.1%
del RNA muscular total, a su vez se presentan niveles bajos en muisculo liso y en cerebro
con una abundancia de 5% y 1% respecto al musculo esquelético *°. La expresién del gen
DMD se encuentra bajo una elaborada transcripcién y un control de prodesamiento.

ISOFORMAS PRODUCIDAS POR EL GEN DMD

-NOMBRE ) | .SINONINIO mRNA s " A LOCALIZACION
| D|troﬁnamuscular ‘ Dp 427 ' I 14 KB ' ! 427 kDa | Muscu!o liso carduaoo y y
, esquelético |
Distrofina cerebral Dp 427¢ 14 KB + 427 kDa Neuronas corticales |
Distrofina de células | Dp 427p 14 KB + 427 kDa Células cerebrales de Jl
de Purkinge : Purkinge }
Apo-distrofina-1 Dp 71 4.8 KB ‘ 70-80 kDa Cerebro y tejidos
| musculares.
Apo-distrofina-2 Dp 116 5.6 KB 1116 kDa Aigunas lineas celulares
de Giia Células de
Schwann
Apo-distrofina-3 Dp 40 22KB ! 40 kDa Cerebroy
Tejidos no musculares

Tabla 1.Se presentan las diferentes proteinas y transcritos producidos en el gen DMD, asi come su localizacion..
Dp = proteinas distrofina, kB = kilobases, kDa = kilodattones.



Al menos posee 6 promotores independientes, tres promotores expresan a la distrofina
completa, tres promotores expresan los dltimos dominios (figura 1). Seis exones de la
region carboxilo terminal son procesados alternativamente, produciendo isoformas. En la
tabla 1 se esquematizan los diferentes RNAm que produce el gen DMD y su localizacién en

diferentes tipos celulares 4%10135235

LA PROTEINA

En 1987 Hoffman y colaboradores identificaron el producto def gen DMD tanto en humanos
como en ratones, utilizando anticuerpos policlonales dirigidos contra proteinas de fusion
con diferentes dominios de la proteina®. La proteina denominada distrofina tiene un
tamaiio de 427 kD y representa aproximadamente el 0.002% de la proteina total del
musculo estriado. La proteina también fue detectada en musculo liso de estdmago 2. Esta
formada de 3,685 aminoacidos distribuidos en 4 dominios distintos; un dominio amino-
terminal, un dominio central similar a fa espectrina (componente de membrana y
citoesqueleto de eritrocitos), un dominio rico en cisteina y un dominio carboxilo-terminal.

El dominio amino-terminal posee una secuencia y funcidn similar a la a-actinina una
proteina que se une a la actina . La a-actinina es una componente normal de los
flamentos de actina en musculo liso y esquelético y puede estar involucrada tanto en la
unién cruzada de la F-actina con los filamentos, asi como conectar los elementos

flamentosos del citoesqueleto a la membrana celular (figura 2) 254,

El dominio central presenta 24 repetidos, cada unidad consiste en tres hélices formadas de
cuatro a cinco repetidos de aminodcidos hidrofébicos. Estos se encuentran separados por
regiones ricas en prolina formando estructuras superenroliadas. Se observan cuatro
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con DMD. Se ha estimado que una tercera parte de los pacientes DMD poseen un retardo
mental con :ﬁn IQ menor a 75. La deficiencia menta! no es progresiva y su grado al parecer
es fijado a cierta edad. En forma general, la discapacidad parece ser especifica en ciertas
tareas, tales como razonamiento verbal y comprensién de frases, 5",

PATOLOGIA

Al intervenir directamente en la estabilidad de las membranas musculares la ausencia de la
distrofina provoca la salida de componentes intracelulares como son enzimas musculares,
entre ellas se encuentra la creatinina fosfocinasg, por esta razén se observa en pacientes
con DMD una elevada tasa de esta enzima en sangre. Por otro lado la misma inestabilidad
de la membrana muscular provoca la entrada de elementos extracelulares, entre ellos se
encuentra el calcio, este ion provoca una excesiva contraccion de algunas sarcomeras,
mientras que al mismo tiempo provoca el estiramiento excesivo de las sarcomeras
préximas, todo esto da como resultado la ruptura de miofilamentos, ademés el calcio activa
proteasas intracelulares que posiblemente ocasionan necrosis celular.

La desestabilizacion de fa membrana de las fibras musculares ocasiona ciclos de
regeneracién constante. La degeneracién del misculo ejerce una fuerte demanda de
mioblastos de modo que el misculo pierde gradualmente la facultad de regenerarse por lo
que en poco tiempo las fibras musculares se necrosan. Liega e momehto en que la region
necrosada no puede ser regenerada y en su lugar se observa el desarrollo de tejido fibroso
cicatrizal (fibrosis endomesial), en lugar tejido muscular. El tejido fibroso cicatrizal provoca
que el musculo se “ahogue” ya que no permite la revascularizacién del tejido »

Otros factores pueden interferir en la muerte celular, como la pérdida de otros componentes

del complejo glicoproteico asociado a la distrofina que no se encuentren envueltos
directamente en interaccion con Ia iamina basal *°.

10
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DIAGNOSTICO

Como en el caso de otras enfermedades genéticas la cura de la distrofia muscular de
Duchenne aun no se ha logrado, por lo que a manera de prevencién se recurre al
diagndstico de afectados y de portadoras. El diagnéstico es importante ya que proporciona
informacién sobre el riesgo de que ocurra o se repita una enfermedad genética en una
familia, asi mismo, se puede conocer la manera en que se hereda dicha enfermedad y con
ello dar consejo genético a las familias afectadas ****°, El resultado det diagnéstico puede
advertir el riesgo probable de tener hijos con DMD. La informacidn obtenida puede ayudar a
los padres decidir (con ayuda de consejo genético) el futuro de su familia *°.

Para el diagnostico de la Distrofia Muscular de Duchenne se han desamollado diversas
técnicas que se pueden agrupar en tres categorias principales: pruebas indirectas,
pruebas directas y diagnéstico prenatal.

PRUEBAS INDIRECTAS

Este tipo de pruebas se lievan a cabo cuando no se han identificado mutaciones en el
vardn afectado 6 en una portadora potencial:

Andlisis de pedigree. Tomando como referencia los hijos nacidos sanos y enfermos de

mujeres potencialmente portadoras y la forma de segregacién de la enfermedad se puede
inferir el riesgo de transmitir la enfermedad *°.

Determinacién de los niveles de creatinina cinasa (CPK) en el suero. Los niveles de
ATP:creatinina-N-fosfotransferasa (CPK) en suero fue la prueba més usada para la
deteccion de portadoras en la década de los 60's y 70's. Con esta técnica se pueden
detectar entre un 70 y 75% de portadoras. Debido a la variabilidad en las muestras del
mismo sujeto se tienen que utilizar al menos tres estimaciones de CPK de cada mujer en

11



riesgo. Por otro lado esta prueba no se puede realizar en la pubertad, ya que los niveles de
CPK en mujeres portadoras son demasiado altos, de esta manera la prueba se pospone a
una edad mas madura %.

Debido a que los niveles de la enzima varian en algunos sujetos, cuando se realizan
mediciones a tiempos diferentes y a que los niveles de la creatinina cinasa en mujeres

normales y portadoras obligadas se sobrelapan, la prueba no es precisa. %1022

Fragmentos de restriccion polimérficos en su tamaiio (RFLP's). Se han descrito un
gran numero de Amarcadores geneético asociados al gen DMD y se usan en familias con
antecedentes de la enfermedad para trazar, mediante ligamiento, el cromosoma en riesgo.
Los RFLP’s son marcadores genéticos que segregan junto con el gen de interés, cuanto
mas cerca se encuentre un marcador del gen menor serd su indice de recombinacion y
sera mayor su confiabilidad en el diagnéstico.

