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RESUMEN 

La distrofia muscular tipo Duchenne (DMD) es una enfermedad neuromuscular 

de carácter letal que se hereda en forma recesiva ligada al cromosoma X 

La enfermedad es ocasionada por mutaciones en el gen que cod1f1ca para la 

proteína distrofina. 

La aplicación de técnicas de Biología Molecular. tales como los polimorfismos 
en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) han contribuido al diagnóstico 

molecular de esta enfermedad y a la detección de madres portadoras. 

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la eficiencia del marcador tipo 

RFLP pERT87.8/Taql (intrón 13 del gen DMD) para el asesoramiento genético. en 

una muestra de familias mexicanas 

Se analizaron 166 familias (74.6% casos únicos) integradas al menos por el 

caso indice y la madre. Se realizó la amplificación del pERT87 8/Taql. seguida de la 

restricción respectiva (alelo mayor T1 y alelo menor T2) 

Se obtuvieron las frecuencias alélicas. así como el indice de heteroc1goc1dad y a 

través del análisis de ligamiento genético se procedió a determinar el estado de 

portadoras en todas las muieres emparentadas en primer grado. 

83 madres (50%) fueron informativas (heterocigotas T1 /T2). el resto fueron 

homocigotas. 4 madres resultaron ser no portadoras (mutación de novo) Se pudo 

asignar el estado portador en 20 hermanas y se descartó dicho estado en otras 23 

hermanas. 

En cuanto a las frecuencias alélicas. el alelo T2 fue el más frecuente (O 58%). 

En una familia no hubo concordancia de alelo paterno y mediante el análisis del 

marcador D1S80 se documentó no paternidad. Así 28 familias (16.86.%) de las 166 

estudiadas pudieron recibir un asesoramiento genético de certeza. 

La utilidad del marcador pERT87.8/Taq 1 para brindar un asesoramiento genético 

fue baja, aún contando con un alto indice de heterocigocidad en las madres estudiadas 

El bajo número de familias beneficiadas. lo atribuimos a la estructura familiar 

inadecuada para el estudio y a la predominancia de casos únicos. 



INTRODUCCIÓN 

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es el padecimiento neuro
muscu lar hereditario más frecuente del ser humano.• Fue descrita 
inicialmente por Edward Meryon en 1852 y posteriormente, Duchenne de 
Boulogne (1868) describió detalladamente la entidad, definiéndola como 
una enfermedad que afecta a niños al inicio de su infancia.'· 2 

Los signos clínicos de la enfermedad se hacen evidentes entre las 
edades de 2 a 5 años. Los primeros síntomas que se presentan son 
problemas para caminar, tendencia a caerse, incapacidad para correr, saltar, 
subir escaleras y posteriormente dificultad para levantarse de una posición 
sentada o acostada. Otro signo importante es la pseudohipertrofia de 
gemelos, debida a la acumulación de grasa y tejido conectivo en el músculo 
y presencia de signo de Gowers positivo' (figura 1 ). 

Otra característica adicional de la enfermedad. son los valores elevados 
de ciertas enzimas en el suero, como la aldolasa (ALD), la deshidrogenasa 
láctica (LDH), la transaminasa glutámico oxalacética (SGOT) y la creatinina 
fosfocinasa (CPK), esta última se encuentra elevada de 50 a 100 veces 
sobre su valor normal.4 Alrededor de los 11 y 12 años la debilidad muscular 
ocasiona que los niños con DMD pierdan su capacidad de caminar y la 
mayoría de estos mueren a finales de la segunda década de vida, 
generalmente por neumonía o falla respiratoria. 2 • 

3 Aproximadamente 1 /3 
de los pacientes con DMD presentan un coeficiente intelectual por debajo 
de la población normal, esta deficiencia intelectual no es progresiva ni esta 

correlacionada con la gravedad de la enfermedad. 5 • 
6

• 
7 

La distrofia muscular de Becker (DMB) es una variante alélica de la 
DMD y se presenta como la forma benigna de la enfermedad. 3 En la DMB la 
progresión de la enfermedad es más lenta. la incapacidad para caminar 
generalmente se pierde en la mayoría de ellos después de los 15 años y 
raramente se presenta retraso mental. Algunos de los casos pueden llevar 
un patrón de vida normal hasta los 40 a 50 años." 5 
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a) 

e) 

e) 

Figura 1. Signo de Gowers positivo. Debido al debilitamiento muscular de la cintura 
pélvica y femoral, los pacientes con DMD adoptan una forma distintiva de levantarse 
del piso. Inicialmente apoyan sus manos en el piso a): posteriormente elevan ambas 
rodillas b) y c); y una vez obteniendo cierta firmeza. colocan sus manos en las rodil
las d) y e). De esta manera pueden ponerse completamente de pie. 



GENÉTICA DE LAS DMD/DMB 

Las DMD/DMB se heredan en forma recesiva ligada al cromosoma X.ª 
La mutación presente en el gen de los individuos afectados. se puede 
originar como resultado de una mutación de novo (30% de los casos), o 
puede ser heredado a través de mujeres portadoras. 4

•
9

• 
10

-
11 

La incidencia estimada para la DMD en la población caucásica es de 
uno por cada 3000 hombres recién nacidos vivos, 12 mientras que la 
incidencia para la DMB, es menos frecuente, uno por cada 30,000- 40,000. 13 

Por otra parte, la enfermedad puede manifestarse ocasionalmente en 
mujeres (<8%) bajo condiciones que eliminen el alelo normal, por ejemplo 
monosomias de cromosomas sexuales (síndrome de Turner), 3 

translocaciones recíprocas entre un autosoma y el cromosoma X 14 y en 
aquellos casos que involucran inactivación preferencial del cromosoma X 
normal. 15 

Las manifestaciones clínicas que las mujeres pueden presentar son, 
agrandamiento de las pantorrillas, dificultad para subir escaleras, 
debilitamiento muscular en diversos grados y ocasionalmente incapacidad 
severa. 2 

EL GEN DMD 

El gen DMD, es el más grande del humano hasta ahora conocido. 111 

Se encuentra localizado en el cromosoma X en la banda Xp21.2 17 

(figura 2). 

