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RESUMEN. 

La distrofia muecu1ar de Duchenne (DMD) es la miopatía hereditaria 

mas frecuente en 1a pobl.aci6n humana y afecta aproximadamente 

J./3500 hombree. La DMD y eu forma a1é1ica menos severa. 1a 

distrofia muscu1ar de Becker (DMB), ee heredan de manera recesiva 

l.igada al sexo. La principal causa mutacional relacionada con esta 

enfermedad la deleci6n de diversas regiones del gen. 

Aproximadamente el 70~ de 1oa afectados la presentan. 

En el. presente trabajo se analiz6 J.a frecuencia y patrón de 

de1eciones intragénicas en 61 enfermos de DMD/DMB y se 

identificaron portadoras en 5 familias con antecedentes para esta 

enfermedad. 

Mediante la amplif icaci6n mú1tip1e reportada por Chamberlain ~ 

y Beggs ~ se anal.izaron J.S regiones diferentes del gen DMD de 

J.os afectados. El porcentaje de deleciones fue del 51% y la mayoría 

de éstas se l.ocalizaron entre loe exones 44-52·. En J.6 de los 

afectados se encontr6 correlac.:Í.6n entre los datos clínicos y 

moleculares. 

con la finalidad de mejorar el diagnóstico de portadoras para esta 

enfermedad, se amplificaron por PCR las secuencias repetidas de 

dinucle6tidoe de CA de loe intrones 44, 45, 49, SO y de dos 

regiones en los extremos 5' y 3' de1 gen DMD. De las 21 mujeres en 

riesgo pertenecientes a l.ae S famil.ias analizadas, 8 fueron 

portadoras de DMD/DMB, con al menos un marcador. También fue 

poeibl.e identificar un evento de recombinaci6n en el gen DMD de una 

familia y mosaico gonadal en otra. 



ABSTRACT. 

Duchenne muscul.ar dystrophy (DMD) is the most common l.ethal. 

neuromuscu1ar genetic dieease, affecting approximate1y 1/3500 

mal.es. DMD and the al.l.el.ic, mil.dar and l.ees common Becker muscul.ar 

dystrophy (BMD) are inherited as x-l.inked recessive disorders. The 

moat frequent mutatione in DMD gene are de1etions, affecting 

aproximatel.y 70~ of the patients. 

The aims of the present study were to anal.yze the f requency and 

pattern of DMD gene de1etion present in Mexican patienta and to 

identify the carrier status in femal.es of the five DMD/BMD Mexican 

fami:Lies. 

sixty ene unrel.ated Mexican patients with DMD/BMD were anal.yzed f or 

intragenic DMD gene ·del.etions, using the mul.tipl.ex ampl.if ication of 

15 del.etion-prone exons deecribed by Chamber1ain ~ and Beggs ~ 

ª1,.. The percentage of the del.etions was 51%, and the majorite of 

them were 1ocated in exons 44-52. In 16 patients were corre1ation 

between c1inica1 and mo1ecu1ar data. 

In arder to improve carrier detection of Duchenne and Becker 

muscul.ar dystrophy dinucl.eotide eequences repeats (CA) of the 

intrones 44, 45, 49, SO were used as we11 as two markers 1ocated at 

the 5' and 3 • ends of the DMD gene. Twenty ene femal.es were 

studied, 8 of whom were at-risk STR hapl.otype. Furthermore, it was 

poaibl.e 

famil.y, 

to identify a recombination event in the DMD gene in one 

and a gonadal. moeaiciem was found in another famil.y. 
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INTRODUCCION. 

1. ENFEBMEPADES GENETICAS. 

La herencia de loa rasgos físicos y de enfermedades se conoce desde 

la antigüedad; Hip6crates sefialó que algunas enfermedades como la 

epilepsia se transmitían, en ciertas familias, de manera similar 

a otros rasgos como el color de ojos (115) . Sin embargo el concepto 

de herencia que se tenía antes del siglo XX era diferente a1 que se 

maneja en la actualidad, ya que se creía que las características 

hereditarias se mezclaban .. Esta idea cambió con el redescubrimiento 

de las leyes de Mer:ideJ., que establecen que las características 

hereditarias son e~tidadea independientes incapaces de mezclarse. 

Posteriormente gracias a una serie de trabajos se demostró que 

estas entidades se sitúan en loe cromosomas y se llaman genes (25, 

148). 

Las enfermedades genéticas que afectan a 1os humanos de clasifican 

en cuatro grupos de acuerdo a como se heredan. 

a) Enfermedades genéticas por mutación génica simple (mendeliana o 

monogénica). Estas alteraciones se pueden heredar de manera 

dominante, recesiva, l.igada al sexo u hol.ándrica. 

b) Enfermedades genéticas por aberraciones cromoa6micas. 

e) Enfermedades genéticas determinadas por mutaciones en el. DNA 

mitocondrial.. 

d) Enfermedades genéticas determinadas por desordenes poligénicos 

y mu1tifactoria1es (15, i1S). 
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Las enfermedades genéticas monogénicas, que son resu1tado de la 

presencia de un gen anorma1 en el patrimonio genético de una 1ínea 

familiar y que se heredan de acuerdo a las leyes de Mendel, tienen 

una incidencia de aproximadamente Sx105 nacimientos/año en el mundo 

(148). 

Debido a la falta de terapia efectiva y los problemas que causan 

estos padecimientos en las familias ·afectadas, se han desarrollado 

enfoques alternativos, como el diagn6stico de individuos o fetos 

afectados, mediante determinaciones bioquímicas. Mediante esta 

técnica se ha logrado diagnosticar más de 40 enfermedades genéticas 

heredables (44, 148). Gracias al desarrollo de la tecnología del 

DNA recombinan te, el análisis de1 DNA sirve para detectar anomalías 

genéticas utilizando secuencias situadas cerca o dentro de un gen 

relacionado con este tipo de enfermedades (44, 62, 103, 149, 151, 

153). Actualmente es posible diagnosticar poco más de 300 

enfermedades monogénicas de humanos 

investigación están desarrollando 

(29) . Numerosos grupos de 

nuevas metodol.ogías que 

permitirán corregir algunas enfermedades hereditarias, implantando 

genes normales en las cé1ulas de 1os enfermos mediante la terapia 

génica (3, 48, 56, 121, 122, 130, 145, 155). 

2. LAS DISTROFIAS MUSCULABES. 

Las distrofias musculares son enfermedades determinadas 

genéticamente, cuya manifestación clínica principa1 es un 

debilitamiento muscular progresivo con una degeneración muscular 

2. 



evidente por examinación bioquímica, histol.ógica y 

e1ectromiográfica. Existen tres grupos de distrofias muscu1ares, de 

acuerdo a su patr6n de herencia; distrofias musculares ligadas al 

sexo, distrofias musculares autoa6micas dominantes y distrofias 

muscul.ares autosómicas recesivas (tabl.a 1) (S). 

TABLA 1. 

CLASIFICACION DE LAS DISTROFIAS DE ACUERDO A SU PATRON DE HERENCIA. 

LIGADAS AL SEXO 

a. Distrofia 

muscular de 

Duchenne-Becker. 

b. Distrofia 

Emery-Dreifuas. 

AUTOSOMICA DOMINANTE AUTOSOMICA RECESIVA. 

a. Distrofia muacu1ar a. Distrofia muscular 

facioeecapu1ohumora1. 

b. Distrofia 

Miotónica. 

c. Distrofia 

muscul.ar distal.. 

d. Distrofia 

muscular ocular. 

e. Distrofia 

muscular 

ocul.ofaringea. 

de cintura. 

Las distrofias se cl.asifican también de acuerdo a l.a edad de 

aparición de loa síntomas en los afectados, el grupo de músculos 

invol.ucrados,el. grado de progresión y el. curso cl.ínico (tabl.a 2) 
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(S) • 

DISTROFIA 

DUCHENNE. 

FACIOES-

CAPULOHUM. 

DE CINTURA 

OCULOFA­

RINGEA. 

. MIOTONICA 

TABLA 2. 

DIFERENCIAS ENTRE LAS DISTROFIAS. 

MODO DE EDAD DE REGIONES 

HERENCIA. APARICION. AFECTADAS. 

LIGADO 3 AÑOS. 

AL SEXO. 

DOMINANTE l.-2 

DE CADA 

RECESIVA. VARIABLE. 

DOMINANTE l.-2 

DE CADA 

CADERA Y 

HOMBROS. 

HOMBROS, 

CINTURA, 

CARA. 

CINTURA 

PELVI CA 

HOMBROS. 

OCULAR, 

FARINGE, 

CUELLO Y 

PELVIS . 

y 

DOMINANTE VARIABLE. PARPADO, 

4. 

FARINGE, 

CUELLO, 

PELVIS, 

MANOS. 

PROGRESION 

RAPIDA. 

MODERADA. 

VARIABLE. 

LENTA 

VARIABLE. 

RETARDO 

MENTAL. 

FRECUENTE 

RARO. 

VARIABLE 

NO. 

FRECUENTE 



3. LA DISTROFIA MVSCULAR DUCHENHE-BECKER (DMPl. 

1. ASPECTOS CLINICOS Y GENETICA CLAS.ICA DE LA DMD. 

La DMD es, de todas las distrofias muecu1ares, la mejor conocida 

desde el punto de vista clínico y genético (5, 157) . 

La descripción inicial de la DMD se remonta al siglo pasado (1860) 

y fue dada por el fisiólogo francés G. Duchenne, describiendola 

como una enfermedad donde se presenta un debilitamiento muscular 

progresivo, que afecta a niños (74, 76, 99). 

Esta enfermadad es 1a más común y grave de las distrofias. Aunque 

las anormalidades hiatopato16gicas del músculo esquelético se han 

detectado en los estados iniciales del desarrollo del feto, la 

enfermedad aparece entre los 3-5 años de edad (84) Se presenta 

como una degeneración muscular y una proliferación de tejido 

conectivo y adíposo en el. músculo (fibrosis endomisial), que 

provoca una debilidad muscular progresiva, afectando también 

músculo cardíaco y músculo liso del tracto gastrointestinal {84, 

99). 

El 97% de los niños con DMD no puede caminar a 1a edad de 12 años 

y la mayoría de éstos mueren a finales de la segunda década de su 

vida por neumonía o fa11a cardiaca, debido a un debilitamiento 

progresivo de 1os músculos respiratorios o cardíacos (99) 

Aproximadamente e1 30% de 1os niños afectados presenta retraso 

menta1, el cua1 no ea progresivo ni está correlacionado con la 

gravedad de la enfermedad (5, 99). 
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Los enfermos de DMD presentan niveles elevados de varias enzimas en 

su suero, como la adolaea (ALD) la tranaaminasa oxalacética 

glutámica del suero (SGOT), la deshidrogenasa láctica (LDH) y la 

creatinina fosfocinaaa (CPK) . Esta última enzima se presenta en 

concentraciones de al menos 2 órdenes de magnitud mayores respecto 

al normal, en el suero de varones afectados en etapas preclínicas 

o clínicas iniciales (5, 157), por lo cual es una de las pruebaS 

mas utilizadas para el diagnóstico de la enfermedad (76) . El uso de 

la determinación de los niveles de CPK como prueba en el 

diagn6stico prenatal no es recomendable debido a la alta frecuencia 

de falsos negativos (S). Los niveles de esta enzima también se 

encuentran elevados en aproximadamente el 70-75% de las mujeres 

portadoras, sin embargo no es concluYente utilizar este parámetro 

para la determinaci6n de portadoras ya que sus niveles pueden 

variar en un misma mujer, a diferentes tiempos, por otro lado, los 

niveles de CPK se sobreponen entre portadoras y no portadoras (9, 

l.38' l.57) • 

La distrofia muscular de Becker (DMB) se presenta como una forma 

benigna de la DMD, caracterizada por un debilitamiento muscular 

menos grave que la DMD y un desarrollo de la enfermedad más lento. 

La incapacidad para caminar a los 12 años, se ha usado como uno de 

los criterios para diferenciar a las dos distrofias, sin embargo la 

DMB es más heterogénea que la DMD de tal forma que algunos enfermos 

con DMB presentan síntomas de la enfermedad en la primera década de 

su vida y otros hasta la tercera o cuarta 
0

década (99) . Los enfermos 
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de esta distrofia raramente presentan retraso mental, y suelen ser 

confundidos con otros tipos de distrofias musculares~ En algunos 

casos solo examinando la alteración mutacional en el gen se puede 

aclarar el diagnóstico (6, 58, 99). 

La DMD se hereda en forma recesiva ligada al cromosoma X y es 

transmitida por mujeres portadoras (5, 99) . La DMB es alélica a la 

DMD (20, 83, 84) ambas enfermedades son causadas por mutaciones en 

el mismo gen (157). 

Debido a la inactivación al azar del cromosoma X en las mujeres 

portadora.a se ha estimado que aproximadamente el 8% de éstas tienen 

alguna manifestación clínica de la enfermedad (157) . 

La mayoría de las estimaciones de la incidencia de la DMD en la 

población humana van de un rango de 2.7-2.9x104 (1/3300-1/3700) 

nacimientos de hombres vivos, con pequefias variaciones étnicas 

(156) . La incidencia estimada para la DMB es de aproximadamente 

1/30000 hombres nacidos vivos (58) . 

El rango de mutación calculado para el gen, es de aproximadamente 

1x104 , el cual es uno de los más altos conocidos. Esto posiblemente 

se deba al gran tamafio del gen (86, 157). 

Se ha estimado que 1/3 de los casos de DMD se debe a nuevas 

mutaciones en el afectado, 1/3 a la herencia de nuevas mutaciones 

del gen de la DMD en la madre afectada y 1/3 por la herencia de 

mutaciones en el gen de la DMD presentes en gene:t.~aciones anteriores 

7. 



(J.57) . 

Para el tratamiento de la DMD/DMB se han probado un buen número de 

drogas que incluyen esteroidea, vitaminas y minerales. Actualmente 

el glucocorticoide a1fa metilpred.niaolone ha resultado ser una 

posible alternativa en el tratamiento de esta distrofia, debido a 

sus propiedades miogénicas en mioblaetoa en cultivo (53, 65, 104, 

l.23) . Otras metodologías que podrán ser importantes en el 

tratamiento de esta distrofia son, el trasplante de mioblastos 

(J.21, J.22), la inyección de DNA directamente en la fibra muscular 

(3, J.55) y la terapia génica usando vectores virales (48, J.30). 

Existen varios modelos animales de la DMD/DMB; ratones mdx, ratones 

mdx3cv, perros cxmd y gatos deficientes en distrofina. Los ratones 

mdx Son más usados, a pesar de que la fibrosis endomiaial y la 

pérdida gradual de fibras musculares no se presenta en estos 

animales (3J., 28, 92, l.39, l.40). 

2. GENETICA MOLECULAR DE LA DMD/DMB. 

El desarrollo de la Biología Molecular en los dos últimos decenios 

ha facilitado aislar genes a partir de secuencias de DNA clonadas, 

sin necesidad de conocer e1 producto del gen. Esta técnica conocida 

como clonaje posicional (J.l.0) permitió localizar el gen respons~ble 

de la DMD/DMB en la banda Xp2l. del brazo corto del cromosoma X, 

utilizando las tres estrategias siguientes (J.57) 

a) Puntos de intercambio de translocaciones en mujeres con DMD/DMB. 

8. 



La primeras trana1ocacionee en niftae afectadas con DMD/DMB fueron 

descritas a fina1ee de 1oe 70'e y principios de 1os SO' e (SO, 79, 

96, 144, 159). E11aa presentaban translocaciones autoa6micaa de 

= con puntee de rompimiento en la banda Xp21 _ Estas niñas 

presentaron tranelocaciones en uno de sus cromosomas X, el por qué 

presentaban 

posiblemente 

DMD/DMB, a pesar de tener 

se debió a que por el tipo de 

dos cromosomas X, 

rearreglo presentaban 

una inactivaci6n selectiva del cromosoma X normal (100, 132, 157). 

Por análisis de bandeo de a1ta reao1uci6n se encontró que existía 

una distribución heterogénea de los puntos de intercambio de las 

traslocaciones en la banda Xp21, encontrándose la mayoría en Xp2J. .2 

(J.57) 

b) Estudios en familias con antecedentes de DMD/DMB usando sondas 

de DNA que detectan fragmentos de restricción polimórficos en 

tamaño (RFLP's) (153) en el cromosoma humano X. 

