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RESUMEN

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es la miopatia hereditaria
mas frecuente en la poblacién humana y afecta aproximadamente
1/3500 hombres. La DMD 'y su forma al&lica menos severa, la
distrofia muscular de Becker (DMB), se heredan de manera recesiva
ligada al sexo. La principal causa mutacional relacionada con esta
enfermedad es la delecién de »diversas regiones del gen.
Aproximadamente el 70% de los afectados la presentan.

En el presente trabajo se analizé la frecuencia y patrdén de
deleciones intragénicas en 61 enfermos de DMD/DMB Y se
identificaron portadoras en 5 familias con antecedentes para esta
enfermedad. ’ )

Mediante la amplifiéacién miltiple reportada por Chamberlain et al
y Beggs gt al se analizaron 15 regiones diferentes del gen DMD de
los afectados. El porcentaje de deleciones fue del 51% y la mayoria
de é&stas se localizaron entre los exones 44-52. En 16 de los
afectados se encontrs correlacién entre los datos clinicos y
moleculares.

con la finalidad de mejorar el diagndstico de portadoras para esta
enfermedad, se amplificaron por PCR las secuencias repetidas de
dinucledtidos de CA de los intrones 44, 45, 49, S0 y de dos
regiones en los extremos 5’ y 3’ del gen DMD. De las 21 mujeres en
riesgo pertenecientes a las 5 familias analizadas, 8 fuerxon
portadoras de DMD/DMB, con al menos un marcador. También fue
posible identificar un evento de recombinacién en el gen DMD de una

familia y mosaico gonadal en otra.



ABSTRACT.

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is the most common lethal

neuromuscular genetic disease, affecting approximately 1/3500
males. DMD and the allelic, milder and less common Becker muscular

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

most frequent mutations in DMD gene are deletions, affecting

aproximately 70% of the patients.

The aims of the present study were to analyze the frequency and
pattern of DMD gene deletion present in Mexican patients and to

identify the carrier status in females of the five DMD/BMD Mexican
families.

Sixty one unrelated Mexican patients with DMD/BMD were analyzed for
intragenic DMD gene'deletions, using the multiplex amplification of

15 deletion-prone exons described by Chamberlain et al and Beggs et
al. The percentage of the deletions was 51%, and the majorite of

them were located in exons 44-52. In 16 patients were correlation

between clinical and molecular data.

In order to improve carrier detection of Duchenne and Becker

muscular dystrophy dinucleotide segquences repeats (CA) of the

intrones 44, 45, 49, SO0 were used as well as two markers located at

the 5’ and 3’ ends of the DMD gene. Twenty one females were

studied, 8 of whom were at-risk STR haplotype. Furthermore, it was
posible to identify a recombination event in the DMD gene in one

family, and a gonadal mosaicism was found in another family.
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INTRODUCCION.

1. ENFERMEDADES GENETICAS.

La hexrencia de los rasgos fisicos y de enfermedades se conoce desde
la antigliedad; Hipd&crates sefiald gque algunas enfermedades como la
epilepsia se tramnsmitian, en ciertas familias, de manera similar
a otros rasgos como el color de ojos (11S). Sin embargo el concepto
de herencia gue se tenia antes del siglo XX era diferente al gque se
maneja en la actualidad, ya gque se creia gue las caracterigticas
hereditarias se mezclaban. Esta idea cambid con el redescubrimiento
de las leyes de Mendel, que establecen gue las caracteristicas
hereditarias son eqtidades independientes incapaces de mezclarse.
Posteriormente gracias a una serie de trabajos se demostrd gue
estas entidades se sitdan en los cromosomas Yy se llaman genes (25,

148) .

Las enfermedades genéticas que afectan a los humanos de clasifican
en cuatro grupos de acuerdo a como se heredan.

a) Enfermedades genéticas por mutacidn génica simple (mendeliana o
monogénica) . Estas alteraciones se pueden heredar de manera
dominante, recesiva, ligada al sexo u holandrica.

b) Enfermedades genéticas por aberraciones cromosémicas.

<) Enfermedades genéticas determinadas por mutaciones en el DNA
mitocondrial.

d) Enfermedades genéticas determinadas por desordenes poligénicos

y multifactoriales (1S, 115).



Las enfermedades genéticas monogénicas, gque son resultado de la

presencia de un gen anormal en el patrimonio genético de una linea
familiar y que se heredan de acuerdo a las leyes de Mendel, tienen
una incidencia de aproximadamente 5x10° nacimientos/afioc en el mundo

(148) .

Debido a la falta de terépia efectiva y los problemas gque causan
estos padecimientos en las familias afectadas, se han desarrollado
enfoques alternativos, como el diagndstico de individuos o fetos
afectados, mediante determinaciones bioguimicas. Mediante esta
técnica se ha logrado diagnosticar mids de 40 enfermedades genéticas
heredables (44, 1485. Gracias al desarrollo de la tecnologia del
DNA recombinante, el andlisis del DNA sirve para detectar anomalias
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 mas de 300
enfermedades monogénicas de humanos (29) . Numerosos grupos de
investigacidn estéan desarrollando nuevas metodologias que

pPermitiran corregir algunas enfermedades hereditarias, implantando
genes normales en las células de los enfermos mediante la terapia

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

2. LA DISTROFT MUS

Las distrofias musculares son enfermedades determinadas
genéticamente, cuya manifestacidn clinica principal es un
debijilitamiento muscular progresivo con una degeneracidédn muscular

2.



evidente por examinacidn bioguimica, histolégica Y
electromiografica. Existen tres grupos de distrofias musculares, de
acuerdo a su patrdn de herencia; distrofias musculares ligadas al
sexo, distrofias wmusculares autosdSmicas dominantes y distrofias
musculares autosSmicas recesivas (tabla 1) (5).

TABLA 1.
CLASIFICACION DE LAS DISTROFIAS DE ACUERDO A SU PATRON DE HERENCIA.

LIGADAS AL, SEXO AUTOSOMICA DOMINANTE AUTOSOMICA RECESIVA.

a. Distrofia a. Distrofia muscular a. Distrofia muscular
muscular de facicescapulohumoral. de cintura.
Duchenne-Becker.
b. Distrofia b. Distrofia
Emery-Dreifuss. Miotdnica.

c. Distrofia

musculax distal.

d. Distrofia

muscular ocular.

e. Distrofia

muscular

oculofaringea.

Las distrofias se clasifican también de acuerdo a la edad de
aparicién de los sintomas en los afectados, el grupo de miisculocs
involucrados,el grado de progresidn y el curso clinico (tabla 2)

3.



(5).
TABLA 2.

DIFERENCIAS ENTRE LAS DISTROFIAS.

DISTROFIA MODO DE EDAD DE REGIONES PROGRESION RETARDO
HERENCIA. APARICION. AFECTADAS. MENTAL.
DUCHENNE . LIGADO 3 aNos. CADERA Y RAPIDA. FRECUENTE
AL SEXO. HOMBROS .
FACIOES- DOMINANTE 1-2 HOMBROS, MODERADA . RARO.
CAPULOHUM. DECADA CINTURA,
CARA. .
DE CINTURA RECESIVA. VARIABLE . CINTURA VARIABLE. VARIABLE

PELVICA Y
HOMBROS .
OCULOFA- DOMINANTE 1-2 OCULAR, LENTA NO.
RINGEA. . DECADA FARINGE,
CUELLO Y
PELVIS.
"MIOTONICA DOMINANTE VARIABLE. PARPADO, VARIABI.;E B FRECUENTE
FARINGE,
CUELLO,
PELVIS,
MANOS .




3. 1A DISTROFIA MUSCULAR DUCHENNE-BECKER _(DMD) .

1. ASPECTOS CLINICOS Y GENETICA CLASICA DE LA DMD.

La DMD es, de todas las distrofias musculares, la mejor conocida
desde el punto de vista c¢linico y genético (5, 157).

La descripcidén inicial de la DMD se remonta al siglo pasado (1860)
vy fue dada por el fisidlogo francés G. Duchenne, describiendola
como una enfermedad donde se presenta un debilitamiento muscular

progresive, gue afecta a nifios (74, 76, 99).

Esta enfermadad es la mds comin y grave de las distrofias. Aungue
las anormalidades histopatoldgicas del misculo esquelético se han
detectado en los estados iniciales del desarrollo del feto, la
enfermedad aparece entre los 3-5 afios de edad (84). Se presenta
como una degeneracién muscular Yy una proliferacidén de tejido
conectivo y adipeso en el misculo (fibrosis endomisial), que
provoca una debilidad muscular progresiva, afectando tanmbién
misculo cardiaco y miisculo liso del tracto gastrointestinal (84,

99) .

El 97% de los nifios con DMD no puede caminar a la edad de 12 afios
Yy la mayoria de &stos mueren a finales de la segunda década de su
vida por neumonia o falla cardiaca, debido a un debilitamiento
progresivo de los misculos respiratorios o cardiacos (99).
Aproximadamente el 30% de los nifios afectados presenta retraso
mental, el cual no es progresivo ni estid correlacionado con 1la
gravedad de la enfermedad (5, 99).

5.



Los enfermos de DMD presentan niveles elevados de varias enzimas en

su suero, como la adolasa (ALD), la transaminasa oxalacética
glutimica del suero (SGOT), la deshidrogenasa l&ctica (LDH) y la
creatinina fosfocinasa (CPK). Esta Ultima enzima se presenta en

concentraciones de al menos 2 Srdenes de magnitud mayores respecto
al normal, en el suero de varones aféctados en etapas preclinicas
© clinicas iniciales (S, 157), por lo cual es una de las pruebas
mas utilizadas para el diagnéstico de la enfermedad (76) . El uso de
la determinacidén de los niveles de CPK como prueba en el
diagndstico prenatal no es recomendable debido a la alta frecuencia
de falsos negativos (5). Los niveles de esta enzima también se
encuentran elevados en aproximadamente el 70-75% de las mujeres
ﬁortadoras, sin embargo no es concluyente utilizar este pardmetro
para la determinacién de portadoras ya gque 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,

138, 157) . ,

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 m&s lento.
La incapacidad para éaminar a los 12 afios, se ha usado como unc de
los critexrios para diferenciar a las dos distrofias, sin embargo la
DMB es mas heterogénea que la DMD de tal forma que algunos enfermos
con DMB presentan sintomas de la enfermedad en la primera década de
su vida y otros hasta la tercera o cuarta década (99). Los enfermos

6.



de esta distrofia raramente presentan retraso mental, y suelen ser
confundidos con otros tipos de distrofias musculares. En algunos
casos solo examinando la alteracidn mutacional en el gen se puede

aclarar el diagnéstico (6, 58, 99).

L.a 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 inactivacidén al azar del cromosoma X en las mujeres
portadoras se ha estimado gque aproximadamente el 8% de &stas tienen

alguna manifestaciédn clinica de la enfermedad (157).

La mayoria de las estimaciones de la incidencia de la DMD en la
poblacidén humana van de un rangoe de 2.7-2.9x10%(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 mutacidédn calculado para el gen, es de aproximadamente
1x10™*, el cual es uno de los mias 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
muﬁaciones 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 generaciones anteriores

7.



(157) .

Para el tratamiento de la DMD/DMB se han probado un buen nfimero de
drogés que incluyen esteroides, vitaminas y minerales. Actualmente
el glucocorticoide alfa metilprednisolone ha resultado ser una
posible alternativa en el tratamiento de esta distrofia, debido a
sus propiedades miogénicas en mioblastos en cultivo (53, 65, 104,
123) . Otras metodologias gque podridn ser importantes en el
tratamiento de esta distrofia son, el trasplante de mioblastos

(121, 122), la inyeccién de DNA directamente en la fibra muscular

(3, 155) ¥y la terapia génica usando vectores virales (48, 130).

Existen varios modelos animales de la DMD/DMB; ratones mdx, ratones
mdx?®, perros cxmd y gatos deficientes en distrofina. Los ratones
mdx sSon mas usados, a pesar de que la fibrosis endomisial y la
pérdida gradual de fibras musculares no se presenta en estos

animales (31, 28, 92, 139, 140).

2. GENETICA MOLECULAR DE LA DMD/DMB.

El desarrollo de la Bioclogfia Molecular en los dos Gltimos decenios
ha facilitado aislar genes a partir de secuencias de DNA clonadas,
s8in necesidad de conocer el producto del gen. Esta técnica conocida
como clonaje posicioconal (110) permitié localizar el gen responséble
de la DMD/DMB en la banda Xp21 del brazo corto del cromosoma X,
utilizando las tres estrategias siguientes (157): '
a) Puntos de intercambio de translocaciones en mujeres con DMD/DMB.

8.



La primeras translocaciones en nifias afectadas con DMD/DMB fueron
descritas a finales de los 70‘s y principios de los 80‘s (50, 79,
96, 144, 1S9). Ellas presentaban translocaciones autosdmicas de
neovo con puntos de rompimiento en la banda Xp2l. Estas nifias
Presentaron translocaciones en uno de sus cromosomas X, el por qgqué
presentaban DMD/DMB, a pesar de tenexr dos cromosomas X,
posiblemente se debid a gque por el tipo de rearreglo presentaban
una inactivacién selectiva del cromosoma X normal (100, 132, 157).
Por an&lisis de bandeo de alta resolucidén se encontrd gque existia
una distribucién heterogé&nea de los puntos de intercambio de las

traslocaciones en la banda Xp2l1l, encontrindose la mayoria en Xp21l.2

(157) .

b) Estudios en familias con antecedentes de DMD/DMB usando sondas
de DNA gue detectan fragmentos de restriccidén polimdrficos en
tamafic (RFLP‘’s8) (153) en el cromosoma humano X.