La localización del gen se logró a través de estudios citogenéticos y 
por análisis de ligamiento. 18 Posteriormente se caracterizó por clonación 
tipo posicional gracias a un fragmento del extremo 5' denominado pERT87.9 

El gen contiene aproximadamente 2.4 millones de nucleótidos, 
dispuestos en 79 exones, lo que equivale al 0.05% del genoma humano 
completo y al 1 % del DNA del cromosoma X. 19• 20 



Xp 

Xc¡ 

Xp21.3 r 
X "I" L.+ , P- ·-t_. 

Xp21.I ~ 

Figura 2. Representación del cromosoma X con bandeo G y ubicación del gen 
DMD en la banda Xp21.2. (Walker et. al., 1993). 
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Este gen permanece altamente conservado en la evolución, debido 
presumiblemente a su gran tamaño y a su alto número de exones. 21 

El gen presenta una tasa elevada de mutación" la cual puede estar 
relacionada con el tamaño del gen22 y con algunos elementos presentes en 
los intrones que podrían contribuir a su inestabilidad. 23 

El control de la transcripción del gen DMD es complejo. 3• 5· 24 Hasta el 
momento se han reportado 8 promotores diferentes en el gen DMD. al menos 
tres de ellos controlan las isoformas musculares de la distrofina de 427 
(KOa)2s.2s,21,2e,29 (figura 3). 

El gen DMD consta de 79 exones y codifica para un mRNA de 
aproximadamente 14,000 nucleótidos. El nivel más alto de transcripción se 
encuentra en el músculo esquelético y representa del 0.1 al 0.2% del total 
de especies del mRNA. Así mismo, se han observado niveles de 
transcripción bajos en tejido neuronal y músculo liso. cerca del 5% y 1 % 
respecto del músculo esquelético. 3 º· 31 

Cabe mencionar que la expresión de la forma neuronal probablemente 
esta involucrada con el grado de retraso mental en algunos de los individuos 
afectados con DMQ.32,33 
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Figura 3. Localización de los diferentes promotores del gen DMD que controlan la 
expresión de las diferentes lsoformas de la distrofina: Dp4271 (células linfoblas
toides), Dp427c (cerebro). Dp427m (músculo), Dp427p (células de Purkinje). Dp260 
(retina), Dp140 (sistema nervioso central), Dp116 (células de Schawnn) y 
Dp71/Dp40 (tejidos no músculares como higado y células totipotenciales). 
(Emery, 1998). 

7 



LA PROTEÍNA DISTROFINA 

La distrofina tiene un tamaño de 427 kDa y pertenece al grupo de proteínas 
de unión a actina, de la familia de las espectrinas.:w 

Esta constituida aproximadamente de 3, 700 aminoácidos. dispuestos en 
4 dominios; un dominio amino-terminal, un dominio central «rod», uno rico en 
cisteína y uno carboxilo terminal 35• 36 (figura 4). 

El dominio amino terminal esta constituido por 240 aminoácidos y es parecido 
en secuencia y función a la a-actinina, una proteína de unión a actina.:w. 37 

El dominio central, es el más grande, y esta constituido por 2800 
aminoácidos, distribuidos en una serie de 24 repetidos homólogos. cada uno 
con 109 aminoácidos en promedio y dispuestos a manera de triples alfa 
hélices.38 Este dominio presenta cuatro regiones «bisagra» (H 1-H4) ricas en 
prolina a las cuales se les atribuye la flexibilidad de la molécula.:w. 39 

El tercer dominio, constituido por 250 aminoácidos es rico en cisteínas y 
esta involucrado en la unión del complejo glicoproteíco asociado a distrofina 
(DGAC)4 º (figura 5). 

El último dominio corresponde a la región carboxilo terminal; esta 
constituido por 420 aminoácidos y presenta homología con la utrofina, proteína 
codificada en el cromosoma 6. Dos terceras partes de este dominio interactuan 
con varias proteínas transmembranales con las que forma los complejos 
sarcoglicano y distroglicano. 34• •1.•2 • • 3 

Esta proteína conforma cerca del 0.002% de la proteína total del músculo 
estriado y aproximadamente el 5% de las proteínas del citoesqueleto. 35 

Diversos estudios han corroborado que la distrofina interviene directamente 
en la estabilidad membrana! durante la contracción muscular. en la transducción 
de fuerza contráctil al medio extracelular. en la organización de membranas 
especializadas y manteniendo las concentraciones de los componentes 
celulares. 34

•
44

•
45 Así la ausencia total o parcial, o la deficiencia funcional de la 

proteína ocasiona ruptura del sarcolema durante la contracción y relajación 
muscular y la consecuente sustitución de este tejido por componentes 
conectivos (fibrosis endomisial). Estos eventos explican las manifestaciones 
clínicas de los pacientes con DMD. 3s.•s.•7 



Duntinio rico 
N-1cm1inal Dominill rlld en cbtdna C-11:m1inal 

(240 aa) (2XllCl aa) <25Cl aa) (420 aa) 

111 112 1n 11.t 

Figura 4. Representación esquemática de la organización en dominios de la 
proteína distrofina. de 427 kDa. El dominio central ""rod'' compuesto de 24 unidades 
repetidas es interrumpido por 4 regiones ricas en prollna (H1-H4). 
(Emery. 1998). 
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Dl•trobrevln• 