Las primeras sondas que sirvieron para detectar RFLP's ligados a la 

DMD/DMB fueron RCB (112) y LJ..28 (43). Ambos fragmentos flanquean 

al gen DMD, a 20 centimorgans (cM) de éste (J.57) . Se han descrito 

otras sondas cercanas al gen siendo las C7 y 754 las mas cercanas 

(47, 75). En 1985 con e1 uso de sondas que reconocían secuencias de 

DNA localizadas dentro del gen DMD, se demostró que la DMB es 

alélica a la DMD (83) . 

c) Enfermos con fenotipo complejo que incluían a la DMD/DMB. 

La tercera línea de evidencia que mostró que el gen DMD está en la 
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banda Xp21 provino en 1985 de enfermos con fenotipo comp1ejo, que 

aparte de tener DMD/DMB, tenían 

(CGD) , fenotipo Me Leod (XK) 

aná1isis citogen~tico de alta 

enfermedad granu1omatosa crónica 

y retinitis pigmentosa (RP) . Por 

reeo1uci6n se encontró que 1a 

alteración correspondía a una pequei'la deleci6n en 1ae bandas Xp2l. .1 

y Xp.2l. . .2 Cdeleci6n BB) (55) . 

Una vez localizada la poeici6n del gen DMD, se clonaron s~gmentos 

de DNA del 1ocua DMD, mediante dos estrategias (l.57). 

a) Clona.je mediante la t6cnica de reasociación mejora~a con fenal 

(pERT) . En esta t~cnica se se1eccionaron fragmentos de DNA que 

estaban ausentes en enfermos de DMD/DMB (deleci6n BB) . Las muestras 

de DNA usadas en esta t6cnica provinieron de enfermos con DMD/DMB 

(deleción BB) y DNA aislado de una 1ínec. de cé1ulas linfoides 

humanas 49 CXXXXY) y cortado con 1a enzim<i Mbol.. 

Se analizó si las c1onas obtenidas mapeaban dentro de la deleción 

BB y se seleccionaron ocho que no hibridaron con el ADN BB en 

hibridaciones tipo Southern (c1onas pERT). De éstas, la clona 

pERT87 no se encontró en 5/57 enfermos d.e DMD y sí en personas sin 

DMD/DMB (90, l.06). Con la técnica de "caminando sobre el cromosoma 

X" normal. en--aentido bidirecciona1, se construyó un fragmento de 

.2.20 kb, a partir de 1a clona pERT87, nombrándose locus DXSl.64 (90, 

l.08). Durante el desarro1lo de esta técnica se obtuvieron varios 

fragmentos que fueron repartidos en varios laboratorios del mundo, 

para analizar el DNA de enfermos con DMD/DMB y se encontró que de 

l.346 enfermos de DMD/DMB analizados, 884 tuvieron deleciones, las 
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cua1ea se extend~an en diferentes direcciones. Estos datos también 

mostraron que exi•te una parte de1 gen DMD en e1 1ocus DXS164 y se 

confirmó que 1a DMB e• a1é1ica a 1a DMD (91, 108). 

b) C1onaci6n de trana1ocacione• de1 gen DMD unidas a genes RNAr. 

Esta_metodo1og~a ae aprovechó de 1a identificación de una mujer con 

DMD que tenia una tran•1ocación de 1a zona Xp21.1, a una zona de1 

cromosoma 21 que tiene gene• en tAndem, que codifican para 1os RNA 

18s y 28s (144, 156) La metodo1og~a consistió en hibridar sondas 

de RNAr contra e1 aector trana1ocado, una vez 1oca1izado e1 

fragmento, ae c1on6 (129). E1 segmento c1onado se se1eccion6 en 

cé1u1as aom6tica• h~brida• de ratón, de ta1 manera que so1o hubiera 

una so1a fuente de RNAr (157) . La c1ona obtenida se denominó XJ1 y 

conten~a 620 pb de RNAr, en un extremo, y cerca de 11 kpb de1 

cromosoma X, en e1 otro extremo. Esta clona se usó para producir e1 

1ocus DXS206, por 1a técnica de caminando sobre e1 cromosoma X 

norma1 (157). 

Una vez que se tuvieron 1oca1izados 1os 1oci DXS164 y DXS206 y que 

exist~a cierta seguridad de que ambos estaban dentro de1 gen DMD, 

se usaron ambos para 1oca1izar exones dentro de éste. La estrategia 

consistió en hibridar subc1onas gen6micas individua1es con 

secuencias expresadas (RNA o cDNA) de múscu1o y/o probar con 

secuencias conaervadaa de varias eapecies (23, 157). Loe primeros 

exones se reportaron en 1986 (107) . 
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3. CARACTBRXSTXCAS GENERALES DEL GEN DMD. 

E1 gen norma1 de DMD e• e1 1ocu• m4s grande conocido, contiene a1 

menos 79 exone• di•tribuidos sobre aproximadamente 2.4x106 pb de1 

cromosoma X humano y ocupa e1 1~ de1 DNA de este cromosoma (23, 62, 

86, 135). Se con•idera que este gen e•t4 a1tamente conservado en 1a 

evolución, po•ib1emente debido a su gran tamafto y a1to número de 

exones (68). Lo• introne• suman aproximadamente 2 magapares de 

bases, siendo a1guno• de el1os enormes, como e1 intron 1 de la 

distrofina cerebra1 cuya 1ongitud ea de 400 kpb (19, 92). 

El gen de 1a DMD pre•enta una alta tasa de mutación posiblemente 

por su gran tamafto (4, 111). 

Hasta e1 momento se han reportado 5 promotores diferentes en e1 gen 

DMD. Tres de e11o• se encuentran en el extremo 5' del gen, 1oe 

productos que •e tran•cri.ben a partir de cada uno de éstos se 

diferencian por e1 primer exon y por e1 tejido donde se expresa eu 

proteína. Lo• otro• do• promotore• se encuentran hacia el extremo 

3' de1 gen DMD: uno entre 1os exones 55-56 (promotor de Dp 116) y 

otro entre 1os exones 62-63 (promotor de Dp 71) (19, 24, 60, 84, 

93) . Recientemente se r~port6 una nueva proteína codificada por e1 

gen DMD. Esta •e denomina Dp140 y e1 promotor que 1a produce 

posiblemente ee encuentre en e1 intron 44 (95) . 

A partir de eatoa promotorea ee transcriben 6 RNAm'e diferentes, 

1os cua1ea aon traducidos en 5 proteínas pertenecientes a la 

familia de 1a• proteína• re1acionadae con la dietrof ina (ver mas 
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adel.ante) (16). El. tranacrito mejor conocido de este gen ea el. 

muscul.ar que fue detectado por hibridaciones tipo "Northern", a 

partir de RNAm total. de m"dacul.o eaquel.ético de fetos y adul.toa 

humanos (68, 107). La cantidad en múacul.o esquel.ético va de 0.02-

0 .1~ del. total. de RN.Am y tambi6n ae encuentra en múscul.o l.iso y 

tejido cerebral. a uno• porcentaje• del. 5~ y 1~ respecto a l.oa 

nivel.ea en múacul.o eaquel.6tico (33, 36, 116, 117). Un transcrito 

simil.ar se ha detectado en m"dscul.o eaquel.ético de ratón normal. (33, 

68), el. cual. tiene una aimil.itud del. 90~ con el. transcrito humano, 

en l.as porcione• comparada• (68, 86). 

Se sabe que l.a tran•cripci6n del. gen DMD que produce l.a distrofina 

muscul.ar, da inicio cuando l.oa miobl.astos empiezan a diferenciarse 

en fibras muscul.are• mul.tinucl.eadas, de una forma simil.ar a l.o que 

se da en otros gene• múacul.o eapec~ficoa (84, 94, 116) • Sin embargo 

se ha demoatrado por tranacripci6n il.egítima que este gen ae 

transcribe a un nivel. baaal. en diversas l.íneas cel.ul.area no 

muacul.area (36, 37). 

4. DISTROFINA; EL PRODUCTO DEL GEN DMD. 

La proteína producida por el. gen DMD ae identificó en múscul.o 

esquel.ético de humano• y ratones por inmunotransferencia, 

util.izando anticuerpos pol.icl.onal.es dirigidos contra una proteína 

de fusión en l.a cual. ae encontraba expreaada una región del. gen DMD 

(69, 99). La proteína denominada di.atrofina, se encuentra 

principal.mente en múacul.o eaquel.ético, cardíaco y l.iao de humanoa 
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y ratones, a nive1es equiva1entes tanto en tejido de adultos como 

de fetos (69, 72). En contraste con loa diferentes nive1ea de1 RNAm 

de1 gen DMD en 1oa diver•os tejidos musculares estudiados, se ha 

reportado que 1os nive1es de dietrofina son eimi1area en éstos (72, 

94). Esta proteína también se encuentra, en bajos nivel.ea, en 

céJ.ul.aa de J.a corteza cerebral. y médula espinal. (84) . 

A partir de J.a secuencia de nucJ.e6tidos del. cDNA del. gen DMD que 

fue publicada en 1988 (87), se propuso J.a secuencia de aminoácidos 

para J.a dietrofina, Esta proteína está formada de 3688 aminoácidos, 

dispuestos en 4 dominios: a) E1 dominio amino está formado de 240 

aminoácidos y ea similar en secuencia y función a 1a a1fa actinina, 

una proteína de uni6n a 1oa filamentÓa de actina (64. 97, 105). b) 

El segundo dominio tiene 2700 aminoácidos dispuestos en 24 

repetidos hom61ogoa, cada uno con 109 aminoácidos en promedio, 

dispuestos a manera de triples al.fa hélices. Este dominio ea 

simil.ar a J.a espectrina, un componente del citoeequel.eto de loe 

eritrocitos y poeibl.emente forme hileras largas y fl.exibl.es (4, 

87) . c) EJ. tercer dominio con 150 aminoácidos ea rico en ciateína 

y se parece al tercer dominio de 1a a1fa actinina de Dictygetelium 

discqideum. d) E1 cuarto dominio, e1 carboxi1o terminal, con 420 

aminoácidos presenta homología sol.amente con J.a utrofina. una 

proteína producida por un gen J.ocalizado en el cromosoma 6q24 

humano, e interaCtúa con var~ae prote~nae transmembrana1es, donde 

forma J.os complejos dietrog1icano y sarcoglicano (4, 16, 92, 97, 

158). 
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Mediante rnmunof l.uorecencia se ha estab1ecido que ia distrof ina se 

encuentra en 1as membranas plasmáticas de todos los mú.acul.oa, 

probab1emente en 1a bicapa 1ipídica (4, 17, 70, 83, 147). 

Debido a que 1a distrofina se encuentra en diversas membranas de 

cé1u1as especia1izadas posib1emente sea una mo1écu1a 

mu1tifunciona1. Algunas de las funciones que se han sugerido para 

esta proteína son: a) Estabi1idad de 1a membrana: ia distrofina 

puede estabilizar la membrana durante 1os procesos de contracci6n 

muacu1ar. b) Transducci6n de fuerza: ia distrofina puede ser e1 

víncuio entre 1a fuerza contrácti1 producida en e1 dominio 

intrace1ul.ar con e1 ambiente extrace1u1ar. c) Organización en 

membranas especia1izadas: La distrofina podría en tejidos no 

contráctil.es organizar 1a topo1og~a de 1a membrana o mantener las 

concentraciones de loe componentes de 1a membrana (4, 73, 92). 

En ia tab1a 3·se muestran 1os nombres de 1as diversas proteínas de 

ia fami1ia de 1a distrofina, sus pesos mo1ecu1ares, en que tejido 

se producen y a partir de que RNAm se traducen. 
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TABLA 3. 

PROTEINAS DE LA FAMILIA DE LAS DISTROFINAS. 

NOMBRE. 

Distrofina muscul.ar. 

cardíaco y 

Diatrofina cerebral.. 

Diatrof ina de células 

de Purkinje. 

Dp 116. 

Dp 71. 

Dp 140. 

RNAm. 

14kb. 

14kb. 

14kb. 

S.2kb. 

4.SKb. 

7.SKb. 

PM. 

427kD. 

427kD. 

ND. 

116kD. 

70-SOkD. 

140kD. 

TEJIDO. 

Múacu1o estriado, 

liso. 

Neuronas cortica1es. 

Células cerebrales 

de Purkínje. 

Células Schwann. 

Cerebro, células 

no musculares y 

células Stem. 

Sistema nervioso 

central. 

5. ANALISIS MUTACIONAL DEL GEN DMD Y NIVELES DE DISTROFINA, EN 

ENFERMOS DE DMD/DMB. 

Aproximadamente del 60-70~ de los enfermos de DMD tíenen de1eciones 

en el locua DMD (46, 92, 93, 99) Estas son heterogéneas en 

extensión y posición, sin embargo existen al menos dos puntos 

cal.ientea de inicio de del.ecionee en intrones, denominados "punto 
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caliente mayor" y "punto cal.iente menor" (45, 54, 86). El. mayor se 

encuentra en el intron 44 . La mayoría de las deleciones empiezan en 

este intron cuyo tamaño ea muy grande (46, 87, 120). El punto 

caliente menor se encuentra en el intron 7 (46, 87, 135) 

Estas dos zonas de origen de deleciones tienen otras diferencias 

como: a) Las del.ecionea se extienden en dirección 5 1 y 3', en el 

punto cal.iente menor, en cambio en el mayor solo se extienden en 

dirección 3'. b) El tamaño de las delecionea ea heterogéneo en el 

menor, no así en el. mayor, donde el. tamaño de las deleciones ea de 

aproximadamente 2 O O Kb. c) Se han detectado duplicaciones en 

enfermos de DMD/DMB, encontrándose aproximadamente el 70% de éstas 

en el. punto caliente menor (77) . d) Las mutaciones relacionadas con 

la DMB se localizan principalmente en el punto caliente mayor. 

No está el.aro por qué las deleciones se originan en estas regiones, 

sin ~mbargo, se han propuesto dos hipótesis, 1a primera propone la 

existencia de secuencias peculiares dentro de l..os intrones, que 

podrían aumentar la frecuencia de del.eciones. La segunda plantea 

que loa intronea son muy grandes y por lo tanto su tamaño facilita 

ser blanco de deleciones (92). Para el caso de la primera propuesta 

se ha demostrado al menos en dos enfermos de DMD/DMB que tenían una 

de1eci6n a partir del. intron 43, que una secuencia similar a un 

transposon (elemento transponible humano de la familia 

pudiera estar involucrada en la inestabilidad de esa zona 
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Se han detectado a1 menos 35% de enfermos de DMD, que no presentan 

de1ecionee (77, 92), probablemente tengan microdelecionea o 

mutaciones puntuales. Estas últimas se han localizado en varios 

enfermos con DMD/DMB, su distribución es heterogénea, aunque los 

exones 70 y 72 son los que las presentan con mayor frecuencia (82, 

128, 134) 

No se ha encontrado correlación entre posici6n-extensi6n de la 

de1eci6n en el gen DMD, con gravedad de 1a enfermedad, (92, 99), en 

sí se han detectado casos de deleciones que no corresponden con el 

fenotipo esperado, por ejemplo existen dos casos reportados de DMB, 

cuyo análisis molecular mostró que tenían de1eciones mayores, al 

menos dos exones más, que enfermos que tenían DMD. 

Con lo que respecta al retraso mental se ha reportado una relación 

estadísticamente significativa entre deleci6n. de la región que 

comprende los exones 45-52 y retraso mental en los enfermos de DMD 

(95, 131) . De1eciones en esa región pueden afectar la expresión de 

ia distrofina de 427kD y ia DP140 y no ia de Dp116 y Dp71, 10 cuai 

sugiere que la Dp140 o alguna de las distrofinas grandes, pudieran 

tener un papel importante en el Sistema nervioso central y 

posiblemente en ei retraso menta1 (95). 