Las primeras sondas que sirvieron para detectar RFLP’s ligados a la
DMD/DMB fueron RC8 (112) y L1.28 (43). Ambos fragmentos flanquean
al gen DMD, a 20 centimorgans (cM) de éste (157). Se han descrito
otras sondas cercanas al gen siendo las C7 y 754 las mas cercanasg
(47, 75). En 1985 con el uso de sondas gue reconocian secuencias de

DNA localizadas dentro del gen DMD, se demostrd gque la DMB es

alélica a la DMD (83).

c) Enfermos con fenotipo complejo gque incluian a la DMD/DMB.
La tercera linea de evidencia gque mostrd que el gen DMD egtd en la
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banda Xp21 provino en 1985 de enfermos con fenotipo complejo, gue

enfermedad granulomatosa crdnica

aparte de tener DMD/DMB, tenfan
Por

(CGD), fenotipo Mc Leod (XK) ¥ retinitis pigmentosa (RP).

andlisis citogené&ético de alta resolucién se encontrd que la

alteracidén correspondia a una pedquefia delecidn en las bandas Xp21l.1

Yy Xp2l.2 (deleci&n BB) (S5).

Una vez localizada la posicidn del gen DMD, se clonaron segmentos

de DNA del locus DMD, mediante dos estrategias (157).

a) Clonaje mediante la té&cnica de reasociacidén mejoraida con fenol
(PERT) .

En esta técnica se sgseleccionaron fragmentos de DNA gue
estaban ausentes en enfermos de DMD/DMB (delecidén BB) . Las muestras

de DNA usadas en esta técnica provin:f.eron de enfermos con DMD/DMB

(deleciSn BB) y DNA aislado de una line:s de células linfoides

humanas 49 (XXXXY)

Y cortado con la enzima Mbol.
Se analizé si las clonas obtenidas mapeakan dentro de la delecidn

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

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

PERT87 no se encontrd en 5/57 enfermos de DMD y si en personas sin

DMD/DMB (90, 106). Con la técnica de "caminando sobre el cromosoma

normal en- sentido bidireccional, se construyd un fragmento de

xIV
(90,

220 kb, a partir de la clona pERTSB87,
Durante el desarrollo de esta té€cnica se obtuvieron varios

nombrandose locus DXS164

108) .
fragmentos que fueron repartidos en varios laboratorios del mundo,

para analizar el DNA de enfermos con DMD/DMB y se encontrd que de
1346 enfermos de DMD/DMB analizados, 884 tuvieron deleciones, las
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cuales se extendian en diferentes direcciones. Estos datos también
mostraron que existe una parte del gen DMD en el locus DXS164 y ase

confirm$ que la DMB es alé&lica a la DMD (21, 108).

b) Clonacién de translocaciones del gen DMD unidas a genes RNAr.
Esta metodologia se aprovechd de la identificacidén de una mujer con

DMD que tenia una translocaciédn de la zona Xp2l.1, a una zona del

cromosoma 21 gue tiene genes en té&ndem, que codifican para los RNA

188 y 288 (144, 156). La metodologia consistidé en hibridar sondas
de RNAXr contra el sector translocado, una vez localizado el

fragmento, se clond (129). El1 segmento clonado se selecciond en

células sométicas hibridas de ratSn, de tal manera que solo hubiera
"una sola fuente de RNAr (157). La clona obtenida se denominé XJ1 Y

contenia 620 pb de RNAr, en un extremo, y cerca de 11 kpb del

cromosoma X, en el otro extremo. Esta clona se usd para producir el

locus DXS206, por la técnica de caminando sobre el cromosoma X

normal (157).

Una vez que se tuvieron localizados los loci DXS164 y DXS206 y gue

existia cierta seguridad de gque ambos estaban dentro del gen DMD,

se usaron ambos para localizar exones dentro de é&ste. La estrategia

consistid en hibridar subclonas gendmicas individuales con
secuencias expresadas (RNA © c¢DNA) de misculo y/o probar con

secuencias conservadas de varias especies (23, 157). Los primeros

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

El gen normal de DMD es el locus m&s grande conocido, contiene al
menos 79 exones distribuidos sobre aproximadamente 2.4x10° pb del
cromosoma X humano y ocupa el 1% del DNA de este cromosoma (23, 62,
86, 135). Se considera que este gen esti altamente conservado en la
evolucidn, posiblemente debido a su gran tamafio y ﬁlto namerc de
excnes (68). Los intrones suman aproximadamente 2 magapares de
bases, siendo algunos de ellos enormes, comoc el intron 1 de la
distrofina cerebral cuya longitud es de 400 kpb (19, 92).

El gen de la DMD presenta una alta tasa de mutaciédn posiblemente

por su gran tamafio (4, 111).

Hasta el momento se han reportado S promotores diferentes en el gen
DMD. Tres de e@ellos se encuentran en el extremo S’ del gen, los
productos gque se transcriben a partir de cada uno de é&stos se
diferencian por el primer exon y por el tejido donde se expresa su
proteina. Los otros dos promotores se encuentran hacia el extremo
3’ del gen DMD: uno entre los exones 55-56 (promotor de Dp 116) y
otro entre los exones 62-63 (promotor de Dp 71) (19, 24, 60, 84,
93) . Recientemente se raportd una nueva proteina codificada por el
gen DMD. Esta se denomina Dpl40 y el promotor gque la produce

posiblemente se encuentre en el intron 44 (95).

A partir de estos promotores se transcriben 6 RNAm’s diferentes,
los cuales son traducidos en S proteinas pertenecientes a la
familia de las proteinas relacionadas con la distrofina (ver mas
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adelante) (16). El1 transcrito mejor conocido de este gen es el
muscular que fue detectado por hibridaciones tipo "Northern", a
partir de RNAm total de misculo esguelé&tico de fetos y adultos
humanos (68, 107). La cantidad en misculo esquelético va de 0.02-
0.1% del total de RNAm y también se encuentra en misculo liso y
tejido cerebral a unos porcentajes del S%¥ y 1% respecto a los
niveles en misculo esquelé&tico (33, 36, 116, 117). Un transcrito
similar se ha detectado en misculo esquelé&tico de ratdn normal (33,
68), el cual tiene una similitud del 90% con el transcrito humano,

en las porciones comparadas (68, 86).

Se sabe que la transcripcién del gen DMD que produce la distrofina
muscular, da inicio cuan&o los mioblastos empiezan a diferenciarse
en fibras musculares multinucleadasf de una forma similar a lo que
se da en otros genes misculo especificos (84, 94, 116). Sin embargo
se ha demostrado por transcripcién ilegitima gue este gen se

transcribe a un nivel basal en diversas lineas celulares no

musculares (36, 37).

4. DISTROFINA; EL PRODUCTO DEL GEN DMD.

lLa proteina producida por el gen bMD se identificd en misculo
esguelético de humanos Y ratonés por inmunotransferencia,
utilizando anticuerpos policlonales dirigidos contra una proteina
de fusidn en la cual se encontraba expresada una regidn del gen DMD
(69, 99) . La proteina denominada distrxofina, se encuentra
principalmente en misculo esquelético, cardfaco y liso de humanos
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Y ratones, a niveles equivalentes tanto en tejido de adultos como
de fetos (69, 72). En contraste con los diferentes niveles del RNAm
del gen DMD en los diversos tejidos musculares estudiados, se ha
reportado que los niveles de distrofina son similares en éstos (72,
94). Esta proteina también se encuentra, en bajos niveles, en

células de la corteza cerebral y médula espinal (84) .

A partir de la secuencia de nuclesdStidos del cDNA del gen DMD gue

fue publicada en 1988 (87), se propuso la secuencia de aminodcidos

para la distrofina. Esta proteina estid formada de 3688 aminoacidos,

dispuestos en 4 dominios: a) El dominio amino est& formado de 240

aminocdcidos y es similar en secuencia y funcidén a la alfa actinina,

una proteina de unién a los filamentos de actina (64, 97, 105). b)

El segundo dominio tiene 2700 aminodcidos dispuestos en 24
repetidos homélogos, cada uno con 109 aminodcidos en promedio,
dispuestos a manera de triples alfa hélices. Este dominio es
similar a la espectrina, un componente del citoesqueleto de losa

eritrocitos Y posiblemente forme hileras largas y flexibles (4,

87). <) El tercer dominio con 150 aminodcidos es rico en cistefna
Yy se parece al tercer dominio de la alfa actinina de Rictyoptelium

digcoideum. d) El1l cuarto dominio, el carboxilo terminal, con 420

aminodcidos presenta homologia solamente con la utrxrofina, una

proteina producida por un gen localizado en el cromosoma 6424

e interactia con varias proteinas transmembranales, donde

16, 92, 97,

humano,
forma los complejos distroglicano y sarcoglicano (4,

158) -
14.



Mediante Inmunofluorecencia se ha establecido que la distrofina se
encuentra en las membranas plasmiticas de todos los midsculos,
probablemente en la bicapa lipfdica (4, 17, 70, 83, 147).

Debido a gue la distrofina se encuentra en diversas membranas de
células especializadas posiblemente sea una molécula
multifuncional. Algunas de las funciones gue se han sugerido para
esta proteina son: a) Estabilidad de la membrana: la distrofina
puede estabilizar la membrana durante los procesos de contraccidn

muscular. b) Transduccién de fuerza: la distrofina puede ser el

vinculo entre la fuerza contractil producida en el dominio
intracelular con el ambiente extracelular. c¢) Organizacidn en
membranas especializadas: La distrofina podria en tejidos no

contxactiles organizar la topologfa de la membrana o mantener las

concentraciones de los componentes de la membrana (4, 73, 92).
En la tabla 3 'se muestran los nombres de las diversas proteinas de

la familia de la distrofina, sus pesos moleculares, en gque tejido

se producen Yy a partir de que RNAm se traducen.
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TABLA 3.
PROTEINAS DE LA FAMILIA DE LAS DISTROFINAS.

NOMBRE . RNAmM. PM. TEJIDO.
Distrofina muscular. 14kb. 427kD. Miasculo estriado,
cardiaco y

liso.
Distrofina cerebral. 14kb. 427kD. Neuronas corticales.
Discfofina de células 14kb. ND. Células cerebrales

de Purkinje. - de Purkinje.

Dp 11s6. 5.2kb. 116kD. Cé€lulas Schwann.
Dp 71. 4.8Kb. 70-80kD. Cerebro, cé&lulas
no musculares y
células Stem.
Dp 140. 7.5Kb. 140kD. Sistema nervioso
central.

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

ENFERMOS DE DMD/DMB.
Aproximadamente del 60-70% de los enfermos de DMD tienen deleciones

en el locus DMD (46, 82, 93, 99). Estas son heterogéneas en

extensidén y posicidn, sin embargo existen al menos dos puntos

calientes de inicio de deleciocnes en intrones, denominados "punto
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caliente mayor" y "punto caliente menor" (45, 54, 86). El mayor se

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

este intron cuyo tamafic es muy grande (46, 87, 120). El1 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 deleciones se extienden en direccién 5 y 3’, en el

punto caliente menor, en cambio en el mayor solo se extienden en

dirececidén 3’. b) El1 tamafio de las deleciones es heterogé&neo en el
menor, no asi en el mayor, donde el tamafio de las deleciones es de
aproximadamente 200 Kb. c¢) Se han detectado duplicaciones en
enfermos de DMD/DMB, encontrindose aproximadamente el 70% de éstas
en el punto caliente menof (77). A4) L;s mutaciones relacionadas con

la DMB se localizan principalmente en el punto caliente mayor.

No esta claro por qué las deleciones se originan en estas regiones,
sin embargo, se han propuestec dos hipdStesis, la primera propone la
existencia de secuencias peculiares dentro de los intrones, Qque

podrian aumentar la frecuencia de deleciocnes. La segunda plantea

que los intrones son muy grandes y por lo tanto su tamafio facilita
ser blanco de deleciones (52). Para el caso de la primera propuesta
se ha demogstrado al menos en dos enfermos de DMD/DMB gue tenian una

delecidén a partir del intron 43, que una secuencia similar a un

(élemenca transponible humano de la familia THE-~1)
(124) .

transposon

pudiera estar involucrada en la inestabilidad de esa zona
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Se han detectado al menos 35% de enfermos de DMD, gque no presentan
deleciones (77, 92), probablemente tengan microdeleciones o
mutaciones puntuales. Estas tdltimas se han localizado en varios
enfermos con DMD/DMB, su distribucidén es heterogénea, aungue los
exones 70 y 72 son los gque las presentan con mayor frecuencia (82,

128, 134).

No se ha encontrado correlacidén entre posicidn-extensidn de la
delecién en el gen DMD, con gravedad de la enfermedad, (92, 99), en
si se han detectado casos de deleciones gque no corresponden con el
fenotipo esperado, por ejemplo existen dos casos reportados de DMB,
cuyo anidlisis molecular mostrd que tenian deleciones mayores, al

menos dos exones mids, que enfermos gue tenian DMD.

Con lo gque respecta al retraso mental se ha reportado una relacidn
estadisticamente significativa entre delecidn de la regidn gue
comprende los exones 45-52 y retrasco mental en los enfermos de DMD
(95, 131). Deleciones en esa regién pueden afectar la expresidn de
la distrofina de 427kD y la DP140 y no la de Dpll6é y Dp71l, lo cual
sugiere que la Dpl40 o alguna de las distrofinas grandes, pudieran
tener un papel importante en el Sistema mnervioso central y

posiblemente en el retraso mental (95).

Debido a que no existe una correlacién entre posicidn-extensidn de
la delecidn y gravedad de la enfermedad, se ha propuesto la
hipdétesis del marco de lectura (109), qgue bisicamente plantea gque
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los enfermos de DMD sufrieron una delecidn que rompid el marco de
lectura del gen DMD y por lo tante se produjo una distrofina
truncada. En cambio la delecidn en los enfermos de DMB nc rompid el
marco de lectura y por lo tanto se produjo una distrofina mas
pequefia pero parcialmente funcional. Esta hipdtesis se apoya en
evidencias experimentales como la inmunotransferencia con la gque se
demostrd que la distrofina estid ausente en enfermos DMD (<3%) ¥y
presente a ciertos niveles (>10%) © con un tamafio diferente en los
enfermos de DMB (71) . Esta regla del marco de lectura ha explicado
el 92% de la deleciocnes 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 reiniciacidén a partir de un
promotor criptico 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 pequefia poblacién de

los transcritos (63).