Figura 5. Organización del complejo glicoproteico asociado a distrifina (DGAC). 
Se distinguen dos subcomplejos: distroglicano y sarcoglicano. El subcomplejo distro
glicano está constituido por dos proteinas, el 13-distroglicano que es una proteína 
transmembrana ligada por su dominio amino intracitoplásmico a la distrofina. y por 
su extremo carboxilo al a-distroglicano, este se une a un componente de la matriz 
extracelular conocido como merosina o laminina. El subcomplejo sarcoglicano está 
constituido por cinco proteínas denominadas: a-sarcoglicano o adhalina, p-sarcogli
cano, y-sarcoglicano, <5-sarcoglicano y sarcospan (25 kDa). Componentes celulares 
adicionales. tales como las sintrofinas y la proteína distrobrevina, descubiertos 
recientemente. se unen a la distrofina por el dominio e-terminal. (Emery, 1998). 
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GÉNESIS Y TIPO DE MUTACIONES EN EL GEN DMD 

A partir de la localización y clonación del gen DMD, se ha podido 

determinar que las deleciones intragénicas son las responsables de 

aproximadamente el 60% de los casos de DMD/DMBº 

Estas deleciones en el gen son muy heterogéneas. pueden eliminar 

desde un exón, hasta el gen completo. 49 incluso han sido descritos una 

variedad de síndromes de genes contiguos que involucran diferentes 

porciones de la banda Xp21. 5 º 

Múltiples estudios han determinado al menos dos sitios en el gen 

altamente susceptibles para sufrir deleciones, se han denominado «puntos 

calientes» existiendo uno mayor y otro menor. 5 '- 52 

El «punto caliente» mayor se ha localizado en el intrón 44 el cual 

presenta un gran tamaño. Cerca de las 2/3 partes de las deleciones que se 

detectan en pacientes con DMD, se encuentran en este sitio. 3 ª· 52
• 

53 Las 
deleciones localizadas en esta región se extienden solo en dirección 3' a 

partir del punto caliente y llegan a ser aproximadamente de 200 kb. 5• 

El «punto caliente» menor se encuentra en el intrón 7. En este sitio las 

deleciones se extienden en dirección 5' y 3'. Algunos casos de DMB se 

asocian a mutaciones localizadas en este punto. 54 

Así mismo se ha detectado que el 35% de los pacientes con DMD no 

presentan deleciones, probablemente presenten microdeleciones. que 

conduzcan al corrimiento del marco de lectura, o mutaciones puntuales 

que originen codones de término, eliminen sitios de «splicíng» o disminuyan 

la función promotora. 55 Estas mutaciones puntuales se han localizado en 

varios pacientes a través de la técnica de análisis de conformación de 

cadena sencilla (SSCP) y análisis de heterodúplex con secuenciación. Su 

distribución es heterogénea. 56 • 57• sa 
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Por otra parte, las duplicaciones parciales están presentes en un 6-8% 
de los pacientes DMD/DMB y se ha descrito un caso de DMD ocasionado 
por la inserción de un elemento retrotransponible L 1 en secuencias 
codificantes del gen. 53. 5• 

Debido a que no existe una correlación entre el tamaño de la deleción 
y la gravedad de la enfermedad, 7·~5 se ha postulado que la presencia de un 
fenotipo Duchenne o Becker es dependiente del marco de lectura. Asi en 
los pacientes con DMD, las mutaciones presentes en el gen. generan un 
cambio en el marco de lectura, dando como resultado proteínas truncadas. 
contrariamente en los pacientes con DMB las eliminaciones provocan un 
marco de lectura abierto, lo que genera una proteína parcialmente funcional. • 

Sin embargo existen excepciones, ya que se han observado deleciones 

en pacientes con DMD que producen un marco de lectura abierto. e 
inversamente, enfermos con DMB que presentan deleciones que rompen 
el marco de lectura. ªº Se piensa que esta situación obedece al 
procesamiento post-transcripcional del mRNA de la distrofina. 61 

DIAGNÓSTICO MOLECULAR DE LAS DMD/DMB Y 
DETECCIÓN DE PORTADORAS 

Con el empleo de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) se ha facilitado en gran medida el análisis de deleciones en el gen 
DMD. 62 

Inicialmente la técnica utilizada para la detección de deleciones fue el 
Southern blot. Estos estudios requieren de 7 a 12 sondas que abarcan la 
longitud total del cDNA, 63 • 64 sin embargo, actualmente se han diseñado 
ensayos de amplificación múltiple (PCR múltiple) como el 9 plexo el 5 plex, 

que permiten amplificar conjuntamente varias regiones del gen. situadas 
en los llamados «puntos calientes» mayor y menor y con ello detectar hasta 
el 98% de las deleciones intragénicas. 65•

66 La ventaja de este método radica 
en que es rápido, se requiere poca cantidad y calidad de DNA, y representa 

un bajo costo. 65
• 
67 

12 



En cuanto a la detección de portadoras, la determinación de los niveles 
de creatinina fosfocinasa (CPK), en suero, fue la prueba más comünmente 
empleada durante los años 60's y ?O's, 68 sin embargo estos niveles pueden 
variar en un mismo sujeto cuando se realizan diferentes mediciones en 
tiempos distintos, además la distribución de los niveles de la enzima se 
llega a traslapar entre mujeres normales y portadoras. dando resultados no 
concluyentes. 69• 70 

El análisis de distrofina por inmunoblot e inmunohistoquímica en 
músculo, también ha sido una herramienta empleada en la detección de 
portadoras, no obstante, en muchas ocasiones generan resultados 
inconsistentes y se consideran poco confiables. 71 

El empleo de métodos que parten del análisis de DNA brindan 
resultados más consistentes, estas pueden ser de tipo directo corno el South
ern blot cuantitativo, el M-PCR cuantitativo, los RT-PCR. etc. o de tipo 
indirecto tales como los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de 
restricción (RFLP), los repetidos en tandem de número variable (VNTRs) o 
las secuencias cortas repetidas en tandem (STRs). 3 • s. 72 

