FACULTAD DE CIENClAS

—

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

ANALISIS DEt MARCADOR pERT87.8/Taal EN FAMILIAS
CON DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE DAMD!

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
B ] o L o G A
P R E S E N T A

ESMERALDA LIRA ROMERO

DIRECTOR DE TESIS: M. EN C. MIGUEL ANGEL ALCANTARA ORTIGOZ:

SUDI0S 2,
\%&,‘5 '90/;5)
. S IR Z
= SR
MEXICO, D. F. & ‘:ﬂ;ﬁ?‘j BEPTIEMBRE DE 200z
%!. (a‘zg

ACULTAD DE CIENCIAS
F SECCION ESCOLAR
f————

e - e e e e e e ——




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



M. EN C. ELENA DE OTEYZA DE OTEYZA
Jefa de la Divisién de Estudios Profesionales de 1a
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo escrito:
"Anfdlisis del marcador PERT87.8/Taq I en familias con distrofia
muscular de Duchenne (DMD)'

realizado por |4 . Romero Esmeralda

con numero de cuenta g119923-0 , qQuien cubné los crédnos dela carrera de:

Biologfa

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto nprobat{)n'o.y_ s

Artcntkamkéh_&‘c.

Director de Tesis

Propietario M. en C. Miguel Angel Alcéntara Ortigoza

Propietario

Propietario Dra. Angél1ca Gonzfilez Oliver
Suplente : :
M. en C. Gabriel Lépcz Velﬁzquczw?\(.n < cnm\ﬁ‘&'
Suplente
M. en C. Marfa Guadalupe Ordaz Téllez
FACU.
-AS

Conscjo Departamental de B8iol
/ /
M., en C, -~ Jduli®

it Rody 1pgaeT—chav

DCPARTAMFNTO
DE BIOLOGIA



AGRADECIMIENTOS

Agradezco al Maestro en Ciencias Miguel Angel Alcantara Ortigoza el haber
dirigido amablemente este trabajo de tesis.

A la Dra. Angélica Gonzalez Oliver, a la Dra Ariadna Gonzatez del Angel. al
Maestro en Ciencias Gabriel Lépez Velazquez y a la Maestra en Ciencias
Guadalupe Ordaz Téllez, les doy las gracias por el ttempo que se tomaron para
la revision de esta tesis y por los oportunos comentarios que contribuyeron a
mejorar este trabajo.

Asi mismo quiero agradecer a la Bidloga Elizabeth Hernandez Ursua el apoyo
que me brindd durante mi estancia en el laboratorio, por sus ensefanzas y amistad

Quiero agradecer especialmente a mi familia, la comprension, paciencia y
aliento que me brindaron para seguir adelante

Agradezco infinitamente a mi Mama Maria Luisa Romero la entrega, sacrificio
amor y toda la ayuda que me ha brindado para poder alcanzar mis aspiraciones

A mi Papa José Lira por corregirnos y ensefarnos a salir adelante

Quiero agradecer especialmente a mi hermano José Luis Lira, el haber
dedicado los mejores anos de su vida a trabajar duramente para ayudarnos a
seguir estudiando y por haber sacrificado muchos de sus suefios por nosotros

A mi hermano Juan Manuel Lira, muchas gracias por ser la inspiracion y
ejempto de lucha, esfuerzo, dedicacidén y por mostrarnos que a pesar de los
obstaculos se puede llegar arriba.

A Laura Lira por estar a mi lado siempre, por su disposicion y ayuda en los
momentos dificiles. Gracias por los dias de desvelo que compartiste conmigo para
ver concluido este trabajo, por ser una gran amiga y hermana

A mi hermana Magos por el apoyo que nos ha brindado en todo momento.

A Damian Vivar agradezco enormemente el apoyo en todos estos afnos en
los cuales me ha ayudado acrecer, aluchar, y seguir adelante Gracias por su
gran amor y amistad.

A Laurade Alba y Efrain Vivar porque también han contribuido con su ayuda
y ejemplo a la obtencidn de estos logros.

A Fernando, a Luis, a Jassiel por alegrar nuestras vidas, y con mucho carifo
a Lupita, a quien me hubiera gustado ver correr, reir y estar entre nosotros.