Existen diversos RFLP’s en el brazo corto del cromosoma “X”, a una distancia de entre 3 y
20 centimorgans (cM) del gen DMD. Debido al gran tamafio y a ia alta frecuencia de
recombinacion reportada para este gen, el diagnéstico molecular mediante RFLP’s se
dificulta, presentando un rango de eror de entre el 5 y 10%. Para evitar este punto es
necesario emplear de 10 a 20 marcadores tratando de cubrir todo el locus, con lo que la
certeza de esta pruebé auménta hasta un 99%. Esta metodologia solo se puede aplicar en
familias con antecedentes de la enfermedad 3818495157,

La informacién de las tres pruebas mencionadas anteriormente puede ser incorporadas

utilizando i teorema de Bayes y de esta manera dar un diagnéstico definitivo. Sin embargo
estos parametros no proveen una prueba confiable para la deteccién de portadoras 6254°
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PRUEBAS DIRECTAS:

Las pruebas directas se realizan en portadoras probables, es decir, mujeres que tienen un
hermano o slgun familiar cercano que presenta la enfermedad o portadoras obligadas,
mujeres que ya han tenido al menos un hijo que presente dicha enfermedad o que
mediante diagnostico se haya comprobado su estado portador.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Con la llegada de nuevas herramientas en
la biclogia molecular se han podido realizar andlisis mas precisos para la deteccion de
portadoras. Una de estas hemamientas es la técnica de reaccion en cadena de la
polimeraza (PCR). Esta técnica se utiliza para amplificar un segmento de DNA que se
encuentra entre dos regiones de secuencia conocida. Se utilizan dos oligonucledtidos que
funcionan como ‘iniciadores® .para una serie de reacciones de sintesis. Estos
oligonucledtidos son secuencias complementarias a la muestra de DNA, fianqueando la
zona que sera amplificada. La muestra de DNA primero se desnaturaliza por calentamiento,
después la reaccion es enfriada a una temperatura que permite la alineacién de los
oligonucledtidos a la secuencia blanco. Después de que lo oligonucledtidos se han
alineado, éstos son polimerizados con una DNA polimerasa. Los productos de un ciclo de
amplificacién sirven como moldes para los ciclos siguientes y por o tanto en cada ciclo
sucesivo se duplica la cantidad de producto de una manera exponencials".

Para poder observar tdé"pmdudos de amplificacion éstos se ponen en geles de agarosa o
poliacrilamida. La agarosa es un polimero que se obtiene del alga que conforma los pastos
marinos. La agarosa se disuelve adicionandola en una solucién amortiguadora de corrida y
calentandola. Una vez gelificada, forma una matriz en donde su densidad se encuentra
determinada por la- concentracion de agarosa. Cuando un campo eléctrico se aplica a
través del gel, la molécula de DNA que se encuentra cargada negativamente, migra al
anodo. La migracién del DNA de doble cadena a través de la matriz del gel es en un rango
inversamente proporcional al nimero de pares de bases. Las moléculas mayores migran
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mas lento por la friccién de arrastre y por que su paso a través de los poros es menos
eficiente que las moléculas pequenas.

La acrilamida es un mondmero que cuando se encuentra en presencia de radicales libres,
que usualmente son reemplazados por persulfato de amonio y estabilizados con N,N,N’,-
tetrametiletiiendiamina (TEMED), produce una reacciéon en cadena en donde los
mondémeros de acrilamida se polimerizan en grandes cadenas. Cuando el agente
bifuncional N,N'-metilenbisacrilamida se inciuye en ia reaccién, las cadenas de acrilamida
se unen entre ellas formando un gel en donde fa porosidad se encuentra determinada por
la longitud de las cadenas y el grado de union entre ellas. La ventaja que tienen estos geles
es que su poder de resolucion es tal, que pueden separar molécuias de DNA que tienen
una diferencia minima de un 0.2% (1 pb por cada 500) %

Para visualizar las muestras de DNA en los geles, éstos se tifien con bromuro de etidio. El
bromuro de etidio es una sustancia que contiene un grupo planar que se intercala entre las
pilas de bases de DNA. La fijacion de este grupo y la proximidad a ias bases produce la
tincién del DNA al mostrar una fluorescencia incrementada. La radiacién ultravioleta a 252
nm es absorbida por el DNA y transmitida al bromuro. La energia captada por el bromuro
es reemitida a 590 nm en la region del rojo-naranja det espectro visible %

Anticuerpos. Una vez que la proteina causal de alguna enfermedad se ha descubierto se
pueden sintetizar anticuerpos contra ella, éstos pueden utilizarse para conocer la
distribucién de la proteina en los tejidos afectados por la enfermedad, este procedimiento
se puede realizar mediante dos técnicas diagnésticas, hibndacion Westem
(inmunotransferencia) y la inmunohistoquimica. En e! caso de DMD, se utilizan anticuerpos
policionales para detectar a la distrofina. Los mas utilizados reconocen las regiones amino y
carboxilo termina! de la proteina, ya que con ellos se obtiene un diagnéstico diferencial
entre Duchenne y Becker. Con esta técnica se detecta e 100% de pacientes con DMD.
Mediante inmunohistoguimica es posible detectar portadoras ya que se presentan fibras
positivas y negativas para la distrofina. Esta técnica posee tres problemas, el pnmero
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consiste en los criterios para distinguir una tasa nomal de distrofina, ya que éstos son
arbitrarios. Segundo, para realizar éstos ensayos se necesita obtener biopsias musculares
lo cual resulta invasivo para los pacientes con DMD. Tercero, la muestra obtenida no

representa a todos los grupos musculares 112141657

Sondas de cDNA del gen DMD. Se han utilizado sondas de cDNA para encontrar
deleciones en pacientes con DMD. Mediante hibridaciones Southem éstas hibridan con el
DNA genomico del paciente de tal forma que abarcan la mayor parte del gen. Las ventajas
de este método es que puede detectar grandes deleciones. Sin embargo el método
consume mucho tiempo, es laborioso y caro y no es (il para definir portadoras'® 1832,

PCR Multiplex. Se han disefiado dos ensayos de amplificacion mditiple para amplificar
mediante PCR diferentes regiones del gen de la distrofina el S-plex y el 5-plex. Estos’
fragmentos abarcan 17 exones y la regién del promotor de la proteina muscuiar, Con el
PCR maltiplex se pueden identificar entre 65%-70% de las mutaciones en pacientes con
DMD. El método es rapido obteniéndose resuitados en un dia, ademés de que utiliza
pequenas cantidades de DNA del paciente. Sin embargo un resultado negativo no exciuye
que la delecién se encuentre en 4reas no cubiertas >'*'*** para resolver este problema
se disefi0 otro ensayo mutiplex, pero a diferencia de los anteriores este cubre
completamente las areas del punto caliente mayor que abarca desde el exon 44 hasta el
exon 52. Con este método se pudieron identificar hasta un 87% de mutaciones en 59
pacientes analizados ">,

Multiplex fluorescente. Esta técnica se basa en el uso de oligonucledtidos marcados con
fluorescencia, usados para ampiificar repetidos CA del gen DMD (ver mas adelante). Los
productos del PCR son analizadas cualitativamente en un secuenciador automatico de gran
sensibilidad. De acuerdo a la intensidad de fluorescencia del producto de PCR se puede
observar si existe alguna mutacién en el segmento probado. Con esta técnica también se
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pueden definir portadoras mediante hemicigosis. El inconveniente de esta metodologia es
su alto costo™.

Proteina truncada. Basandose en el hecho de que algunas mutaciones puntuales alteran
el marco de lectura para la traduccion se desamclld un ensayo en el cual se realiza una
transcripcion y traduccién in vitro acoplada. Esta técnica elimina las alteraciones que no
producen cambios patolégicos que muchas veces son detectados mediante las
metodologias comunes, muchos de estos cambios encontrados son Gnicamente
polimorfismos del propio gen. Con ésta técnica se detectan todas aquellas mutaciones que
interrumben 6 producen un codon de terminacién, lo que da como resultado una proteina
truncada o no funcional *°. ‘

RT-PCR. Existen alteraciones en el gen DMD que no pueden ser detectadas por las
metodologias tradicionales, con lo que se creeria que e! gen aparentemente se
encuentra normal y sin embargo los pacientes son clinicamente DMD 6 DMB. Para
resolver este problema se desarrolld una técnica en la cuél a partir del mRNA del gen
DMD se producen 10 fragmentos de cDNA. Si en un paciente DMD se detecta una
variacion en tamafo de alguno de los fragmentos es probable que posea una alteracion
la cual es evidente al secuenciar esa region. El diagnéstico con esta técnica se lleva a
cabo buscando fa misma alteracion en los familiares del paciente DMD. Con esta
técnica ademas, se han detectado empalmes alternativos y grandes deleciones. Asi
mismo se encontrd una correlaciéon en las mutaciones encontradas con los fenotipos
DMD y DMB, lo que corrobora la hipétesis del marco de lectura de Monaco 6.

Secuencias variables repetidas en tandem (VNTRs). Los andlisis indirectos fueron
superados por marcadores de tipo microsatélite. Existe una subclase de repetidos en
tandem en el DNA de eucariontes compuestos de secuencias cortas (dC-dA)n - (dG-dT)n
denominados repetidos (CA)n pertenecientes a la subclase STR (Short Tandem Repeat)'®.
Se estima que en el genoma humano existen 50,000-100,000 bloques de estas
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secuencias. La funcion de éstos repetidos es desconocida, sin embargo se ha propuesto
que ellos pueden ser un soporte de recombinacién 6 bien, participar en reguiacién genética.
Estos bloques polimérficos pueden ser amplificados por medio de la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) % y ser utilizados como marcadores genéticos ya que son
altamente polimérficos y se heredan en forma mendeliana clésica.