Se ha propuesto un mapa patoldgico-funcional de la distrofina en
base al estudio de la distribucién de las deleciones en los
enfermos DMD/DMB analizados. En este se propone que deleciones en
el dominjo amino terminal ocasionan un fenotipo variable pero grave
de DMB. -Las deleciones en el segundo dominio parecen sex
dispensables debido a que ocasionan un fenotipo muy leve o atipico.
Deleciones en el tercer dominio provocan una DMB tipica. Con unas
cuantas excepciones las deleciones en el dominioc 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 méds trabajado, se han detectado transcritos del gen DMD

murinico (DMDm) en los ratones homocigotos mdx, pero a un nivel del

16% respecto a los ratones no mdx (33), sin embargo en los primeros

no se encontrd distrofina usando anticuerpos policlonales contra

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

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

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

codon de terminacién gue produce una distrofina truncada, con solo

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

Por otro lado, los ratones mdx presentan una aparente contradiccidn

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

los loci DMD de ambas especies son aparentemente iguales a nivel

traduccional (no presencia de distrofina), a nivel histoldgico son

diferentes; los ratones mdx no presentan fibrosis endomesial,

ademas de gque no mueren por la falta de la distrofina. Esto plantea

la posibilidad 4de gque existan otros factores desconocidos que

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

© bien las otras distrofinas, como la utrofina, puedan dar esas

diferencias (4, 16).

6. APLICACIONES CLINICAS.

Con el aislamiento y caracterxrizacidn del gen DMD, ahora es posible

evaluar a los enfermos con DMD y a sus familiares, utilizando

sondas genSmicas, sondas de ¢DNA y secuencias repetidas variables
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presentes en el mismo gen (27, 35, 41, 49, 62, Be6, 87, 119, 124,

138, 151) .

L.as sondas genSmicas compuestas en su mayorjia de secuencias no
codificadoras (intrones), pueden detectar fragmentos de restriccidn
polimébrficos en el tamafio (RFLP’s) dentro o alrededor del gen DMD
Yy usarse en estudios de ligamiento (62).

L.as sondas de cDNA identifican regiones codificadoras (exones) del
gen DMD. Estas sondas son menos usadas come marcadores genéticos ya
que los segmentos de DNA que reconocen son menos variables gue los
segmentos no codificadores, sin embargo han sido utiles para

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

El estudioc molecular de la DMD/DMB se ha realizado por 4 té&cnicas

diferentes.
a) RFLP’s (153) . Existen una serie de sondas gendmicas que detectan
RFLP’s (Gtiles para estudica de ligamiento) . La metodologia basica

consiste en obtener DNA de leucocitos, en caso de fetos de biopsia
de las vellosidades coridnicas o de ligquido amnidtico (44) . E1 DNA
es aislado y una vez restringido se realizan hibridaciones tipo
"Southern", con una sonda radioactiva. Esta técnica presenta una
serie de problemas en el diagnéstico molecular de la DMD/DMB, que
tienen que ver con el gran tamafio y la alta frecuencia‘ de
recombinacidn intragénica reportada, para este gen (2, 135). Para
evitar esto se recomienda usar de 10 a 20 sondas genSmicas, 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 metodologia es
que el andlisis 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 crusa mutacional en éste.

b) Deteccidn de deleciones. Las sondas gendmicas y de cDNA pueden

detectar deleciones en el gen DMD. lLa metodologia basica es la

misma a la usada en los RFLP’sS y tiene varias ventajas, respecto a

la anterior, ya gque la demostracidn del defecto en el gen es

directa por 1o que los eventos de recombinacién no son un problema.

La certeza del diagndstico cuando ocurre la deteccidn ‘de 1la

delecidn en el gen es del 100%. Las sondas gendmicas detectan

deleciones solo en el 10-20% de los enfermos de DMD, utilizando
todas las sondas de cDNA del gen DMD se pueden detectar

aproximadamente un 55% de mutaciones (deleciocnes y duplicacicones)

en el gen (67, 77, 86).
Con el desarrollo de la técnica de amplificacidn en cadena de la
la deteccidn de las deleciones en el gen DMD de

se ha facilitado

polimerasa (PCR},
los individuos afectados por esta enfermedad,
enormemente. Actualmente existen varios paquetes de amplificacidn
midltiple, como el 9 plex o el 5 plex (10, 35), gue amplifican
conjuntamente varias regiones de los puntos calientes de origen de

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

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

mutaciones en los individuos 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 utilidad, ya gque é&stas
dltimas son la causa mutacional principal relacionada con la
enfermedad, sin embargo la informacién generada se debe manejar con
precaucidn, ya que existe un reporte de una persona sin DMD/DMB que

presenta una delecidén en el gen DMD (89) .

Con lo qgque respecta a las mujeres portadoras, en é&stas se pueden
detectar deleciones mediante un Southern cuantitativo. Con esta
técnica se puede saber si una mujer es hemicigota (portaria la
delecidén en uno de sus cromosomas X) para una regidén del gen DMD y
por lo tanto ser portadora. Sin embarge esta técnica requiere de
una comparacidn cuidadosa de la intensidad de las bandas de los
exones deletados y no deletados en la posible portadora, lo que
provoca que los resultados obtenidos del andlisis pueden sex en un
buen ndmero de casos subjetivos, ademds de consumir una buena
cantidad de tiempo y ser caros (62, 66, 102, 138).

c) Microsatélites. Los microsatélites son secuencias de DNA de 1-5
nucledtidos de longitud, de composicién variable, presentes en la
eucromatina de los cromosomas Y pertenecen a las secuencias
denominadas secuencias variables repetidas en téadndem (VNTR'Ss)
(151) . Debido a que estas secuencias se heredan de wmanera
mendeliana, son altamente polimérficas, estén ampliaménte
distribuidas y pueden ser detectadas en una secuencia de DNA de
manera relativamente sencilla, por ejemplo por PCR, son de gran
utilidad en el diagndstico molecular de enfermedades hereditarias,

23.



asi como en estudios para la identificacidén de individuos (150,
151) . Se estima que existen de 50,000 a 100,000 de un tipo de estas
secuencias en el genoma humanco, las (dC-da)n- (dG-dT)n, también
nombradas (CA)n. Estas secuencias de solo dos nucledtidos de
longitud, que sSse repiten muchas veces pertenecen a la subclase de
secuencias cortas repetidas en tandem (STR’s).

Se han descrito secuencias STR de CA en el gen DMD, una en la
regién UTR 3’, una en el intron 63, cuatro en la regidn S’ y una en
cada uno de los intrones 44, 45, 49 y 50 y se ha demostradc gue son
de gran utilidad en el diagndéstico de portadoras para la DMD/DMB

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

d) Deteccidn de la distrofina. Debido a que se conoce el producto
del gen de la DMD, la distrofina, la deteccién de é&ésta se puede
usar en el diagnéstico de DMD, principalmente en enfermos sin
deleciones en €l DNA © con caracteristicas atipicas.

La distrofina esatd presente en el miGsculo normal, ausente en
enfermos de DMD y presente a bajos niveles © con una movilidad
alterada en enfermos de DMB (71). Para detectar la distrofina por
inmunotransferencia se requiere de misculo obtenido por biopsia.
Esta prueba es muy sensible y especifica ; mas del 90% de los
enfermos de DMD no presentan distrofina y aproximadamente el 90% de

los controles presentan niveles normales de la proteina (62, 71).
El uso de dos anticuerpos diferentes, dirigidos contra los dominios

amino y carboxilo terminal de la distrofina permite, mediante
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inmunotransferencia, diferenciar a un enfermo de Duchenne de un
Becker (21) . Por estudios inmunohistogquimicos utilizando
anticuerpos contra la distrofina, es posible detectar portadoras
(17, 18).

Actualmenté sSe cuenta con una buena cantidad de anticuerpos contra
diversas regiones de la distrofina, 1lo gque permite tener un
diagndstico mas certero de la DMD/DMB, o bien un conocimiento de la

importancia de los diversos dominios de la proteina (114).

e) Posibles errores en la interpretacidén del diagnéstico molecular.
Existen al menos tres fuentes potenciales de error en la prediccidn
de fiesgo genético para la DMD/DMB, utilizando el diagndstico
molecular: a) Recombinacién intragénica. Se ha reportado una alta
frecuencia de recombinacidén para este locus (1, 2, 38),
posiblemente por el tamafio tan grande del gen. La recombinacidn
puede ocasionar un diagnéstico de portadoras o prenatal equivocado.
Este riesgo es mayor cuando la causa mutacional de la enfermedad no
es conocida. El1 problema s3e puede solventar usando diferentes
marcadores. Para tener una certeza del 99.6% en el diagndstico de
portadoras © prenatal, esg conveniente utilizar al menos S
secuencias de repetidos de CA en losg extremos 5’ y 3’ del gen y

otros en la Zona central de éste. (27, 32, 62, 119).

b) Heterogeneidad gené&tica. Algunas manifestaciones clinicas o
fenotipicas 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 nifias y hiﬁos con esta
enfermedad, que aparentemente pregentan cariotipo normal (137,
143), en algunocs de estos enfermos analizados los niveles de
distrofina en misculo fueron normales y el andlisis molecular del
gen DMD no reveld anormalidades (62). Posiblemente la causa de la
enfermedad en éstos individuos se deba a un desorden autosdmico
rece_sivo raroc, como la distrofia muscular de cintura (LGMD), qgque en
varios casos es indistinguible de la DMB (6). Recientemente se han
descrito al menos 4 variedades diferentes de la LGMD (tipo 2A, 2C,

2D y 2E) y otras distrofias gue se pueden confundir con la DMB,

como la Distrofia muscular autosSmica recesiva (ARMD), la Distrofia
muscular autosSmica recesiva severa de infantes (SCARMD) Yy 1la
Distrofia muscular congenita (CMD). Todas estas distrofias son

resultado de alteraciones en los diferentes componentes del
complejo sarcoglicano, que se encuentra asociado a la distrofina en

la fibra muscular (158).

c) Mosaicismo germinal. Se han descrito varios casos de mujeres gue
no pfesentan deleciones en el gen DMD en el DNA de sus linfocitos,
sin embargc tuvieron mi&s de un hijo con DMD/DMB y deleciones en el
gen DMD. Esto se pudo haber dado por un mutacién en la linea de
células gonadales de esas mujeres, gue ocasiond que algunos
ovocitos tuvieran la deleciédn y otros no (8, 40).

El riesgo de que ocurra este evento puede serxr alto.’ (14%) , pér 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 mutacioén de novo (62). Un problema que ha complicado mas el
fenSmeno del mosaicismo germinal en la DMD/DMB, es la demostracidén
de que algunas mujeres portadoras de la DMD/DMB, aparte de tener

mosaicismo germinal, tienen mosaicismo somitico (22).

4. OBJETIVOS.

1. Objetivos generales.

- Analizar el patréh de deleciones en el gen DMD, en enfermos

mexicanos de DMD/DMB.

- Establecer el diagnéstico de portadoras de 1la DMD/DMB, en

familias mexicanas.

2. Objetivos particulares.
- Aislamiento del DNA gendmico, obtenido de leucocitos de pacientes
con DMD, sus familiares y personas normales, para crear un banco de
DNA de familias con DMD.
- Establecimiento del mé&todo de PCR utilizando los paguetes de
amplificacién miltiple 9 y 5 plex.
- AnAalisis de las deleciones presentes en el gen DMD, en los
individuos afectados, usando la técnica de amplificacién en cadena
de la polimerasa (PCR) e hibridaciones Southern.
- An&lisis de la correlacién entre la localizacién de las
deleciones del gen DMD y el fenotipo de la enfermedad, en los
individuos afectados por DMD/DMB.
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- Identificacifn de portadoras para la DMD/DMB, mediante eil

diagnéstico molecular, en familias con antecedentes de DMD/DMB.

JUSTIFICACION.

El diagnéstico wmolecular de individuos afectados y posibles

portadoras de la DMD/DMB es una necesidad dentro del campo de la ’
medicina preventiva, ya que permite tener en muchos casos una

certeza diagnSstica del 100% y evitar a las familias en riesgo las

severas cargas psicosociales y econSmicas gue produce esta

enfermedad, disminuyendo tambié&n las cargas médico-asistenciales al

hacer posible el diagnéstico de la enfermedad.

El conocimiénco molecular de la enfermedad podria facilitar en el

futuro, el desarrollo de la terapia génica contra esta alteracidn.

METODOS.

1. Diagnéstico clfnico de la DMD/DMB y clasificacidén clfnica de
esta enfermedad, en los individuos afectados.

El diagnéstico clinico de la DMD/DMB sSe hizo mediante diversas
pruebas clinicas y de laboratorio como, determinacidén en el sueroc
de los afectados de la enzima muscular cretinina fosfocinasa (CPK) ,
estudios histol&Sgicos en biopsias musculares para dJdeterminar

cambios miop&ticos y estudiocs electromiogrdficos.
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Los individuos efectados fueron clasificados en no ambulatorios y
ampulatorioa. En el primer grupo el padecimiento fue clasificado
cééb DMD, 8i los enfermos dejaron de caminar antes de los 12 afics
de edad y como DMB 8f continuaban caminando después de los 16 afios.
Los afectados fueron clasificados como intermedios si dejaron de
caminar entre los 12-16 afios de edad. En el segundo grupo los
enfermos fueron clasificados como DMD ©o DMB de acuerdo a su
evolucién clinica e historia familiar. La severidad fenotipica
también fue determinida de acuerdo a los criterios propuestos por
Vignoa, P. J.at. al. (146), los cuales evaluan la marcha y postura
de los po-ible- afectados.

Los afectados por esta distrofia, sus padres y abuelos analizados

en este estudio, nacieron en México.