A todos ustedes Gracias.



iINDICE

ABREVIATURAS ... ieiceiieevereeeeeetnirserivene s srasssaanaan m

LISTA DE FIGURAS ...t retcteie et eennea s meeans v
RESUMEN it ieretierercme et v e e e raasecasann 1

INTRODUCCION ..ottt s avee e 2

OBJETIVOS ... c e ettt e rretansiessaaansenncsseenns 14
JUSTIFICACION ..ottt eeeeeee e e 14
MATERIAL Y METODOS ......oooiiiiiiiiieeveeeeeeee e, 15
1. Poblacién objetivo y estudio clinico ..............c......... 15
2. Estudio Molecular ... 16
2.1 Aislamiento del ADN Gendmico...........c.ccevveenennnn.. 16
2.2 Analisisde RFLPS ... ..o icceeeeen, 17
2.2.1 Sintesis de oligonucléotidos iniciadores F y R ........ 17

2.2.2 Reaccion de amplificacién y analisis de restriccion. 17

2.2.3 Electroforesis en geles de agarosa.............cceeeeveee. 18
RESULTADOS .. e e 20
DISCUSION .. 30
CONCLUSIONES ...t rreen et eceere s s s eans 36

REFERENCIAS ... ..ot e e e e 37




ADN
AG
ALD
bp

cDNA
CPK
D.C.
DGAC
DmMmB
DMD
dNTPs

EDTA

FA
H1-H4
1

Kb
KDa
LDH
M-PCR
mMRNA
PAGE
PCR
pPERT

PO
POI
PONI
RFLP
RT-PCR
SGOT
SSCP
STRs
TE

ul
VNTRs

wWCLB

ABREVIATURAS

acido desoxirribonucleico

asesoramiento genético

aldolasa

pares de bases

dominio c-terminal de la distrofina

DNA complementario

creatinina fosfocinasa

densidad optica

complejo glicoproteico asociado a distrofina
distrofia muscular tipo Becker

distrofia muscular tipo Duchenne

mezcla de los cuatro 2-desoxirnbonucleodtidos, 5-
trifosfato

acido etilendiamino tetracético

forward

frecuencias alelicas

dominios bisagra de la distrofina

indice de heterocigocidad

kilobases

kilodaltones

lactodeshidrogenasa

reaccion en cadena de la polimerasa mulitiple
RNA mensajero

electroforesis en geles de poliacrilamida
reaccion en cadena de la polimerasa

del inglés «phenol-enhancement recovery
technique»

portadora obligada

portadora obligada informativa

portadora obligada no informativa

reverse

polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion

reverso-transcripcion acoplada a PCR
transaminasa glutamico oxalacética
polimorfismos conformacionales de cadena
sencilla

secuencias cortas repetidas en tandem (ONA
microsatélite)

polimorfismo RFLP pERT/87.8 Taq |
amortiguador de tris-EDTA

unidades internacionales

volts

secuencias repetidas en tandem de numero
variable (DNA minisatélite)

buffer de lisis para glébulos blancos



LISTA DE FIGURAS
i gQUra . s 3
Signo de Gowers en DMD.
Figura 2. .. e 5
Ubicacion del gen DMD en el cromosoma X banda Xp21.2.
Figura 3...... ... JE O 7
Localizacién de secuencias promotoras en el gen DMD.
FRgUIa Q. e, 9
Organizacién en dominios de la proteina distrofina.
QU B i e e 10
Complejo glicoproteico asociado a distrofina (DGAC).
QU B . e e 19

Patr(l')n de amplificacion y restriccion del polimorfismo pERT87.8/
Taq |.

FIQUEA 7. 24
Asignacion y exclusion del estado portador en hermanas.
Flgura B. ... 25
Presencia de alelo de riesgo en hermana.

FlgUIra O, e 26
Exclusion de alelo de riesgo en hermana.

Figura 10, ...ooooii e e 27
Evento mutacional de novo.

Flgura A h. et se e e reeaas 28
No concordancia de alelo paterno.

FROUEa 2. ittt e ae 29

Gel de no paternidad.




RESUMEN

La distrofia muscular tipo Duchenne (DMD) es una enfermedad neuromuscular
de caracter letal que se hereda en forma recesiva ligada al cromosoma X

La enfermedad es ocasionada por mutaciones en el gen que codifica para la
proteina distrofina.