Las pruebas de tipo indirecto (análisis de ligamiento) se llevan a cabo 
cuando no se han identificado mutaciones en et caso indice. Son de gran 
utilidad en casos familiares de DMD/DMB y en aquellos casos de asignación 
de no portadoras con un solo miembro afectado, siempre y cuando la madre 
sea informativa (heterocigota). s. 72 

Los RFLP han sido ampliamente utilizados y se basan en el análisis de 
sitios de restricción, estos sirven como marcadores para seguir la 
segregación de los cromosomas en un árbol genealógico. De esta manera 
se puede asignar o excluir el estado de portadora entre las familiares 
femeninas de primer grado, o identificar et alelo de riesgo. 5 • 7 

Diversos RFLPs han sido identificados en secuencias no codificantes 
del gen DMD. Una de estas secuencias corresponde al fragmento pERT87.8 
(intrón 13). Este polimorfismo esta estrechamente ligado al tocus de ta 
enfermedad y se ha visto que presenta un porcentaje bajo de recombinación 
y un alto índice de heterocigocidad 5% y 50% respectivamente. 4 • 8 · 70 

Este RFLP ha sido ampliamente utilizado para consejo genético en 
distintas poblaciones.ª 



OBJETIVO GENERAL 

Evaluar Ja eficiencia del marcador tipo RFLP pERT87.8/Taql (intrón 
13 del gen DMD) para el asesoramiento genético, en una muestra de 
166 familias mexicanas con DMD/DMB. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. - Determinar el indice de heterocigocidad, en la muestra de 
mujeres mexicanas. 

2. - Determinar las frecuencias alélicas presentes en la población 
de estudio. 

3. - Asignar o excluir el estado de portadora en las mujeres de las 
166 familias analizadas. 

JUSTIFICACIÓN. 

Hasta el momento aún no se ha logrado desarrollar un tratamiento 
curativo para Ja DMD. Los esfuerzos a nivel mundial se han enfocado 
principalmente al aspecto preventivo, a través de la detección de portadoras 
y el diagnóstico prenatal. 

La detección de portadoras es un elemento de suma importancia, ya 
que permite conocer el riesgo de recurrencia en una familia, y con ello 
brindar un asesoramiento genético de certeza a las familias afectadas. 

El marcador pER87.8/Taql ha sido ampliamente utilizado en distintas 
poblaciones. sin embargo, para la población mexicana no se ha reportado 
su empleo. Debido a que presenta una alta frecuencia de heterocigocidad 
y un bajo indice de recombinación, este marcador podría ser de utilidad 
para el diagnóstico de mujeres portadoras. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1. POBLACIÓN. OBJETIVO Y ESTUDIO CLiNICO 

166 familias mexicanas, no relacionadas. fueron incluidas en el estudio. 
128 fueron DMD y 35 fueron DMB. De tres familias no se contaba con muestras 
de los casos índice por fallecimiento. Los pacientes fueron diagnosticados en 
el Departamento de Genética y Neurología del Instituto Nacional de Pediatría. 

El diagnóstico clínico se realizó con base en la exploración física. historia 
familiar, determinación del nivel de creatinina fosfocinasa (CPK) en suero, 
electromiografia y biopsia muscular. 

La clasificación de los pacientes en fenotipos DMD o DMB, se realizó 
tomando en cuenta la edad de inicio de la enfermedad. evolución y la edad de 
pérdida de la deambulación. Los pacientes que dejaron de caminar antes de 
los 13 años se clasificaron como DMD, mientras que los pacientes con pérdida 

de la deambulación después de los 18 años se consideraron como DMB. 

Se incluyeron sólo a los familiares de primer grado de los casos indice 
(n= 163). Así, se analizaron 33 padres, 49 hermanos y 274 mujeres. 166 de 
ellas fueron madres y 108 fueron hermanas. 

De las 166 madres incluidas en el estudio. 42 contaban con antecedentes 
familiares de hermano, tío, primo, por rama materna u otro hijo afectado con 
DMD/DMB y fueron catalogadas como portadoras obligadas (PO). El resto de 
las mujeres (n=124) no contaban con antecedentes familiares y por lo tanto se 
catalogaron como posibles portadoras. 
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2. ESTUDIO MOLECULAR 

2.1 Aislamiento de DNA Genómico 

La obtención de DNA se realizó a partir de leucocitos de sangre periférica, 
proveniente de pacientes y familiares. siguiendo el método que se describe a 
continuación: 

Se tomaron de 7-15 mi de sangre periférica en tubos Vacutainer con EDTA. 
los leucocitos se separaron por centrifugación a 2500 r.p.m .. se lavaron con 
amortiguador para células rojas y se lisaron con buffer de lisis (WCLB). Se 
realizó extracción fenólica y el exceso de fenal fue retirado con 2 lavados de 
cloroformo-alcohol isoamilico 24: 1. El DNA se precipitó con NaCI [1 M] y etanol 
absoluto a -20ºC, se lavó con etanol al 70% a temperatura ambiente y 
posteriormente se resuspendió en 200-300 ¡d de amortiguador TE pH 8.0. 

El DNA se cuantificó haciendo una dilución 1 :250 de DNA genómico. 
agua bidestilada y se cuantificó en un espectrofotómetro leyendo a una longitud 
de onda de 260 nm y usando la siguiente formula: 

[DNA] (g/(I= (DO 260) (F) (Factor de dilución) 

donde: 

DO: Densidad óptica a una /.... de 260nm 

F: Constante equivalente a 0.05(1 O.O)= 50 ¡1g de DNA 

Factor de dilución: equivalente a 1 :250 ¡d 

El criterio de pureza de fenal (lectura a 250 nm) y proteínas (lectura a 280 
nm), se obtuvo calculando el cociente entre estas lecturas y la lectura a 260 
nm (DNA), el cociente por encima de 1 .6 se consideró adecuado para estudio. 

La integridad del DNA se evaluó por electroforesis en geles de agarosa al 
0.7% a 100 V por 30 min. Posteriormente se tiñó con bromuro de etidio y se 
visualizó en un transiluminador con luz UV. 