Cuarenta y un distr&ficos pertenecen al Hospital Infantil de Mé&xico
"Dr. Federico GSmez®", 8 al Centro Médico Nacional XXI-IMSs, 7 al
Hospital General-SSA, 4 al Instituto Nacional de Ortopedia y 1 al
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia "Manuel VelidAzgquez

Suidrez".

2. Método para extraer DNA a partir de sangre periférica usando SDS

y Cloruro de Sodio (80).

Se tomaron 15 ml. de sangre periférica de un ind;viduo en un tubo

que contenfa 2.5 ml. de EDTA al 0.5% (pH=7.6) (No debe usarse

heparina porgque inhibe la acciétn de las enzimas de restriccidn).

Se dividib la muestra en dos y se centrifugd a 3 krpm durante 10
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min. a temperatura ambiente. A partir de aquil las muestrxas se

trabajaron de manera independiente y en forma idéntica.

Se tomd con una pipeta Pasteur la capa de leucocitos (capa blanca)
de la superficie del pagquete (interfase), sin importar que hubieran
eritrocitos contaminantes. Esta fase se pasS a un tubo limpio ¥y
esterilizado (Corex o Falcon). Se agregaron al t:gbo de 30 a 40 ml.
de la solucién RCLB (Tris 10mM PH=7.6, Cloruro de magnesio 5mM y
Cloruro de sodic 10mM) . Se cubrid el tubo con parafilm y se agitsd
fuertemente. Se centrifugd a la muestra 3 Krpm, 10 min. a
temperatura ambiente. Se elimind el sobrenadante, de preferencia
usando vacfio, evitando eliminar la pastilla de leucocitos. Se
repitieron los pasos 4, 5 y 6 al menos dos veces mis, hasta que la

pastilla de leucocitos estaba blanca.

Se resuspendis la pastilla en 886 ul. de Cloruro de Sodio 5mM
agitando fuertemente con pipeta Gilson y se pasd la muestxa a un
tuboc eppendorff esterilizado. Se agregd al tubo 46 ul. de SDS al
10% Yy este se agitdé cerrado fuertemente. Se agregd 308 ul. de
cloruro de sodio saturado al tubo y éste se agitS cerrado
fuertemente. Se centrifugd el tubo 30 min. a 15 Krpm a temperatura
ambiente, se tom& el sobrenadante y se realizaron con el 2
extracciones fenélicas (25:24:1 fenol:cloroformo:isocamilico). Se
precipitd el DNA con 1 volumen de isopropancl o 2 voldmenes de
etancol (no es necesario agregar sal en la precipitacifSn). Se lavd
la pastilla 2 veces con etancl al 70% y se reuspendié la pastilla

30.



en S00 ul de agua desionizada esterilizada.

Finalmente se determind la concentracién y grado de pureza del DNA

por espectrofotometria Y gel (136) . La determinacién de la

concentraciém del DNA se realizéd de la siguiente manera. En una
celdilla de cuarzo con 400 ul. de agua destilada se resuspendid 4
ul. de la solucién de DNA problema y se dgterminé la densidad
Sptica de la solucidén mediante la léétura a 260 nandSmetros en un
espectro Beckman Du-40. Considerando que una densidad Sptica de DNA

bicatenario es igual a 50 ug./ml. se calculd la concentracidn del

DNA problema.

Para establecer el grado de pureza de la solucién de DNA se

determind el cociente 260/280. También se estimé la concentracidén

del DNA en gel mediante la intensidad de fluorecencia del DNA

tefiido con bromuro de etidio, a través de un transiluminador de UV.

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

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

BRL) .

3. Método para extraer DNA plasmfdico (136).

Se crecidé la bacteria con el plédsmido en Sml. de Luria (en 1 1lt. de

agua destilada se disoclvié 10 g. de triptona, 5 g. de extracto de

levadura, 10 g. de cloruro de sodio, 1 ml. de hidréxido de sodioc 2M

Yy esterilizar), més ampicilina (20 ug/ml), durante 12 hrs. a 37°C,

con agitaciédn.
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- Se centrifugsd el cultivo a 10 Krpm por 10 min. a 4°C, se elimind el
sobrenadante y se resuspendis la pastilla en 200 ul de la solucidn
I (SOmM de glucosa, 10mM de EDTA y 25mM de Tris-HCl pH=8.0). La
mezcla se dejs reposar 5 min. en hielo-agua. Se agregd a la mezcla
400 ul. de la solucidédn II (0.2M de hidrédxido de sodio y 1% de SDS),
se invirtid ésta suavemente varias veces hasta su homogeneizacidén.
La mezcla se mantuvo S min. en hielo-agua. Se agregaron 300 ul. de
solucién III (3M de acetato de sodio pH=4.8) ¥y s8e invirtid 1la
mezcla suavemente varias veces. Se incubd el tubo con la mezcla en
un bafio etanol hielo-seco, durante 5 min. y sSe descongels a

temperatura ambiente.

Se centrifugé el tubo a 15 Krpm durante 15 min. a temperatura
ambiente, se tomé la fase acuosa y se le agregd un volumen de
isopropancl. Se dejsd reposar la muestra durante 30 min. a
temperatura ambiente. Se centrifugd la muestra a 15 Krpm durante 15
min. a 4 °C, se eliminé® el sobrenadante y se resuspendid la pastilla
en 30 ul. de agua desionizada esterilizada. Se precipité el DNA
plasmidico con 1/2 volumen de acetato de amonio 7.5M y 2 voldmenes
de etanol absoluto, incubando durante 30 min. a -20°C. Se centrifugd
la solucién a 15 Krpm durante 15 min. a 4°C, se lavéd la pastilla 2
veces con 1 ml. de etanol.al 70%, se secd la pastilla y se

resuspendis en 50 ul. de agua desionizada esterilizada.
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4. Digestién del DNA plaamfdico con endonucleasas de restriccidn
(14, 136). ’

Se agregd a un tubo eppendorf nuevo y esterilizado un microgramo de
DNA, solucidédn amortiguadora para restriccidén 1X adecuada para la
restrictasa a utilizar, 20 u. de la enzima de restricciédn y el
volumen necesario de agua desionizada esterilizada, generalmente

hasta obtenexr un volumen final de 20 ul.

Se incubd la mezcla a la temperatura y tiempo reportado para el
funcionamiento de la enzima. Al terminar la restriccién se tomd una

alicuota Y se analizé el producto de la restriccidn por

electroforesis en geles de agarcsa.

5. Restriccidn de DNA genémico de alto peso molecular (136).

Una vez definida la concentracién de DNA genémico a restringir, se
mezclaron el DNA con la sclucidén de restriccidn adecuada para el
funcionamiento la enzima, se incubd la muestra de 2-4 hrs a 4°C.
agitando ésta con el vortex, cada 20 min. Una vez terminada la
incubacidn se agregd una alicuota de la enzima de reatriccecidn y se

agitsd con el vortex la mezcla durante 2-3 min. a 4°C.

Se centrifugd la muestra' unos segundos eh una centrifuga eppendorf
Yy la mezcla se incubé de 15-30 min. a la temperatura Sptima paré la
restrictasa utilizada (HindIII). Después de la incubacién se agregd
1a nueva alfcuota de la enzima al tubo y se trabajdé como en el paso
2. Se _incubé la muestra a la temperatura Sptima iaara la enzima,
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durante 12 hrs.

Se precipitd la muestra con 2 volimenes de etanol absoluto y se

resuspendidé en 20-30 ul. de agua desionizada esterilizada.

6. Electroforesis en geles de agarosa (14, 136).

En un carro de camara electroforética previamente cerrado con cinta
adhesiva se colocS un peine y se agregd agarosa al 0.8% en TBE
1X(0.089M de Tris-borato y 0.089M de Acido bdrico), con bromuro de
etidio (0.5 ug./ml.), previamente fundida, hasta alcanzar un grosor '

de 1 a 3 cm.

Una vez solidificada la agarosa, se gquitd cuidadosamente el peine
Y la cinta adhesiva. Se colocd el carro en la ca&mara
electroforética y se cubrid con la solucidn 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 cianocl xileno y 30% de
glicerol) y la muestra de DNA. Se tomd la muestra con una

micropipeta y se depositd en el pozo del gel.

Se sometid la cimara electroforética a corriente eléctrica durante
40-60 min., utilizando un voltaje de 100-120 volts. Una vez
terminada la electroforesis se observd el gel en un transiluminador
de UV de onda corta y se tomd una fotografia con una camara

Polaroid modelo MP-4+.
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7. Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida-urea

al 6% (14, 136).
Se prepard una solucidn stock al 40% de poliacrilamida mezclando

38.67 g. de Acrilamida y 1.33 g. de Bisacrilamida, se agregaron 50

ml. de agua desionizada esterilizada y la solucidén se agitd

aproximadamente 20 min., hasta que 8e disolvidé la acrilamida y

Se afor$ a 100 ml. con agua desionizada, la solucién

bisacrilamida.

se prepard® en ausencia de luz. Se agregaron 2.5 g. de amberlita a

la sdolucidn stock y ésta se agitdé 1 hr. a temperatura ambiente,

para desionizarla. La solucidn fue filtrada a través de papel

filtro Whatman 40 y se guardd a 4°C. en un frasco cubierto de papel

aluminio.

Se lavaron los vidrios gque contendran el gel de acrilamida, con un

detergente suave. Estosa se enjuagaron bien con agua destilada y

secaron a temperatura ambiente. Los vidrios se limpiaron con etanol-

industrial y se dejaron secar. Se pusieron 2 tiras plasticas en los

extremos de uno de los vidrios. Estas se impregnaron previamente

con grasa de silicdn. Se puso otra tira plastica, también

engrasada, en la parte inferior del wvidrico. Se unieron los dos

vidrios y sujetaron entre si, con pinzas.

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

6%, sSe mezclardn en el siguiente orden: 7.5 ml. de la solucidn

stock de poliacrilamida al 40%, 5 ml. de TBE 10X (108 g. de Tris

base, 55 g. de &cido bérico y 9.3 g. de EDTA), 21 g. de urea, 25
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ml. de agua desionizada, 0.4 ml. de persulfato de amonio al 10% y
30 ul. de TEMED (N, N, N’, N’'-tetrametiletilenoc diamida) .

Se agregd la mezcla de poliacrilamida-urea en el espacio entre los
2 vidrios, evitando que se formen burbujas. El vaciado debe hacerse
rapidamente debido a gque una vez que se agrega el TEMED, la mezcla
de poliacrilamida empieza a polimerizarse. Se puso un peine de los
denominados diente de tiburdén, en el espacio entre los vidrio y se

dejd polimerizar el gel durante aproximadamente de 20-60 min.

Cuando la soluciédn polimerizd se quitd la tira pléstica inferior y
el peine. El gel y los vidrios se lavaron con agua y se puso el
peine con los dientes orientados hacia el gel. Se puso el gel en la
cadmara de electroforesis vertical }' se agregd la solucidn de

corrida TBE 1X.

Se pusoc la mezcla de DNA (5-7 ul) y colorante de corrida (2 ul)
(98% de formamida, 10mM de EDTA, 0.1% de azul de bromofenol y 0.1%
de xileno cianol) en el pozo del gel. El gel se sometid a corriente

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

Una vez terminada la elegtroforesis se quitdé el wvidrio superior y
se analizd el patrxrén de bandas mediante la tincidn del gel con una
solucidn de bromuro de etidio (0.5 ug/ml) o bien en caso de uso de
nucledtidos radicactivos, el gel se Becd de 30 a 60 min. y se
expuso a una placa autoradiogrédfica de 12 a 48 Hrs, a -70 °C. Se
reveld la placa y se analizé el patrdn de bandas.
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8. Determinacidén de deleciones genéticas en el gen DMD mediante la
amplificacidn mibltiple 9 plex, de DNA gendmico de enfermos de
DMD/DMB (35) .

En un tubo con 20 ul., gque contiene 12.5 pmoles de cada
oligonuclesdtido, solucidn amortiguadora para Taqg. polimerasa
(l16.6mM de sulfato de amonio, 67mM Tris-HCl pH=8.8, 6.7mM de
cloruroc de magnesio, 10mM de B-mercaptoetancl, 170 ug/ml de BSA y
6.7uM de EDTA), 1.5mM de cada dANTP y 10% de DMSO, se agregaron 200
ng. de DNA gendSmico y agua desionizada esterilizada, para completar
25 ul. A la mezcla se le agregd 2.5 U. de Taq. polimerasa (Gibco-
BRL)iy 25 ul de aqei;e mineral. El tubo fue colocado en el un

termocliclador (modelo 480 Perkin-Elmexr Cetus) .

Las secuencias de los oligonucledtidos utilizadas en esta reaccidn

vy sus productos de amplificacién se muestran en la tabla 4.

Las condiciones de amplificacién fueron: Una desnaturalizacidn
inicial a 94°C., 7 min., 25 ciclos de desnaturalizacidn (94°C., 30
seg.), alineamiento (52°C., 30 seg.), polimerizacién (65°C., 4 min.)

Y una extensiédn final de 7 min. a 65°C.

Una vez terminada la amplificacidén se tom& una alicuota (5-10 ul.)
de los productos de la amplificacién y sSe gsometieron a una
electroforesis en gel de agarosa, como se describe anterioxrmente,

con la diferencia de usar agarosa al 1.4%.
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TABLA 4.
OLIGONUCLEOTIDOS Y PRODUCTOS DE AMPLIFICACION DEL 9 PLEX.

PRODdCTO AMPLIFICADO.