Se han descrito al menos 11 regiones de repetidos CA dentro del gen DMD. Tres en la
region 3°, cuatro en el extremo 5° y otros cuatro localizados en los intrones 44, 45, 49y 50
def gen. Estos marcadores se utilizan para hacer estudios de ligamiento en familias con
antecedentes de DMD y asi poder definir portadoras para esta enfermedad'®2'#%. Af igual
que en los RFLP’s el riesgo de recombinacién existe™ sin embargo el diagndstico es
confiable cuando se manejan al menos tres regiones diferentes de! gen, asi mismo, se ha
especulado en su uso, ya que la diferencia entre alelos llega a ser de solo 2 pb, razén por
la cual se dificulta el diagnéstico en geles de agarosa *'. Este problema se resusive
utilizando geles de poliacrilamida de alta resolucién.

Limitaciones

Las limitaciones que poseen las técnicas directas son:

- No existir antecedes de la enfermedad en la familia. Si se practica el diagndstico en
familias sin antecedente familiares se puede dar un diagndstico erréneo, ya que el paciente
puede tener una mutacion de novo.

- Estado de homocigosis para los marcadores utilizados. Si los marcadores utilizados
se presentan en homocigosis fos datos no son informativos, porgue no se puede observar
la forma de segregacion de ta enfermedad.

- Mosaicismo germinal. Al presentarse mosaicismo germinal el diagnostico no funciona,
porque unos tejidos presentan la enfermedad por poseer el gen alterado, mientras que
otros tejidos seran nomales.
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DIAGNOSTICO PRENATAL

Dos de tres casos de nifios con DMD son primogénitos en sus familias. En el pasado se
prevenia el nacimiento de un nifio afectado por DMD cuando una mujer con un afto riesgo
de ser portadora evitaba la prefiez o interrumpia la gestacién en todos los fetos masculinos
debido a su forma de herencia. Las nuevas técnicas ofrecen la deteccién mas exacta de la
enfermedad en fetos, lo que permite la posibilidad de ofrecer consejo genético adecuado .

Ei diagndstico prenatal se utiliza en portadoras probables u obligadas.

Biopsia de vellosidades corifnicas. En la muestra obtenida se pueden practicar las
tecnicas descritas para el andlisis directo, a excepcién de las pruebas de
inmunohistoquimica €.

Amniocentesis. Hasta la 16a semana de gestacién la amniocentesis es el método
comunmente utilizado para obtener muestras prenatales. A partir del cultivo de amniocitos
se obtiene ef material para poder realizar estudios citogenéticos y de DNA. Al igual que en
el método anterior también se pueden realizar los métodos descritos para pruebas directas,
como PCR multiplex, multiplex fluorescente, proteina truncada, RT-PCR y VNTR’s para
diagnéstico prenatal %,

Induccién de miogénesis. La expresién de distrofina se puede inducir en fibroblastos,
amniocitos y células coridnicas de villus mediante la transfeccién de un vector que lieva el
gen MyoD que induce miogénesis. Las células de los pacientes DMD o de fetos afectados
no expresan distrofina cuando son inducidas por el gen MyoD. Este método es de gran
valor para la diagnéstico prenatal y general, sobre todo en situaciones donde la mutacion
del gen no puederi ser detectadas por técnicas de PCR e hibridaciones Southern. Sin
embargo este método no puede utilizarse en el diagnéstico de portadoras 2,
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Eritrocitos nucleados. Varias células fetales tales como eritrocitos y leucocitos circulan en
la sangre materna. Existen eritrocitos nucleados que No son muy comunes en la sangre
periférica en aduttos, sin embargo en la edad feta! son muy abundantes. Se desarrollé un
método en el cudl por medio de gradientes de densidad discontinua se pueden aislar estos
entrocitos nucleados de la sangre matema.

Una vez obtenidos es posible realizar pruebas de PCR para amplificar diversas regiones
del gen DMD y con ello poder realizar diagnéstico prenatal. Este método presenta varias
ventajas sobre los métodos tradicionales, ya que no es invasivo para el feto, la prueba se
puede realizar entre las semanas 8 y 20 de gestacion y anula por completo la
contaminacién de las muestras 5.

TERAPIAS

Hasta la fecha no existe un tratamiento que pueda disminuir el ritmo degenerativo de la
miopatia de Duchenne, en general se han trabajado tres métodos terapéuticos para DMD:

Introduccion del gen normal en las células no funcionales. El problema que presenta
este método es encontrar un vehiculo adecuado para la introduccién del cDNA de la
distrofina muscular que posee un tamafio de 14 kb. Se han desarrollado varias estrategias
para solucionar este problema: en 1993 se descubrié, al estudiar pacientes con DMB, que
una porcion mas pequefia del gen es necesaria para producir una proteina més pequefia
pero funcional. Este gen es de tan solo 6.3 kb y tiene deletada la fraccién que abarca del
exén 17 al 48 la cual codifica para los repetidos de la regién central de la proteina.

El minigen fue colocado en un adenovirus serotipo 5§ y fue inyectado en ratones mdx. Estos
ratones presentaron la expresion de la proteina hasta 13 semanas en un 20% “. En otros
trabajos se clond el minigen en el retrovirus recombinante RV-BN1, logrando en ratones
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madx, una produccion de distrofina def 4% en 9 meses 2°. Recientemente se pudo disefar
un minicromosoma de adenovirus encapsulado (EAM) como vehiculo. Los EAM son
derivados de plasmidos bacterianos los cuales poseen dos origenes de replicacion
invertidos a lo largo del genoma, también poseen sefiales de empaquetamiento, un gen

reportero (B-galactosidasa) y una capacidad de 35 kb para DNA exogeno. Con este vector
se logré introducir el cDNA completo de Ia distrofina muscular, asi como su promotor
especifico. Ensayos realizados en células de ratones mdx mostraron la capacidad de los
EAM de introducirse y expresar el gen de la distrofina ¢’

Transplante de mioblastos. Esta técnica consiste en inyectar mioblastos normales en
niusculos deficientes en distrofina. Los mioblastos se fusionan a las fibras musculares
afectadas produciendo la distrofina. En los ratones mdx se encontrd una produccion de
entre el 30% y 40% de la tasa normal de la distrofina lo cual es bastante alentador, sin
embargo ésta técnica tiene varios problemas al aplicarla al hombre: primero, se necesita
prevenir fa subsecuente necrosis del tejido, segundo, las cantidades de distrofina que se
necesitan en humanos son de al menos 25%%, tercera, se necesita la aplicacién de
inmunosupresores para que el sistema inmune del paciente no rechace los mioblastos y
cuarto, debido a que la migracién de los mioblastos en el musculo tratado es de apenas
unos milimetros, se tendria que realizar inoculaciones de los mioblastos a distancia no
mayores de un centimetro®*®

Inyeccion del gen DMD en el tejido muscular. En 1991 se demostré que puede entrar
DNA desnudo (cDNA del gen DMD) a la fibra muscular del ratén mdx. Sin embargo los
resultado obtenidos fueron pobres, ya que sdlo se express la distrofina del 1-3% de las
fibras musculares inyectadas’.
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JUSTIFICACION

El diagndstico molecular de la DMD mediante VNTR's utiliza isétopos radioactivos.
El uso de radicactividad implica un alto costo no solo en reactivos, sino en una
infraestructura adecuada para su uso y resguardo.

Al estandarizar la forma no radioactiva en estos ensayos se reducen notablemente
los costos ya que los reactivos utilizados se encuentran generalmente en cualquier
laboratorio de Biologia Molecular. El diagnostico se realiza con mayor rapidez y no es

“necesario disponer de éreas especiales para el manejo y resguardo de los productos
radicactivos.

OBJETIVO GENERAL

1.-Implementar el diagndstico molecuiar de ia Distrofia Muscular de Duchenne en cinco
familias mexicanas mediante la ampliﬁcacién no radioactiva de repetidos de CA localizados
enlas regiones 5, 3" e intrén 44 del gen DMD.

OBJETIVOS PARTICULARES

Implementar la técnica de extraccidn de DNA genémico a partir de leucocitos
por medio de SDS y NaCl,.

Obtener un banco de DNA genémico de individuos afectados con DMD/DMB yde
sus familiares.

implementar la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa no radioactiva.

ldentificar portadoras para la DMD/DMB mediante el diagnéstico molecular, en
familias con antecedentes de DMD/DMB.
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METODOS

INDIVIDUOS ESTUDIADOS

Las muestras sanguineas de los enfermos DMD y sus familiares fueron proporcionadaos por
el Instituto Nacional de Oriopedia SSA. Todos los individuos nacieron en Meéxico. El
individuo indice de cada familia fue diagnosticado clinicamente, confirmado por criterios de
laboratorio ya establecidos. A todas las personas estudiadas se les hizo saber los objetivos
del presente estudio y por medio de una carta consentimiento aceptaron participar en él.