La integridad del DNA se consideró como óptima cuando se observó la 
banda nítida de alto peso molecular 23kb del marcador de tamaño molecular 
fago A/Hind 111. 

16 



2.2 Análisis de RFLPs 

2.2.1 Sintesis de oligonucléotidos iniciadores F y R 

El DNA de los pacientes DMD/DMB y de sus familiares. se amplificó 
por medio de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
empleando los siguientes pares de oligonucleótidos. 

F:GTCAGTTGGTCAGTAAAAGCCC 

R:CAGATCGTCGACCAATTAAAACCACAGCAG 

Los oligonucleótidos se prepararon utilizando el método de 
fosforoamidita en un oligosintetizador (Pharmacia '"') y se purificaron en 

columnas de Sephadex G-25 ™ 

2.2.2 Reacción de amplificación y análisis de restricción 

La amplificación se llevó a cabo mezclando 500 ng de DNA genómico 
en una solución con amortiguador para el fragmento Stoffelr" de la Taq 
polimerasa ([10 mM] tris HCL. pH 8.3, [50 mM] KCL). 2.0 UI de DNA 
polimerasa Taq Stoffel™, [0.1 pM] de oligonucleotido iniciador. [150 ¡1M] de 
dNTPs. [1.5 mM] de MgCl2, en un volumen de reacción final de 50 pi. 

La reacción de amplificación se realizó en un Termociclador (DNA Ther
mal Cycler 480 de Perkin Elmer Cetus) bajo las siguientes condiciones 

Se inició con una desnaturalización a 95ºC por 5 minutos seguido de 
35 ciclos de desnaturalización a 95ºC por 50 segundos, alineación a 55~c 

por 1 minuto y extensión a ?OºC por 3 minutos y una elongación final a 
72ºC por 4 minutos. 

La restricción se llevó a cabo mezclando los productos de amplificación 
obtenidos, con 3 UI de la enzima de restricción Taq l. a 65ºC durante toda 
la noche. 

La enzima Taql reconoce la secuencia 
fragmentos con extremos cohesivos. 
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2.2.3 Electroforesis en geles de Agarosa 

15 1-tl de los productos de restricción se corrieron durante 30 minutos a 
100 V en geles de agarosa al 2.5%, se visualizaron y fotografiaron en un 
transiluminador con luz UV con película Polaroid 667™ 

Se dedujo el tamaño molecular de cada amplificado en base a su 
migración y por comparación con el marcador de tamaño molecular. 

En todas las reacciones de amplificación/restricción se corrieron en 
forma paralela muestras con genotipos conocidos (controles) para cada 
una de las combinaciones posibles de RFLP. 

Se procedió a identificar los genotipos de acuerdo al patrón de 
restricción. El producto de amplificado para estudiar el polimorfismo T1 es 
de 145 pb, el cual cuando es digerido por la enzima de restricción Taq 1 
genera dos fragmentos, uno de 71 pb y otro de 74 pb. 

Se ha denominado por convención alelo (T1) al que no contiene el 
sitio de restricción para la enzima y alelo 2 (T2) al que si lo tiene (Figura 6). 
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Alelo T1 
(145 pb) 

M 2 3 4 

T1 (145 
pb) 

T2 (74171) 

Figura 6. Geles de agarosa al 2.5% teñidos con bromuro de et1d10 que muestran los 
patrones de amplificación y restricción del polimorfismo pERT87 SfTaq l. 
Panel A. Amplificación de Taq l. M marcador de tamaño molecular (fago A/Hind 111 
escalera de 50 pb). Carril 1 Producto de amplificación su¡eto masculino. Carriles 2 y 3 
productos de amplificación sujetos femeninos (145 pb). Caml 4 control negativo 
Panel B. Pairen de restri=ión de Taq l. M marcador de tamaño molecular (fago UH1nd 111 
escalera de 50 pb) 
Carril 1 Alelo T2 sujeto masculino (74171 pb) Carril 2 Alelo T2 femenino. Carril 3 Alelo 
T1fT2 sujeto femenino (145 pb) y (74171 pb). Carril 4 control negativo 

19 



RESULTADOS 

Mediante los análisis de árboles genealógicos previamente realizados 
por el Departamento de Genética del Instituto Nacional de Pediatría, se 
pudo conocer que 42 (25.3%) de las madres. eran portadoras obligadas 
(PO), el resto 124 (74.6%) fueron catalogadas como portadoras probables. 

Con estos antecedentes se procedió a efectuar la detección molecular 
de portadoras a través de los estudios de RFLPs. 

En cuanto a las concentraciones e integridad del DNA obtenido estas 
fueron óptimas, las muestras de DNA no mostraron degradación alguna 
después de la extracción y pudieron ser restringidas. 

Uno de los objetivos iniciales fue la determinación de las frecuencias 
alélicas de nuestra población en estudio, para lo cual se analizaron un total 
de 365 alelos pertenecientes a 166 madres y a 33 padres. 

Se pudo evidenciar que el alelo T2 fue el más frecuente (0.57%) 
respecto al alelo T1 (0.42%) (Gráfica 1). Al comparar estos resultados con 
los valores que se reportan para otras poblaciones se puede observar que 
no existen diferencias significativas con respecto a una población hindú, y 
si existen diferencias significativas con poblaciones caucásicas. asiáticas y 
africanas (Tabla 1). 

En cuanto al indice de heterocigocidad, de las 166 madres estudiadas 
el 50.0% (n=83) fueron informativas (heterocigotas T1/T2). El otro 50% de 
las madres fueron homocigotas. 