EXON . SECUENCIA.
(pb)

4 TTGTCGGTCTCCTGCTGGTCAGTC 196.
CAAAGCCCTCACTCAAACATGAAGC

8 GTCCTTTACACACACTTTACCTGTTGAG 360.
GGCCTCATTCTCATGTTCTAATTAG

12 GATAGTGGGCTTTACTTACATCCTTC 331.
GAAAGCACGCAACATAAGATACACCT

17 GACTTTCGATGTTGAGATTACTTTCCC 416.
AAGCTTGAGATGCTCTCACCTTTTCC

1is TTCTACCACATCCCATTTTCTTCCA 459.
GATGGCAAAAGTGTTGAGAAAAAGTC

44 CTTGATCCATATGCTTTTACCTGCA 268.

TCCATCACCCTTCAGAACCTGATCT

45 AAACATGGAACATCCTTGTGGGGAC 547.
CATTCCTATTAGATCTGTCGCCCTAC

48 TTGAATACATTGGTTAAATCCCAACATG 506.
CCTGAATAAAGTCTTCCTTACCACAC

51 GAAAATTGGCTCTTTAGCTTGTGTTTC 388.

) 1

GGAGAGTAAAGTGATTGGTGGAAAATC
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9. Determinacién de deleciocnes gendticas en el gen DMD, mediante la

amplificacién miltiple 5 plex, de DNA gendmicco de enfermos de

DMD/DMB (35) .

En un tubo
oligonucledtido, soluciédn amortiguadora para Taq polimerasa (16.6mM
67mM de Tris-HCl pH=8.8, 6.7uM de cloruro de

con 20 ul., que contiene 12.5 pmoles de cada

de sulfato de amonio,
magnesioc, 10mM de B-mercaptoetanol, 170 ug/ml.
1.5mM de cada ANTP y 10% de DMSO, se agregaron 200 ng de DNA

de BSA y 6.7uM de

EDTA) ,
gendmico y agua desionizada esteril,
A la mezcla se le agregd 2.5 U. de Tag polimerasa (Gibco-BRL) y 25

para completar 25 ul.

ul de aceite mineral.

La secuencia de oligonucledtidos utiiizadas en esta reaccién y sus
productos de amplificacidn, estdin descritos en la tabla S.
Las condicioneg de amplificacién fueron: Desnaturalizacidén inicial
a 94°C., 6 min., 25 ciclos de desnaturalizacién (94°C., 30 seg.),
alineamiento (54°C., 30 seg.), polimerizacién (65°, 4 min.) y una
extensién final de 7 min. a 65°C.

Se tomd una alicuota {(5~10 ul.) de los productos de la

amplificaciédn y é&sta se sometié a electroforesis en un gel de

agarosa, como se comenta anteriormente, con la diferencia de usar

agarosa al 1.4%.
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TABLA S.
OLIGONUCLEOTIDOS Y PRODUCTOS DE AMPLIFICACION DEL 5 PLEX.

EXON. SECUENCIA. PRODUCTO AMPLIFICADO.
(pb) .

PROMOTOR GAAGATCTAGACAGTGGATACATAACAAATGCATG 535.
TTCTCCGAAGGTAATTGCCTCCCAGATCTGAGTCC

i3 AATAGGAGTACCTGAGATGTAGCAGAAAT 238.
CTGACCTTAAGTTGTTCTTCCAAAGCAG

43 GAACATGTCAAAGTCACTGGACTTCATGG 357.
ATATATGTGTTACCTACCCTTGTCGGTCC

50 No publicada. 712.

52 AATGCAGGATTTGGAACAGAGGCGTCC 113.
TTCGATCCGTAATGATTGTTCTAGCCTC

10. Deteccidn de portadoras para la DMD/DMB, mediante PCR, usando
repetidos variables de CA de los intrones 44, 45, 49 y 50 del gen
DMD (27).

En 15 ul. de volumen final se mezclaron 20 ng. de DNA genSmico, 1.5
ul. c_ie solucién amortiguadora Cetus 10x (100mM de Tris-HCl pH=é.3,
S500mM de Cloruro de Potasioc y 15mM de Cloruro de Magnesio), 1.2 ul.
de una solucién de ANTP’s 2.5mM , 1.5 ul. de una solucién 0.2M del
nucledtido contraparte del radiocactivo, 15 pmoles de cada
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oligonucledtido (STR 44, 4s, 49) Y 2.5 pmoles de cada
oligonucledtido STR 50 (STR 44 se coamplifica con STR 49 y STR 4S5

con STR S$0), 0.2 ul. de desoxicitosina 5*’ (alfa ¥p) trifosfato
(2uCi), 1 U. de Taq polimerasa (Gibco-BRL) y 15 ul. de aceite
mineral.

Las secuencias de oligonucleétidos utilizadas en esta reaccidn

estdn descritas en la tabla 6.

Las condiciones de amplificacién fueron: Una desnaturalizacidn
inicial a 94°C., 5 min., 23 ciclos de desnaturalizacién (94°C., 30
seg.), alineamiento (62°C., 30 seg.), polimerizacién (65°C., 2 min.)

Yy un extensién final de S min. a 65°C.

Una vez terminada la amplificacién se tomé una alicuota (5-6 ul.)
de los productos de la amplificacién, se mezclaron con medio
volumen de colorante de corrida (98% de formamida, 10mM EDTA, 0.1%
de azul de bromofenol, 0.1% de cinol xileno), se calentd la mezcla
a 90°C Qurante 3 min. y se sometid a una electroforesis en geles de
desnaturalizantes de poliacrilamida-urea al 6%. Se secd el gel y
se expuso a una placa autoradiografica como se describe
anteriormente. Se reveld la placa autoradiogrifica y se analizd el

patrén de bandas observadas en ella.
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TABLA 6.
SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS DE LOS INTRONES 44, 45 49 Y 50.

LOCUS/OLIGO SECUENCIA DEL OLIGO.
DMD44 /A TCCAACATTGGAAATCACATTTCAA
DMD44 /B TCATCACAAATAGATGTTTCACAG
DMD45/A GAGGCTATAATTCTTTAACTTTGGC
DMD45/B CTCITTTCCCTCTTTATTCATGTTAC
DMD49/A CGTTTACCAGCTCARAATCTCAAC
DMD49/B CATATGATACGATTCGTGTTTTGC
DMDS0/A AAGGTTCCTCCAGTAACAGATTTGG
DMDS0/B TATGCTACATAGTATGTCCT.:CAGAC

11. Deteccidn de portadoras para la DMD/DMB, mediante PCR, usando

repetidogs variables de CA de la regidén 5’ del gen DMD (52) .

En 50 ul. de volumen final se mezclaron 400 ng. de DNA gendmico, S5

ul. de solucidén amortiguadora Cetus 10x (100mM de Tris-HCl pH=8.3,

500mM de Clorurc de Potasio y 15mM de Cloruro de Magnesio), 4 ul.

de una solucién de ANTP’s 2.5mM , S ul. de una soluciédn 1mM del

nucledtido contraparte del radicactivo, 15 pmoles de cada

oligonucledtido (Dys II S’ y Dys II 3’), 2ucCi de deoxicitosina 5’
(alfa ?P) trifosfato, 2.5 U. de Tag polimerasa . (Gibco-BRL) y S0 ul.

de aceite mineral.
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Las secuencias de oligonucledtidos utilizadas en esta reaccidn
fueron: TCTTGATATATAGGGATTATTTGTGTTTGTTATAC (Dys IT S5’') y
ATTATGAAACTATAAGGAATAACTCATTTAGC (Dys II 3‘).

Las condiciones de amplificacién fueron: Una desnaturalizacidn
inicial a 94°C., 5 min., 24 ciclos de desnaturalizacidén (94°C., 30
seg.), alineamiento (55°C., 30 seg.), polimerizacidn (63°C., 4 min.)

¥y un extensidn final de 10 min. a 63°C.

Una vez terminada la amplificacidén se tomd una alicuota (5-6 ul.)
de los productos de la amplificacién y sSe sometieron a una
electroforesis en geles de desnaturalizantes de poliacrilamida-
urea al 6%, como se describe anteri;rmente. Se secd el gel y se
expuso a una placa autoradiografica como se describe anteriormente.
Se reveld la placa autoradiogrédfica y se analizé el patrdn de

bandas observadas en ellia.

12. Deteccidén de portadoras para la DMD/DMB, mediante PCR, usando
repetidos variables de CA de la regidén 3’ del gen DMD (127).

En 30 ul. de volumen final se mezclaron 300 ng. de DNA gendmico, 3
ul. de solucidén amortiguadora Cetus 10x (100mM de Tris-HCl pH=8.3,

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

de una solucién de ANTP’s 2.5mM , 3 ul. de una solucidn 1mM del
nucledédtido contraparte del radiocactivo, 15 pmoles de cada
oligonucledtido (Dys II S5’ y Dys II 3’), 2uCi de deoxicitosina 5’

(alfa #2p) trifosfato, 1 U. de Taq polimerasa (Gibco-BRL) ¥y 15 ul.
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de aceite mineral.

Las secuencias de oligonucledtidos utilizadas en esta reaccidn
fueron: TGTCTGTCTTCAGTTATATG (GT 5’) y ATAACTTACCCAAGTCATGT (CA
3).

Las condiciones de amplificaci&n fueron: Desnaturalizacidén inicial
a 94°C., 6 min., 25 ciclos de desnaturalizacidn (94°C., 2 wmin.),
alineamiento (50°C., 2 min.), polimerizacidn (72°C., 1 min.) y una

extensién final de 5 min. a 65°C.

Una vez terminada la amplificacién se tomd una alficuota (5-6 ul.)
de los productos de la amplificacién y se sometid a una
electroforegis en geles de desnaturalizantes de poliacrilamida-
urea al 6%, como se describe anteriormente. Se secd el gel y se
expusc a una placa autoradiogrdfica como se describe anteriormente.
Se reveld la placa autoradiogriafica y se analizé el patrdn de

bandas observadas en ella.

13. Origen de las sondas de cDNA.

Las sondas de cDNA del gen DMD, utilizadas en el presente trabajo
fueron obtenidas del American Type Culture Collection (ATCC) y
estén descritas por Koening et. al. (87). En la tabla 7 se

describen sus caracteristicas.
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TABLA 7.
SONDAS DE c<DNA DEL GEN DMD.

NOMBRE . PLASMIDO. ENZIMAS PARA LIBERAR TAMANO. 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.

Sb-7 PBSIIKS EcoRI kb. 31-47.

8 DPBSIIKS EcoRTI 0.9 kb. 47-52.

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

10 PESIIKS BamHI/EcoRI 0.5 kb. 58-65.

11-14 PBSIIKS BamHI/EcoRI 4.5 kb. 66-~79.

14. Aiglamiento de incertos de cDNA.
vez terminada la restriccién del DNA plasmidico recombinante

log productos fueron separadosg

Una

que contiene el cDNA del gen DMD,

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

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

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

modificador (si se usdé TBE 11X como solucidn amortiguadora‘ de

corrida) ¥ 4.5 volumenes de yoduroc de sodio. La mezcla se incubd 5
min. a 45-50°C. Una vez terminada la incubacién se agregaron al tubo

5 ul. de perlas de vidrio (glassmilk) ¥y se agitd éste con vortex.
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Se incubd el tubo 10 min. en hielo y se centrifugd para obtener una
pastilla del DNA-perlas de vidrio. Se elimind el sobrenadante y se
lavdé 3 veces la pastilla con etanocl absoluto helado. Se eluyd 2

veces la pastilla con 15 ul. de agua desionizada esterilizada.

15. Marcaje de sondas de cDNA.

En un tubo ependorf se mezg¢ld 25 ng; de DNA a marcar, 0-23 ul. de
agua desionizada esterilizada y 10 ul. de nanSmeros al azar.
La mezcla se calentd S5 min. a 94°C y se centrifugsd 1 min. a
temperatura ambiente, en una centrifuga Eppendorf. Se agregaron 10

amortiguadora SX con los dANTP’s, i100ucCi de

ul. de soclucién
desoxicitosina 5’ (alfa *P) trifosfato y 1 ul. de polimerasa Klenow
exo (-) (5 U/ul.). El volumén final de reaccidn fue de 50 ul. El

tubo se incubd® a 37°C., 20 wmin. Se adicionaron 2 ul. de EDTA 0.5M,

para detener la reaccidn.

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

7.5M y 2 voliumenes de etanol absocluto. Se resuspendid la sonda en

50 ul. de agua desionizada esterilizada.

16. Determinacién de la incorporacidén de #p 3y la actividad

especifica de las sondas marcadas.
Después de la reaccidédn de marcaje (ver protocolo anterior), se tomd

1 ul. y se diluyd en 99 ul. de EDTA 0.2M. Se alicuotaron por
duplicado 3 ul. de la mezcla anterior sobre papel filtro Whatman DE
81, se permitidé que las gotas secaran durante aproximadamente 15
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min. Se lavé uno de los papeles 2 veces con 50 ml. de una solucién
2x de SsSC (0.3M de cloruro de sodio y 0.03M de citrato de
trisodio), S min. con agitacidén a temperatura ambiente. Se lav® una
vez mis el papel de acuerdo a las condiciones anteriores, pero

utilizando etanol absoluto previamente enfriado a -20 °C.

Una vez secos ambos papeles se pusieron por separado en viales de
centelleo y se agregd a cada vial 5 ml. de tolueno-onminofluor (1

gr de onminofluor por 1000 ml. de tolueno).

Se determind la cantidad de cuentas por milldén (cpm) presentes en
1§s papeles, mediante un contador de centelleo Beckman modelo LS
6000s8c. El promedio de la cantidad de marca en el papel sin lavar
indicé la radioactividad total en la reaccidn y la determinada en
el papel lavado la incorporaciédn del nucledtido radioactiveo a la
sonda. La actividad especifica de la sonda se determind mediante la

siguiente ecuacidén.

SA=((uCi) (2.2x10%) (P))/ (M+ ((1.3%x10%) (P) (uCi/S)))

Donde:

SA= Actividad especifica en dpm/ug.

uCi= Cantidad de uCi. del nucledtido radiocactivo utilizado en 1la
reaccién de marcaje.

P= Porcentaje de incorporaciédn del nucledtido radiocactivo en la
sonda de DNA, obtenido de dividir las cpm del papel lavado entre
las cpm del papel sin lavar.
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M;= Cantidad de la sonda utiljizada en el marcaje, expresada en
nanogramos.
S= Actividad especifica del nuclebétido radiocactivo, expresada en

ci/mmol .