Se estudiaron a 17 personas distribuidas en 5 familias.

EXTRACCION DE DNA GENOMICO

La extraccion de DNA genomico se realizé empleando SDS y NaCl *'. De § a 7 mi de
sangre periférica se le adicionaron 0.7 ml de EDTA al 5% como anticoagulante. Se
centrifugd a 3000 rpm durante 10 min. Los tubos se sacaron con cuidado y con una
micropipeta de 1ml se sacd la interfase de leucocitos colocandolos en un tubo eppendorf de
1.5 mi. Se les anadié la solucién de lisis para eritrocitos RCLB (Tris pH 7.6 10 mM, MgCl, 5
mM, NaCl 10 mM) se agitd fuertemente 6 se resuspendio con la micropipeta, se centrifugd
a 3000 rpm por 10 min. El sobrenadante se decantd y se repitio el lavado con RCLB hasta

que la pastilia de leucocitos estuviera blanca, 6 hasta que la solucién de lisis no estuviera
turbia.

Una vez terminado el lavado, la pastilla de leucocitos fue resuspendida en 800 ul de NaCli
SmM, se e agregaron 45 | de SDS al 10% agitando fuertemente, después se le agregaron
300 ul de NaCl saturado agitando nuevamente fuertemente. El tubo se centrifugé a 15000
rpm durante 15 min. Transcurrido el tiempo se tomé con una micropipeta el sobrenadante,
depositandolo en otro tubo eppendorf. Para reatizar la extraccion fendlica se aifadieron 400
! de fenol cloroformo isoamilico (25:24:1) y se centrifugd a 15000 rpm durante 4 min. Se
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tomd el sobrenadante con una micropipeta teniendo cuidado de no extraer la interfase de
proteinas. Este paso se repitid una vez mas. El sobrenadante fue pasado a otro tubo
eppendorf en donde se le anadié dos volimenes de etanol absoluto, se agitd suavemente
hasta que el DNA se precipitara. Se centrifugé a 15000 rpm durante 4 min y se decanté el
etanol, el tubo se volted y se dejé que se evaporara el alcohol. Para lavar la pastilla se
afnadieron 200 ul de etanol al 70%, centrifugando a 15000 rpm por 3 min, este paso se
repitid una vez mas, y se dejo secar la pastilla. Ei DNA se resuspendié en 100 ul de agua
desionizada. Para observar su integridad y concentracidon se sometid una alicuota a
electroforesis en geles de agarosa al 0.8% *'.

AMPLIFICACION NO RADIOACTIVA DEL. MARCADOR STR - 44

Para la zona intermedia del gen se eligio el marcador STR-44 localizado en el intron 44. La
técnica se realizé en base a los ensayos descritos por Clemens '® 1a secuencia de los
oligonucledtido utilizados fue:

DMD44/A  TCCAACATTGGAAATCACATTTCAA
DMD44/B  TCATCACAAATAGATGTTTCACAG

La reaccién se realizé de la siguiente manera: En 15 ul de volumen final de reaccion se
mezclaron de 200 a 500 ng de DNA genbmico, 1.5 ul de solucion amortiguadora Cetus 10X
(Tris-Hcl pH 8.3 100 mM, KCI 500 mM y MgCh 15 mM), 0.2 mM de cada de
deoxoribonucledtido trifosfato, 6.6 pmoles de cada oligonuciedtido, 0.5 U de taq polimerasa
y 15 ul de aceite mineral. La reaccion de PCR se llev a cabo en el Robocycler Gradient 40
de la marca Stratagene y en e termociclador PTC-100 de MJ Research Inc de la siguiente
manera: Calentamiento inicial a 94°C por 4 min, 25 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por
30 seg, alineacién a 62°C por 30 seg y polimerizacion a 65°C por 2 min, el tiempo final de
incubacion fue a 65°C por 7 min.
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Una vez terminada la reaccion se tomé una alicuota de 10 pl mezclandola con la mitad de

su volumen de colorante de corrida (EDTA 10 mM, azul de bromofenol 0.1% y xileno cianol
0.1%).y se someti6 a electroforesis en geles de agarosa al 4.5% o de poliacrilamida al 8%.

AMPLIFICACION RADIOACTIVA DEL. MARCADOR STR- 44

Se realizaron ensayos radioactivos como control positivo de la técnica. Los ensayos se
llevaron a cabo de acuerdo a las condiciones reportadas originalemte por Clemens y
colaboradores '°. Las condiciones fueron las mismas que en el ensayo no radioactivo a
exepcion de utlizar 20 ng de DNA, 0.2 mM de cada de deoxoribonucledtido trifosfato,
excepto dCTP que se adiciona 10 veces menos, 2 uCi de dCTP 5°-[a-"%p], 15 pmoles de
cada oligonucledtido y 1 U de taq polimerasa.

Una vez terminada ia reaccién se tomé una alicuota (5 a 6 ) y se mezclé con la mitad de
Su volumen de colorante de comida {98% de formamida, 10 mM de EDTA, 0.1% de azul
bromofenol y 0.1% cianot xileno) se calents fa muestra a 94°C durante 3 min y se sometié a
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida-urea al 6%. Al terminar la
electroforesis, el gef se fij6 por 30 min en un bafio de metanol y &cido acético al 10%, se
secod y se le colocd una pelicula autoradiogréfica dejandolo de entre 12 a 72 hrs en
exposicion a -72°C.

AMPLIFICACION NO RADIOACTIVA DEL MARCADOR 5°DYS -1

Para la region 5 dei'gen DMD se eligid el marcador s'DYS-II localizado en el promotor de
la distrofina cerebral. La reaccion se llevo a cabo de acuerdo a los ensayos reportados por
Feener y colaboradores 2'. Los oligonucleétidos utilizados fueron:
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Dys | 5 TCTTGATATATAGGGATTATTIGTGTTTGTTATAC 3
Dys Il S’ ATTATGAAACTATAAGGAATAACTCATTTAGC 3

En 50 ul de volumen final de reaccion se mezclaron: 250 a 300 ng de DNA genémico, 5 pl
de buffer Cetus 10X (Tris-Hci pH 8.3 100 mM, KCI 500 mM y MgCh 15 mM), 0.2 mM de
cada deoxirribonucleétido trifosfato, 1.2 pmoles de cada oligonucleétido, 0.5 U de tag
polimerasa y 50 ! de aceite mineral. La reaccion de PCR se llevé a cabo en el Robocycler
Gradient 40 de la marca Stratagene y en el termociclador PTC-100 de MJ Research Inc de
la siguiente manera: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, 24 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 30 seg, alineamiento a 55°C por 30 seg y polimerizacion a
63°C por 4 min, ia extensién final fue a 63°C por 10 min.

Una vez terminada la reaccion se tomé una alicuota de 10 pl mezclandola con la mitad de

su volumen de colorante de corrida y se sometié a electroforesis en geles de agarosa al
4.5% o de poliacrilamida al 8%.

AMPLIFICACION RADIOACTIVA DEL. MARCADOR 5°DYS - 1f

Como control positivo se realizaron ensayos radioactives siguiendo las condiciones
originales reportadas por Feener y colaboradores *'. Los pasos fueron semejantes al
ensayo no radioactivo a excepcion de utilizar 150 ng de DNA genémico, 0.2 mM de cada
deoxirribonucledtido trifosfato, excepto dCTP que se adiciond 10 veces menos, 2 nCi de
dCTP 5-[a-32p],

Una vez terminada la reaccion se tomé una alicuota (5 a 6 pl) y se mezcld con la mitad de
su volumen de colorante de corrida, se calentd la muestra a 94°C durante 3 min y se
sometio a electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida-urea al 6%. Al
terminar la electroforesis, el gel se fij6 por 30 min en un bafio de metanol y acido acético al
10%, se secd y se le colocd una pelicula autoradiografica dejandolo de entre 12 a 72 hrs en
exposicion a -72°C.
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AMPLIFICACION NO RADIOACTIVA DEL MARCADOR DMD 1c- 2

Para la region 3" se elligié el marcador deniminado DMD1¢-2 localizado entre los exones 56
y 60 del gen DMD. La reaccion se realizd de acuerdo a Powell y colaboradores °. Los
oligonucledtidos utilizados fueron:

GTS 5 TGTCTGTCTTCAGTTATATG 3
GT 3 5 ATAACTTACCCAAGTCATGT 3

La reaccién se realizo de la siguiente manera: en 30ul de volumen final de reaccién se
afiadieron 300 ng de DNA gendmico, 3 pl de solucion amortiguadora Cetus 10X (Tris-Hcl
pH 8.3 100 mM, KCI 500 mM y MgCl; 15 mM), 0.2 de cada deoxirribonucledtido trifosfato,
15 pmoies de cada oligonucleétido , 0.5 U de taq polimerasa y 15 pi de aceite mineral. La
reaccion de PCR se llevo a cabo en el Robocycler Gradient 40 de la marca Stratagene y en
el termaciclador PTC-100 de MJ Research Inc de la siguiente manera: desnaturalizacion
inicial @ 94°C por 6 min, 25 ciclos de desnaturafizacién a 94°C por 2 min, alineamiento a
50°C por 2 min y polimerizacion a 72°C por 1 min, € tiempo final de incubacion fue a 65°C
por 5 min.