De las 42 madres con antecedentes familiares solo 23 (13.85%) fueron 
informativas (POI) y 19 (11.44%) fueron no informativas (PONI). así mismo 
de las madres catalogadas como posibles portadoras. 60 fueron informativas 
(36.14%) y el resto, 64 (38.55%) no lo fueron. 
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Gráfica 1. Distribución de frecuencias alélicas. Se observa que el alelo T2 se presenta 
con una frecuencia mayor (0.57%) en la población en estudio con respecto al alelo 
T1 (0.42%) 
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Tabla 1. Frecuencia de polimorfismos en diferentes poblaciones 

POBLACIÓN 

CHINOS 

~--~--~-

GALESES 

JAPONESES 

INGLESES 

CAUCÁSICOS 

HINDUES 

NIGERIANOS 

TURCOS 

MEXICANOS• 

• El presente estudio 
(Tomado de Alcántara, 1998.) 

----

T1(%) 

98/145 

(068) 
-·------- -----------

(no csp) 

(0.26) 

801114 

(0.70) 

421150 

(0.28) 

27/105 

(0.26) 

24/57 

(0.42) 

6/28 

(0.21) 

28/117 

(0.24) 

155/365 

(0.42) 
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T2 (%) 

47/145 

(O 32) 
---- - - - --- - -----·-

(no csp) 

(0.74) 
·-

34/114 

(0.30) 

108/150 

(0.72) 

78/105 

(0.74) 

33157 

(0.57) 

22128 

(0.78) 

89/117 

(0.76) 

210/365 

(0.57) 



De las 42 familias con antecedentes de la enfermedad. el analis1s por 
RFLPs permitió determinar el estado portador en 1 O (9 26%) de las 

hermanas, y permitió así mismo descartar dicho estado en otras 1 O 
hermanas (figura 7). En 5 hermanas con madres PO no se pudo determinar 

el estado portador por carecer de la muestra del padre. 

De las 124 familias sin antecedentes de la enfermedad (casos únicos). 
se pudo establecer el estado de portadora probable en 1 O hermanas (9.26°/o) 

(figura 8), y se pudo excluir el estado portador en 1 3 de ellas ( 12 03%) 

(figura 9). De igual manera. no se pudo determinar el estado portador en 
7 hermanas (6.48%) por falta de muestra del padre 

En 4 familias se detectaron eventos mutacionales de novo. debido a 
que había hermanos varones sanos que compartian el mismo alelo del 
caso índice (figura 1 O). 

Es importante señalar que en una familia no hubo concordancia de 

alelo paterno y se sospechó que se trataba de un caso de no paternidad. 
Las muestras de esta familia se sometieron a análisis por PCR y PAGE del 

marcador tipo VNTR denominado 01 SBO, el cual es altamente polimórfico 

y es ampliamente utilizado en la asignación y exclusión de paternidad. 
A través de este estudio se pudo establecer la no paternidad en una hija 
(figura 11). 

Finalmente el marcador pERT87.8 Taq 1, pudo por si solo brindar un 

asesoramiento genético (AG) a 28 familias (16.86%) de las 166 estudiadas. 
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-n (145pb) 

- T2 (74171 pb) 

Figura 7. Asignación y exclusión del estado portador en hermanas de un caso 
indice. Se trata de un caso familiar en el que la madre es portadora obligada 
informativa (POI) para Taql. El alelo de riesgo es T2 y fue heredado a tres de las 
hermanas. lo cual las hace portadoras. Las hermanas heterocigotas T1/T2 
heredaron el alelo sano de la madre T1 y el alelo T2 sano del padre. con lo que se 
emite el diagnóstico de no portadoras. 
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T2 T2 

M 1-1 11-1 11-2 1-2 

-T1 (145 pb) 

- T2 (74'71 pb) 

Figura 8. Presencia de alelo de riesgo en hermana. El análisis de Taql indica que 
11-2 ha heredado el mismo alelo que esta afectado en 11-1 de esta manera 11-2 se 
cataloga como portadora probable. 
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T2 T1fT2 

11 

1 2 
T2 T1 

M 1-1 11-1 11-2 1-2 

-n (145pb) 

- T2 (74'71 pb) 

Figura 9. Exclusión de alelo de riesgo en hermana. En esta familia el análisis de 
RFLPs fue útil para descartar la presencia de alelo de riesgo T2 en 11-1. No se 
cuenta con antecedentes familiares, pero 1-2 es informativa T1/T2. 
11-2 heredó el alelo sin riesgo T1. por lo que se puede inferir que aunque 1-1 fuera 
portadora. 11-2 tiene 90% de posibilidades de no ser portadora del padecimiento. 
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Figura 10. Evento mutacional de novo. Se observa que 11-2 heredó el mismo alelo 
que 11-1, lo que indica que el alelo materno no esta afectado. En el caso de 11-3 se 
puede excluir el estado de portadora. debido a que el alelo que presenta no es de 
riesgo. Se trata probablemente de una mutación en la linea germinal. 
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11 2 

T1ff1 T1 

1-1 1-2 11-1 11-2 c M 

T1 (145 pb) 

T2 (74n1 pb) 

Figura 11- No concordancia de alelo paterno. Se puede observar que 11-2 ha 
heredado el alelo de riesgo T1 de 1-2 y 11-1 ha heredado un alelo T1 de 1-2 y otro 
alelo que no corresponde a 1-1, lo que permite pensar que se trata de un caso de no 
paternidad. 
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Figura 12. Análisis de no paternidad mediante el marcador DISSO. El análisis 
permite confirmar que 1-1 no es el padre de 11-1 puesto que hay inexistencia de los 
alelos de 1-1 en 11-1. 1-2 alelo materno. 

29 



DISCUSIÓN 

Las DMD/DMB son enfermedades hereditarias de carácter letal. 
Desafortunadamente, a pesar de los enormes esfuerzos que se llevan a 
cabo para su tratamiento, hasta el momento sigue sin existir un tratamiento 
curativo. 3 • 73 

Recientemente se han implementado novedosos métodos terapéuticos, 
como el transplante de mioblastos en músculos deficientes en distrofina 74

, 

la utilización de vectores con capacidad de integrar el gen normal en las 
células75

• 76 , la inyección del propio gen en tejido muscular. 77 entre otros. 
Sin embargo, estas terapias han tenido éxito solo en modelos animales y 
están aún lejos de llevarse a cabo en humanos. 3 • 73 

Por lo anterior la determinación del estado portador sigue siendo una 
de las estrategias más utilizadas dentro del aspecto preventivo. 