17. Andlisis de DNA gendmico de enfermos de DMD mediante
hibridaciones tipo Southern (136).

Se restringieron 10 ug. de DNA genémico de acuerdo al protocolo 5,
utilizando la restrictasa HindIII. Una vez terminada la restriccidn
se separarcon los productos de &sta mediante electroforesis en
geles de agarosa al 0.8%, sin bromuro de etidio, utilizando geles
grandes (25 cm.) y corriendo los productos durante dos dias a bajo

voltaje 20-25 volts.

Después de terminar la electroforesis se tomd una fotografia del
gel utilizando una cédmara Polaroid MP-4+. Se puso el gel en una
palangana que contenia una solucidn despurinizadora (0.25M de &dcido
clorhidrico concentrado). Esta solucidn debe cubrir completamente
el gel. Se agitd la solucidn con el gel a temperatura ambiente, 15

min. Se elimindé la soclucidén y se repitid lo anterior una vez mas.

Se eliminé la solucidén despurinizadora y se lavé el gel con agua
destilada unos segundos. Se elimindé el agua destilada y se agfegé
la solucién desnaturalizante (1.5M de cloruro de sodio y 0.5M de
Hidréxido de sodio), la cual debe cubrir completamente el gel. Se
incubdé 30 min. a temperatura ambiente con agitacidn.
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Se eliminé 1la solucién desnaturalizante y se lavd con agua
destilada unos segundos. Se elimind el agua destilada y se agregd
la secolucidn neutralizante (1.5M de cloruro de sodio, 0.5M de Tris-
HCl pH=7.2 y EDTA 1mM), cubriendo todo el gel. Se incubdé 15 min. a
temperatura ambiente con agitacién. Se repitid esté paso una vez
mas. Se elimind la solucidén neutralizante y se prepard la

transferencia.

Se agregb en una palangana 1 lt. de solucidn de transferencia 10x
de SSC (1.5M de cloruro de sodio y 0.15M de citrato de trisodio) .
Se puso una esponja sobre la solucidn, permitiendo gue &é&sta quedara
completamente impre_gnada de la solucidn. Sobre la esponja se
pusieron 3 papeles Whatman 3MM, previamente impregnados con la
solucidén de transferencia. L.os papeles se pusieron uno sobre otro
Yy el tamafio 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 fuev del
miasmo tamafio del gel Y se impregnd con la solucidn de
transferencia. Sobre la membrana se pusieron 3 papeles Whatman 3MM,
previamente impregnados con la solucidén de transferencia. Los
papeles tenian el tamafico aproximado del gel. Se pusc un grupo de
sanitas s8obre los papeles Whatman, hasta alcanzar una altura de
aproximadamente 5 cm. Las sanitas deben tener un tamafio aproxirﬁado
del gel y no deben tocar la scolucidén de transferencia. Se puso
sobre las sanitas un peso de 0.5-1 Kg. Se permitié la transferencia
del DNA del gel a la membrana, ‘al menos durante 12 hrs y después de

49.



la transferencia se desmanteld cuidadosamente el sistema.

La membrana se lavdé con 2X de SSC (0.3M de cloruro de sodio y 0.03M
de citrato de trisodioc) y se dejd secar a temperatura ambiente de
10-20 min. Con la finalidad de verificar la transferencia se retifid
el gel con bromuro de etidio y sSe observd a través de un

transiluminador de UV. de onda corta.

Se incubé la membrana en un horno al vacio, durante 2 hra. a 80°C
Y posteriormente con 10 ml. de solucién de prehibridacidn (3X de
SSC, 0.5% de SDS, 0.30 mg. de RNA previamente desnaturalizado, S5x
de sclucidn Denharts (BSA al 0.1%, Ficoll al 0.1% b
polivinilpiridolina al 0.1%) y 49mM de fosfato de sodio), 2 hrs. a

65°C.

Se desnaturalizdé la sonda por calentamiento a 94°C. 5 min. y se
adiciondé a la solucidén de prehibridacién. La mezcla se incubd al
menos 12 hrs. a 65°C. Después de la incubacién se eliminé la

solucién de hibridacidn.

Se lavé la membrana en codiciones de astringencia media (1x de SsSC,
SDS al 1%) 10 min. a 65°C. Las veces que fue necesario hasta que la
membrana sond de manera especifica y de 150 a 200, en la escala 1X

de un contador Geiger (modelo Pugl) .

Se dejd secar la membrana entre dos sanitas, a temperatura ambiente
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de 30-40 min. Se metié la membrana a una bolsa de plastico
transparente y se expuad a una Pplaca autoradiogra&fica en un
cassette con pantallas intensificadoras, de 5-10 dfas, a -70°C.

Se revelsS la placa y se analizé el patrén de bandas.

RESULTADOS.

1. Obtencidén de un banco gendmico, a partir de individuos
afectados con DMD/DMB y sus familiares.

Se extrajo el DNA de linfocitos a partir de 15 ml. de sangre
periférica, de 61 enfermos de DMD/DMB b% 40 individuos
perténecientes a 5 familias diferentes, con antecedentes de

distrofia, utilizando los 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’s no mostraron degradacidn después de la extraccidn y
pudieron ser restringidos por diversas endonucleasas de
restriccién. Este método se eligisd después de probar otros métodos

como el de extracciones fendlicas o el de CTAB-DTAB (61, 81, 136)

2. Localizacidn de deleciones genéticas en enfermos de DMD/DMB,
mediante la amplificacién miltiple 9 y 5 plex.

Con la finalidad de determinar la localizacién de las posibles
deleciones genéticas en los enfermos mex'i‘canos de DMD/DMB, asi como
la distribucién general de &stas en el gen DMD en la poblacidn
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mexicana, el DNA de cada uno de los 61 individuos afectados por
esta distrofia fue amplificado mediante la técnica de amplificacidén

miltiple 9 y 5 plex, como se describe en métodos.

En la figura 1 se muestran los productos de amplificacién,
pProducidos a partir del DNA genSmico de. diversos individuos
mexicanos afectados porxr esta distrofia y utilizando el 9 plex (A)
Y el 5 plex (B). Como se puede observar en (A), los individuos 4.1,
4.5, '5.1, 5.2, 6.2 ¥y 6.3, presentaron deleciones gue abarcan desde
1 hasta 3 excones diferentes (exones deletados 8, 17, 45, 48 y S1).
Al utilizar la otra estratégia de amplificacidén miltiple observamos
que golamente los indiwviduos 4.6 y 20.1 presentaron deleciones del

exon 50 (B).

En la Fig. 2 se muestra la distribucién de las deleciones obtenidas
de la amplificacién midltiple 9 y 5 plex, del DNA genSmico de los 61
individuos analizados. E1l pbrcent:aje de enfermos de DMD/DMB con
deleciones en el gen DMD, fue del 45% (28/61) . La mayor parte de
las deleciones se localizaron en el punto caliente mayor (exones
44-52), con un porcentaje del 85.7% y solamente el 14 .2% de é&stas

se localizaron en el punto caliente menor.

3. Extensidn de las deleciones genéticas en el punto caliente mayor
del gen DMD, en los individuos afectac_ios por DMD/DMB. .

Para la delimitacién de la extensidn dt; las deleciones genéticas en
el punto caliente mayox de los individuos afectados por DMD/DMB se
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Fig. 1: Amplificacién mﬁltiplex deXDNA gendmico de 18 enfermoa
mexicanos con DMD/DMB. El DNA obtenido a partir de leuéocitos fue
amplificado como se describe en métodos. Una alicuota de cada
muestra se sometid a electroforesis en geles de agarosa al 1.4% y
se tifi® con bromuro de etidio. (A) Amplificacién con el 9 plex. (B)
Amplificacidédn con el 5 plex. (+) Contrxol positive (productos de
amplificacién de un individuo s8in deleciones). (M) Marcador de
tamafio, O0X174 digerido con Hae IIX. Se indican los tamafios de las

bandas del marcador en pares de basges (pb).
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Fig. 2: Distribucidn de delecicnes eﬂ'el cDNA del gen DMD, obtenida
mediante 9 y 5 plex. La linea central ilustra el cDNA del gen DMD
Y sus exones. Las lineas en la parte superior del c¢cDNA ilustran las

deleciones y los nuimeros, las veces que sSe encontraromn.
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realizaron 2 estrategias diferentes, PCR e hibridaciones Southern.

Mediante el an&dlisis del patrén de deleciones obtenido por la
amplificacidn mdltiple 9 y 5 plex del DNA gendmico de los enfermos
de DMD/DMB, se pudo delimitar en 11 enfermos la extensién de la
delecidén genética.

En la segunda estrategia se delimité la extensidn de las deleciones
genéticas mediante ensayos de hibridacién tipo Southern y usando
sondas de <DNA del gen DMD. Para realizar las hibridaciones tipo
Southern 1lo primerq que se hizo fue restringir el DNA humanc de
alto peso molecular, con la enzima de Hind III, como se describe en

métodos.

En la Fig. 3 se muestra el patrédn de restriccidn de DNA humanc de
alto peso molecular (5, 10 y 20 . microgramos), con la enzima

HindIIl, dQurante 12 hrs.

E1l D'NA restringido se sometié a una electroforesis en gel de
agarosa, como se describe en métodos. Una vez terminada ésta, el
gel fue desnaturalizado, neutralizado y los productos transferidos
a una membrana de nylon, que se £ijdé con calor comc se describe en

métodos.

Para generxrar las sondas radiocactivas de c¢DNA del gen DMD primero se
liberaron éstas, mediante el cdrte del plasmido gque las contenia,
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Fig. 3: Patrén &el DNA genénico? humano restringido con 1‘
endonucleasa HindiII. La restriccién del DNA genSmico humano se .
realizé como se describe en mé&todos. Los éroducto- de la
restricciédn fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa
al 0.8% y tefiidos con bromuro de etidio. (1) Producto de 1la
restriccidn utilizaﬁdo S ug de DNA genémico. (2) Producto de la
restriccién utilizando 10 ug de DNA genémico. (3) Producto de la
restriceciédn utilizando 20 ug de DNA gendmico. (M) Marcador de peso
molecular, lambda HindIII. Se indica el tamafic de las bandas en

pares de bases.
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utilizando la restrictasa adecuada (ver métodos). En la Fig. 4 y S

sSe muestran unas fotografias de geles de agarosa en donde ase

ilustra el corte de pl&smidos recombinantes con endonucleasas, para

liberar los insertos 2b-3, 5b-7, 8, 9, 10 y 11-14, de cDNA del gen

DMD. Como se puede observar cada plasmido liberd el inserto
esperado (ver tabla 7). A continuacién éstos fueron purificados a
partir del gel (ver mé&todos). En la Fig. 6 se muestra una
fotoérafia de un gel de agarosa en donde se observan 3 diferentes

insertos purificados. Los tamafios corresponden a los insertos

egperados (ver takla 7)), la concentracidén de DNA de cada inserto

fue de 5-10 ng/ul, obtenida a partir de 2-3 ug de plasmido mas

inserto.

Los inserxrtos purificados fueron marcados con un isdtopo radioactivo

mediante la técnica de oligos al azar (ver métodos). La actividad

especifica obtenida, en promedio, para cada sonda fue de 1.3-1.5x10°

Y €l porcentaje de incorporacidn varid entre 22 al 45%.

Con estas sondas radioactivas se hiciexron ensayos de hibridacién

contra DNA gendmico control y de 7 enfermos de DMD/DMB con

eliminaciones en el punto caliente mayor, como se describe en

métodos. En la Fig. 7 S8e muestra una autoradiografia en donde se

hibridé el inserto de cDNA 8 marcado contra 3 concentraciones

diferentes de DNA gendmico humano. Esta sonda reconoce a los exones

47-52 y produce 7 bandas de 10, 7, 3.8, 3.7, 3.1, 1.6 y 1.25 kb
cuando se hibrida con DNA gendmico tratado con la enzima de
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Fig. 4: Patrén de restriccidn de plasmidos recombinantes con
incertos de c<cDNA del gen DMD. Los plasmidos pBS con <¢DNA 2b-3,
bluescript KS con cDNA Sb-~7, bluescript KS con cDNA 8 y bluescript
KS con cDNA 9-14 fueron cortados con la endonucleasas EcoRl, como
se describe en métodos. Los productos de restricciédn de cada

plasmido fueron sometidos, por duplicado, a electroforesis en geles

de agarosa al 0.8% y tefiidos con bromuro de etidio. (1) Plasmido
mas inserto 2b-3. (2) Plasmido mas inserto 5b-7. (3) Plasmido mas
inserto 8. (4) Plasmido mas inserto 9-14. (M) Marcador de peso

molecular, lambda HindIII, se indica el tamafic de las bandas en

pares de bases.
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Fig. S5: Patrdn de restriccidn del plasmido recombinante bluescript
KS con el inserto 9-14. Se hizo una doble restriccidn con las
endonucleasas EcoRI y BamHI, los productos de la doble restriccidn
se sometieron a electroforesis en geles de agarcsa al 0.8% y se
tifieron c¢on bromurc de etidio. (1) Regtricciédn del plasmido
recombinante bluescript y liberacién de los ¢DNAs 9, 10, 11-14. (2)
Plasmido sin restringir. (M) Marcador de tamaflio, lambda HindIII, se

indican los tamafios de los fragmentos en pb.

64.



M I 2 3 4 5 6

CDNA
6557
4361 - [1-14
2322
2027 - 9

<— |0

65 .



Fig.. 6: Purificacidn de insertos de cDNA del gen DMD por "Gen

clean". Los insertos de c¢cDNA 9, 10 y 11-14 fueron purificados
mediante el el paguete comercial "Gen clean'", como se describe en
métodos. Los productos purificados fueron sometidos a

electroforesis en geles de agarosa al 0.8% y tefiidos con bromuroc 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 tamafio, lambda HindIII, se indican los

tamafios de los fragmentos en pb.
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restriccidn Hind III. Como se puede observar aparecieron las 7
bandas esperadas (41), en cada uno de los 3 carriles. Debido a que
no se observd una diferencia significativa entre 10 y 20 ug., se
optd por continuar las hibridaciones tipo Southern con 10 ug.

solamente.