Debido a que no existe una correlación entre posici6n-extensi6n de 

ia de1eci6n y gravedad de ia enfermedad, se ha propuesto ia 

hipótesis de1 marco de lectura (109), que básicamente plantea que 
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los enfermos de DMD sufrieron una deleción que rompió el marco de 

lectura del gen DMD y por lo tanto se produjo una distrofina 

truncada. En cambio la deleción en los enfermos de DMB no rompió el 

marco de lectura y por lo tanto se produjo una distrofina más 

pequeña pero parcialmente funcional. Esta hipótesis se apoya en 

evidencias experimentales como la inmunotransferencia con la que se 

demostró que la distrofina está ausente en enfermos DMD {<3%) y 

presente a ciertos niveles (>10%) o con un tamaño diferente en los 

enfermos de DMB (71). Esta regla del marco de lectura ha explicado 

el 92% de la deleciones investigadas, en 258 casos de DMD y DMB 

(88) . El 8% restante que no cumplen con la regla se ha explicado 

mediante 2 causas. La primera por una reiniciación a partir de un 

promotor críptico en el intron 2 (57, 101) y la segunda por un 

acomodo diferente de los exones durante el proceso de empalme de 

éstos, que restaure el marco de lectura en una pequefta población de 

los transcritos (63). 

Se ha propuesto un mapa patológico-funcional de la distrofina en 

base al estudio de la distribución de las deleciones en los 

enfezmos DMD/DMB analizados. En este se propone que deleciones en 

el dominio amino terminal ocasionan un fenotipo variable pero grave 

de DMB. ~Las de lec iones en el segundo dominio parecen ser 

dispensables debido a que ocasionan un fenotipo muy leve o atípXco. 

De1eciones en el tercer dominio provocan una DMB típica. Con unas 

cuantas excepciones las deleciones en el dominio carboxilo terminal. 

resultan en DMD (4, 12, 57, 88, 125) 
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Por lo que respecta a los ratones mdx, el. modelo animal. de la 

DMD/DMB más trabajado, se han detectado transcritos del. gen DMD 

mur~nico (DMDm) en loa ratones homocigotos mdx, pero a un nivel.. del 

16% respecto a 1os ratones no mdx (33) , sin embargo en loa primeros 

no se encontró distrofina usando anticuerpos po1iclona1es contra 

esa prote~na (17, 147). Actualmente se sabe que en el. gen DMDm de 

los ratones mdx la citosina de la posición 3185 es reemplazada por 

una timina y ocasiona que el cedan CAA se convierta en TTA, un 

cedan de terminaci6n que produce una distrofina truncada, con so1o 

el. 27% de su secuencia (99, 139) 

Por otro lado, loa ratones mdx presentan una aparente contradicci6n 

con los enfermos de DMD, ya que a pesar de que las mutaciones en 

los loci OMD de ambas especies son aparentemente iguales a nivel 

traduccional. (no presencia de diRtrofina), a nivel histológico son 

diferentes; loe ratones md.x no presentan fibrosia endomeaial, 

además de que no mueren por J.a falta de la distrofina. Esto plantea 

l.a posibilidad de que existan otros factores desconocidos que 

juegan un papel. importante en la patogénesis de la enfermedad (99), 

o bien las otras distrofinas, cofia la utrofina, puedan dar esas 

diferencias (4, 16). 

6. APLICACIONES CLINICAS. 

Con e1 aislamiento y caracterización del gen DMD, ahora es posible 

eva1uar a l.oa enfermos con DMD y a sus familiares, utilizando 

sondas genómicas, sondas de cDNA y secuencias repetidas variables 
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presentes en e1 mismo gen (27, 35, 41, 49, 62, 86, 87, 119, 124, 

138, 151) • 

Las sondas gen6micas compuestas en su mayoría de secuencias no 

codificadoras (intrones), pueden detectar fragmentos de restricción 

polimórficos en el tamaño (RFLP's) dentro o alrededor del gen DMD 

y usarse en estudios de ligamiento (62). 

Las sondas de cDNA identifican regiones codificadoras (exones) del 

gen DMD. Estas sondas son menos· usadas como marcadores genéticos ya 

que 1oa segmentos de DNA que reconocen son menos variables que loa 

segmentos no codificadores, sin embargo han sido útiles para 

detectar deleciones en el gen DMD (41, 62, 99). 

El estudio molecular de la DMD/DMB se ha realizado por 4 técnicas 

diferentes. 

a) RFLP's (153). Existen una serie de sondas genómicas que detectan 

RFLP's (útiles para estudios de ligamiento). La metodología básica 

consiste en obtener DNA de leucocitos, en caso de fetos de biopsia 

de las vellosidades coriónicas o de líquido amniótico (44) . El DNA 

ea aislado y una vez restringido se realizan hibridaciones tipo 

"Sou.thern", con una sonda radioactiva. Esta técnica presenta 

serie de problemas en el diagnóstico molecular de 1a DMD/DMB, 

tienen que ver con el gran tamaño y la alta frecuencia 

una 

que 

de 

recombinación intragénica reportada, para este gen (2, 135). Para 

evitar esto se recomienda usar de 10 a 20 sondas gen6micas, para 

cubrir todo el locus, lo cual aumenta la eficiencia del ensayo a 
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cerca del 99%- (62). Otro problema con el uso de esta metodología es 

que el análisis de los RFLP's no detecta el defecto en el gen, sin 

embargo es de gran utilidad para dar asesoramiento genético, cuando 

no se conoce la C1"'"•Usa mutacional en éste. 

b) Detección de deleciones. Las sondas genómicas y de cDNA pueden 

detectar deleciones en el gen DMD. La metodología básica es la 

misma a la usada en los RFLP's y tiene varias ventajas, respecto a 

la anterior, ya que la demostración del defecto en el gen es 

directa por lo que loa eventos de recombinaci6n no son un problema. 

La certeza del diagnóstico cuando ocurre la detección de la 

deleción en el gen es del 100%. Las sondas genómicas detectan 

delecionea solo en el 10-20% de los enfermos de DMD, utilizando 

toda~ las sondas de cDNA del gen DMD se pueden detectar 

aproximadamente un 55% de mutaciones (deleciones y duplicaciones) 

en el gen (67, 77, 86). 

Con el desarrollo de la técnica de amplificación en cadena de la 

polimerasa (PCR), la detección de las deleciones en el gen DMD de 

los individuos afectados por esta enfermedad, se ha facilitado 

enormemente. Actualmente existen varios paquetes de amplificación 

múltiple, como el 9 plex o el 5 plex (10, 35), que amplifican 

conjuntamente varias regiones de los puntos calientes de origen de 

deleciones del gen DMD. Con este tipo de metodología y las 

hibridaciones tipo Southern es posible detectar del 65-70% de las 

mutaciones en los individuqs afectados por la DMD/DMB (27) . 
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El uso de las sondas de cDNA y la técnica de PCR, para determinar 

las deleciones en el gen DMD es de gran util.idad, ya que éstas 

úl.timas son 1a causa mutacional. principal. relacionada con la 

enfermedad, sin embargo l.a información generada se debe manejar con 

precaución, ya que existe un reporte de una persona sin DMD/DMB que 

presenta una del.eción en el. gen DMD (89) . 

Con lo que respecta a las mujeres portadoras, en éstas se pueden 

detectar del.eciones mediante un Southern cuantitativo. Con esta 

técnica se puede saber sí una mujer es hemicigota (portaría la 

deleción en uno de sus cromosomas X) para una región del gen DMD y 

por lo tanto ser portadora. Sin 

una comparación cuidadosa de la 

exones deletados y no deletados 

embargo esta técnica requiere de 

intensidad de l.as bandas de l.os 

en la posible portadora, lo que 

provoca que los resultados obtenidos del análisis pueden ser en un 

buen número de casos subjetivos, además de consumir una buena 

cantidad de tiempo y ser caros (62, 66, 102, 138). 

c) Microsaté1itea. Loa microsatélites son secuencias de DNA de 1-5 

nuc1e6tidoa de longitud, de composici6n variable, 

eucromatina de los cromosomas y pertenecen a 

presentes en la 

las secuencias 

denominadas secuencias variables repetidas en tándem (VNTR' a) 

(151) - Debido a que estas secuencias se heredan de manera 

mendeliana, son altamente polim6r:ficas, están ampl.iamente 

distribuidas y pueden ser detectadas en una secuencia de DNA de 

manera relativamente sencilla, por ejemplo por PCR, son de gran 

util.idad en el diagnóstico mol.ecul.ar de enfermedades hereditarias, 
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así como en estudios para la identificaci6n de individuos (150, 

151). Se estima que existen de 50,000 a 100,000 de un tipo de estas 

secuencias en e1 genoma humano, las (dC-d.A) n- (dG-dT) n, también 

nombradas (CA) n. Estas secuencias de solo dos nucleótidos de 

1ongitud, que se repiten muchas veces pertenecen a la subclase de 

secuencias cortas repetidas en tándem (STR's) 

Se han descrito secuencias STR de CA en el gen DMD, una en la 

región UTR 3', una en el intron 63, cuatro en la región 5' y una en 

cada uno de los intrones 44, 45, 49 y 50 y se ha demostrado que son 

de gran utilidad en el diagnóst·ico de portadoras para la DMD/DMB 

(11, 27, 52, 118, 127). 

d) Detección de la distrofina. Debido a que se conoce el producto 

de1 gen de 1a DMD, la distrofina, la detección de ésta se puede 

usar en e1 diagn6stico de DMD,. principal.mente en enfermos sin 

delecionea en el DNA o con características atípicas. 

La diatrofina está presente en el. músculo normal, ausente en 

enfermos de DMD y presente a bajos niveles o con una movilidad 

alterada en enfermos de DMB (71) Para detectar la distrofina por 

inmunotranaferencia se requiere de múscul.o obtenido por biopsia. 

Esta prueba es muy sensible y específica más de1 90% de los 

enfermos de DMO no presentan diatrof ina y aproximadamente el 90% de 

los controles presentan niveles normales de la proteína (62, 71). 

El. uso de dos anticuerpos diferentes, dirigidos contra loa dominios 

amino y carboxi1o terminai de la distrofina permite, mediante 
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inmunotransferencia, 

Becker (21) . Por 

diferenciar a un enfermo de Duchenne de un 

estudios inmunohistoquímicos uti1izando 

anticuerpos contra la distrofina, es posible detectar portadoras 

(17, 18). 

Actualmente se cuenta con una buena cantidad de anticuerpos contra 

diversas regiones de 1a distrofina, lo que permite tener un 

diagnóstico mas certero de 1a DMD/DMB, o bien un conocimiento de 1a 

importancia de 1oe diversos dominios de 1a proteína (114). 

e) Posib1es errores en 1a interpretación de1 diagnóstico mo1ecu1ar. 

Existen al menos tres fuentes potenciales de error en la predicción 

de riesgo genético para 1a DMD/DMB, uti1izando e1 diagnóstico 

molecular: a) Recombinaci6n intragénica. Se ha reportado una alta 

frecuencia de recombinación para este locus (1, 2, 38). 

posib1emente por e1 tamafto tan grande de1 gen. La recombinación 

puede ocasionar un diagnóstico de portadoras o prenatal equivocado. 

Este riesgo es mayor cuando la causa mutacional de la enfermedad no 

es conocida. El problema se puede solventar usando diferentes 

marcadores. Para tener una certeza del 99.6% en el diagnóstico de 

portadoras o prenatal, es conveniente utilizar a1 menos 5 

secuencias de repetidos de CA en los extremos 5' y 3' del gen y 

otros en 1a zona centra1 de éste. (27, 32, 62, 119). 

b) Heterogeneidad genética. A1gunas manifestaciones c1ínicas o 

fenotípicas relacionadas con una enfermedad, pueden ser resultado 

de mutaciones en diferentes loci (15) 
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En el caso de la DMD/DMB se han detectado niñas y niños con esta 

enfermedad, que aparentemente presentan cariotipo norma1 (137, 

143) , en algunos de estos enfermos anal.izados los niveles de 

distrofina en músculo fueron normales y el análisis molecular del 

gen DMD no reve16 anormalidades (62). Posiblemente la causa de la 

enfermedad en éstos individuos se deba a un desorden autos6mico 

recesivo raro, como 1a distrofia muscular de cintura (LGMD) , que en 

varios casos es indistinguible de la DMB (6). Recientemente se han 

descrito al menos 4 variedades diferentes de la LGMD (tipo 2A, 2C, 

20 y 2E) y otras distrofias que se pueden confundir con la DMB, 

como la Distrofia muscular autoe6mica receaiva (ARMO) , la Distrofia 

muscular autos6mica recesiva severa de infantes (SCARMD) y la 

Distrofia muscular congenita (CMD) • Todas estas distrofias son 

resultado de alteraciones en los diferentes componentes del 

complejo sarcog1icano, que se encuentra asociado a la distrofina en 

la fibra muscular (158) . 

e) Mosaiciamo germinal. .. Se han descrito varios casos de mujeres que 

no presentan deieciones en el gen DMD en ei DNA de sus linfocitos, 

sin embargo tuvieron más de un hijo con DMD/DMB y delecionee en el 

gen DMD. Esto se pudo haber dado por un mutación en la línea de 

célu1as gonada1ea de esas mujeres, que ocasionó que algunos 

ovocitos tuvieran la deleci6n y otros no (B, 40). 

El riesgo de que ocurra este evento puede ser alto· (14%), por lo 

cual debe ser considerado cuando se va a dar consejo genético a 

familias en donde aparentemente los individuos afectados sufrieron 
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una mutación de pgyo (62). Un problema que ha complicado mas el 

fenómeno del mosaicismo germinal en la DMD/DMB, es la demostración 

de que algunas mujeres portadoras de la DMD/DMB, aparte de tener 

mosaiciamo germina1, tienen moeaicismo somático (22}. 

4. OBJETIVOS. 

1. Objetivos general.es. 

Analizar el patrón de deleciones en el gen DMD, en enfermos 

mexicanos de DMD/DMB. 

Establecer el .diagnó_atico de P"?rtadoras de la DMD/DMB, en 

fami1ias mexicanas. 

2. Objetivos particul.area. 

- Aislamiento del DNA gen6mico, obtenido de leucocitos de pacientes 

con DMD, sus fami1iarea y personas norma1es, para crear un banco de 

DNA de familias con DMD. 

Establecimiento del m~todo de PCR utilizando los paquetes de 

amplificación múltiple 9 y S plex. 

Análisis de las deleciones presentes en el gen DMD, en los 

individuos afectados, usando la técnica de amplificación en cadena 

de la polimerasa (PCR) e hibridaciones Southern. 

Análisis de la correlación entre la localización de las 

deleciones del gen DMD y el fenotipo de la enfermedad, en los 

individuos afectados por DMD/DMB. 
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Identificaci6n de portadoras para l.a DMO/DMB, mediante ei 

diagn6stico mol.ecul.ar. en famil.ias con antecedentes de DMO/DMB. 

JUSTIFICACION. 

El. diagn6atico mol.ecul.ar de individuos afectados y poeibl.es 

portadoras de l.a DMD/DMB e• una necesidad dentro del. campo de l.a 

medic3.na preventiva, ya que permite tener en muchos caeos una 

certeza diagn6•tica del. 100~ y evitar a l.as famil.ias en riesgo l.as 

severas carga• psico•ocial.es y económicas que produce esta 

enfermedad, di•minuyen'do tambi6n l.as cargas médico-asistencial.es al. 

hacer posibl.e el. diagnóatico de l.a enfermedad. 

El. conocimiento mol.ecul.ar de l.a enfermedad podr1a f acil.itar en el. 

futuro, el. desarrol.l.o de l.a terapia génica contra esta al.teración. 

METODOS. 

:L. Diagn6st;iao a:J.S:niao de :La DHD/DMB y c:J.asificaai6n c:J.S:niaa de 

esta enfermedad, en 1os indiv.1duos afectados. 

El. diagnóstico cl.1nico de l.a DMD/DMB se hizo mediante diversas 

pruebas cl.1nicae y de J.aboratorio como, determinación en el. suero 

de l.os afectado• de l.a enzima muecul.ar cretinina fosfocinasa (CPK) , 

estudios hiatol.6gicos en biopsias musculares para determinar 

cambios miop&ticoa y estudios electromiográficos. 
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Loa individuo• efectado• fueron cl..a•ificadoa en no ambul..atorios y 

ambul.atorioa. En el. primer grupo el.. padecimiento fue cl..asificado 

como DMD, ai l..oe enfermo• dejaron de caminar antes de l.os 12 aftos 

de edad y como DMB aS: continuaban caminando después de l..oa 16 aftoa. 