Una vez terminada Ia reaccion se tomo una alicuota de 10 ! mezclandola con la mitad de

su volumen de colorante de corrida y se sometié a electroforesis en geles de agarosa al
4.5% o de poliacrilamida al 8%.

AMPLIFICACION RADIOACTIVA DEL MARCADOR DMD1c-2

Como en los ensayos anteriores como contro! positivo se realizaron ensayos radioactivos
siguiendo las condiciones originales reportadas por Powell y colaboradores *°. Se siguieron
los mismos pasos que el ensayo no radioactivo a exepcion de utiliar 100 ng de DNA
gendmico, 0.2 de cada deoxirribonuciedtido trifosfato, excepto dCTP que se adicioné 10
veces menos, 2 uCi de dCTP 5'-[a-"p},
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Una vez terminada la reaccion se tomé una alicuota (5 a 6 wl) y se mezclé con la mitad de
su volumen de colorante de corrida se calentd la muestra a 94°C durante 3 min y se
sometic a electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida-urea al 6%. Al
terminar la electroforesis, el gel se fij6 por 30 min en un bafio de metanol y acido acético al
10%. se secd y se le colocd una pelicula autoradiogréfica dejandolo de entre 12 a 72 hrs en
. exposicidn a -72°C.

GELES DE AGAROSA AL 4.5% %.

Ya que ef tamafio de los productos de amplificacion en los tres marcadores se encuentran
en el rango de 174 a 355 pares de bases '**'* fue necesario implementar geles que
tuvieran una resolucion adecuada para separarios.

Para separar eficazmente moléculas lineales de DNA en geles de agarosa entre 174 y 355
pares de bases se utiliza preferentemente concentraciones por arriba de 4% *°. Para evitar
impurezas que repercutleran en la migracién del DNA se utilizé agarosa MS-8 (Pronadisa)
la cual tiene una temperatura de gelificacion baja, lo que pemite preparar agarosas
concentradas que favorecen la separacién de fragmentos pequerfios de DNA. Al realizar los
ensayos se observo que la concentracion con mejor resolucion era al 4.5%.

Se prepard agarosa al 4.5% en solucién amortiguadora TAE 1X ( 0.04 M Tris-acetato y
0.089 M EDTA) de la siguiente manera. Se pesaron 4.5 gramos de agarosa y se
depositarcn en un matraz elenmayer de 300 ml, llevandolo a un volumen de 100 mi con
buffer TAE 1X. La solucién se calenté en homo de microondas por 1 minuto. El matraz se
dejo enfriar en bafio Maria hasta que las burbujas salieran de la solucién. La agarosa se
agrego en un camo de electroforesis afiadiendo 25 pl de una solucion de bromuro de etidio
a una concentracion de 1 mg/ml y se coloco el peine. El gel se puso a 4°C durante 30 6 40
minutos.
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Una vez solidificada la agarosa se quitd el peine y se colocd el carro en una camara de
electroforesis con 300 ml de buffer TAE 1X. Se tomaron .alicuotas de 5 a 10 pl de los
productos de PCR y se mezclaron con la mitad de su volumen de colorante de corrida. El
gel se corrié a un voltaje de 100 volts por 3.5 horas. Terminada la electroforesis el gel se
coloco en un transiluminador de luz ultravioleta y se le tomé una fotografia mediante el
Sistema de Imagen Digital 1S-1000 de Alpha Innotech Corporation.

GELES DE POLIACRILAMIDA (PAGE) AL. 8% .

Para aumentar la resolucidn en los productos de’ amplificacién se realizaron geles de
poliacritamida. Para separar eficientemente bandas en el rango de 50 a 300 pares de bases
se utilizaron estos geles en una concentracion al 8%

Los vidrios, ios separadores y el peine para electroforesis se limpiaron primero con etano!
absoluto y después se lavaron con dextran, se enjuagaron y se dejaron secar. Se
coiocaron entre los vidrios separadores de 1.5 mm de grosor asegurandolos con
sujetadores a los extremos. La parte inferior del gel se selld con cinta adhesiva o con
agarosa. En un vaso de precipitado de 100 ml se colocaron 10 mi de acrilamida al 40 %. 10
mi de TBE 5X (0.08¢ M Tris-borato y 0.089 M Acido bérico) y 30 ml de agua desionizada,
se agité y en seguida se le afadieron 400 i de persulfato de amonio al 10% y 30 1 de
TEMED (N,N,N’-tetrametiletilendiamina).

La solucién se agrego répidamente entre los vidrios cuidando de no formar burbujas. Se
colocd un peine de 1.5 mm de grosor en la parte superior de los vidrios y se dejo
polimerizar el gel de 40 a 50 min. Una vez polimerizado se quitaron los sujetadores de los
extremos, se quité cuidadosamente el peine y se colocaron los vidrios en una camara de
electroforesis sujetandolos con clips. Una vez armada la camara, se agrego el buffer de
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corrida TBE1X cuidando de que el buffer estuviera en contacto con el gel y se lavaron los
pozos. Se tomaron alicuotas de § a 10 ul de los productos de PCR y se mezclaron con la
mitad de su volumen de colorante de corrida y se corrié a un voltaje de 150 durante 2.5
horas. |

Al terminar la electroforesis se desarmé el sistema con cuidado. El gel se tinid
sumergiéndolo en una solucion a 0.5 mg/ml de bromuro de etidio durante 5 min. Ei gel se
colocd en un transiluminador de luz ultravioleta y se le tomé una fotografia mediante el
Sistema de Imagen Digital {S-1000 de Alpha Innotech Corporation.

GELES DESNATURALIZANTES DE POLIACRILAMIDA-UREA AL 6% %,

Los vidrios, ios separadores y el peine para electroforesis se limpiaron primero con etanol
absoluto y despues se lavaron con dextran, se enjuagaron y se dejaron secar. Se
colocaron entre los vidrios separadores de 0.3 mm de grosor asegurandolos con
sujetadores a los extremos. La parte inferior del gel se selld con cinta adhesiva o con
agarosa. En un vaso de precipitado de 100 ml se colocaron 7.5 m! de acrilamida al 40 %,
10 mi de TBE 5X, 21 gr de urea y 30 ml de agua desionizada, se agitd Y en seguida se le
afiadieron 400 ! de persulfato de amonio al 10% y 30 ul de TEMED.

La solucion se agregd rapidamente entre los vidrios cuidando de no formar burbujas. Se
coloco un peine de 0.3 mm de grosor de los denominados dientes de tiburén en la parte
superior de los vidrios y se dejo polimerizar el gel de 40 a 50 min. Una vez polimerizado se
quitaron los sujetadores de los extremos, se quito cuidadosamente e peine y se puso este
con los dientes hacia el gel, se colocaron los vidrios en una camara de electroforesis
sujetandolos con clips. Una vez armada la camara, se agregé el buffer de corrida TBE1X
cuidando de que el buffer estuviera en contacto con el get vy se lavaron los pozos.
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El gel se precorrié durante media hora a 400 volts. Se tomaron zlicuotas de 5 a 10 ul de los
productos de PCR y se mezclaron con la mitad de su volumen de colorante de corrida
calentandolas durante 3 min a 94°C y enfriandolas inmediatamente en hielo. Se
depos;itaron las muestras y el gel se corrid a un voitaje de 400 volts durante 2 horas. Al
terminar la electroforesis se desamé el sistema con cuidado. Ei ge! se fijé por 30 min en un
bafio de metanol y acido acético al 10% y se secd al vacio a 80°C durante 45 min.

Terminado el tiempo se le coloco una piaca autoradiografica y se dejé exponer de 12 a 72
hrs a -70°C. La placa se reveld y el patron de bandas fue analizado mediante el Sistema de
Imagen Digital IS-1000 de Alpha innotech Corporation.

RESULTADOS

OBTENCION DE UN BANCO GENOMICO

Se obtuvo el DNA de 25 individuos a partir de 5 a 10 ml de sangre como se describe en
matenal y métodos, de los cuales diecisiete pertenecian a 5 familias con un miembro
afectado por DMD y los restantes fueron muestras control. Una vez obtenido el DNA las
muestras fueron sometidas a electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% para definir su
concentracion e integridad tal y como se muestra en la figura 3. La determinacién de la
concentracion de DNA se hizo cualitativamente, comparando la intensidad de fluorescencia
de la banda problema respecto a un control cuya concentracién se conocia. Las muestras
fueron retuladas y guardadas a menos 20°C.