La aplicacion de técnicas de Biologia Molecular, tales como los polimorfismos
en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) han contribuido al diagnostico
molecular de esta enfermedad y a la deteccidon de madres portadoras.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la eficiencia del marcador tipo
RFLP pERT87.8/Taqgl (intron 13 del gen DMD) para el asesoramiento genetico, en
una muestra de familias mexicanas

Se analizaron 166 familias (74.6% casos unicos) integradas al menos por el
caso indice y la madre. Se realizé la amplificacion del pERT87 8/Taql, seguida de la
restriccion respectiva (alelo mayor T1 y alelo menor T2)

Se obtuvieron las frecuencias alélicas, asi como el indice de heterocigocidady a
través del analisis de ligamiento genético se procedid a determinar el estado de
portadoras en todas las mujeres emparentadas en primer grado.

83 madres (50%) fueron informativas (heterocigotas T1/T2), el resto fueron
homocigotas. 4 madres resultaron ser no portadoras (mutacién de novo). Se pudo
asignar el estado portador en 20 hermanas y se descartd dicho estado en otras 23
hermanas.

En cuanto a las frecuencias alélicas, el alelo T2 fue el mas frecuente (0 58%).

En una familia no hubo concordancia de alelo paterno y mediante el analisis del
marcador D1S80 se documenté no paternidad. Asi 28 familias (16.86.%) de las 166
estudiadas pudieron recibir un asesoramiento genético de certeza.

La utilidad del marcador pERT87.8/Taq | para brindar un asesoramiento genético
fue baja, aun contando con un alto indice de heterocigocidad en las madres estudiadas
El bajo niumero de familias beneficiadas, lo atribuimos a la estructura familiar
inadecuada para el estudio y a la predominancia de casos Unicos.



INTRODUCCION

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es el padecimiento neuro-
muscular hereditario mas frecuente del ser humano.! Fue descrita
inicialmente por Edward Meryon en 1852 y posteriormente, Duchenne de
Boulogne (1868) describié detalladamente la entidad, definiéndola como
una enfermedad que afecta a nifos al inicio de su infancia.™?

Los signos clinicos de la enfermedad se hacen evidentes entre las
edades de 2 a 5 ainos. Los primeros sintomas que se presentan son
problemas para caminar, tendencia a caerse, incapacidad para correr, saltar,
subir escaleras y posteriormente dificuitad para levantarse de una posicion
sentada o acostada. Otro signo importante es la pseudohipertrofia de
gemelos, debida a la acumulacion de grasa y tejido conectivo en el muscuio
y presencia de sigho de Gowers positivo3® (figura 1).

Otra caracteristica adicional de la enfermedad. son los valores elevados
de ciertas enzimas en el suero, como la aldolasa (ALD). la deshidrogenasa
lactica (LDH), la transaminasa glutamico oxalacética (SGOT) y la creatinina
fosfocinasa (CPK), esta uitima se encuentra elevada de 50 a 100 veces
sobre su valor normal.® Alrededor de l1os 11 y 12 anos la debilidad muscular
ocasiona que 1os nifos con DMD pierdan su capacidad de caminar y la
mayoria de estos mueren a finales de la segunda década de vida,
generaimente por neumonia o falla respiratoria.? ? Aproximadamente 1/3
de los pacientes con DMD presentan un coeficiente inteiectual por debajo
de la poblacidn normal, esta deficiencia intelectual no es progresiva ni esta
correlacionada con la gravedad de la enfermedad.s®7

La distrofia muscular de Becker (DMB) es una variante alélica de la
DMD y se presenta como la forma benigna de la enfermedad.*En ta DMB ia
progresion de fa enfermedad es mas lenta, la incapacidad para caminar
generalmente se pierde en la mayoria de ellos después de los 15 anos y
raramente se presenta retraso mental. Algunos de los casos pueden llevar
un patron de vida normal hasta ios 40 a 50 afos.>5

(5]



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.

a




GENETICA DE LAS DMD/DMB

Las DMD/DMB se heredan en forma recesiva ligada al cromosoma X.2
La mutacién presente en el gen de los individuos afectados, se puede
originar como resultado de una mutacién de novo (30% de los casos), o
puede ser heredado a través de mujeres portadoras.* 8 0.