Los afectados fueron cl.aeificado• como intermedio• si dejaron de 

caminar entre l.o• 12 -16 aftos de edad. En el. segundo grupo l..os 

enfermos fueron c1a•ificadoe como DMD o DMB de acuerdo a su 

evo1uci6n cl..S:nica e hietoria famil..iar. La severidad fenotS:pica 

también fue determinada de acuerdo a 1oa criterios propuestos por 

Vignos, P. J.ot a1 (146), 1oe cual.ea eval..uan l.a marcha y postura 

de l.os poeibl..e• afectado•. 

Loa afectados por eeta dietrofia, •ue padres y abue1os anal.izados 

en este estudio, nacieron en México. 

cuarenta y un diatr6ficoe pertenecen al. Hospital. Infantil. de México 

"Dr. Federico G6mez", 8 al.. Centro Médico Nacional. XXI-IMSS, 7 al. 

Hospital.. General..-SSA, 4 al.. Instituto Nacional. de Ortopedia y 1 a1 

Instituto Naciona1 de Neurol.ogS:a y NeurocirugS:a "Manuel. Vel..ázquez 

Suárez" .. 

2. Mét:odo para ext:raer DNA a part:ir de sangre periférica usando SDS 

y cioruro de Sodio (BO). 

Se tomaron 15 m1. de eangre periférica de un individuo en un tubo 

que contenS:a :z. 5 ml... de BDTA al.. o . s" (pH•7. 6') (No debe usarse 

heparina porque inhibe 1a acci6n de 1as enzimas de restricción) . 

se dividi6 l..a mueetra en doe y se centrifugó a 3 krpm durante io 
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min. a temperatura ambiente. A partir de aqu:t l.aa muestras se 

trabajaron de manera independiente y en forma idéntica. 

Se tomó con una pipeta Pa•teur l.a capa de l.eucocitos (capa bl.anca) 

de J.a superficie del. paquete (interfase), sin importar que hubieran 

eritrocitos contaminante•. Esta fase se pasó a un tubo J.impio y 

esteriJ.izado (Corex o Pal.con). Se agregaron al. tubo de 30 a 40 ml.. 

de J.a sol.uci6n RCLB (Tri• l.OmM pH-7.6, CJ.oruro de magnesio SmM y 

Cl.oruro de sodio l.OmM). Se cubrió el. tubo con parafil.m y ae agitó 

fuertemente. se centrifugó a J.a muestra 3 Krpm, 10 min. a 

temperatura ambiente. Se el.imin6 el. sobrenadante, de preferencia 

usando vac:to, evitando el.iminar l.a pastil.l.a de l.eucocitos. Se 

repitieron l.oa pasos 4, 5 y 6 al. menee dos veces m4s, hasta que l.a 

pastiJ.J.a de l.eucocitoa e•taba bl.anca. 

Se resuependi6 l.a paatil.l.a en 886 ul.. de Cl.oruro de Sodio SmM 

agitando fuertemente con pipeta Gil.son y se pasó l.a muestra a un 

tubo eppendorff esteril.izado. Se agregó al. tubo 46 ul.. de SDS al. 

10% y este ee agitó cerrado fuertemente. Se agregó 3 08 uJ.. de 

cl.oruro de sodio saturado al. tubo y éste se agitó cerrado 

fuertemente. Se centrifugó el. tubo 30 min. a 15 Krpm a temperatura 

ambiente, se tomó el. •obrenadante y se real.izaron con el. 2 

extraccione• fen6l.icaa (25:24:1 fenol.:cl.oroformo:isoam:tl.ico). Se 

precipitó el. DNA con 1 vol.umen de ieopropanol. o 2 vol.úmenes de 

etanol. (no es necesario agregar aal. en J.a precipitación) . se J.avó 

J.a pastil.l.a 2 veces con etanol. al. 70~ y se reuependi6 l.a paetil.J.a 
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en 500 ul de agua deaionizada esterilizada. 

Finalmente se determinó la concentración y grado de pureza del DNA 

por espectrofotometr~a y gel ( 136) . La determinación de 1a 

concentración del DNA ae realizó de la siguiente manera. En una 

ce1dilla de cuarzo con 400 ul. de agua desti1ada se resuspendió 4 

u1. de la solución de DMA problema y se d":lterminó la densidad 

óptica de 1a eoluci6n mediante 1a l~ctura a 260 nanómetros en un 

espectro Beckman Du-40. Conaiderando que una densidad· óptica de DNA 

bicatenario ea igual a SO ug./ml. se ca1culó 1a concentración de1 

DNA problema. 

Para establecer e1 grado de pureza de 1a so1ución de DNA se 

determinó e1 cociente 260/280. También se estimó la concentración 

del DNA en ge1 mediante la intensidad de f1uorecencia de1 DNA 

teñido con bromuro de etidio, a trav6s de un transiluminador de UV. 

de onda corta y usando un marcador de concentraci6n conocido, como 

el DNA de1 fago lambda tratado con la restrictasa HindIII (Gibco-

BRL) . 

3. Método para. e.xt:ra.er DNA pJ.asmidico (136). 

Se creció 1a bacteria con el pláemido en Sm1. de Luria (en 1 1t. de 

agua deeti1ada se disolvió 10 g. de triptona, S g. de extracto de 

levadura, 10 g. de c1oruro de sodio, 1 ml. de hidróxido de sodio 2M 

y esterilizar), más ampici1ina (20 ug/m1), durante 12 hrs. a 37°C, 

con agitación. 
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Se centrifugó e1 cu1tivo a 10 Krpm por 10 min. a 4ºC, se e1imin6 el 

sobrenadante y •e reauapendi6 la pasti1la en 200 ul de la solución 

I (SOmM de g1uco•a, 10mM de EDTA y 2SmM de Trie-HC1 pH-8.0). La 

mezcla se dej6 reposar S min. en hielo-agua. Se agregó a la mezc1a 

400 ul. de 1a so1uci6n rr (0.2M de hidróxido de sodio y 1% de SOS), 

se invirti6 ésta suavemente varias veces hasta su homogeneización. 

La mezcla ae mantuvo S min. en hielo-agua. Se agregaron 300 u1. de 

so1ución rrr (3M de acetato de sodio pH-4. 8) y se invirtió ia 

mezcla suavemente varias veces. Se incub6 el. tubo con la mezcla en 

un baño etanol hie1o-aeco, durante S min. y se descongeló a 

temperatura ambiente. 

Se centrifugó e1 tubo a 15 Krpm durante 15 min. a temperatura 

ambiente, se tomó la fase acuosa y se le agregó un volumen de 

isopropanol. Se dej6 reposar la muestra durante 30 min. a 

temperatura ambiente. Se centrifugó la muestra a 15 Krpm durante 15 

min. a 4 ºC, se el.imin6 el. eobrenadante y se resuspendi6 la pastilla 

en 30 u1. de agua des ionizada esterilizada. Se precipitó e1 DNA 

plasm~dico con 1/2 volumen de acetato de amonio 7.SM y 2 vo1úmenes 

de etano1 absoluto, incubando durante 30 min. a -20°c. Se centrifugó 

1a eo1uci6n a 15 Krpm durante 15 min. a 4ºC, se 1avó 1a pasti1la 2 

veces con 1 m1. de etanol . al 70%, se secó la pastilla y se 

resuspendi6 en SO ul. de agua desionizada esteri1izada. 
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4. Digestión dei DNA piasm~diao con endonuaieasaa de reatricai6n 

(14, 136). 

Se agregó a un tubo eppendorf nuevo y eeteril.izado un microgramo de 

DNA, sol.ución amortiguadora para restricción 1X adecuada para J.a 

restrictaaa a uti1izar, 20 u. de l.a enzima de restricción y el. 

volumen necesario de agua desion~zada esterilizada, genera1mente 

hasta obtener un vol.umen final. de 20 ul.. 

Se incubó J.a mezcl.a a J.a temperatura y tiempo reportado para el. 

funcionamiento de 1a enzima.. A1 terminar l.a restricción se tomó una 

a1í:cuota y se anal.izó el. producto de J.a restricción por 

el.ectroforesis en gel.ea de agaroaa. 

5. Reatricci6n de DNA genómico de aito peso moieauiar (136). 

Una vez definida la concentraci6n de DNA gen6mico a restringir, se 

mezc1aron el. DNA con l.a aol.uci6n de restricción adecuada para el. 

funcionamiento J.a enzima, se incubó J.a muestra de 2-4 hrs a 4ºC. 

agitando ésta con el vortex, cada 20 min. Una vez terminada l.a 

incubación se agregó una aJ.ícuota de J.a enzima de restricción y se 

agitó con el. vortex J.a mezcl.a durante 2-3 min. a 4°C. 

Se centrifugó J.a muestra unos segundos en una centrífuga eppendorf 

y la mezcla se incubó de 15-30 min. a J.a temperatura óptima para J.a 

restrictasa util.izada (HindJ:I:I). Después de J.a incubación se agregó 

J.a nueva al.ícuota de l.a enzima al. tubo y se trabajó como en el. paso 

2. Se incubó la muestra a J.a temperatura óptima para J.a enzima, 

33. 



durante 12 hrs. 

Se precipitó la muestra con 2 volúmenes de etanol absoluto y se 

resuspendió en 20-30 u1. de agua desionizada esterilizada. 

6. E1ectroforesis en ge1es de agarosa (14, 136). 

En un carro de c6mara e1ectroforética previamente cerrado con cinta 

adhesiva se colocó un peine y se agregó agarosa al O. 8% en TBE 

1X(0.089M de Tris-borato y 0.089M de ácido bórico), con bromuro de 

etidio (O. 5 ug. /ml..), previament~ fundida, .hasta al.canzar un grosor· 

de 1 a 3 cm. 

Una vez 

y la 

eo1idificada la agarosa, se quit6 cuidadosamente el peine 

cinta adhesiva. Se co1oc6 e1 carro en la cámara 

el.ectrofor~tica y se cubrió con la sol.ución de corrida TBE 1X. 

En un trozo de parafilm se mezclaron 2 ul. de colorante de corrida 

(0.25% de azul. de bromofenol., 0.25% de cianol xi1eno y 30% de 

gl.icerol.) y l.a muestra de DNA. Se tomó la muestra con una 

micropipeta y se depositó en el. pozo del gel. 

Se s9meti6 la cámara electroforética a corriente eléctrica durante 

40-60 min., util.izando un vol.taje de 100-120 vol.ta. Una vez 

terminada la electroforesis se observó el gel en un transil.uminador 

de UV de onda corta y se tom6 una fotografía con una cámara 

Pol.aroid model.o MP-4+. 
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7. E.l.ect;roforesis en ge.l.es desnat:ura2.izant::es de po:l.iacri.1.amida-urea 

a.l 61" (J.4, J.36). 

Se preparó una solución stock al 40% de poliacrilamida mezclando 

38.67 g. de Acrilamida y i.33 g. de Bisacrilamida, se agregaron SO 

ml. de agua desionizada esterilizada y la solución se agitó 

aproximadamente 20 min .. , hasta que se disolvió la acrilamida y 

bisacrilamida. Se afor6 a 100 ml. con agua desionizada, la ao1uci6n 

se preparó en ausencia de luz .. Se agregaron 2.s g. de amberlita a 

la ablución stock y ésta se agit6 1 hr. a temperatura ambiente, 

para desionizarla. La solución fue filtrada a través de papel 

filtro Whatman 40 y se guardó a 4ºC. en un frasco cubierto de papel 

aluminio. 

Se lavaron loa vidrios que contendrán el gel de acrilamida, con un 

detergente suave. Estos se enjuagaron bien con agua destilada y 

secaron a temperatura ambiente. Loe vidrios se limpiaron con etanol· 

industrial y se dejaron secar. Se pusieron 2 tiras plásticas en loa 

extremos de uno de los vidrios. Estas se impregnaron previamente 

con grasa de silicón. Se puso otra tira plástica, también 

engr-.aada, en 1.a parte inferior del vidrio. Se unieron los dos 

vidrios y sujetaron entre sí, con pinzas. 

Para preparar el gel de poliacrilamida-urea 7M desnaturalizante al 

6%, se mezclarón en el siguiente orden: 7.S ml. de la solución 

stock de poliacrilamida al 40%, s ml. de TBE iox cica g. de Tris 

base, SS g. de ácido bórico y 9.3 g. de EDTA), 2i g. de urea, 2S 
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m1. de agua desionizada, 0.4 m1. de persu1fato de amonio a1 10% y 

30 u1. de TEMED (N, N, N', N'-tetrameti1eti1eno diamida). 

Se agreg6 la mezcia de po1iacri1amida-urea en e1 espacio entre 1oa 

2 vidrios, evitando que se formen burbujas. E1 vaciado debe hacerse 

rápidamente debido a que una vez que se agrega e1 TEMED, 1a mezc1a 

de po1iacri1amida empieza a polimerizarse. Se puso un peine de los 

denominados diente de tiburón, en el espacio entre los vidrio y se 

dejó po1imerizar e1 ge1 durante aproximadamente de 20-60 min. 

Cuando 1a so1ución.po1imerizó se quitó 1a tira p1ástica inferior y 

e1 peine. E1 ge1 y 1os vidrios se 1avaron con agua y se puso e1 

peine con loe dientes orientados hacia e1 gel. Se puso el gel en la 

cámara de electroforesis vertical y se agregó J.a solución de 

corrida TBE 1x. 

Se puso 1a mezc1a de DNA (5-7 u1) y co1orante de corrida (2 u1l 

(98% de formamida, 10mM de EDTA, 0.1% de azu1 de bromofeno1 y 0.1% 

de xi1eno ciano1) en e1 pozo de1 ge1. E1 ge1 se sometió a corriente 

eléctrica durante 1-1.30 hra., a 35-40 miliampers. 

Una vez terminada 1a e1ectroforesis se quitó e1 vidrio superior y 

se ana1iz6 e1 patrón de bandas mediante 1a tinci6n de1 ge1 con una 

so1uci6n de bromuro de etidio (0.5 ug/m1) o bien en caso de uso de 

nuc1e6tidos radioactivos, e1 ge1 se secó de 30 a 60 min. y se 

expuso a una p1aca autoradiográfica de 12 a 48 Hrs, a -70 ºC. Se 

reve1ó 1a p1aca y se ana1izó e1 patrón de bandas. 
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B. Determinación de de1eciones genéticas en e1 gen DMD mediante 1a 

amp1i:ficaci6n ma1t:ip1e 9 p1ex, de DNA gen6mico de enfermos de 

DMD/DMB (35) . 

En un tubo con 20 u1 .. , que contiene 

o1igonuc1e6tido, so1uci6n amortiguadora para 

(16. 6mM de au1fato de amonio, 67mM Tris-HC1 

12.5 pmo1es de cada 

Taq. po1imerasa 

pH=B.8, 6.7mM de 

170 ug/m1 de BSA y c1oruro de magnesio, 10mM de B-mercaptoetanol, 

6.7uM de EDTA), 1.5mM de cada dNTP y 10% de DMSO, se agregaron 200 

.ng. de DNA gen6mico y agua deaionizada esteri1izada, para comp1etar 

25 u1. A 1a mezc1a se 1e agregó 2.5 u. de Taq. po1imerasa (Gibco­

BRL) y 25 u1 de aceite minera1. E1 tubo fue co1ocado en e1 un 

termoc1ic1ador (mode1o 480 Perkin-E1mer Cetus) . 

Las secuencias de los oligonucle6tidos utilizadas en esta reacción 

y sus productos de amp1ificaci6n se muestran en 1a tab1a 4. 

Las condiciones de amp1ificaci6n fueron: Una desnaturalización 

inicial a 94°C., 7 min., 25 ciclos de desnatura1izaci6n (94°C., 30 

seg.), a1ineamiento (52ºC., 30 seg.), po1imerización (65°C., 4 min.) 

y una extensión fina1 de 7 min. a 65°C. 