Por mucho tiempo, e incluso actualmente en algunas instituciones de 
2do. y 3er. nivel, el diagnóstico de madres portadoras, se lleva a cabo 
tomando en cuenta los niveles de la enzima creatinina fosfocinasa (CPK) y 
el análisis bayesiano. no obstante estos estudios proporcionan resultados 
de baja confiabilidad. 7º· 7 1 • 7 8 

La aplicación de herramientas moleculares en el estudio de 
enfermedades hereditarias. como las DMD/DMB, han permitido mejorar 
notablemente el asesoramiento genético. 79 

Uno de los beneficios inmediatos de los estudios de genética molecu
lar, es la identificación de marcadores genéticos que pueden ser utilizados 
para la detección de madres portadoras y para diagnóstico prenatal. 7 

Con la clonación del gen DMD, se han logrado identificar secuencias 
polimórficas tanto dentro como fuera del gen, que han servido como 
marcadores para la detección de madres portadoras a través de pruebas 
de ligamiento, debido a que se heredan en forma mendeliana y segregan 
junto con el gen de interés. 4

• 
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Uno de los intereses principales en nuestro estudio. fue evaluar la 
eficiencia del marcador polimórfico tipo RFLP pERT87.8/Taql, como 
estrategia molecular de tipo indirecto en la detección de madres y hermanas 
portadoras, para posteriormente poder brindar el asesoramiento genético 
adecuado a las familias afectadas. 

Fue primeramente necesario tomar en cuenta que la madre fuera 
informativa (heterocigota), segundo que existiera la posibilidad de asignar 
o excluir el alelo de riesgo en las hijas de madres sin antecedentes familiares 
y por último la posibilidad de asignar o excluir el alelo mutado en las 
hermanas de familias con madres portadoras obligadas (PO). 

De esta manera, de las 166 madres incluidas en el estudio. 83 fueron 
informativas (50.0%). Este valor de heterocogocidad se consideró btJeno 
para iniciar el análisis de ligamiento. 

Estudios previos, nos permitieron conocer que 42 de las madres 
incluidas en el estudio eran portadoras obligadas por genealogía (PO) ya 
que habían tenido al menos un hijo afectado de DMD/DMB y familiares en 
la misma generación o por rama materna. y el resto 124 estaban en riesgo 
de haber heredado el gen DMD alterado. Así de las 42 madres (PO). solo 
23 fueron informativas y 19 fueron no informativas (PONI). Para estas 
últimas el estudio no fue de utilidad. Así mismo. de las madres (en riesgo) 
catalogadas como posibles portadoras, 60 fueron informativas y 64s no lo 
fueron. 

El análisis de ligamiento permitió entonces asignar el estado portador 
en 1 O hermanas con antecedentes familiares y se descartó dicho estado 
en otras 1 O. 

En 5 hermanas no se pudo determinar el estado de portadora o no 
portadora. por carecer de la muestra del padre. De haber conocido el alelo 
paterno se podría haber identificado si el alelo de riesgo estaba siendo 
heredado efectivamente por la madre y como resultado catalogarlas como 
portadoras, o el alelo presente correspondía a un alelo paterno no afectado 
y diagnosticarlas como no portadoras. 
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En el caso de las familias con casos únicos, el análisis permitió asignar 
el estado portador en 1 O hermanas y excluirlo en otras 13. De igual manera, 
no se pudo determinar el estado portador o no portador en 7 hermanas por 
falta de muestra del padre y en una familia por carecer de la muestra del 
caso índice por fallecimiento. 

Finalmente el marcador pudo por sí solo brindar un asesoramiento 
genético (AG) de certeza en 28 familias de las 166 estudiadas. 

De los resultados expuestos anteriormente podemos notar que la 
eficiencia del marcador para brindar un AG de certeza, fue baja. aún 
contando con un alto índice de heterocigocidad. 

Existen varios factores a considerar con relación a este bajo número 
de familias beneficiadas. Uno de ellos tiene que ver con el número de madres 
informativas, ya que como se mencionó anteriormente, de las 166 madres 
informativas, 83 fueron heterocigotas, en el resto 83 que resultaron ser 
homocigotas la evaluación del ligamiento no es posible mediante el uso de 
este marcador. 

Utilizar otros marcadores con un alto polimorfismo en las poblaciones. 
como los VNTRs o las secuencias repetidas en tándem de nucleótidos CA, 
o los STRs podrían mejorar la eficiencia del asesoramiento genético en 
nuestro estudio. 

Otro factor importante de considerar es la estructura familiar. ya que a 
pesar de contar con un alto índice de heterocigocidad. en muchas familias 
el análisis no tuvo relevancia debido a que no existían hijas en las familias 
en las cuales poder asignar o excluir el alelo de riesgo. 

Otro factor limitante en nuestro estudio, fue no contar con varias 
muestras provenientes de los padres, de hermanos sanos o enfermos, así 
como con las muestras de algunos casos índice, el análisis de estas 
muestras aportará mayor información. En algunos casos esta información 
permitirá determinar el estado portador o no portador en hermanas. 
A pesar de que en algunos casos se puede inferir que alelo se esta 



heredando, en muchos otros es sumamente indispensable conocer con 
precisión que alelo esta presente en determinados miembros de la familia. 
para con ello poder emitir un diagnóstico definitivo. 