12 34567

Figura 3. Gel de agarosa al 0.8% tefido con bromuro de etidio. Carriles 1 - 7 muestras de DNA control.
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El gei se precorrié durante media hora a 400 volts. Se tomaron alicuotas de 5 a 10 puf de los
productos de PCR y se mezclaron con ia mitad de su volumen de colorante de corrida
calentandolas durante 3 min a 94°C y enfriandolas inmediatamente en hielo. Se
depoéitamn las muestras y el gel se corrié a un voltaje de 400 volts durante 2 horas. Al
terminar la electroforesis se desarmo el sistema con cuidado. El gel se fij6 por 30 min en un
bario de metanol y acido acético al 10% y se secd al vacio a 80°C durante 45 min.

Terminado el tiempo se le colocd una placa autoradiogréfica y se dejo exponer de 12 a 72
hrs a -70°C. La placa se reveld y el patrén de bandas fue analizado mediante el Sistema de
Imagen Digital 1S-1000 de Alpha Innotech Corporation.

RESULTADOS

OBTENCION DE UN BANCO GENOMICO

Se obtuvo el DNA de 25 individuos a partir de 5 a 10 mi de sangre como se describe en
matenal y meétodos, de los cuales diecisiete pertenecian a 5 familias con un miembro
afectado por DMD vy los restantes fueron muestras control. Una vez obtenido el DNA las
muestras fueron sometidas a electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% para definir su
concentracion e integridad tal y como se muestra en la figura 3. La determinacién de la
concentracion de DNA se hizo cualitativamente, comparando la intensidad de fluorescencia
de la banda problema respecto a un control cuya concentracién se conocia. Las muestras
fueron rotuladas y guardadas a menos 20°C.

12 345 67

Figura 3. Gel de agarosa al 0.8% teflido con bromuro de elidio. Carriles 1 - 7 muestras de DNA control.

i
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ESTANDARIZACION DE TECNICAS

Con la finalidad de implementar la amplificacion no radioactiva de 3 repetidos de CA del
gen DMD primero se realizé un ensayo radioactivo para el marcador STR-44.

Se modificaron diversas variables, tales como concentraciones de DNA, MgCly
oligonuciedtidos, enzima taq polimerasa asi como también nGmero de ciclos y temperatura
de alineamiento. Cada una de las variables se movieron una a la vez. Se encontrd que las
condiciones Gptimas para el ensayo fueron: concentracion aproximada de DNA de 200 ng,
concentracion de ofigonucledtidos 6.6 pmoles y 0.5 U de taq polimerasa (Gibeo), 1.5mM de
MgClz, 62°C de temperatura de alineamiento y 25 ciclos de reaccién . En la figura 5-b se
muestra el ampilificado no radioactivo del marcador STR-44 en un individuo control. En este
ensayo se probaron diferentes concentraciones de DNA, en donde en el carril 2 se obtuvo
la mejor amplificacion. Como un control positivo de la reaccién se realizaron ensayos
radioactivos, en la figura 5-a se observa en el caril 1 a una mujer control, mostrando dos
bandas, en el carmil 2 se muestra a un hombre control con una banda.

Figura 5. 5-a_autorradiografia de un gel desnaturalizante de urea-poliacritamida al 6% con productos de ampiificacion del
marcador STR-44 en muestras controf (flechas). Cartil 1 mujer, camil 2 hombre, (-) controj negativo. 5-b gel de agarosa al
2% tedido con bromuro de etidio con productos de ia amplificacion no radioactiva del marcador STR-44 de una muesira
controi (flecha). Canil 1 y 2 mismo individuo con diferentes concertraciones de DNA (-) control negativo.



Después de lograr la amplificacién de los repetidos CA del marcador STR-44, ei siguiente
paso fue la amplificacion del los repetidos CA del marcador 5'DYS-II. Se realizé un ensayo
radicactivo de acuerdo a las condiciones reportadas por Fenner y colaboradores 2'. Las
variables que se modificaron para el ensayo no radioactivo fueron: ndmero de ciclos,
concentracion de DNA, temperatura de alineamiento y concentracion de oligonucleétidos.
Se probaron las variables una a la vez. Las condiciones Optimas para realizar el ensayo
fueron: una concentracién de oligonucledtidos a 1.2 pmoles, concentracién aproximada de
DNA de 250 ng, una temperatura de alineamiento de 55°C, 0.5 ud de taq polimerasa y 24
ciclos. En la figura 6-b se observa la amplificacion no radiactiva de! marcador 5'DYS-, los
carmiles 1y 2 son mujeres ya que se logran separar adecuadamente dos bandas, en el
camil 3 es un hombre y presenta una banda. Cabe sefalar que las muestras del carril 2y 3
son madre e hijo respectivamente, por lo que el patrén de bandas corresponde a la
hemecia. En la figura 6-a es un ensayo radioactivo realizado como control positivo de la
reaccion. El orden de las muestras es el mismo gue en el ensayo no radioactivo.

M 1 2 3 ()

Figura 6. 6-a autorradiografia de un get desnaturalizante de poliacrilamida-urea al 6% con productos de amplificacién
radioactiva dei marcador 5'DYS-it . Carites 1 y 2 mujeres, carril 3 hombre. 6-b se observa un gel de poliacrilamida al 6%
teftido con bromuro de etidio con ios producios de Ja amplificacion no radiactiva del marcador 5'DYS-lI. Camit 1 y?2
mujeres, camil 3 hombre, 2 y 3 son madre e hijo respectivamente. M = marcador peso mlecular, (-) Contrel negativo.
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Para la arnplificacion de repetidos CA del marcador DMD1¢2 se realizaron los ensayos en
base al método reportado por Powell *°. Primero se realizaron ensayos radioactivos
siguiendo las condiciones originales.

Las variables que se modificaron para el ensayo no radioactivo fueron: concentracion de
DNA, numero de ciclos, concentracion de oligonucledtidos y temperatura de alineamiento.
Se encontré que las condiciones éptimas fueron: concentracion de DNA a 300 ng, 25
ciclos, 15 pmoles de cada oligonucledtido, una temperatura de alineamiento de 50°C y 05
u de tag polimerasa. En la figura 7-b se observa la amplificacion de repetidos CA del
extremo 3', los cariles 1 y 2 son mujeres, sin embargo para este marcador ellas fueron
homocigdticas, el mismo patron se presenta en la figura 7-a que es el mismo ensayo pero
utitizando radioactividad.

Figura 7. 7-a autorradiografia de un gei desnaturalizante de poliacrilamida-urea a! 6% con productos de amplificacion de
repetidos CA en la region 3'. Camil 1 y 2 dna de mujeres, Camil 3 DNA de un hombre. 7-b gel de poliacrilamida al 8%
tefiido con bromuro de etidio con productos de ta amplificacién de repetidos CA del extremo 3" Carril 1y 2 dna de mujeres,
camil 3 dna de hombre. En ambos ensayos las mujeres fueron homocogotas para este marcador. M = marcador de peso
maolecular. (-) control negativo.

DIAGNOSTICO DE PORTADORAS

Los resultados de diagnéstico se ejemplifican en ta familia 2 y en ia familia 5. En la figura 8-
a observamos los productos de la ampiificacién no radioactiva de los repetidos CA del
marcador STR-44 de la familia 5. La madre |.1 es heterocigota para este marcador, su hijo
11,2, que es paciente DMD, posee la banda superior, su hija 11,1 posee la misma banda de
su hermano y por lo tanto es portadora. En la figura 8-b observamos los productos de la
ampiificacion no radioactiva de los repetidos CA del marcador 5'DYS-Il de la familia 5. La
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nifia Il,1 posee una banda que heredd de su padre 1,2 y alguna de ias dos bandas que
heredd de su madre. Para este marcador la madre 1.1 fue homocigota. Este marcador no
fue informativo ya que se desconoce cual banda matema esta relacionada con la
enfermedad. En la figura 8-c ios productos de la amplificacién radioactiva de repetidos CA
del marcador DMD1c-2 en la familia 5. Se observa que para todos los individuos este
marcador fue homocigoto, y por lo tanto no fue informativo para el diagnéstico..