Una vez terminada 1a amp1ificaci6n se tomó una a1~cuota C5-10 u1.) 

de loe productos de la amplificación y se sometieron a una 

electroforesis en gel de agaroea, como se describe anteriormente, 

con 1a diferencia de usar agaroaa a1 1.4%. 
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TABLA 4. 

OLIGONUCLEOTIDOS Y PRODUCTOS DE AMPLIFICACION DEL 9 PLEX. 

EXON. 

4 

8 

12 

17 

19 

44 

45 

48 

51 

SECUENCIA. PRODUCTO AMPLIFICADO. 

(pb) 

TTGTCGGTCTCCTGCTGGTCAGTC 196. 

CAAAGCCCTCACTCAAACATGAAGC 

GTCCTTTACACACACTTTACCTGTTGAG 360. 

GGCCTCATTCTCATGTTCTAATTAG 

GATAGTGGGCTTTACTTACATCCTTC 

GAAAGCACGCAACATAAGATACACCT 

GACTTTCGATGTTGAGATTACTTTCCC 

AAGCTTGAGATGCTCTCACCTTTTCC 

TTCTACCACATCCCATTTTCTTCCA 

GATGGCAAAAGTGTTGAGAAAAAGTC 

CTTGATCCATATGCTTTTACCTGCA 

TCCATCACCCTTCAGAACCTGATCT 

AAACATGGAACATCCTTGTGGGGAC 

CATTCCTATTAGATCTGTCGCCCTAC 

TTGAATACATTGGTTAAATCCCAACATG 

CCTGAATAAAGTCTTCCTTACCACAC 

GAAAATTGGCTC'.l'TTAGCTTGTGTTTC 

GGAGAGTAAAGTGATTGGTGGAAAATC 

38. 

331. 

416. 

459. 

268. 

547. 

506. 
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9. Det:ermin•ci6n de del.eciones gen~t:icas en el. gen DMD, mediant:e l.a 

ampl.ific•ci6n múl. t:ipl.e S pl.ex, de DNA genómico de enfermos de 

DMD/DNB (35) • 

En un tubo con 20 u1., que contiene 12.s pmo1ea de cada 

o1igonuc1e6tido, ao1uci6n amortiguadora para Taq po1imeraaa (16.6mM 

de au1fato de amonio, 67mM de Tria-HC1 pH=S.8, 6.7uM de c1oruro de 

magnesio, 10mM de B-mercaptoetano1, 170 ug/m1. de BSA y 6.7uM de 

EOTA), 1.SmM de cada dNTP y 10• de DMSO, ae agregaron 200 ng de DNA 

gen6mico y agua deaionizada esteri1, para comp1etar 25 u1. 

A 1a mezc1a ae 1e agreg6 2.s U. de Taq po1imerasa (Gibco-BRL) y 25 

u1 de aceite minera1. 

La secuencia de o1igonuc1e6tidos utiiizadas en esta reacción y sus 

productos de amp1ificaci6n, están descritos en 1a tab1a 5. 

Las condiciones de amp1ificaci6n fueron: Desnatura1izaci6n inicia1 

a 94ºC., 6 min., 25 cic1oa de desnatura1izaci6n (94°C., 30 seg.). 

a1ineamiento (S4ºC., 30 seg.), po1imerizaci6n (65°, 4 min.) y una 

extensi6n fina1 de 7 min. a 65ºC. 

Se tom6 una 

ampl.if icaci6n 

a1i'.cuota 

y Aeta se 

(S-10 u1.) 

someti6 a 

de 1os productos 

e1ectroforeeie en un 

de 

ge1 

la 

de 

agarosa, como ae comenta anteriormente, con 1a diferencia de usar 

agarosa a1 1.4•. 
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TABLA 5. 

OLIGONUCLEOTIDOS Y PRODUCTOS DE AMPLIFICACION DEL 5 PLEX. 

EXON. SECUBNCIA. PRODUCTO AMPLIFICADO. 

(pb). 

PROMOTOR GAAGATCTAGACAGTGGATACATAACAAATGCATG 

TTCTCCGAAGGTAATTOCCTCCCAGATCTGAGTCC 

535. 

13 AATAGGAGTACCTGAGATGTAGCAGAAAT 238. 

CTGACCTTAAGTTGTTCTTCCAAAGCAG 

43 GAACATGTCAAAGTCACTGGACTTCATGG 357. 

ATATATGTGTTACCTACCCTTGTCGGTCC 

50 No publ.icada. 712. 

52 AATGCAGGATTTGGAACAGAGGCGTCC 113. 

TTCGATCCGTAATGATTGTTCTAGCCTC 

10. Detección de portadoras para ia DHD/DMB, mediante PCR, usando 

repetidos variabies de CA de 1os intrones 44, 45, 49 y 50 dei gen 

DMD (27). 

En 15 ul.. de vol.umen final. •e mezcl.aron 20 ng. de DNA gen6mico, 1.5 

ul.. ~e sol.uci6n amortiguadora Cetua 1ox (100mM de Tris-HCl. pH=B.3, 

SOOmM de Cl.oruro de Pota•io y 15mM de Cl.oruro de Magnesio). 1.2 ul.. 

de una aol.uci6n de dNTP'a 2.5mM , 1.5 ul.. de una sol.uci6n 0.2M del. 

nucl.eótido contraparte del. radioactivo, 15 pmol.ee de cada 
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ol.igonucl.e6tido (STR 44. 45, 49) y 2.5 pmol.es de cada 

ol.igonucl.e6tido STR 50 (STR 44 se coamp1ifica con STR 49 y STR 45 

con STR SO), 0.2 ul.. de deaoxicitosina s• (al.fa »p¡ trifosfato 

(2uC:i), 1 U. de Taq po1imerasa (Gibco-BRL) y 15 ul.. de aceite 

mineral.. 

Las secuencias de ol.igonucl.e6tidos util.izadas en esta reacci6n 

están descritas en l.a tab1a 6. 

Las condiciones de amp1ificaci6n fueron: Una desnatura1izaci6n 

inicia1 a 94°C., S min., 23 cic1oa de desnatura1izaci6n (94ºC., 30 

seg.), al.ineamiento (62°C., 30 seg.), po1imerizaci6n (65°C., 2 min.) 

y un extensión final. de S mín. a 65ºC. 

Una vez terminada 1a amp1ificaci6n se tomó una a1~cuota (S-6 u1.) 

de l.os pro'ductos de 1a ampl.ificación, se mezcl.aron con medio 

vol.umen de col.orante de corrida (98% de formamida, 10mM EDTA, 0.1% 

de azul. de bromofenol., 0.1% de cinol. xi1eno), se cal.ent6 l.a mezcl.a 

a 90ºC durante 3 min. y se someti6 a una e1ectroforeeis en ge1ea de 

desnatural.izantes de po1iac.ri1amida-urea al. 6%. Se sec6 el. gel. y 

se expuso a una pl.aca autoradiográf ica como se describe 

anteriormente. Se revel.6 1a pl.aca autoradiogr~fica y se anal.izó el. 

patr6n de bandas observadas en el.l.a. 
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TABLA 6. 

SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS DE LOS INTRONES 44, 4S 49 Y SO. 

LOCUS/OLJ:GO 

DMD44/A 

DMD44/B 

DMD4S/A 

DMD4S/B 

DMD49/A 

DMD49/B 

DMDSO/A 

DMDSO/B 

SECUENCIA DEL OLIGO. 

TCCAACATTGGAAATCACATTTCAA 

TCATCACAAATAGATGTTTCACAG 

GAGGCTATAATTCTT'l'AACTTTGGC 

CTCTTTCCCTCTTTATTCATGTTAC 

CGTTTACCAGCTCAAAATCTCAAC 

CATATGATACGATTCGTGTTTTGC 

AAGGTTCCTCCAGTAACAGATTTGG 

TATGCTACATAGTATGTCCTCAGAC 

11. Detección de portadoras para 1a DMD/DMB, mediante PCR, usando 

repetidos variab1es de CA de 1a región s• de1 gen DMD (s2j 

En SO ul. de volumen final se mezclaron 400 ng. de DNA gen6mico, S 

ul. de soluci6n amortiguadora Cetus 10x (100mM de Tris-HCl pH=S.3, 

SOOmM de Cloruro de Potasio y 1SmM de Cloruro de Magnesio), 4 ul. 

de una soluci6n de dNTP's 2.SmM , S ul. de una soluci6n 1mM del 

nucle6tido contraparte del radioactivo, is pmoles de cada 

oligonucle6tido (Dys J:J: S' y Dys II 3'), 2uCi de deoxicitosina S' 

(alfa 32P) trifosfato, 2. S U. de Taq polimerasa. (Gibco-BRL) y SO ul. 

de aceite minera1. 

42. 



Las secuencias de ol.igonuc1e6tidos util.izadas en esta reacción 

fueron: TCTTGATATATAGGGATTATTTGTGTTTGTTATAC (Dys II 5') y 

ATTATGAAACTATAAGGAATAACTCATTTAGC (Dys II 3') 

Las condiciones de amp1.ificaci6n fueron: Una desnatural.izaci6n 

inicial. a 94°C., S min., 24 cic1os de desnatura1izaci6n (94ºC., 30 

seg.), a1ineamiento (SSºC., 30 seg.), po1imerización (63°C., 4 min.) 

y un extensión final. de 10 min. a 63ºC. 

Una vez terminada la amplificación se tomó una alícuota (5-6 ul.) 

de l.os productos de l.a amplificación y se sometieron a una 

electroforesis en gel.es de desnaturalizantes de po1iacril.amida­

urea al 6%, como se describe anteriormente. Se sec6 el. gel y se 

expuso a una placa autoradiográfica como se describe anteriormente. 

Se reveló la placa autoradiográfica y se analizó el patrón de 

bandas observadas en ella. 

12. Detección de portadoras para 1a DMD/DMB, mediante PCR, usando 

repetidos variab1es de CA de 1a región 3' de1 gen DMD (127). 

En 30 ul. de volumen final se mezclaron 300 ng. de DNA genómico, 3 

ul. de solución amortiguadora Cetus 10x (100mM de Tris-HCl pH=B.3, 

500mM de Cloruro de Potasio y 10mM de Cloruro de Magnesio), 2.4 ul. 

de una solución de dNTP's 2.SmM 3 ul. de una solución 1mM del 

nucleótido contraparte del radioactivo. 15 pmoles de cada 

oligonucleótido (Oye II S' y Dys II 3'), 2uCi de deoxicitosina 5' 

(alfa 32P) trifosfato, 1 U. de Taq polimerasa (Gibco-BRL) y 15 ul. 
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de aceite mineral. 

Las secuencias de o1igonuc1e6tidos utilizadas en esta reacci6n 

fueron: TGTCTGTCTTCAGTTATATG (GT S') y ATAACTTACCCAAGTCATGT (CA 

3'). 

Las condiciones de amplificación fueron: Desnaturalización inicial 

a 94ºC., 6 min., 25 ciclos de desnaturalización (94ºC., 2 min.), 

al.ineamiento (SOºC., 2 min.), pol.imerización (72ºC., 1 min.) y una 

extensión final. de S min. a 65º9·· 

Una vez terminada l.a ampl.ificación se tomó una al.ícuota (S-6 ul..) 

de los productos de la amplificación y se sometió a una 

electroforesis en geles de desnaturalizantes de po1iacri1amida­

urea al 6%, como se describe anteriormente. Se secó el ge1 y se 

expuso a una p1aca autoradiográfica como se describe anteriormente .. 

Se revel.ó l.a pl.aca autoradiográfica y se anal.izó el. patrón de 

bandas observadas en el.l.a. 

13. Origen de. las sondas de cDNA. 

Las sondas de cDNA del. gen DMD, util.izadas en el. presente trabajo 

fueron obtenidas del. American Type CUl.ture Col.l.ection (ATCC) y 

están descritas por Koening et. al. (87). En l.a tabl.a 7 se 

describen sus características. 

44. 



TABLA 7. 

SONDAS DE cDNA DEL GEN DMD. 

NOMBRE. PLASMIDO. ENZIMAS PARA LIBERAR TAMAÑO. EXONES QUE 

EL INSERTO. CONTIENEN 

1-2a pBS HindIII/EcoRI 1.5 kb. 1-12. 

2b-3 pBS EcoRI 1.1 kb.· 13-21. 

4-5a pBS EcoRI 1.8 kb. 22-32. 

5b-7 pBSIIKS EcoRI 2.5 kb. 31-47. 

8 pBSIIKS EcoRI 0.9 kb. 47-52. 

9 pBSIIKS BamHI/EcoRI 1.1 kb. 53-58. 

10 pBSIIKS BamliI/EcoRI 0.5 kb. 58-65. 

11-14 pBSIIKS BamHI/EcoRI 4.5 kb. 66-79. 

14. Aisiamiento de incertos de cDNA. 

Una vez terminada la restricción del DNA plasmídico recombinante 

que contiene el cDNA del gen DMD, los productos fueron separados 

por una electroforesis en agarosa al 0.8%. Se cortó la banda de 

interés del gel de agarosa. Se maceró el trozo de agarosa y se puso 

en un tubo eppendorf. A éste se le agregó medio volumen de TBE 

modificador (si se ua6 TBE 1X como ao1ución amortiguadora de 

corrida) y 4.S volúmenes de yoduro de sodio. La mezcla se incubó 5 

min. a 45-SOºC. Una vez terminada la incubación se agregaron al tubo 

5 u1. de perlas de vidrio (glassmilk) y se agitó éste con vortex. 
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Se incub6 e1 tubo 10 min. en hie1o y se centrifug6 para obtener una 

pasti11a de1 DNA-per1as de vidrio. Se e1imin6 e1 sobrenadante y se 

1av6 3 veces 1a pasti11a con etano1 abso1uto he1ado. Se e1uy6 2 

vece~ la pastilla con 15 ul. de agua deaionizada esteril.izada. 

15. Marcaje de sondas de cDNA. 

En un tubo ependorf se mezc16 25 ng. de DNA a marcar, 0-23 u1. de 

agua desionizada esterilizada y io ul. de nan6meroa al azar. 

La mezcl.a. se calentó S min. a 94ºC y se centrifugó 1 min. a 

temperatura ambiente, en una centrífuga Eppendorf. Se agregaron 10 

ul. de solución amortiguadora SX con los dNTP's, 100uCi de 

desoxicitosina S' (a1fa 32P) trifosfato y 1 u1. de po1imerasa K1enow 

exo ( - ) ( S U/u1. ) E1 vo1umén fina1 de reacción fue de SO u1. E1 

tubo se inCub6 a 37°C., 20 min. Se adicionaron 2 ul. de EDTA O.SM, 

para detener la reacción. 

La sonda marcada se precipitó con 1/2 volumen de acetato de amonio 

7.SM y 2 volúmenes de etanol absoluto. Se resuspendió la sonda en 

so ul. de agua deaionizada esterilizada. 

16. Det;e:rminaci6n de .la incorporaci6n de JZp y .la actividad 

específica de 1as sondas marcadas. 

Después de la reacción de marcaje (ver protocolo anterior) , se tomó 

1 u1. y se di1uy6 en 99 u1. de EDTA O. 2M. Se a1icuotaron por 

dup1icado 3 u1. de 1a mezc1a anterior sobre pape1 fi1tro Whatman DE 

81, se permitió que las gotas secaran durante aproximadamente 15 

46. 



min. Se lavó uno de los pape1es 2 veces con so ml. de una ao1uci6n 

2x de SSC (O. 3M de cl.oruro de sodio y o .. 03M de citrato de 

trisodio), S min. con agitación a temperatura ambiente. Se lav6 una 

vez más el. pape1 de acuerdo a l.as condiciones anteriores, pero 

utilizando etanol absoluto previamente enfriado a -20 °c. 

Una vez secos ambos papel.es se pusieron por separado en viales de 

centel.J.eo y se agregó a cada vial. S ml.. de tol.ueno-onminofl.uor (1 

gr de onminofl.uor por 1000 ml.. de tol.ueno). 

Se determinó J.a cantidad de cuentas por mil.J.ón (cpm) presentes en 

19s papeles, mediante un contador de centelleo Beckman modelo LS 

6000sc. El. promedio de J.a cantidad de marca en el. papel. sin J.avar 

indicó la radioactividad total en ia reacción y la determinada en 

el. papel. J.avado J.a incorporación del. nucl.e6tido radioactivo a la 

sonda. La actividad especí~ica de la sonda se determinó mediante la 

siguiente ecuación. 