La incidencia estimada para la DMD en la poblacion caucdsica es de
uno por cada 3000 hombres recién nacidos vivos,'? mientras que la
incidencia para la DMB, es menos frecuente, uno por cada 30,000 - 40,000."

Por otra parte, la enfermedad puede manifestarse ocasionaimente en
mujeres (<8%) bajo condiciones que eliminen el alelo normal, por ejemplo
monosomias de cromosomas sexuales (sindrome de Turner),?
translocaciones reciprocas entre un autosoma y el cromosoma X" y en
aquelios casos que involucran inactivacion preferencial del cromosoma X
normal.s

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

EL GEN DMD

El gen DMD, es el mas grande del humano hasta ahora conocido.'®
Se encuentra localizado en el cromosoma X en la banda Xp21.2"7
(figura 2).

La localizacidon del gen se logrd a traves de estudios citogenéticos y
por analisis de ligamiento.!® Posteriormente se caracterizd por clonaciéon
tipo posicional gracias a un fragmento del extremo 5' denominado pERT87.°

El gen contiene aproximadamente 2.4 millones de nucleétidos,
dispuestos en 79 exones, lo que equivate al 0.05% del! genoma humano
completo y al 1% del DNA del cromosoma X.19.20

Kt
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. Figura 2. Representacién del cromosoma X con bandeo G y ubicacion det gen
DMD en la banda Xp21.2. (Walker et. al., 1993).



Este gen permanece altamente conservado en la evolucion, debido
presumiblemente a su gran tamano y a su alto numero de exones.?!

El gen presenta una tasa elevada de mutacién?' la cual puede estar
relacionada con el tamano del gen?? y con algunos elementos presentes en
los intrones que podrian contribuir a su inestabilidad.z?

El controi de la transcripcion del gen DMD es complejo.3 % 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
(KDa)?25.26.27.28.29 (figura 3).

El gen DMD consta de 79 exones y codifica para un mRNA de
aproximadamente 14,000 nucledtidos. El nivel mas alto de transcripcion se
encuentra en el musculo esquelético y representa del 0.1 al 0.2% del total
de especies del mMRNA. Asi mismo, se han observado niveles de
transcripcidn bajos en tejido neuronal y musculo liso, cerca del 5% y 1%
respecto del muscuio esquelético.30 31

Cabe mencionar que la expresiéon de la forma neuronal probablemente
esta involucrada con el grado de retraso mental en algunos de los individuos
afectados con DMD.32.33
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Figura 3. Localizacion de los diferentes promotores del gen DMD que controlan la
expresion de las diferentes isoformas de la distrofina: Dp4271 (células linfoblas-
toides), Dp427c (cerebro), Dp427m (musculo), Dp427p (células de Purkinje). Dp260
(retina), Dp140 (sistema nervioso central), Dp116 (células de Schawnn) y
Dp71/Dp40 (tejidos no musculares como higado y células totipolenciales).

(Emery, 1998).




LA PROTEINA DISTROFINA

La distrofina tiene un tamario de 427 kDa y pertenece al grupo de proteinas
de union a actina, de la familia de las espectrinas.34

Esta constituida aproximadamente de 3,700 aminoacidos, dispuestos en
4 dominios; un dominio amino-terminal, un dominio central «rod», uno rico en
cisteina y uno carboxilo terminal?*- 3¢ ( figura 4).

El dominio amino terminal esta constituido por 240 aminoacidos y es parecido
en secuencia y funcion a la a-aclinina, una proteina de unidn a actina 3437

El dominio central, es el mas grande, y esta constituido por 2800
aminoacidos, distribuidos en una serie de 24 repetidos homélogos, cada uno
con 109 aminoacidos en promedio y dispuestos a manera de triples alfa
hélices.?® Este dominio presenta cuatro regiones «bisagra» (H1-H4) ricas en
prolina a las cuales se les atribuye la flexibilidad de la molécula.34.3°

El tercer dominio, constituido por 250 aminoacidos es rico en cisteinas y
esta involucrado en la unién del complejo glicoproteico asociado a distrofina
(DGAC)* (figura 5).