Adicionalmente. el alto número de familias con casos únicos no permite 
dar un asesoramiento genético certero, sólo es posible estimar un valor de 
probabilidad. Desafortunadamente en nuestro estudio el número de familias 
con casos únicos fue muy alto 124 (74.7%), circunstancia que a la vez 
sugiere un alto número de mutaciones de novo. tal como ha sido reportado 
para la población Hindú y una población mexicana. "º 

Por otra parte. en relación con el AG de certeza. es importante tomar 
en cuenta que puede existir algún error de predicción debido a la alta 
frecuencia de recombinación intragénica que presenta el gen DMD. 81 

Aunque para esta región 5' y regiones aledañas ubicadas en dirección 
centromérica se ha considerado un riesgo de recombinación baja 
(0.3°/o), 82 es importante tenerlo en cuenta. ya que si se presenta un evento 

de recombinación distante al marcador, el diagnóstico de portadoras podría 
condicionar falsos negativos y positivos en la asignación o exclusión de 
portadoras. 

En el caso específico de nuestro estudio. no se llevó a cabo alguna 
prueba para determinar el índice de recombinación, sólo se estimó a partir 
de otros estudios, sin embargo debió ser un elemento de suma importancia 
realizar dicha determinación para conocer de manera precisa el error de 
asignación. 

Para disminuir el riesgo de error de asignación debido a la 
recombinación que presenta el gen, el empleo de al menos dos marcadores 
informativos distantes entre si, debe ser incluido en este tipo de estudios. 
En este caso la posibilidad de un diagnóstico erróneo se reduce de forma 
significativa. 

Para evitar falsos positivos o falsos negativos. la utilización de 3 a 5 
marcadores intragénicos que cubran todo el locus. aumentará todavía más 
la certeza del diagnóstico. 



Otro factor que puede provocar error en la predicción del riesgo 
genético, es el fenómeno de mosaicismo germinal, que puede deberse a 
mutaciones en la estirpe de las células gonadales, lo que se estima ocurre 
con una frecuencia del 8-12%. 83 Al presentarse mosaicismo germinal el 
diagnóstico no es de certeza, el riesgo de recurrencia dependerá del número 
de células germinales con el gen alterado. Este problema se complica en 
algunas mujeres portadoras, quienes además de mosaicismo germinal 
presentan mosaicismo somático. 84 

Otro de los factores que pueden intervenir en el establecimiento de un 
diagnóstico correcto y el consejo genético acertado, es la heterogeneidad 
genética, esto es que puedan existir dos o más entidades distintas y que 
sin embargo presenten un cuadro clínico muy similar. En el caso de las 
DMD/DMB se han detectado niños con la enfermedad que presentan niveles 
de distrofina en músculo normales y el análisis molecular del gen DMD no 
revela anormalidades, posiblemente la causa de la enfermedad en éstos 
individuos se deba a un desorden autosómico recesivo raro, como la distrofia 
muscular de cintura (LGMD), que en varios casos es indistinguible de la 
DMD. 85 

Además de los factores antes mencionados, existe otro elemento a 
considerar en el AG de las familias con DMD cuando se emplea el análisis 
de ligamiento, tal es el caso de la no paternidad en familiares femeninos de 
primer grado. Esto se menciona debido a que en nuestro estudio fue posible 
detectar la presencia de un alelo en una hija que no concordaba con el 
alelo paterno, esta situación nos llevó a pensar en la posibilidad de un 
caso de no paternidad y mediante el empleo del marcador polimórfico tipo 
VNTRs, DISBO (1 p36) fue posible determinar la no paternidad en la hermana 
del caso índice. 

De lo anterior podemos hacer evidente que un caso de no paternidad 
puede condicionar falsos positivos o falsos negativos en la asignación de 
portadoras. especialmente si no se observa una concordancia de alelo 
paterno, sin embargo, ya que los RFLPs representan sistemas bialélicos, 
esta situación puede pasar desapercibida en la mayoría de los casos. 



Por otra parte, con relación a las frecuencias alélicas. el alelo más 
frecuente fue T2 con un valor de 58°/o. Comparando con las demás 
poblaciones. la población que se asemeja a la muestra incluida en este 
estudio es la hindú, las otras poblaciones asiáticas no guardan semejanza 
con nosotros en este polimorfismo ya que sus distribuciones están invertidas 
en cuanto frecuencias, T1 es más frecuente. La población caucásica y 
africana guarda una proporción mayor de T2.ª 2 

Evaluar un número tan grande de familias con un solo marcador. no 
resulta ser de gran utilidad como se ha podido evidenciar, sin embargo, 
cabe mencionar que este marcador no ha sido estudiado en poblaciones 
mexicanas, lo cual finca las bases para el estudio de otros marcadores o el 
empleo de otros métodos de análisis. 

Existen muchas limitaciones que impiden dar con 100% de seguridad 
el AG. sin embargo, la combinación de diferentes técnicas moleculares 
permitiría asignar el estado portador o no portador en un mayor número de 
familias, tales técnicas podrían incluir por ejemplo la evaluación de dosis 
génica mediante MQ-PCR que es una método ampliamente utilizado para 
indagar en forma directa el estado portador de mujeres emparentadas en 
casos índices con deleción o duplicación en el gen DMD, o el empleo de 
métodos fluorescentes que son sumamente sensibles, y que en la actualidad 
se están utilizando ampliamente.ªª 
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CONCLUSIONES 

1. La utilidad del marcador pERT87.8/Taq1 para brindar 
un asesoramiento genético fue baja a pesar de contar 
con un índice alto de heterocigocidad. 

2. El bajo número de familias beneficiadas, se puede 
atribuir a la estructura familiar inadecuada para el estudio 
y a la predominancia de casos únicos. 

3. La no paternidad puede condicionar falsos positivos 
o negativos en la asignación de portadoras, si sólo se 
análiza un RFLP. 

SUGERENCIA 

El empleo de un mayor número de marcadores y contar 
con una estructura familiar idónea, podría incrementar la 
eficiencia diagnóstica del análisis de ligamiento. 
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