SA= ( (uCi) ( 2. 2x109 ) (P) ) / (M1 + ( ( 1. 3x103> ( P) (uCi/S) ) ) 

Donde: 

SA= Actividad específica en dpm/ug. 

uCi= Cantidad de uCi. del. nucle6tido radioactivo utilizado en la 

reacción de marcaje. 

P= Porcentaje de incorporaci6n dei nucle6tido radioactivo en la 

sonda de DNA, obtenido de dividir J.as cpm del papel. J.avado entre 

las cpm del. papel. sin J.avar. 
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M1= Cantidad de 1a sonda utilizada en e1 marcaje, expresada en 

nanogramos. 

S= Actividad específica del nucle6tido radioactivo, expresada en 

Ci/mmol. 

17. Aná1isis de DNA gen6mico de enfe.rmos de DMD mediante 

hibridaciones t:ipo Sout:hern (J.36). 

Se restringieron 10 ug. de DNA gen6mico de acuerdo al protocolo 5, 

util.izando la reetrictasa HindIII. Una vez terminada la restricci6n 

se separaron l.os .productos de ésta mediante electroforesis en 

geles de agarosa al 0.8%, sin bromuro de etidio, utilizando geles 

grandes (25 cm.) y corriendo los productos durante dos días a bajo 

voltaje 20-25 volts. 

Después de terminar la electrof oresia se tomó una fotografía del. 

gel utilizando una cámara Polaroid MP-4+. Se puso el gel en una 

palangana que contenía una soluci6n despurinizadora (O. 2SM de ácido 

clorhídrico concentrado) . Esta solución debe cubrir completamente 

el gel. Se agitó la solución con el gel a temperatura ambiente, 15 

min. Se el.imin6 la solución y se repitió 1o anterior una vez más. 

Se el.imin6 l.a so1uci6n despurinizadora y se lavó el. gel. con agua 

destilada unos segundos. Se eliminó el agua destilada y se agregó 

la solución desnaturalizante (1.SM de cloruro de sodio y O.SM de 

Hidróxido de sodio), la cual debe cubrir completamente el gel. Se 

incubó 30 min. a temperatura ambiente con agitación. 
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Se e1imin6 la solución desnatura1izante y se 1av6 con agua 

destilada unos segundos. Se eliminó el agua destilada y se agregó 

la solución neutralizante (1.5M de cloruro de sodio, 0.5M de Tris­

HC1 pH=7.2 y EDTA 1mM), cubriendo todo el gel. Se incubó 15 min. a 

temperatura ambiente con agitación. Se repitió este paso una vez 

más. Se e1imin6 la so1uci6n neutralizante y se preparó la 

transferencia. 

Se agregó en una palangana 1 lt. de solución de transferencia 10x 

de SSC (1.5M de cloruro de sodio y 0.15M de citrato de trisodio). 

Se puso una esponja sobre la solución, permitiendo que ésta quedara 

completamente impregnada de la so1uci6n. Sobre la esponja se 

pusieron 3 papeles Whatman 3MM, previamente impregnados con la 

so1uci6n de transferencia. Los papeles se pusieron uno sobre otro 

y el tamaño fue aproximado al del gel. Se puso el gel sobre los 

papeles Whatman. Los pozos se orientaron hacia los papeles. Se puso 

la membrana de nylon Hybon N sobre el gel. La membrana fue del 

mismo tamaño del gel y se impregnó con la solución de 

transferencia. Sobre la membrana se pusieron 3 papeles Whatman 3IVIM, 

previamente impregnados con la solución de transferencia. Los 

papelea ten~an el tamaño aproximado del gel. Se puso un grupo de 

aanitaa sobre 1oa pape1es Whatman, hasta alcanzar una altura de 

aproximadamente S cm. Las aanitas deben tener un tamaño aproximado 

del gel y no deben tocar la solución de transferencia. Se puso 

sobre las sanitaa un peso de 0.5-1 Kg. Se permitió la transferencia 

del DNA del gel a la membrana, ·al menos durante 12 hra y después de 
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1a transferencia se desmante1ó cuidadosamente e1 sistema. 

La membrana se 1avó con 2X de SSC (0.3M de c1oruro de sodio y 0.03M 

de citrato de trisodio) y se dejó secar a temperatura ambiente de 

10-20 min. Con 1a fina1idad de verificar 1a transferencia se retiftó 

e1 ge1 con bromuro de etidio y se observó a través de un 

transi1uminador de uv. de onda corta. 

Se incub6 1a membrana en un horno a1 vacío, durante 2 hra. a SOºC 

y posteriormente con 10 m1. de so1uci6n de prehibridación (3X de 

SSC, 0.5% de SDS, 0.30 mg. de ,RNA previamente desnatura1izado, Sx 

de so1ución Denharts (BSA a1 O .1%, Fico11 a1 O .1% y 

po1ivini1pirido1ina a1 O .1%)' y 49mM de fosfato de sodio) 2 hrs. a 

65°C. 

Se desnatura1iz6 1a sonda por ca1entamiento a 94°C. 5 min. y se 

adicionó a 1a so1ución de prehibridaci6n. La mezc1a se incubó a1 

menos· 12 hrs. a 65ºC. Después de 1a incubación se e1iminó 1a 

so1ución de hibridación. 

Se 1av6 1a membrana en codicionea de astringencia media (1x de SSC, 

SDS a1 1%) 10 min. a 6SºC. Las veces que fue necesario hasta que 1a 

membrana sonó de manera espec~fica y de 150 a 200, en 1a esca1a 1X 

de un contador Geiger (mode1o Pug1) . 

Se dejó secar 1a membrana entre dos aanitas, a temperatura ambiente 
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de 30-40 min. Se metió l.a membrana a una bol.ea de pl.ástico 

transparente y se expus6 a una pl.aca autoradiográfica en un 

cassette con panta11as intensificadoras, de 5-10 días, a -70ºC. 

Se revel.6 l.a pl.aca y se anal.izó el. patrón de bandas. 

RESULTADOS. 

1. Obt:enci6n de un banco genómico, a partir de individuos 

afect:ados con DHD/DMB y sus famil.iares. 

Se extrajo 

periférica, 

el. DNA de 

de 6·1 

J.infocitos a 

enfermos de 

partir de 15 ml.. 

DMD/DMB y 40 

de sangre 

·individuos 

pertenecientes a 5 famil.ias diferentes, con antecedentes de 

distrofia, util.izando l.os procedimientos descrito en métodos. 

Las concentraciones de DNA obtenidas fueron optimas, en promedio de 

250-500 ng/ul. y con una pureza de 1.5 a 2 unidades de absorbancia. 

Estos DNA' e no mostraron degradación después de la extracción y 

pudieron ser restringidos por diversas endonuc1eaaas de 

restricción. Este método se el.igi6 después de probar otros métodos 

como el de extracciones fen61.icas o el. de CTAB-DTAB (61, 81, 136) 

2. Loca1.izaci6n de del.eciones genét:icas en enfermos de DMD/J?MB, 

mediant:e 1.a amp1.ificaci6n mal.t:ipl.e 9 y 5 pl.ex. 

Con l.a final.idad de determinar l.a l.ocalizaci6n de l.as posibl.es 

del.eciones genéticas en l.os enfermos mexi·canos de DMD/DMB, así como 

l.a distribución general de éstas en el. gen DMD en l.a pobl.ación 
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mexicana, e1 DNA de cada uno de 1os 61 individuos afectados por 

esta distrofia fue ampl.ificado mediante 1a técnica de amp1ificaci6n 

múl.tipl.e 9 y 5 p1ex. como se describe en métodos. 

En 1a figura 1 se muestran :Los productos de amp1ificaci6n, 

producidos a partir de1 DNA gen6mico de. diversos individuos 

mexicanos afectados por esta distrofia y uti1izando el. 9 p1ex (Al 

y e1 5 p1ex (B). Como se puede observar en (A). 1os individuos 4.1, 

4.5, 5.1, 5.2, 6.2 y 6.3, presentaron de1eciones que abarcan desde 

1 hasta 3 exones diferentes (exones de1etados a. 17, 45, 48 y 51). 

A1 util.izar l.a otra estratEgia de ampl.ificaci6n mú1tip1e observamos 

que sol.amente 1os individuos 4.6 y 20.1 presentaron de1eciones del. 

exon so (B). 

En 1a Fig. 2 se muestra 1a distribución de 1as de1eciones obtenidas 

de 1a amp1ificaci6n míil.tipl.e 9 y 5 p1ex. de1 DNA gen6mico de 1os 61 

individuos ana1izados. El. porcentaje de enfermos de DMD/DMB con 

de1eciones en e1 gen DMD, fue de1 45% (28/61) . La mayor parte de 

1as delecionea se 1oca1izaron en el punto caliente mayor (exonee 

44-52), con un porcentaje del. 85.7% y so1amente el. 14.2% de éstas 

se localizaron en el punto caliente menor. 

3. Extensión de .las de:J..eciones gen~t;ica.s en e.1 punto ca.lient;e mayor 

de:J.. _gen DMD, en .los individuos afecta.dos por DMD/DMB. 

Para 1a de1imitaci6n de 1a e~tensi6n de 1as de1eciones genéticas en 

e1 punto ca1iente mayor de 1os individuos afectados por DMD/DMB se 
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Fig. 1: Amp1ificaci6n mu1tip1ex de DNA gen6mico de 18 enfermos 

mexicanos con DMD/DMB. E1 DNA obtenido a partir de 1eucocitos fue 

amp1ificado como se deacribe en m6todos. Una a1ícuota de cada 

muestra se sometió a e1ectroforeaia en ge1ee de agaroea a1 1.4% y 

se tiñó con bromuro de etidio. (Al Amp1ificaci6n con e1 9 p1ex. (B) 

Amp1ificación con e1 5 p1ex. (+) Contro1 positivo (productos de 

amp1ificaci6n de un individuo sin de1eciones) . (M) Marcador de 

tamaño, OX174 digerido con Hae III. Se indican 1os tamaños de 1as 

bandas de1 marcador en paree de bases (pb) . 

54. 



n o z ... N
 o 

N
 1 

.... 
N

 
N

 
1 

J 
'i i 

1 
i 

'¡ 

.,, ~
- N
 



Fig. 2: Distribución de deleciones eri el cDNA del gen DMD, obtenida 

mediante 9 y 5 plex. La línea central ilustra el cDNA del gen DMD 

y sus exones. Las líneas en la parte superior del cDNA ilustran las 

de1ec1onee y 1os números, 1ae veces que se encontraron. 
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reaJ.izaron 2 estrategias diferentes, PCR e hibridaciones Southern. 

Mediante eJ. aná.J.isis deJ. patrón de deJ.eciones obtenido por J.a 

ampJ.ificaci6n múltipJ.e 9 y 5 pJ.ex deJ. DNA genómico de J.os enfermos 

de DMO/DMB, se pudo deJ.imitar en 11 enfermos J.a extensión de J.a 

de1eci6n genética. 

En J.a segunda estrategia se deJ.imit6 J.a extensión de J.as del.ecionea 

genéticas mediante ensayos de hibridación tipo Southern y usando 

sondas de cONA del. gen DMD. Para real.izar l.aa hibridaciones tipo 

Southern l.o primer~ que se hizo fue restringir el. DNA humano de 

al.to peso mol.ecu1.ar, con la enzima· de Hind rrI, como se describe en 

métodos. 

En l.a Fig. 3 se muestra el. patrón de restricción de ONA humano de 

al.to peso mo1ecu1ar (5, 

Hindrrr, durante 12 hrs. 

10 y 20 .· microgramoa), con 1a enzima 

El. ONA restringido se sometió a una el.ectroforesis en ge1 de 

agarosa, como se describe en métodos. Una vez terminada ésta, el 

gel fue desnaturalizado, neutral.izado y l.oa productos transferidos 

a una membrana de ny1on, que se f ij6 con ca1or como se describe en 

métodos. 

Para generar J.as sondas radioactivas de cDNA de1 gen DMD primero se 

liberaron éstas, mediante el córte del plásmido que las contenía, 
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Fig. 3: Patr6n de1 DllA gen6"'ico humano reatringido con 1a 

endonuc1eaaa HindJ:J:J:. La reatricci6n de1 DNA gen6mico humano •• 

rea1.iz6 como •• deacribe en m6todo•. Lo• producto• de 1a 

restricci6n fueron •ometido• a e1ectrofore•i• en ge1e• de agaro•a 

a1 o.ª"° y teflido• con bromuro de etidio. < 1) Producto de 1a 

restricción uti1izando s ug de DNA genómico. (2) Producto de 1a 

restricción uti1izando 10 ug de DNA gen6mico. (3) .Producto de 1a 

restricción utilizando 20 ug de DNA gen6mico. (M) Marcador de peao 

molecular, lambda HindJ:J:J:. se indica el tamafto de 1a• banda• en 

pares de baaee. 
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utilizando la restrictasa adecuada (ver métodos). En la Fig. 4 y 5 

se muestran unas fotografi:as de gel.es de agarosa en donde se 

i1uatra e1 corte de p1áemidos recombinantee con endonuc1eaeas, para 

liberar los insertos 2b-3, 5b-7, 8, 9, 10 y 11-14, de cDNA del gen 

DMD. Como se puede observar cada plásmido liberó el inserto 

esperado (ver tabla 7) . A continuación éstos fueron purificados a 

partir del gel (ver mEtodos) . En la Fig. 6 se muestra una 

fotografía de un gel de agarosa en donde se observan 3 diferentes 

insertos purificados. Loa tamaftoa corresponden a 1os insertos 

esperados (ver tabla 7), la concentración de DNA de cada inserto 

fue de 5-10 ng/u1, obtenida .ª partir de 2-3 ug de plásmido más· 

inserto .. 

Los insertos purificados fueron marcados con un isótopo radioactivo 

mediante la técnica de oligos al azar (ver métodos) . La actividad 

específica obtenida, en promedio, para cada sonda fue de l..3-l..5xl.09 

y el porcentaje de incorporación vari6 entre 22 al 45%. 

Con estas sondas radioactivas se hicieron ensayos de hibridación 

contra DNA genómico con~ro1 y de 7 enfermos de DMD/DMB con 

eliminaciones en e1 punto caliente mayor, como se describe en 

métodos. En la Fig. 7 se muestra una autoradiografía en donde se 

hibrid6 el. inserto de cDNA a marcado contra 3 concentraciones 

diferentes de DNA gen6mico humano .. Esta sonda reconoce a loa exones 

47-52 y produce 7 bandas de 10, 7, 3.8, 3.7, 3.1, l..6 y l..25 kb 

cuando se hibrida con DNA genómico tratado con 1a enzima de 
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Fig. 4: 

incertos 

Patrón de restricción de pl.áamidos recombinantes con 

de cDNA del gen DMD. Los plásmidos pBS con cDNA 2b-3, 

blue~cript KS con cDNA Sb-7, bluescript KS con cDNA 8 y bluescript 

KS con cDNA 9-14 fueron cortados con l.a endonucleasas EcoR1, como 

se describe en métodos. Los productos de restricción de cada 

p1ásmido fueron sometidos, por duplicado, a electroforesis en gel.es 

de agarosa al 0.8% y teñidos con bromuro de etidio. (1) Plásmido 

mas inserto 2b-3. (2) Plásmido mas inserto Sb-7. (3) Plásmido mas 

inserto 8. ( 4) Plásmido mas inserto 9-14 . (M) Marcador de peso 

molecular, lambda HindIII, se indica el tamaño de las bandas en 

pares de bases .. 
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Fig. S: Patrón de restricción del plásmido recombinante bluescript 

KS e.en el inserto 9-l.4. Se hizo una doble restricción con las 

endonuc1easas EcoRI y BamHI, los productos de la doble restricción 

se sometierori a electroforesis en geles de agarosa 

tifieron con bromuro de etidio. (l.) Restricción 

recombinan te bluescript y liberación de los cDNAs 9, 

al 0.8\- y se 

del plásmido 

1.0, l.l.-l.4. (2) 

Plásmido sin restringir. (M) Marcador de tamaño, lambda HindIII, se 

indican los. tamafios de los fragmentos en pb. 
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Fig .. 6: Purificación de insertos de cDNA del gen DMD por "Gen 

olean". Loa insertos de cDNA 9, 10 y 11-14 fueron purificados 

mediante e1 el paquete comercial "Gen cl.ean", como se describe en 

métodos. Los productos purificados fueron sometidos a 

electroforesis en geles de agarosa al 0.8% y teñidos con bromuro de 

etidio. (1) 1 ul de cDNA 9. (2) 3 ul de cDNA 9. (3) 1 ul de cDNA 

10. (4) 3 ul de cDNA 10. (S) 1 ul de cDNA 11-14. (6) 3 ul de cDNA 

11-14. (M) Marcador de tamaño, lambda HindIII, se indican los 

tamaños de los fragmentos en pb. 
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restricción Hind III. Como se puede observar aparecieron l.as 7 

bandas esperadas (41), en cada uno de l.os 3 carril.es. Debido a que 

no se observó una diferencia significativa entre 10 y 20 ug., se 

optó por continuar las hibridaciones tipo Southern con 10 ug. 

so1amente. 