Con la finalidad de delimitar la extensidn de las deleciones hacia
el extremo 3’ del gen DMD, en afectados por esta distrofia, se
hibridé el inserto cDNA9 contra el DNA de 6 individuos con
deleciones hasta el exon 52. En los individuos analizados se
observé la banda del exon 5S y por lo tanto la delecién no se
extiende mas alld del exon 54. En los individuos 4.1 y 31.1 la
deleciéﬁ llegd hasta el exon 53 y en los individuos 50.1, S1.i, 7.4

y 8.1 hasta el exon 54.

La delimitacién de la extensidén de las deleciones en el punto
caliente mayor de los individuos faltantes se realizdé mediante la
amplificacién de los exones 46, 47, 49 (30) . Con los datos
obtenidos en ese trabajo y por medio del Southern las frecuencias
de deleciones y la distribucidn de é&stas en las 2 regiones con
mayor frecuencia de deleciones se modificaron poco, siendo que el
50.8% de los enfermos mexicanos de DMD/DMB analizados tuvieron
deleciones en €l gen DMD yv el 49.1% no. La frecuencia de deleciones
en le punto caliente mayor fue del 87% y del 12.9% en el punto

caliente menor.
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Fig. 7: Hibridacién tipo Southern de la sonda cDNA 8 con DNA
gendmico huméno utilizando una sonda marcada con P y con actividad
especifica de 50x10°. El DNA obtenido de linfocitos fue digerxrido con
.la enzima HindIII 'y la hibridaci®dn se hizo como se describe en
métodos. (1) 5 ug de DNA gendmico cortado con HindIII. (2) 10 ug de
DNA gendmico cortado con HindIII. (3) 20 ug de DNA gendmico cortado
con HindIII. Se indica el tamafico de los fragmentos HindIII y sus

exones correspondientes.
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En la tabla 8 se muestra la frecuencia de deleciones en los
diversos excnes del gen DMD de los 61 individuos analizados,
mediante PCR e hibridaciones Southern. Los exones con mayor
porcentaje de delecidén fueron el 50 con 16.1% y el 51 con 13.1%. En
la regidén promotora de midsculo del gen DMD y sus exones 12, 13, 19
Y 43 no se detectaron deleciones en ninguno de los enfermos

analizados.

En la Fig. 8 se muestra la extensidén de las deleciones localizadas
en el punto caliente mayor, de los individuos analizados por PCR y
por hibridaciones Southern. Como se puede observar las deleciones

no se extienden mis alla del exon 5S4 del gen DMD.

4. Prediccidn del marco de lectura en los enfermos DMD/DMB, con
dele;iones genéticas en el punto caliente mayor y correlacidén entre
las caracteristicas clfnicas y el anédlisis molecular de las
deleciones, en estos enfermos.

Mediante la delimitacidén de la extensidén de las deleciones en el
punto caliente mayor del gen DMD, se determind si el marco de
lectura de éste sSe encontraba en fase o©o no en los enfermos

estudiados en este trabajo.

De 27 distrdficos con deleciones en el punto caliente mayor, en 25

el marco de lectura no se encontraba en fase y en 2 si.
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TABLA 8.
PORCENTAJE DE DELECIONES EN LOS EXONES DEL GEN DMD, OBTENIDOS

MEDIANTE PCR E HIBRIDACIONES SOUTHERN.

EXON PORCENTAJE .
PIM— = = = = e e - o

L e T g 1.1
B = m e e = 2.2
L2 m e e o e m e e e m e o
R R T e T TP o
L7 e e e e o o
I T )
4B m e e — - e 0

D R T T T 2.2
g L T ppEIpEp PRy U . 6.7
A6 m m o m e e e 10.1
D T P 10.1
- Ty 12.3
Y R T e T 11.2
B0 = = e e 16.8
Bdm — = - 13.4
LS T T T 6.7
[ R T T 3.3
[ e e 2.2
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Fig. 8: Extensidén de deleciones genéticas en el cDNA del gen DMD,
obtenida mediante amplificacién multiplex e hibridaciones tipo
Southern. La linea central ilustra el c¢DNA del gen DMD y sus
exones. Las lineas en la parte superior del cDNA ilustran las
deleciones y los nimeros, las veces que se encontraron. Las barras

en la parte inferior del cDNA indican el porcentaje de deleciones .’
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En la tabla 9 se muestra la relacidn entre los datos clinicos de 16
enfermos de DMD/DMB y el andlisis molecular obtenido en este
trabajo. En 13 de estos enfermos se encontrd una correlaqién entre
la prediccidédn de ruptura del marco de lectura y la severidad de 1la
enférmedad. Los individuos afectados 9.1, 10.1 y 7.3 no mostraron
una correlaciédn entre 1la ﬁrediccién del marco de lectura y el
fenotipo esperado. En los dos primeros la delecién mantiene el
marco de lectura abierto, s8in embargo presentaron DMD. En el
individuo 7.3 la delecifén alterS el marco de lectura, sin embargo

el individuo presentd DMB.

5. Diagndstico de portadoras para la DMD/DMB, mediante PCR, usando
repetidos variables de CA, de los intrones 44, 45, 49, 50 y de los
extremos 5’ y 3’, del gen DMD.

Se realizd el diagndstico de portadoras en 21 mujeres en riesgo,
pertenecientes a S familias con antecedentes de DMD/DMB. Para esto
se amplificaron las regiones polimérficas de repetidos de CA de los
intrones 44, 45, 49, 50 y de dos regiones en los extremos 5 y 3¢

del gen DMD, comc se describe en métodos.

Los productos de amplificacidén de cada regidn fueron sqmetidos a
electroforesis en geles de acrilamida al 6% (ver métodeos). EI1
patrén producido consistid en una o mas bandas, a las qgue sé le
asignaron letras, en cada familia analizada la banda o alelo A fue

el mas pequefio.



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 HISTORTIA GRAVEDAD EXONES MARCO

DEJO DE FAMILIAR DEL. DE LEC

CAMINAR

(ARNOS)

NO CAMINA
4.1 8 230 NO DMD/GRAVE as-52 FF
4.5 9 - sT DMD/GRAVE 48-52 FF
5.2 15 1352 NO INT/MODERADA  46-48 FF
6.2 8 3470 NO DMD/GRAVE 46-51 FF
6.5 9 1648 NO DMD/MODERADA 51 FF
7.1 10 1636 NO DMD/MODERADA  45-50 FF
7.4 8 5600 No DMD/GRAVE 48-52 FF
9.1 9 7440 NO DMD/GRAVE 45-51 EF
10.1 11 1550 NO DMD/MODERADA  48-51 EF
18.1 12 - sI DMD/MODERADA 45 FF
19.1 13 2534 NO INT/MODERADA 45 FF
20.1, 8 276 NO DMD/GRAVE 50 FF
' CAMINA

3.6 - 6008 NO DMD/MODERADA 50 FF
7.3 - 3796 NO DME/MODERADA 44 FF
12.1 - 1174 NoO * /MODERADA 51 FF
26.1 - 2068 NO * /MODERADA 46-47 FF
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Se consideraron solamente los individuos con deleciones en

Tabla 9.
(Exones del.) Exones

el punto caliente mayoxr y con datos clinicos.

deletados. (Marco de Lec) Marco de lectura. (*) Muy Jjoven para
(FF) Marco de lectura fuera de fase.

definir el tipo de distrofia.

(EF) Marco de lectura en fase.
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En la Fig. 9 se muestran los pedigree y las autoradiografias del
patrén 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
sabia que el individuo afectado (IIl1l) carecia de los exones 50-51.
La falta de producto de amplificacién en la regién STR-50, en este
individuo (Fig. 9A’) confirmd la delecién. La mujer en riesgo (II2)
fue portadora para la DMD, ya gque presentd el mismo alelo gue su
hermanc afectado (II1l) en las regiones intrdénicas 44, 45, 49 ¥y 5'.
La regifn STR-S50 y 3°'no fueron informativas, ya que la madre (Il)

fue homocigota en ambas regiones.

En la Fig 10 se muestran los pedigree con los haplotipos y las
autotradiografias obtenidas de la amplificaciédn de las regiones
STR’'s 5, 44, 49, de la familia 2 con antecedentes de DMB.
Los hombres afectados de esta familia, no presentaron deleciones
genéticas después del andlisis con el 9 y S plex. Las mujeres I-5
Yy I-6 de esta familia no fueron portadoras con las regiones
intrénicas 44 y 49 (Fig 10A). Las regiones intrdnicas 45 y 50 del
gen DMD no fueron informativas debido a gque la madre probablemente
era homocigota para ambas regiones. La mujer II-2 presentd el
haplotipo de riesgo con los STR’s 44, 49 y la II-4 no (Fig 10A). El
andlisis de haplotipos usando STR 5’ de las mujeres I-5 y I-6 fFig
10B) confirmd gue ellas no eran portadoras. Esto se concluyd,
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. 1

con DMD. El DNA gendémico fue aislado de linfocitos y analizado como
se describe en métodos. (A) Amplificacidn de las regiones STR-49

(parte superior) y STR-44 (parte inferijor). (A’) Amplificacidédn de

las regiones STR-50 (parte superior) y STR-45 (parte inferior). (B)

Amplificacién de la regién 5’. (B‘) Amplificacidn de la regidén 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. El1 DNA
gendmico fue aislado y analizado como se describe en métodos. (A)
Amplificaci®én de las regiones STR-49 (parte superior) y STR-44
(parte inferior). (B) Amplificacién de la regidén 5' de algunos
integrantes de la Familia No. 2. (C) Pedigree con los haplotipos

hipotéticos de los padres de esta familia. (-) Control negativo.
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En la Fig. 11 se muestra el pedigree con los haplotipos y la
autoradiografia, en donde se amplificaron las regiones intrdénicas
45 y 50 de la familia No. 3, con tres afectados de DMB severa (II4,
IIS y II6), donde estad incluida una mujer. Los hombres enfermos no
tuvieron deleciones en el gen DMD, con la amplificacidédn midltiple 9
Yy 5 plex. La mujer en riesgo (II3) no resultd ser portadora para
esta distrofia y la mujer afectada (II4) presentd los mismos alelos
que sus hermanos afectados con los STR’'s 45 y 50. La presencia de
los mismos alelos en la mujer afectada y sus hermanos afectados,
sugiere gque esta mujer heredd el cromosoma afectado.

Las otras cuatro regiones del gen DMD analizadas (aa, 49, s° Yy 3°)
fue

no fueron informativas ya que la madre de la familia (Il)

homocigota para ellas.

En la familia No. 4, con antecedentes de DMD, se detectd un evento
de recombinaciédn en el gen DMD, el cual estid ilustrado en la Fig.
12. ﬁediante la amplificacidén miltiple 9 ¥y 5 plex se demostrd gue
los individuos afectados (II3 y IIS), de esta familia, carecian del
exon 45. Como se puede observar en la autoradiografia de la Fig.
12A los individuos afectados tienen alelos diferentes en la regién
44. En la Fig. 12B se muestran los diversos alelos de estos
individuos vy de su madre, en las regiones 5’,44, 45, 49, 50 y 3’
del gen DMD. Como se puede observar los enfermos tiene alélos
diferentes en la regiones 5’ y 44, pero comparten los mismos en las
regiones 49, 50 y 3’, ademds de la delecidn en la regidn 45. Esto
sugiere un evento de recombinacién en el intron 44, en uno de los
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Fig. 11: Pedigree y autoradiografia de la Familia No. 3. El1 DNA
gendmico fue aislado de linfocitos y analizado como se describe en
métodos. Amplificacidn de las regiones STR-50 (parte superior) y
STR-45 (parte inferjor). (-) Control negativo.
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dos afectados. Debido a este evento no fue posible determinar el
estado portador en las 3 mujeres en riesgo (IXI1, II2 y II4), de

esta familia.

En la Fig. 13 se muestran el pedigree, haplotipos b %
autoradiografias de la familia No. 5, en donde se amplificaron las
regiones intxrSnicas 44, 45, 49 y 50 del gen DMD. Mediante la
amplificacién miltiple 9 y 5 plex se demostrd que el individuo
afectado (II1) tiene una deleciédn que abarca los exones 48-51. Como
se puede observar en la Fig. 13A y 13B, el DNA del individuo
afectado carecid de productos de amplificacién en las regiones 49

Y 50, lo cual confirmd la delecidn, la madre (Il1l) presentsd dos

alelos en la regidn 49 (Fig 13A). Este resultado sugiere una
mutacidén de_novo en el individuo afectado o mosaicismo gonadal en

la madre ya gque su DNA no presenta la delecién gque tiene su hijo.
Por otro lado las dos mujeres en riesgo en esta familia (II2 y II3)
tuvieron alelos . paternos diferentes en las regiones intrdnicas 44,
45 y 50, lo cual demuestra gue estas regiones son UGtiles para

confirmar paternidad dentrxro de una familia.

De las 21 mujeres pertenecientes a las 5 familias analizadas, el
38% fue portadora y el 33% no lo fue, con al menos una de las 6
regiones trabajadas. En 5 mujeres en riesgo no se pudo definir su
estado portador, debido a un evento de recombinacidén en una de las
familias y a un fen&meno de mosaicismo germinal o mutacidén de novo,
en otra. La regidén intrdénica 44 fue la mas informativa y la xregidn

82.



s 44 4S5 49 50 3

A B de! A A A (THyn-3
[ ] A del A A A (THu-s
[y, | A/BHeMIA/TBA A (Q)1-1

Fig. 12: Evento de recombinacidén en la Familia No. 4. El1 DNA
genémico fue aislado de linfocitos y analizado como se describe en
métodos. (A) Pedigree y autoradiografia de la regidén STR-44. (-)
control negative. (B) Representacidédn esquemAtica de los haplotipos
de los individuos Il, II3 y II5 obtenidos de la amplificacidén de
las regiones 5‘', 3, 44, 4S5, 49 y 50. (-) control negativo. La
lfinea horizontal ilustra el gen DMD.
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Fig. 13: Mosaicismo gonadal en la Familia No. 5. El1 DNA gendmico

fue aislado de linfocitos y analizado como se describe en mé&todos.