Faciente DMD

[:I Hombre normal

Mujer normal

Mujer portadora DMD

Figura 8. 8-a gel de agarosa al 4.5% teflido con bromuro de etidio con Ios productos de la ampiificacion no radiactiva
del marcador STR-44 de la familia 5. Se observa que la madre 1,1 es heterocigota y su hija 1,2 es portadora ya que
posee la misma banda de su hermanc 2. 8-b gel de poliacrilamida al 8% tefido con bromuro de efidio con los
productos de la amplificacion no radioactiva del marcador 5° DYS-Il de Ia familia 5. Este marcador no es informativo
por que |a madre 1,1 fue homocigota. B-¢ gel de acrilamida al 8% tefido con bromuro de etidio con los productos de la
amplificacion no radioactiva del marcador DMD1c-2 en la familia 5. Para este marcador todos 1os individuos fueron
homocigotos, M = marcador de peso moicular, (-} control negativo
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En la figura 9-A se observa los productos de la amplificacion no radioactiva de repetidos
CA del marcador STR-44 en la familia 2. Se observa que la madre |,1 es heterocigota para
este marcador, su hija l,2 posee el alelo inferior y su hijo It,1 posee el alelo superior, por lo
que en este caso {a nifia no es portadora. En la figura 9-B observamos los productos de la
amplificacion no radiactiva de repetidos CA de! marcador 5'DYS-Il en la familia 2. Se
observa que la madre 1,1 fue heterocigota para este marcador, su hija 11,2 posee el alelo
superior y su hijo II,1 posee el mismo alelo, por lo que para este marcador la nifia es
portadora. Estos datos sugieren que se llevd a cabo un evento de recombinacion entre el
marcador 5'DYS-l y el marcador STR-44. En la figura 9-C se observa un gel de agarosa al
4.5% tefiido con bromuro de etidio con los productos de la amplificacion de repetidos CA
del marcador DMD1c-2 en la familia 2. Se observa que para todos los individuos este
marcador fue homocigoto y por lo tanto no fue informativo.
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FPaciente DMD

Hombre normal

Mujer normal

Mujer portadora DMD

OOoUM

Figura 9. 9-A gel de agarosa al 4.5% tefido con bromuro de elidio con los productos de la amplificacion no radioactiva del
marcador STR-44 en la familia 2. La madre 1,1 es heterocigota, y su hija 1,2 no es portadora de DMD. 9-B ge! de agarosa
al 4.5% tefiido con bromuro de etidio con los productos de ia amplificacion no radiactiva del marcador 5'DYS-t en la
familia 2. La madre 1,1 fue heterocigota para este marcador, su hija 11,2 fue portadora para DMD. 9-C gel de agarosa al
4.5% tefiido con bromuro de etidio con los productos de la amplificacién no radiactiva del marcador DMD1c-2 en la familia
2. Para este marcador todos los individuss fueron homocigetos. M = marcador de peso molecular, .(-) control negativo.
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MARCADORES INTRAGENICOS

La heterocigosidad en los marcadores utilizados en este estudio se distribuyd de la
siguiente manera: el marcador STR-44 fue heterocigoto en todos los individuos estudiados,
el marcador §' DYS- fue heterbcigoto a excepcion de un individuo, y finaimente el
marcador DMD1¢c-2 no fue heterocigoto en ningin individuo. En lo que respecta al
diagnéstico, el marcador STR44 fue el mas informativo, seguide del marcador 5’ DYS-)
que fallé en una de las familias. El marcador DMD1¢-2 no fue informativo en ninguno de los
casos.

DISCUSION

El método para obtener DNA fue adecuado, ias concentraciones obtenidas fueron éptimas
para realizar los ensayos y no se encontré degradado.

Con el principio del PCR se realizaron fas modificaciones necesarias para que los ensayos
con isdtopos radioactivos se realizaran en la forma no radioactiva. Primero se tomo en
cuenta que en los ensayos radioactivos se utilizan concentraciones minimas de DNA, al
reconocer la DNA polimerasa a los oligonucledtidos comienza ia polimerizacion
incorporando dCTP 5'-{a-32p] junto con los demas dNTPs a las nuevas cadenas de DNA,
éstas al encontrase en exposicion ante una pelicula autorradiografica emiten radiacién que
es registrada y evidente al revelar las placas. Si se realiza un ensayo no radiactivo
eliminande Gnicamente el isétopo radioactivo y manteniendo ias demas condiciones
no se logra ninguna amplificacion, o al menos no es perceptible, por lo tanto, para
estandarizar las técnicas a la manera no radioactiva 1o que se necesita es aumentar la
produccion del amplificado. Esto se logra de varias maneras: 1) aumentando el nimero de
ciclos, 2) aumentando la temperatura de alineamiento y 3) aumentando concentracién de
DNA®, Al aumentar el nimero de ciclos aumenté la produccion de bandas inespecificas, ya
que la accion de la enzima decae y se presentan errores en la adicion de mucledtidos,
estas bandas inespecificas se pueden confundir o interferir con las amplificaciones

37



MARCADORES INTRAGENICOS

La heterocigosidad en los marcadores utilizados en este estudio se distribuyd de la
siguiente manera: el marcador STR-44 fue heterocigoto en todos los individuos estudiados,
el marcador & DYS-ll fue heterbcigoto a excepcidn de un individuo, y finaimente el
marcador DMD1c-2 no fue heterocigoto en ningin individuo. En lo que respecta al
diagnostico, el marcador STR-44 fue el mas informativo, seguido del marcador 5° DYS-I
que fallo en una de las familias. El marcador DMD1¢-2 no fue informativo en ringuno de los
Casos.

DISCUSION

El metodo para obtener DNA fue adecuado, las concentraciones obtenidas fueron éptimas
para realizar los ensayos y no se encontrd degradado.

Con el principio del PCR se realizaron las modificaciones necesarias para que los ensayos
con isGtopos radioactivos se realizaran en la forma no radioactiva. Primero se tomd en
cuenta que en los ensayos radioactivos se utilizan concentraciones minimas de DNA, al
reconocer la DNA polimerasa a los oligonucledtidos comienza la polimerizacién
incorporando dCTP 5°-[a-32p] junto con los demas dNTPs a las nuevas cadenas de DNA,
éstas al encontrase en exposicion ante una peficula autorradiografica emiten radiacién que
es registrada y evidente al revelar las placas. Si se realiza un ensayo no radiactivo
eliminando Unicamente el isétopo radioactivo y manteniendo las demés condiciones
no se logra ninguna amplificacion, o al menos no es perceptible, por lo tanto, para
estandarizar las técnicas a la manera no radioactiva lo que se necesita es aumentar ia
produccion del amplificado. Esto se logra de varias maneras: 1) aumentando el nimero de
ciclos, 2) aumentando la temperatura de alineamiento y 3) aumentando concentracion de
DNA*_ Al aumentar el nimero de ciclos aument la produccion de bandas inespecificas, ya
que la accion de la enzima decde y se presentan erores en la adicién de mucledtidos,
estas bandas inespecificas se pueden confundir o interferir con las amplificaciones
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buscadas. Al aumentar la temperatura de alineamiento ia incorporacion de los
oligonucledtidos es mas especifica porque favorece las uniones entre las purinas y las
pirimidinas, con ello se eliminaron bandas inespecificas pero no se aumento el producto de
amplificacion. Al aumentar la concentracién de DNA se dispuso de mayor muestra blanco
péra realizar la reaccién, y por tanto se produjo mayor amplificacion de los repetidos CA,
con lo que fueron visibles en geles tefiidos con bromuro de stidio.

Existen varias ventajas al utilizar la amplificacién no radioactiva sobre la radioactiva, que
permiten implementar esta metodologia practicamente en cualquier laboratorio de biologia
moiecular. En la tabla 2 se ejemplifican las principales diferencias entre ambos métodos,

v E RADIOACTIVO 25 . INO RADIOACTIVO: . -
Concentracion de DNA |20 ng 200 a 300 ng
| para reaccion
Sustratos radioactivos | dCTP 5°-[a-32p] no utiliza

Equipo necesario para el mamparas, guantes, equipo|Guantes, campana de
| manejo de muestras de contencién de desechos, | flujo laminar

| equipe de contencion de !
muestras, equipo de
contencion de isétopos, lugar
;‘ exclusivo de trabajo.

Tiempo empleado de 20 a 72 horas 8 horas

; trabajo ' _

‘ geles de agarosa al

Visualizaciéon de mediante exposicion en [4.5% vy geles de

amplificados placas autorradiogréficas poliacrilamida al 8%
tefiidos con bromuro de
L etidio

Tabla 2. Principales diferencias entre el método radicactivo ¥ el no radioactivo para amplificar
regiones con repetidos CA.