Con l.a final.idad de del.imitar l.a extensión de l.as del.eciones hacia 

el extremo 3' del gen DMO, en afectados por esta distrofia, se 

hibridó el. inserto cDNA9 contra el. DNA de 6 individuos con 

delecionee hasta el. exon 52.. En 10.s individuos analizados se 

observó l.a banda del. exon 55 y por l.o tanto l.a del.eci6n no se 

extiende mas al.l.á del. exon 54. En l.os individuos 4.1 y 31.1 l.a 

del.eci6n l.l.egó hasta el. exon 53 y en l.os individuos 50.1, 51.1, 7.4 

y 8.1 hasta el. exon 54. 

La delimitación de la extensión de las deleciones en el. punto 

caliente mayor de los individuos faltantee se realizó mediante la 

ampl.ificaci6n de los exones 46, 47, 49 (30). Con l.os datos 

obtenidos en ese trabajo y por medio del. Southern l.as frecuencias 

de deleciones y la distribución de éstas en las 2 regiones con 

mayor frecuencia de deleciones se modificaron poco, siendo que el 

SO. 8% de l.os enfermos mexicanos de DMD/DMB anal.izados tuvieron 

del.eciones en el. gen DMD y el. 49 .1% no. La frecuencia de del.eci.ones 

en l.e punto cal.iente mayor fue del. 87% y del. 12.9% en el. punto 

caliente menor. 
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Fig. -¡·; Hibridación tipo Southern de la sonda cDNA 8 con DNA 

gen6mico humano uti1izando una sonda marcada con 32P y con actividad 

específica de 50x106 • El DNA obtenido de linfocitos fue digerido con 

la enzima HindIII ·y la hibridación se hizo como se describe en 

métodos. (1) 5 ug de DNA genómico cortado con HindIII. (2) 10 ug de 

DNA genómico cortado con HindIII. (3) 20 ug de DNA genómico cortado 

con HindIII. Se indica el tamaño de los fragmentos. HindIII y sus 

exonea correspondientes. 
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En la tabla 8 se muestra la :frecuencia de deleciones en los 

diversos exonea del gen DMD de loe 61 individuos analizados, 

mediante PCR e hibridaciones Southern. Loa exonea con mayor 

porc~ntaj e de deleción fueron el 50 con 16 .1% y el 51 con 13 .1%. En 

la región promotora de músculo del gen DMD y sus exonea 12, 13, 19 

y 43 no se detectaron del.eciones en ninguno de los enfermos 

analizados. 

En 1a Fig. 8 se muestra la extenai6n de las deleciones l.ocalizadas 

en el punto caliente mayor, de loa individuos analizados por PCR y 

por hibridaciones Southern. Como se puede observar las delecionea 

no se extienden más alla del exon 54 del gen DMD. 

4. Predicción de:J.. marco de 2ectura en .los enfermos DMD/DMB, con 

de:J..eciones genéticas en e.1 punto ca1iente mayor y corre.1aci6n entre 

las carac:t::.erísticas c:J..ínicas y e:J.. anál.isis mo.Iecu.lar de l.as 

de:J..eciones, en estos enfermos. 

Mediante la delimitación de la extensión de las deleciones en el 

punto caliente mayor del gen DMD, se determinó si el marco de 

l.ectura. de éste se encontraba en fase o no en los enfermos 

estudiados en este trabajo. 

De 27 distróficos con deleciones en el punto caliente mayor, en 25 

el. marco de l.ectura no se encontraba en fase y en 2 sí. 
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TABLA B. 

PORCENTAJE DE DELECIONES EN LOS EXONES DEL GEN DMD, OBTENIDOS 

MEDIANTE PCR E HIBRIDACIONES SOUTHERN. 

EXON PORCENTAJE. 

Pm-------------------------------------------0 
4--------------------------------------------1.1 
8--------------------------------------------2.2 
12--------------------------------------~----o 

13-------------------------------------------o 
17-------------------------------------------0 
19-------------------------------------------0 
43-------------------------~-----------------o 

44-------------------------------------------2.2 
45--------------------------------------~----6.7 

46------------------------------------------10.1 
47------------------------------------------10.1· 
48------------------------------------------12.3 
49------------------------------------------11.2 
50---------------------------- 7-------------16.8 
51------------------------------------------13.4 
52-------------------------------------------6.7 
53-------------------------------------------3.3 
54-------------------------------------------2.2 
55-----------------------------~-------------o.o 
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Fig. 8: Extensión de deieciones genéticas en ei cDNA de1 gen DMD, 

obtenida mediante ampiificaci6n mu1tip1ex e hibridaciones tipo 

Southern. La 1ínea centrai i1ustra ei cDNA dei gen DMD y sus 

exones. Las 1íneas en ia parte superior de1 cDNA i1ustran ia·a 

de1ecionea y 1os números, 1ae veces que se encontraron. Las barras 

en 1a parte inferior del cDNA indican el porcentaje de de1eciones .. ~·: 
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En 1a tab1a 9 se muestra 1a re1aci6n entre 1os datos c1ínicos de 16 

enfermos de DMD/DMB y e1 aná1isis mo1ecu1ar obtenido en este 

trabajo. En 13 de estos enfermos se encontró una correlación entre 

1a predicción de ruptura de1 marco de 1ectura y 1a severidad de 1a 

enfermedad. Loe individuos afectados 9.1, 10.1 y 7.3 no mostraron 

una correl.aci6n entre l.a predicción del. marco de lectura y e1 

fenotipo esperado.. En los dos primeros la del.eci6n mantiene el 

marco de lectura abierto, sin embargo presentaron. DMD. En el. 

individuo 7.3 l.a deleci6n alteró el. marco de lectura, sin embargo 

e1 individuo presentó DMB. 

S. Diagnóstico de portadoras para ia DMD/DMB, mediante PCR, usando 

repetidos variabl.es de CA, de los in~rones 44, 45, 49, 50 y de 1os 

ext:.remos S' y 3', del. gen DMD. 

Se real.izó el. diagnóstico de portadoras en 21 mujeres en riesgo, 

pertenecientes a 5 fami1ias con antecedentes de DMD/DMB. Para esto 

se amp1ificaron 1as regiones po1im6rf icas de repetidos de CA de 1os 

intrones 44, 45, 49, SO y de dos regiones en loe extremos 5' y 3' 

del gen OMO, como se describe en métodos. 

Los productos de amplificación de cada 

electroforesis en ge1es de acri1amida 

región fueron sometidos a 

a1 6% (ver métodos). E1 

patrón producido consistió en una o más bandas, a 1as que se 1e 

asignaron 1etras, en cada fami1ia ana1izada 1a banda o a1e1o A fue 

e1 mas pequef'io. 
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RELACION FENOTIPO-GENOTIPO EN LOS ENFERMOS DE DMD/DMB, CON 

DELECIONES GENETICAS EN EL PUNTO CALIENTE MAYOR DEL GEN DMD. 

ENFERMO EDAD A LA CPK HISTORIA GRAVEDAD 

4. l. 

4.S 

S.2 

6.2 

6.S 

7. l. 

7.4 

9. l. 

l.O. l. 

l.8. l. 

l.9. l. 

20. l.. 

4.6 

7.3 

l.2 . l. 

26. l. 

DEJO DE FAMILIAR 
CAMINAR 
{AÑOS} 

8 

9 

l.S 

8 

9 

l.O 

8 

9 

l. l. 

l.2 

l.3 

8 

230 

l.3S2 

3470 

l.648 

l.636 

S600 

7440 

l.SSO 

2S34 

276 

6008 

3796 

l.l.74 

2068 

NO CAMINA 

NO 

SI 

NO 

NO 

NO 

NO 

NO 

NO 

NO 

SI 

NO 

NO 

. CAMINA 

NO 

NO 

NO 

NO 

7S. 

DMD/GRAVE 

DMD/GRAVE 

INT/MODERADA 

DMD/GRAVE 

DMD/MODERADA 

DMD/MODERADA 

DMD/GRAVE 

DMD/GRAVE 

DMD/MODERADA 

DMD/MODERADA 

INT/MODERADA 

DMD/GRAVE 

DMD/MODERADA 

DMB/MODERADA 

*/MODERADA 

*/MODERADA 

EXONES MARCO 
DEL. DE LEC 

4S-S2 

48-S2 

46-48 

46-Sl. 

Sl. 

4S-SO 

48-S2 

4S-Sl. 

48-Sl. 

4S 

4S 

so 

so 

44 

Sl. 

46-47 

FF 

FF 

FF 

FF 

FF 

FF 

FF 

EF 

EF 

FF 

FF 

FF 

FF 

FF 

FF 

FF 



TabJ.a 9. Se consideraron solamente 1os individuos con deJ.eciones en 

el punto caliente mayor y con datos clínicos. (Exones del.) Exonea 

deletadoa. (Marco de Lec) Marco de l.ectura. (*) Muy joven para 

definir el tipo de distrofia. (FF) Marco de lectura fuera de fase. 

(EF) Marco de lectura en fase. 

76. 



En la Fig. 9 se muestran los pedigree y las autoradiografias del 

patrón electroforético del DNA de 4 miembros de la familia mexicana 

No. 1 con antecedentes de DMD, donde se amplificaron las 6 regiones 

de repetidos de CA del gen DMD. Mediante ensayos 9 y 5 plex se 

sabía que el individuo afectado (II1) carecía de los exones 50-51. 

La falta de producto de amplificaci6n en la región STR-50, en este 

individuo (Fig. 9A') confirmó la deleción. La mujer en riesgo (II2) 

fue po~tadora para la DMD, ya que presentó el mismo alelo que su 

hermano afectado (II1) en las regiones intrónicaa 44, 45, 49 y 5'. 

La región STR-50 y 3'no fueron informativas, ya que la madre (Il) 

fue homocigota en ambas regiones. 

En la Fig 10 se 

autoradiograf iae 

muestran los pedigree con los 

obtenidas de la amplificación 

haplotipos y las 

de las regiones 

STR's 5', 44, 49, de la' familia 2 con antecedentes de DMB. 

Loa hombres afectados de esta familia, no presentaron deleciones 

genéticas después del análisis ·con el 9 y 5 plex. Las mujeres I-5 

y I-6 de esta familia no fueron portadoras con las regiones 

intrónicas 44 y 49 (Fig 10A) . Las regiones intrónicas 45 y 50 del 

gen DMD no fueron informativas debido a que la madre probablemente 

era homocigota para ambas regiones. La mujer II-2 presentó el 

haplotipo de riesgo con los STR's 44, 49 y la II-4 no (Fig 10A) El 

análisis de haplotipos usando STR 5' de las mujeres I-5 y I-6 (Fig 

108) confirmó que ellas no eran portadoras. Esto se concluyó, 

asumiendo haplotipos hipotéticos de sus padres como A para el padre 

y como AB para la madre (Fig 10C) • 
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Fig. 9: Pedigree y autoradiografias de la Familia mexicana No. i 

con DMD. El DNA genómico fue aislado de linfocitos y analizado como 

se describe en métodos. (A) Amplificación de las regiones STR-49 

(paree superior) y STR-44 (parte inferior) (A') Amplificación de 

las regiones STR-50 (parte superior) y STR-45 (parte inferior) . (B) 

Amplificación de la región 5'. (B') Amplificación de la región 3'. 

(-) Control negativo. El individuo afectado (II1) tiene deletados 

los exones 50-51. 
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Fig.·10: Pedigree y autoradiografias de la Familia No. 2. El DNA 

gen6mico fue aislado y analizado como se describe en métodos. (A) 

Amplificación de las regiones STR-49 (parte superior) y STR-44 

(parte inferior) . (B) Amplificación de la región S' de algunos 

integrantes de la Familia No. 2. (C) Pedigree con los haplotipos 

hipotéticos de los padres de esta familia. (-) Control negativo. 

79. 



En l.a Fig. J..J.. se muestra el. pedigree con l.os hapl.otipos y l.a 

autoradiografía, en donde se amplificaron las regiones intr6nicas 

45 y SO de la familia No. 3, con tres afectados de DMB severa (II4, 

IIS y II6), donde está incluida una mujer. Los hombres enfermos no 

tuvieron deleciones en el gen DMD, con la amplificación múltiple 9 

y 5 pl.ex. La mujer en riesgo (II3) no resultó ser portadora para 

esta distrofia y l.a mujer afectada (II4) presentó l.os mismos al.el.os 

que sus hermanos afectados con loe STR'a 45 y SO. La presencia de 

los mismos alelos en la mujer afectada y sus hermanos afectados, 

sugiere que esta mujer hered6 el cromosoma afectado. 

Las otras cuatro regiones del gen DMD analizadas (44, 49, 5' y 3') 

no fueron informativas ya que l.a madre de l.a familia (IJ..) fue 

homocigota para ellas. 

En la familia No. 4, con antecedentes de DMD, se detectó un evento 

de recom.~inación en el gen DMD, el cual está ilustrado en la Fig. 

J..2. Mediante l.a amplificación múltiple 9 y 5 pl.ex se demostró que 

l.os individuos afectados (II3 y IIS), de esta familia, carecían del. 

exon 45. Como se puede observar en la autoradiografia de la Fig. 

12A 1os individuos afectados tienen alelos diferentes en la regi6n 

44. En la Fig.. 12B se muestran loa diversos alelos de est.os 

individuos y de su madre, en las regiones 5',44, 45, 49, 50 y 3' 

del. gen DMD. Como se puede observar los enfermos tiene al.el.os 

diferentes en la regiones 5' y 44, pero comparten loa mismos en las 

regiones 49, 50 y 3', además de la deleción en la región 45 .. Esto 

sugiere un evento de recombinaci.6n en el intron 44, en uno de los 
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Fig. 11: Pedigree y autoradiograf~a de la Familia No. 3. El DNA 

genómico fue aislado de linfocitos y analizado como se describe en 

métodos. Amplificación de las regiones STR-50 (parte superior) y 

STR-45 (parte inferior) (-) Control negativo. 
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dos afectados. Debido a este evento no fue posible determinar e1 

estado portador en ias 3 mujeres ~n riesgo (II1, II2 y II4), de 

esta familia. 

En ia Fig. 13 se muestran ei pedigree, hap1otipos y 

autoradiografias de la familia No. S, en donde se amplificaron 1as 

regiones intrónicas 44, 4S, 49 y SO de1 gen OMD. Mediante ia 

amp1ificación mú1tip1e 9 y S p1ex se demostró que ei individuo 

afectado (II1) tiene una de1eción que abarca ios exones 48-S1. Como 

se puede observar. en ia Fig. 13A y 13B, ei DNA de1 individuo 

afectado careció de productos de amp1if icación en las regiones 49 

y SO, io cua.1 confirmó ia de1eción, ia madre (I1) presentó dos 

aieios en ia región 49 (Fig 13A). Este resuitado sugiere una 

mutación de pavo en el individuo afectado o mosaicismo gonadal en 

la madre ya que su DNA no presenta la deleci6n que tiene su hijo. 