El dltimo dominio corresponde a la regidon carboxilo terminal; esta
constituido por 420 aminoacidos y presenta homologia con la utrofina, proteina
codificada en el cromosoma 6. Dos terceras partes de este dominio interactuan
con varias proteinas transmembranales con las que forma los complejos
sarcoglicano y distroglicanp.34.41.42. 43

Esta proteina conforma cerca del 0.002% de la proteina total del musculo
estriado y aproximadamente el 5% de las proteinas del citoesqueleto.3*

Diversos estudios han corroborado que la distrofina interviene directamente
en la estabilidad membranal durante la contraccion muscular, en la transduccién
de fuerza contractil al medio extracelular, en la organizacion de membranas
especializadas y manteniendo las concentraciones de los componentes
celulares.34 445 Asi |a ausencia total o parcial, o la deficiencia funcional de la
proteina ocasiona ruptura del sarcolema durante ia contraccion y relajacion
muscular y la consecuente sustitucidén de este tejido por componentes
conectivos (fibrosis endomisial). Estos eventos explican las manifestaciones
clinicas de los pacientes con DMD. 38.46.47



Dominio rico
N-terminal Dominio rod en cisteina - C-terminal

(240 aa) (2800 aa) (250 aa) (420 an)

[ R00=000000000000000000=0000__—_

Figura 4. Representacion esquematica de la organizacion en dominios de la
proteina distrofina, de 427 kDa. El dominio central “rod” compuesto de 24 unidades
repetidas es interrumpido por 4 regiones ricas en prolina (H1-H4).

(Emery, 1998).
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Compiejo
Sarcoglicano

Distrobrevina

Figura 5. Organizacion del complejo glicoproteico asociado a distrifina (DGAC).
Se distinguen dos subcomplejos: distroglicano y sarcoglicano. El subcomplejo distro-
glicano esta constituido por dos proteinas, el B-distroglicano que es una proteina
transmembrana ligada por su dominio amino intracitoplasmico 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 esta
constituido por cinco proteinas denominadas: a-sarcoglicano o adhalina, B-sarcogli-
cano, y-sarcoglicano, -sarcoglicano y sarcospan (25 kDa). Componentes celulares
adicionales, tales como las sintrofinas y la proteina distrobrevina, descubiertos
recientemente, se unen a la distrofina por el dominio C-terminal. (Emery, 1998).




GENESIS Y TIPO DE MUTACIONES EN EL GEN DMD

A partir de la localizacién y clonacion del gen DMD, se ha podido
determinar que las deleciones intragénicas son las responsables de
aproximadamente el 60% de los casos de DMD/DMB 48

Estas deleciones en el gen son muy heterogéneas, pueden eliminar
desde un exon, hasta el gen completo, *° incluso han sido descritos una
variedad de sindromes de genes contiguos que involucran diferentes
porciones de la banda Xp21.5°

Multiples 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 intron 44 el cual
presenta un gran tamano. Cerca de las 2/3 partes de las deleciones que se
detectan en pacientes con DMD, se encuentran en este sitio.?% %2 33Las
deleciones localizadas en esta region se extienden solo en direccion 3' a
partir del punto caliente y llegan a ser aproximadamente de 200 kb. *¢

El «punto caliente» menor se encuentra en el intron 7. En este sitio las
deleciones se extienden en direccion 5 y 3'. Algunos casos de DMB se
asocian a mutaciones localizadas en este punto. %4

Asi 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 termino, eliminen sitios de «splicing» o disminuyan
la funcién promotora. 5% Estas mutaciones puntuales se han localizado en
varios pacientes a través de la técnica de analisis de conformacion de
cadena sencilla (SSCP) y analisis de heteroduplex con secuenciacion. Su
distribucion es heterogénea. 55-57. 58



Por otra parte, las duplicaciones parciales estan presentes enun 6-8%
de los pacientes DMD/DMB y se ha descrito un caso de DMD ocasionado
por la inserciéon de un elemento retrotransponible L1 en secuencias
codificantes del gen. 33.59

Debido a que no existe una correlacion entre el tamano de la delecién
y la gravedad de la enfermedad, 7-*3se 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 proteinas truncadas,
contrariamente en los pacientes con DMB las eliminaciones provocan un
marco de lectura abierto, lo que genera una proteina 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. % Se piensa que esta situacién obedece al
procesamiento post-transcripcional del mMRNA de la distrofina.