(A) Amplificacién de las regiocones STR-49 (parte superior) y STR-44

(parte inferior). (B) Amplificacidén de las regiones STR-50

{(parte
superior) y STR-45 (parte inferior). (-)

Control negativo.
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3’ no fue informativa en ninguna de las familias analizadas.

8. DISCUSION.

IL.a metodologia utilizada, en el presente trabajo, para extraer DNA
gendmico de los individuos afectados, sus familjares y personas no
afectadas por DMD/DMB, fue adecuada ya Qgque en promedio se
obtuvieron concentraciones de 125-250 ug por cada 15-20 ml. de
sangre. El1 DNA obtenido no mostrd degradacién y se pudo restringir
con diversas restrictasas. Este método también tiene la ventaja de
ser mas rapido y barato en comparacidn con otros métodos utilizados
en la extraccidédn de DNA gendmico, como los métodos de extraccidn de

DNA gendmico, con fenol-cloroformo o con los detergentes CTAB-DTAB

(61, 81, 136).

Con la finalidad de determinar el patrén de deleciones genéticas en
el gen DMD de los distr&ficos mexicanos analizados en este trabajo,
se decididé utilizar la técnica de amplificaciédn miltiple 9 y S
plex, debido a varias ventajas respecto a otra metodologias, este
método esta disefiado para' amplificar las regiones del gen DMD gque
presentan con mayor frecuencia deleciones genéticas y detecta

aproximadamente el 98% de eliminaciones en el gen (10, 35).

Si se compara esta metodologfa con las hibridaciones tipo Southern,
también utilizadas para determinar deleciones en el gen DMD, el PCR
multiplex es mi&s econdmico, réipido y no presenta problemas técnicos

86.



como la comigracién de fragmentos o bandas de hibridacién poco
intensas en la autoradiografia, -éue suelen presentarse en esa
técnica (88) . Con el PCR multiplex también es posible, en algunocs
casos, determinar la extensidn de las deleciones genéticas en los
individuos afectados por bMD/DMB Yy asi predecir si el marxco de

lectura del gen DMD esta en fase O no.

En los casos en los cuales no se pudo determinar la extensién de la
delecidn genética en el gen DMD, mediante esa metodologia, se
realizaron hibridaciones ti}_ﬁo Southern, usando sondas de cDNA del
gen DMD (41) o© PCR de exones del punto caliente mayor, gue no

fueron amplificados por el 9 y 5 plex (30).

El porcentaje de deleciones genéticas obtenido en los enfermos
mexicanos afectados por esta distrofia, analizados mediante PCR y
Southern, fue del 50.8%. Este porcentaje es uno de los mé&s bajos
reportado en la poblacién humana, soclamente en la poblacién

japonesa e israelita se ha informadeo de frecuencias mas bajas

(Tabla 10).

La distribucién de deleciones en el gen DMD de los enfermos
mexicanos afectados por esta distrofia presentd también diferencias
respecto a otras poblaciones estudiadas ya gque fue la gue tuveo un
mayor porcentaje (87%) de deleciones en el punto caliente mayor. La
poblacidén israelita, que fue la mas cercana a la nuestra, tuvo un
78% de deleciones en esa regidn (41, 59, 88).. Posiblemente las
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TABLA 10.

DISTRIBUCION DE DELECIONES EN EL. GEN DMD EN DIFERENTES ETNIAS.

PAIS DELECIONES LOCALIZACION NO. DE ENFERMOS REFERENCIA
(%) EN PUNTO
CALIENTE
MAYOR (%)
CHINA 56.6 80 11 159
FRANCIA 68 68 38 26
JAPON 40 60 50 7
USA 59 69 160 101
ISRAEL 37 78 62 141
MEXICO 50.8 87 61 ESTE
TRABAJO

88.



diferencias entre los enfermos mexicanos y los pertenecientes a
otras poblaciones analizadas, sean resultado de la informacidn
genética particular a nuestra poblacién mestiza. En caso de que
esto se confirme, mediante un estudic con un mayor nimerc de
individuos, convendria disefiar un ensayo multiplex para diagndstico

de DMD/DMB, mas conveniente a nuestra poblacidén.

Se ha reportado que en diversas poblaciones de individuos afectados
por DMD/DMB tanto europeas como anglosajonas de Estados Unidos de
América y Canada& (39, 59), el inicio de la delecidén del punto
caliente mayor, aunque es heterogéneo, empieza con mayor frecuencia
en el intron 44. En la poblacién mexicana los afectados poxr DMD/DMB
analizados en el presente trabajo, también presentan la mis alta
frecuencia de inicio de deleciones en ese intron. Posiblemente la
alta frecuencia de inicio de deleciones 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 deleciones en el punto caliente mayor gue se
analizaron en el presente trabajo, 2 presentaron el marco de
lectura en fase y 25 no. Dieciseis de ellos disponian de datos
clinicos y se pudo hacer una correlacidn entre estos datos y los
moleculares. En 13 de estos enferﬁos se encontrd una correlacidn
~entre el marco de lectura en no fase y la gravedad de 1la
enfermedad, de acuerdo a la prediccidn de Monaco A. et., al. (109).
En los otros 3 no se presentd esta correlaciédn, 2 de ellos (9.1 y
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10.1) tuviercon el marco de lectura en fase, sin embargo su fenotipo
fue DMD ¥y unco, el enfermo 7.3, manifestd un fenotipo DMB, a pesar
de tener el marco de lectura fuera de fase. Para los dos primeros
casos donde no se confirmé la hipdtesis del marco de lectura, las
deleciones en el gen DMD, ocasiocnaron que se perdiera una regidn
del segundo dominio de 1la distrofina, que de acuerdo al wmapa
patoldgico-funcional de esta proteina, ocasionaria un fenotipo DMB
medio o atipico (4, 12, 55, 125). Sin embargo ellos presentan un
fenotipo DMD, que podria deberse a que las deleciones ocasionaron
que se perdieran las regiones consenso requeridas para el correcto
empalme de los exones en el gen DMD (88) y por lo tanto el RNAm
producido posiblemente no se traduzca. Esto se podria confirmar
mediante el andlisis del RNAm 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 los gue una delecidn ocasiond que
el marco de lectura del gen, no estuviera en fase (141, 154). La
explicaqién mas probable para esto podria ser gue ocurriera
previamente un procesamiento alternativo gue generara un acomodo
diferencial de exones en el RNAm del gen DMD. Posiblemente esto
mismo sucedid en el individuo 7.3 gque tiene un fenot%po Becker, a
pesar de tener el marco de lectura del gen DMD fuera de fase. éara
confirmar lo anterior seria necesario analizar el transcrito y la

proteina del gen DMD de este individuo.
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El 49.1% de los enfermos de DMD/DMB analizados en el presente
trabajo, mediante PCR e hibridaciones Southern, no mostraron
deleciones genéticas en el gen DMD. Posiblemente tengan una
mutaciédn en otras regiones no analizadas del gen o bien presenten
microdeleciones © wmutaciones puntuales, las cuales no se pueden
detectar con las técnicas utilizadas en el presente trabajo. (82,

128, 134).

Debido a gue las mujeres portadoras de la Distrofia muscular de
Duchenne/Becker son asintomiticas, se han disefiado diversas pruebas
para determinar el estado portador en mujeres en riego para esta
enfermedad. Una de las mas utilizadas es la determinacién en suero
de la enzima muscular creatina fosfocinasa, ya gque los niveles de
ésta son elevados en aproximadamente el 70-75% de las mujeres
portadoras, sin embargo varios factores pueden modificar los
niveles de la enzima en la misma mujer ¥y hacer el diagndstico poco

preciso (9, 138, 157).

Con la finalidad de mejorar el diagndstico de portadoras para la
DMD/DMB en familias mexicanas con antecedentes de esta enfermedad,
en el presente trabajo se implementd el diagndstico molecular de
portadoras para esta distrofia, utilizando repetidos en tandem de
los nucledtidos CA de 6 regiones diferenhtes del gen DMD (intrénes

44, 45, 49, 50 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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diagnSstico molecular de portadoras para la DMD/DMB. La primera es
acerca de la localizacidn de é&stos marcadores, 4 de ellos se
encuentran dentro de la regiédn del gen DMD donde c<con mayor
frecuencia se dan las deleciones genéticas (45, S4, B86). Esto
facilita la deteccién de portadoras debido a gque es mas facil
determinar el estado portador en una familia, cuando las mujeres -
son hemicigotas para la delecién. La segunda ventaja es que estos
6 marcadores son Utiles para descartar eventos de recombinacidén en
el gen DMD. Chakraborty et. al. (32) considera gque mediante el uso
de 2 secuencias en el punto caliente mayor de eliminacidédn del gen
DMD y un marcador en cada uno de los extremos de este gen, se
pueden identificar eventos de recombinacidén dentro del gen Yy
obtener informacién Jdiagndstica en casi todas las familias con
DMD/DMB analizadas. La tercera ventaja es gue 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 riesgo pertenecientes a familias con
antecedentes de DMD/DMB, haciendo uso de 6 repetidos de CA dentro

del gen DMD.

Como se puede observar en la familia 1 de la Fig. 9, el diagndstico
de portadoras mediante el uso de los repetidos de CA es altamente
informative, ya que la mujer en riesgo (II2), se pudo definir como
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portadora con 4 de las regiones del gen DMD analizadas.

Como ya se comentd anteriormente una de las ventajas en el uso de

los repetidos de CA en el diagnéstico de portadoras, es su alta

heterocigosidad en las poblaciones estudiadas (11, 27, 52, 127) vy

probablemente en la nuestra (Estrada, J. comunicacidén personal) .
Esto permitid definir el estado portador de 2 mujeres de la familia

2 (Is, I6), asumiendo haplotipos hipotéticos de sus progenitores,

ya fallecidos (ver Fig. 10C).

En la Fam. 3 (ver Fig. 11) analizada en este trabajo, existe una

mujer (II4), qQue inicialmente se diagnosticsd, desde el punto de

vista clinico, como afectada por una DMB severa. Los criterios

clinicos que sugirieron que ella padecia esa alteracidn fueron la

edad en que dejo de caminar, que fue la misma que la de sus

hermanos afectados (14 arfios de edad), los niveles elevados ‘de CPK
Yy alteraciones miopaticas compatibles con esta distrofia (Mercado

R. comunicacién personal) . Los alelos obtenidos pox 1la

amplificacién del DNA de las'regiones de CA de los intrones 45 vy

50, de esta mujer (ver Fig 11), sugieren que estid afectada por esta

distrofia, ya gque presenta el alelo que segrega con la enfermedad.

Su hermana no afectada (II3), no lo presenta.
..Se. han reportado pocos casos de mujeres afectadas por DMD/DMB en la
poblaci®dn humana y se han explicado como resultado de una
dinactivacién preferencial del cromosoma X no afectado, o por un
,alteracidn cromosdmica tipo 45 X0 o translocacién X/autosdmica
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(132) . Por lo anterior es necesarioc realizar egstudios
complementarios que pudieran explicar las manifestaciones clinicas
de la mujer II4 de esa familia, tales como un cariotipo y la
determinacidn de la distrofina en sus fibras musculares. Resultados
preliminares obtenidosg, en nuestro laboratorio, mediante

hibridaciones Western, indican que esta mujer Yy sus hermanos

afectados, carecen de distrofina muscular.

El porcentaje de eventos de recombinacién en las familias
estudiadas en este trabajo fue del 20%. Este valor es similar al

27% reportado por Clemens P. et. al. (32) . El evento de
recombinacidén detectado en la familia 4 se dio al igual qgue los
reportados por Clemens P. et. al. (32) en el punto caliente mayor,
el cual tiene una frecuencia de recombinacidén varias veces mayor a
las  otras regiones del gen (1, 2, 38). Debido a este evento

detectado en esgta familia (ver Fig. 12) no se pudo definir el-

estado portador de las 3 mujeres en riesgo (IIl, II2, II4), sin
embargo mediante el uso de otras metodologias moleculares como la
deteccidn de eliminaciones por corte con RNAasa A (113) o el RT-PCR

(133) , se podria definir el estado portador de esa mujeres..

La mujer I1 de la familia 5 (ver Fig. 13A) probablemente tenga
mosaicismo gonadal para la delecidn presente en su hijo, o bien
este Altimo tenga una mutacidén de novo. Se estima que el mosaicismo
gonadal es un evento relativamente frecuente (12%) en familias con
DMD/bMB vy puede tener implicaciones en la determinacién portador
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para esta enfermedad, debido a que se confundiria con una aparente

mutacién de noveo en el gen DMD (62).

La regioén STR-44 fue el marcador mas informativo en la
determinacién del estado portador, en las familias analizadas en
este trabajo. Sin embargo fue el segundo con mayor heterocigosidad
(65.2%) en 23 mujeres mexicanas no portadoras de la DMD/DMB
(BEstrada J. comunicacién perscnal) . Powell J. gt. al. (127) obtuvo
un 47% de heterocigosidad para el marcadof 3’ del gen DMD, en
poblacidén caucasica, sin embargo esta regién no fue informativa en
ninguna de las familias mexicanas analizadas en este trabajo.
Posiblemente esta diferencia sea resultado de las caracteristicas

peculiares de nuestra poblacidn mestiza¢

El usco de estas metodologias moleculares en el diagnéstico de
portadoras para la DMD/DMB es importante debido a que en la mayoria
de los casos son altamente informativas y mas faciles de
implementar gue otra metodologias y permiten proporcionar un

asesoramiento genético mas adecuado.
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