Por otro iado ias dos mujeres en riesgo en esta fami1ia (II2 y II3) 

tuvieron alelos.paternos diferentes en las regiones intr6nicas 44, 

45 y SO, lo cual demuestra que estas regiones son útiles para 

confirmar paternidad dentro de una familia. 

De las 21 mujeres pertenecientes a las 5 familias analizadas, el 

38% fue portadora y ei 33% no io fue, con ai menos una de ias 6 

regiones trabajadas. En S mujeres en riesgo no se pudo definir su 

estado portador, debido a un evento de recombinación en una de las 

familias y a un fenómeno de mosaicismo germinal o mutación de novg, 

en otra. La región intr6nica 44 fue la mas informativa y la región 
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Fig. 12: Evento de recombinaci6n en la Familia No. 4. El DNA 

gen6mico fue aislado de linfocitos y analizado como se describe en 

métodos. (A) Pedigree y autoradiografía de la región STR-44. (-) 

control negativo. (B) Repreeentaci6n esquemática de los haplotipoe 

de los individuos I1, II3 y IIS obtenidos de la amplificaci6n de 

las regiones S', 3', 44, 45, 49 y SO. (-) control negativo. La 

línea horizontal ilustra el gen DMD. 
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Fig. 13: Mosaicismo gonada1 en 1a Fami1ia No. S. E1 DNA gen6mico 

fue ais1ado de 1infocitos y ana1izado como se describe en métodos. 

(Al Amp1ificaci6n de 1as regiones STR-49 (parte superior) y STR-44 

(parte inferior) . (B) Amp1ificaci6n de 1aa regiones STR-50 (parte 

superior) y STR-45 (parte inferior). (-) Contro1 negativo. 
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3' no fue informativa en ninguna de 1as fami1ias ana1izadas. 

8. DISCUSION. 

La metodo1ogía uti1izada, en ei presente trabajo, para extraer DNA 

gen6mico de loe individuos afectados, sus familiares y personas no 

afectadas por DMD/DMB, fue adecuada ya que en promedio se 

obtuvieron concentraciones de 125-250 ug por cada 15-20 m1. de 

sangre. E1 DNA obtenido no mostró degradación y se pudo restringir 

con diversas reetrictasas. Este método también tiene ia ventaja de 

ser más rápido y barato en comparación con otros métodos uti1izadoe 

en 1a extracción de DNA genómico, como 1os métodos de extracción de 

DNA gen6mico, con feno1-c1oroformo o con 1os detergentes CTAB-DTAB 

(61, 81, 136) 

Con 1a fina1idad de determinar e1 patrón de de1eciones genéticas en 

e1 gen DMD de 1os distróficos mexicanos ana1izados en este trabajo, 

se decidió uti1izar 1a técnica de amp1ificaci6n mú1tip1e 9 y S 

plex, debido a varias ventajas respecto a otra metodo1ogíaa, este 

método esta diseñado para amp1ificar 1as regiones de1 gen DMD que 

presentan con mayor frecuencia de1eciones genéticas y detecta 

aproximadamente ei 98% de e1iminaciones en e1 gen (10, 35). 

Si se compara esta metodo1og:í.a con las hibridaciones tipo Southern, 

también uti1izadas para determinar de1eciones en e1 gen DMD, e1 PCR 

multiplex es más económico, rápido y no presenta problemas técnicos 
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como la comigración de fragmentos o bandas de hibridación poco 

intensas en 1a autoradiografia, que suelen presentarse en esa 

técnica (BB) • Con el PCR multiplex también es posible, en algunos 

casos, determinar 1a extensión de las de1ecionea genéticas en loe 

individuos afectados por DMD/DMB y así predecir si el marco de 

lectura del gen DMD esta en fase o no. 

En los casos en los cuales no se pudo determinar la extensión de la 

de1.eci6n genética en el gen OMD, mediante esa metodología, se 

realizaron hibridaciones tipo Southern, usando sondas de cDNA del 

gen DMD (41) o PCR de exonea del pun'to caliente mayor, que no 

fueron amplificados por el 9 y 5 plex (30) . 

El porcentaje de deleciones genéticas obtenido en loa enfermos 

mexicanos afectados por esta distrofia, analizados mediante PCR y 

Southern, fue del so.a~. Este porcentaje es uno de loa más bajos 

reportado en la población humana, solamente en la población 

japonesa e israelita se ha i.nformado de frecuencias más bajas 

(Tabla 10). 

La distribución de delecionea en el gen DMD de loa enfermos 

mexicanos afectados por esta distrofia presentó también diferencias 

respecto a otras pob1aciones estudiadas ya que fue 1a que tuvO un 

mayor porcentaje (87%) de delec~onea en el punto caliente mayor. La 

pob1aci6n israelita, que fue 1a mas cercana a la nuestra, tuvo un 

78% de delecionea en esa región (41, 59, 88). Posiblemente las 
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TABLA 10. 

DISTRIBUCION DE DELECIONES EN EL GEN DMD EN DIFERENTES ETNIAS. 

PAIS 

CHINA 

FRANCIA 

JAPON 

USA 

ISRAEL 

MEXICO 

DELECIONES 
(%) 

S6.6 

68 

40 

S9 

37 

so.a 

LOCALIZACION NO. DE ENFERMOS REFERENCIA 
EN PUNTO 
CALIENTE 
MAYOR (%) 

80 11 1S9 

68 38 26 

60 so 7 

69 160 101 

78 62 141 

87 61 ESTE 

TRABAJO 

88. 



diferencias entre los enfermos mexicanos y loe pertenecientes a 

otras poblaciones ana1izadas, sean resultado de l.a información 

genética particular a nuestra población mestiza. En caso de que 

esto se confirme, mediante un estudio con un mayor número de 

individuos, convendría diseñar un ensayo mul.tiplex para diagnóstico 

de DMD/DMB, mas conveniente a nuestra población. 

Se ha reportado que en diversas poblaciones de individuos afectados 

por DMD/DMB tanto europeas como anglosajonas de Estados Unidos de 

América y Canadá (39, 59) el inicio de la deleción del punto 

cal.iente mayor, aunque ea heterogéneo, empieza con mayor frecuencia 

en el intron 44. En la población mexicana los afectados por DMD/DMB 

anal.izados en el. presente trabajo, también presentan l.a más alta 

frecuencia de inicio de del.eciones en ese intron. Posiblemente l.a 

al.ta frecuencia de inicio de del.eciones en este intron se debe a 

que es muy grande (46, 87, 92) o a la presencia de secuencias 

inestables como las reportadas en el intron 43 de este gen (126) . 

De los 27 enfermos con de1ecionea en el punto caliente mayor que se 

anal.izaron en el presente trabajo, 2 presentaron el. marco de 

lectura en fase y 25 no. Dieciaeis de el.loa disponían de datos 

clínicos y se pudo hacer una correlación entre estos datos y los 

moleculares. En 13 de estos enfermos se encontró una corre1aCi6n 

--entre el. marco de lectura en no fase y la gravedad de la 

enfermedad, de acuerdo a la predicción de Monaco A. et a1. (109). 

En los otros 3 no se presentó esta correlación, 2 de ellos (9.1 y 
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10.1) tuvieron e1 marco de lectura en fase, sin embargo su fenotipo 

fue DMD y uno, el enfermo 7.3, manifestó un fenotipo DMB, a pesar 

de tener el marco de lectura fuera de fase. Para los dos primeros 

casos donde no se confirmó la hipótesis del marco de lectura, las 

deleciones en el gen DMD, ocasionaron que se perdiera una región 

de1 .segundo dominio de la distrofina, que de acuerdo al mapa 

patológico-funcional de esta proteína, ocasionaría un fenotipo DMB 

medio o atípico (4, 12, 55, 125} Sin embargo ellos presentan un 

fenotipo DMD, que podría deberse a que las delecionea ocasionaron 

que se perdieran las regiones consenso requeridas para el correcto 

empalme de los exones en e~ gen DMD (88) y por lo tanto el RNAm 

producido posiblemente no se traduzca. Esto se podría confirmar 

mediante el análisis del RNArn del gen DMD y la distrofina, en estos 

enfermos. 

se ha reportado la presencia de distrofina y RNAm del gen DMD en 

algunos enfermos de DMD/DMB, en loa que una deleción ocasionó que 

el marco de lectura del gen, no estuviera en fase (141, 154) . La 

explica~ión mas probable para esto podría ser que ocurriera 

previamente un procesamiento alternativo que generara un acomodo 

diferencial de exones en el RNAm del gen DMD. Posiblemente esto 

mismo sucedió en el individuo 7.3 que tiene un fenotipo Becker, a 

pesar de tener el marco de lectura del gen DMD fuera de fase. Para 

confirmar lo anterior sería necesario analizar el transcrito y la 

proteína del gen DMD de este individuo. 
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El 49. l.'lr de l.os enfermos de DMD/DMB anal.izados en el presente 

trabajo, mediante PCR e hibridaciones Southern, no mostraron 

deleciones genéticas en el gen DMD. Posiblemente tengan una 

mutación en otras regiones no analizadas del gen o bien presenten 

microdeleciones o mutaciones puntuales, las cuales no se pueden 

detectar con las técnicas utilizadas en el presente trabajo. (82, 

l.28, l.34). 

Debido a que las mujeres portadoras de la Distrofia muscular de 

Duchenne/Becker son asintomáticas, se han diseñado diversas pruebas 

para determinar el estado portador en mujeres en riego para esta 

enfermedad. una del.as mas util.izadas.es l.a determinación en suero 

de la enzima muscular creatina foafocinasa, ya que los niveles de 

ésta son elevados en aproximadamente el 70-75% de las mujeres 

portadoras, sin embargo varios factores pueden modificar los 

niveles de 1a enzima en la misma mujer y hacer el diagnóstico poco 

preciso (9, l.38, l.57). 

Con l.a final.idad de mejorar el. diagnóstico de portadoras para l.a 

DMD/DMB en familias mexicanas con antecedentes de esta enfermedad, 

en el. presente trabajo se impl.ement6 el. diagnóstico mol.ecul.ar de 

portadoras para esta distrofia, utilizando repetidos en tándem de 

l.os nucl.e6tidos CA de 6 regiones diferentes del. gen DMD (intrones 

44, 45, 49, SO y extremos 5' y 3' del gen DMD). 

Hay al menos 3 ventajas en el. uso de estos 6 marcadores en el 
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diagnóstico molecular de portadoras para la DMD/DMB. La primera es 

acerca de 1a 1oca1izaci6n de éstos marcadores, 4 de e11oa se 

encuentran dentro de la región del gen DMD donde con mayor 

frecuencia se dan las deleciones genéticas (45, 54, 86). Esto 

facilita la detección de portadoras debido a que es mas fácil 

determinar el estado portador en una fami1ia, cuando las mujeres 

son hemicigotas para 1a de1eci6n. La segunda ventaja es que estos 

6 marcadores son útiles para descartar eventos de recombinación en 

el gen DMD. Chakraborty et. al (32) considera que mediante el uso 

de 2 secuencias en el punto caliente mayor de e1iminación del gen 

DMD y un marcador en cada uno de loa extremos de este gen, se 

pueden identificar eventos de recombinación dentro de1 gen y 

obtener información diagnóstica en casi todas las familias con 

DMD/DMB analizadas.. La tercera ventaja es que estas secuencias 

tienen un alto polimorfismo en las poblaciones estudiadas y pueden 

usarse para realizar estudios de ligamiento en familias con 

antecedentes de DMD/DMB. 

Este es el primer estudio en México, que describe el estado 

portador de mujeres en 

antecedentes de DMD/DMB, 

del gen DMD. 

riesgo pertenecientes a familias con 

haciendo uso de 6 repetidos de CA dentro 

Como se puede observar en la familia 1 de la Fig. 9, el diagnóstico 

de portadoras mediante el uso de los repetidos de CA es altamente 

informativo, ya que la mujer en riesgo (II2), se pudo definir como 
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portadora con 4 de 1as regiones del gen DMD analizadas. 

Como ya se comentó anteriormente una de las ventajas en el uso de 

los repetidos de CA en e1 diagnóstico de portadoras, es su alta 

heterocigosidad en las poblaciones estudiadas (11, 27, 52, 127) y 

probablemente en la nuestra (Estrada, J. comunicación personal). 

Esto permitió definir el estado portador de 2 mujeres de 1a familia 

2 (IS, I6), asumiendo haplotipos hipotéticos de sus progenitores, 

ya fallecidos (ver Fig. 10C). 

En la Fam. 3 (ver Fig. 11) ana1izada en este trabajo, existe una 

mujer (II4), que inicialmente se diagnosticó, desde e1 punto de 

vista clínico, como afectada por una DMB severa. Los criterios 

clínicos que sugirieron que ella padecía esa alteración fueron l.a 

edad en que dejo de caminar, que fue la misma que la de sus 

hermanos afectados (14 años de edad) los niveles elevados de CPK 

y alteraciones miopáticas compatibles con esta distrofia (Mercado 

R. comunicación personal). Los alelos obtenidos por la 

amplif icaci6n del DNA de las regiones de CA de los intrones 45 y 

50, de esta mujer (ver Fig 11) sugieren que está afectada por esta 

distrofia, ya que presenta e1 ale1o que segrega con 1a enfermedad. 

Su hermana no afectada (II3), no lo presenta . 

. se. han reportado pocos casos de mujeres afectadas por DMD/DMB e.n la 

población humana y se han explicado como resultado de una 

.inactivaci6n preferencial de1 cromosoma X no afectado, o por un 

alteración cromos6mica tipo 45 XO o translocaci6n X/autosómica 
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(132). Por lo anterior es necesario real.izar estudios 

complementarios que pudieran explicar las manifestaciones clínicas 

de 1-a. mujer II4 de esa familia, tales como un cariotipo y la 

determinación de l.a diatrofina en sus fibras musculares. Resul.tados 

preJ..iminares obtenidos, en nuestro laboratorio, mediante 

hibridaciones western, indican que esta mujer y sus hermanos 

afectados, carecen de distrofina muscular. 

El porcentaje de eventos de recombinaci6n en las familias 

estudiadas en este trabajo fue del 20%. Este valor es similar a1 

27% reportado por Clemens P. et. al. (32) El evento de 

recombinación detectado en la familia 4 se dio al igual que los 

reportados por Clemens P. et. al. (32) en el punto caliente mayor, 

el cual tiene una frecuencia de recombinación varias veces mayor a 

las otras regiones del. gen (1, 2, 38) .. Debido a este evento 

detectado en esta famil.ia (ver Fig. 12) no se pudo definir el. 

estado portador de l.as 3 mujeres en riesgo (II1, II2, II4), sin 

embargo mediante el uso de otras metodol.ogías mol.ecul.ares como l.a 

detección de eliminaciones por corte con RNAasa A (113) o el RT-PCR 

(133), se podría definir el estado. portador de esa mujeres .. 

La mujer I1 de la familia S (ver Fig. 13A) probablemente tenga 

moaaicismo gonadal. para la del.eci6n presente en su hijo, o bien 

este úl.timo tenga una mutación de novo. Se estima que el mosaicismo 

gonadal es un evento relativamente frecuente (12%) en fami1ias con 

DMD/DMB y puede tener implicaciones en J.a determinación portador 
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para esta enfermedad, debido a que se confundiría con una aparente 

mutación de novg en el gen DMD (62) . 

La región STR-44 fue el marcador mas informativo en la 

determinación de1 estado portador, en las familias analizadas en 

este trabajo. Sin embargo fue el segundo con mayor heterocigosidad 

(65. 2%) en 

(Estrada J. 

23 mujeres mexicanas no portadoras de la DMD/DMB 

comunicación personal). Powell J. et. al. (127) obtuvo 

un 47% de heterocigosidad para e1 marcador 3' del gen DMD, en 

población caucásica, sin embargo esta regi6n no fue informativa en 

ninguna de las familias mexicanas analizadas en este trabajo. 

Posiblemente esta diferencia sea resultado de las caracter~aticaa 

pecu1iarea de nuestra poblaci6n mest.iza.: 

El uso ge estas metodologias moleculares en el diagnóstico de 

portadoras para la DMD/DMB es importante debido a que en la mayoría 

de los casos son altamente informativas y mas fáciles de 

implementar que otra metodologias y permiten proporcionar un 

asesoramiento genético mas adecuado. 
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