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LAS DMD/DMB Y
DETECCION DE PORTADORAS

Con el empleo de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se ha facilitado en gran medida el analisis de deleciones en el gen
DMD. 52

Inicialmente la técnica utilizada para la deteccidén de deleciones fue el
Southern blot. Estos estudios requieren de 7 a 12 sondas que abarcan la
longitud total del cDNA, ¢3-% sin embargo, actualmente se han disefiado
ensayos de amplificacidon miultiple (PCR muitiple) como el 9 plex o 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. %68 La ventaja de este método radica
en que es rapido, se requiere poca cantidad y calidad de DNA, y representa
un bajo costo. 8567



En cuanto a la deteccion de portadoras, la determinacion de los niveles
de creatinina fosfocinasa (CPK), en suero, fue ia prueba mas comunmente
empleada durante los afios 60's y 70’s,%8 sin embargo estos niveles pueden
variar en un mismo sujeto cuando se realizan diferentes mediciones en
tiempos distintos, ademas la distribucidon de los niveles de la enzima se
llega a traslapar entre mujeres normales y portadoras, dando resuitados no
concluyentes. 8. 70

El analisis de distrofina por inmunoblot e inmunohistoquimica en
musculo, también ha sido una herramienta empleada en la deteccion de
portadoras, no obstante, en muchas ocasiones generan resultados
inconsistentes y se consideran poco confiables. 7!

El empleo de métodos que parten del analisis de DNA brindan
resultados mas consistentes, estas pueden ser de tipo directo como 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
restriccion (RFLP), los repetidos en tandem de numero variable (VNTRs) o
las secuencias cortas repetidas en tandem (STRs).>-5%72

Las pruebas de tipo indirecto (analisis de ligamiento) se llevan a cabo
cuando no se han identificado mutaciones en el caso indice. Son de gran
utilidad en casos familiares de DMD/DMB y en aquellos casos de asignacion
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 analisis de
sitios de restriccion, estos sirven como marcadores para seguir la
segregacion de los cromosomas en un arbol genealégico. De esta manera
se puede asignar o excluir el estado de portadora entre las familiares
femeninas de primer grado, o identificar el 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
(intron 13). Este polimorfismo esta estrechamente ligado al locus de la
enfermedad y se ha visto que presenta un porcentaje bajo de recombinacion
y un alto indice de heterocigocidad 5% y 50% respectivamente.4.87°

Este RFLP ha sido ampliamente utilizado para consejo genetlco en
distintas poblaciones.®
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OBJETIVO GENERAL

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

OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

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

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

JUSTIFICACION.

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

La deteccidén 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.

E! marcador pER87.8/Taql ha sido ampliamente utilizado en distintas
poblaciones, sin embargo, para la poblacion mexicana no se ha reportado
su empleo. Debido a que presenta una alta frecuencia de heterocigocidad
y un bajo indice de recombinacion, este marcador podria ser de utilidad
para el diagndéstico de mujeres portadoras.




MATERIAL Y METODOS
1. POBLACION 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 indice por fallecimiento. Los pacientes fueron diagnosticados en
el Departamento de Genética y Neurologia del Instituto Naciona! de Pediatria.

El diagnostico clinico se realizé con base en la exploracion fisica, historia
familiar, determinacion del nivel de creatinina fosfocinasa (CPK) en suero,
electromiografia y biopsia muscular.

La clasificacién de los pacientes en fenotipos DMD o DMB, se realizd
tomando en cuenta la edad de inicio de la enfermedad, evolucion y la edad de
pérdida de la deambulacidn. Los pacientes que dejaron de caminar antes de
los 13 anos se clasificaron como DMD, mientras que los pacientes con pérdida
de la deambulacién después de los 18 anos se consideraron como DMB.

Se incluyeron solo a los familiares de primer grado de los casos indice
(n= 163). Asi, 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, tio, 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.