El estado portador para la DMD, en mujeres en resgo, se hacia mediante ia determinacion
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de los niveles de creatinina fosfocinasa en suero, sin embargo esta prueba no aportaba
datos precisos ya que los niveles de la enzima se sobrelapan en un individuc en diferentes
tiempos '###*_ posteriormente se desamrollé 1a técnica de Fragmentos de Restriccian
Polimérficos en su Tamafio (RFLP's) ios cuales ya atacaban el problema a nivel molecular
sin embargo era necesario analizar a varios miembros de una familia con al menos 8
marcadores diferentes lo que implicaba mucho tiempo de trabajo y una gran cantidad de

I'eCUI'SOSa"I 8,49,51,57

. Con el descubrimiento de secuencias repetidas en tandem dentro det
genoma de eucariontes se dio un gran avance en los estudios de ligacién, ya gue estas
secuencias presentan un ampiio polimorfismo (tif para el diagnéstico molecular. Se han

localizado al menos 11 secuencias de este tipo en el gen DMD 1821324951

El uso de los marcadores para el consejo genetico depende de dos criterios principales: la
fraccion de recombinacion y la frecuencia de heterozigocidad. Si se maneja, por ejemplo,
un marcador con muy baja frecuencia la mayoria de las mujeres pueden ser homocigotas
para un alelo comun. Esta situacion no produce informacion para realizar el diagnéstico de
portadoras %,

El uso de varios marcadores para realizar el diagnostico es necesario, ya que proveen
informacion méas exacta. No se puede ocupar solo un marcador para este propésito por que
un fendmeno de recombinacién se puede llevar a cabo en la region del marcador
produciendo una prediccidn errdnea. Por lo anterior se decidié manejar al menos tres
marcadores para poseer una exactitud de un 99% " distribuidos a o largo del gen, uno en
la regién inicial 5', otro ubicado en la region intermedia y el ultimo en fa region terminal 3' 4.

Tomando en cuenta las consideraciones anteriores se eligieron los marcadores con el
mayor indice de heterocigozidad para los extremos &' y 3' . asi como para una region
intermedia del gen DMD: Para la regién 5' se eligié uno localizado en el promotor de 1a
distrofina cerebral denominado 5’ DYS-il que posee una heterocigozidad de 0.82, produce
8 alelos que se encuentran en un rango de 214 a 228 pb, de ellos los mas frecuentes son
el A6 con 19%, A3 y A5 con 10% %', Para la region intermedia se eligié uno localizado en el
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intron 44 del gen DMD denominado STR-44 que posee una heterozigozidad de 0.89,
produce 12 alelos de entre 174 y 204 pb de los cuales los alelos mas frecuentes son el L
con 22.8%, el H con 19.3% y el P con 15.8% '°. Finalmente para la region 3’ se eligi6é uno
localizado en el segmento que corresponde a los exones 56 y 60 de! gen DMD denominado
DMD1c-2 con una heterozigozidad de 0.46, produce 5 alelos con tamafios de entre 245 a
355 pb, de entre ellos los mas frecuentes son el BB3 con 67%, B34 con 15% y BB1 con
12% %,

El marcador mas informativo en este estudio fue el STR-44, le sigue el marcador 5' DYS-I
quién falld en una de las familias estudiadas, y por Ultimo el marcador DMD1¢c-2 no fue
informativo en ninguno de los casos. La frecuencia de heterocigosidad que presentaron
para este estudio estos marcadores fue la siguiente: el marcador STR-44 fue heterocigoto
en fodos los casos, el marcador 5 DYS-Hi fue heterozigoto excepto en un individuo y
finalmente el marcador DMD1c-tl no presenté heterocigosidad. E! hecho de que este
marcador no fuera informativo en ninguno de los casos se puede derivar de que los
estudios de frecuencia reportada para este marcador fueron realizados en pobiacion
caucasica, por lo tanto, el estudio de este marcador en otros grupos étnicos puede mostrar
diferencias en grado o distribucién de polimorfismos '®. En 1996 se realiz6 el primer estudio
de portadoras en 21 mujeres mexicanas en riesgo para DMD en el cual se utilizd este
marcador, sin embargo, al igual que en el presente trabajo fue homocigoto, estos
resuitados sugieren algiin rasgo especifico de este tocus en la poblacién mexicana 2%,

El diagndstico molecular se implementé en dos familias, en las tres familias restantes no se
contd con las muestras sanguineas de las mujeres a quienes iba dirigido el diagndstico.

El diagnéstico molecular no se pudo realizar en la familia 5 por que la madre presenta sélo
el marcador STR-44 informativo (figura 8-a). Con la evidencia de un marcador no es
factible el diagnéstico, como ya se comenté se necesitan al menos tres marcadores, para
ello se necesitaria realizar estudios con otros marcadores encontrados en los extremos del
gen. Para la regién 5 se podria ocupar el marcador localizado en el intrén numero 1 del
gen DMD, a 25 kb rio abajo de! promotor de distrofina muscular denominado 5' DYS MSA
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que posee una heterozigozidad de 0.57”. También se podrian ocupar los marcadores
localizados en el promotor de ia distrofina cerebral denominados 5’ DYS-I y 5 DYS-il los
cuales poseen una heterocigozidad de 0.786 y 0.51 respectivamente ', o el localizado en
el promotor de la distrofina muscular denominado 5 DYS MSB con una heterozigocidad de
0.17 . Para et extremo 3' se podrian utifizar los marcadores localizados en la region 3' no
traducida (3' UTR"), el denominado MPIP con una heterozigocidad de 0.20 *'. el
denominado 3’ DYS MS *, o el reportado por Beggs con una heterozigocidad de 0.34 7.

El diagndstico molecular no se pudo realizar en la familia 2 ya que para ef marcador 5’'DYS-
i {a nifia es portadora (figura 9-a y 10-1) en cambio para el marcador STR-44 la nifia no es
portadora (figura 9-b y 10-2). Estos datos sugieren que entre ambos marcadores se
presentd un fendmeno de recombinacién. Tanto en familias afectadas como en individuos
normales se ha observado una alta frecuencia de recombinacién en el gen DMD. Se ha
estimado que la recombinacién intragénica ocurre en un rango de un 10% a 12%, 4 veces
el rango esperado para este gen en base a su tamafio Se ha propuesto que este rango tan
alto de recombinacién se debe a la localizacién de dos puntos calientes *'. El punto caliente
mayor abarca al intron 44 y el intron 50 (figura 10-a), y el punto caliente menor se

encuentra a partir del promotor de la distrofina muscular (intron 1) y el exon 8 (figura 10-
b)*.

La recombinacién entre el extremo 5' y el intron 44 se distribuye de la siguiente manera: la
fraccion de recombinacién entre el extremo 5' y el exon 10 es de 4%, un valor muy alto en
relacién al drea, por otro lado encontramos que la fraccion de recombinacién reportada
entre los exones 15y 44 es de 0.5% lo que representa recombinaciones muy esporadicas
en esta region *'. Siguiendo este patrn es muy probable que la recombinacién en la nifia
de ia familia 2 haya tenido lugar en el punto caliente menor (figuras 10-b, 10-c y 10-d). Sin
embargo para poder delimitar el area de recombinacion es necesario emplear marcadores
del tipo RFLP's que se encuentren distribuidos en varios lugares de esta zona, tales como
DXS142, DXS206, DXS164 y DXS270 localizados en los exones 1 9 11 y 40
respectivamente *',
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1 N STR-44

o I ' 2
2 T 5DY5-l

Figura 10. Recombinacion en ta familia 2. A) se observa los dos genes que posee la madre, cada uno esugematizado
de un color diferente, Para el marcador STR-44 [a nifia no es portadora (10-1). Sin embargo para el marcador
5'DYS-II (10-2).1a nifia si es portadora, esto se debe posiblemente a una recombinacién que se pudo llevar a cabo en
Ia regién del punto caliente menor. (B - D). En rojo se esquematizan los puntos calientes mayor y menor del gen
DMD.
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Cuando se presenta un fenémeno de recombinacion en la region de los marcadores el
diagnéstico de portadoras no se puede implementar **. En esta situacién el diagnéstico se
puede realizar buscando la mutacién que produce la enfermedad, ya que ésta es un
predictor preciso de la misma % Las metodologias que se pueden emplear para este
propésito atacan al problema a diferentes niveles, por ejemplo, para encontrar alguna
ateracién del gen a nivel DNA como mutaciones puntuales, deleciones o inserciones se
emplean las técnicas de polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP} y
electroforesis de geles desnaturalizantes con gradiente (DEGEN), para encontrar [as
mismas alteraciones pero a nivel del mRNA se emplean los ensayos de RT-PCR*, y por
altimo, para encontrar alteraciones que disrumpen el marco de lectura produciendo alguna
proteina emménea se utilizan los ensayos de Proteina Truncada .

Los ensayos realizados con marcadores dei tipo VNTR sin utilizar sustratos radioactivos
son utiles, ya que son un método facil y rapido para predecir el estado portador de mujeres
en riesgo para DMD, esto es de gran valor ya que la importancia principal en el diagnéstico
de portadoras es ofrecer el consejo genético a tiempo, y de esta manera ayudar a elegir
con calma y sin presiones el futuro adecuado de una familia.
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