2. ESTUDIO MOLECULAR
2.1 Aislamiento de DNA Genémico

La obtencién de DNA se realizé a partir de leucocitos de sangre periférica,
proveniente de pacientes y familiares, siguiendo el método que se describe a
continuacion:

Se tomaron de 7-15 mil de sangre periférica en tubos VVacutainer con EDTA,
los leucocitos se separaron por centrifugacién a 2500 r.p.m., se lavaron con
amortiguador para células rojas y se lisaron con buffer de lisis (WCLB). Se
realizd extraccion fendlica y el exceso de fenol fue retirado con 2 tavados de
cloroformo-alcohol iscamilico 24:1. EI DNA se precipitd con NaCl [1M] y etanol
absoluto a -20°C, se lavo con etanol al 70% a temperatura ambiente y
posteriormente se resuspendié en 200-300 ul de amortiguador TE pH 8.0.

El DNA se cuantificd haciendo una dilucidon 1:250 de DNA gendmico.
agua bidestilada y se cuantificé en un espectrofotdbmetro leyendo a una longitud
de onda de 260 nm y usando la siguiente formula:

[DNA] (g/(1= (DO 260) (F) (Factor de dilucidn)
donde:
DO: Densidad 6ptica a una A de 260nm
F: Constante equivalente a 0.05(10.0)= 50 ng de DNA
Factor de diluciéon: equivalente a 1:250 ul

El criterio de pureza de fenol (lectura a 250 nm) y proteinas (lectura a 280
nm), se obtuvo calcuiando el cociente entre estas lecturas y la lectura a 260
nm (DNA), el cociente por encima de 1.6 se considero adecuado para estudio.

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

La integridad del DNA se consideré como éptima cuando se observo la
banda nitida de alto peso molecular 23kb del marcador de tamano molecular
fago A/Hind Il



2.2 Analisis de RFLPs
2.2.1 Sintesis de oligonucléotidos iniciadores Fy R

El DNA de los pacientes DMD/DMB y de sus familiares, se amplificd
por medio de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
empleando los siguientes pares de oligonucieodtidos.

F: GTCAGTTGGTCAGTAAAAGCCC
R: CAGATCGTCGACCAATTAAAACCACAGCAG

Los oligonucledtidos se prepararon utilizando el método de
fosforoamidita en un oligosintetizador (Pharmacia ™) y se purificaron en
columnas de Sephadex G-25™

2.2.2 Reaccion de amplificacion y analisis de restriccion

La amplificacion se lievo a cabo mezclando 500 ng de DNA gendmico
en una solucion con amortiguador para el fragmento Stoffel™ de la Taq
polimerasa ([10 mM] tris HCL, pH 8.3, [60 mM] KCL). 2.0 Ul de DNA
polimerasa Taq Stoffel™, [0.1 nM] de oligonuclieotido iniciador, {150 uM] de
dNTPs, [1.5 mM] de MgClI2, en un volumen de reaccion final de 50 ul.

La reaccion de amplificacion se realizdé en un Termociclador (DNA Ther-
mal Cycler 480 de Perkin Elmer Cetus) bajo las siguientes condiciones:

Se inicidé con una desnaturalizacion a 95°C por 5 minutos seguido de
35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 50 segundos, alineacion a 55°C
por 1 minuto y extension a 70°C por 3 minutos y una elongacion final a
72°C por 4 minutos.

La restriccidn se llevd a cabo mezclando los productos de ampilificaciéon
obtenidos, con 3 Ut de la enzima de restriccion Taq |, a 65°C durante toda
la noche.

. . - :
La enzima Taql reconoce la secuencia g;--TACgé‘\f-ﬁs_ y genera
fragmentos con extremos cohesivos.



2.2.3 Electroforesis en geles de Agarosa

15 pl de los productos de restricciéon 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 pelicula Polaroid 667™

Se dedujo el tamano molecular de cada amplificado en base a su
migracion y por comparacion con el marcador de tamafo molecular.

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

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

Se ha denominado por convencion alelo (T1) al que no contiene el
sitio de restriccion para la enzimay alelo 2 (T2) al que si lo tiene (Figura 6).
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Figura 6. Geles de agarosa al 2.5% teiidos con bromuro de etidio que muestran ios
patrones de amplificacion y restriccion del polimorfismo pERT87 .8/Taq |

Panel A. Amplificacion de Tag |. M marcador de tamano molecular (fago A/Mind HI
escalera de 50 pb). Carril | Producto de amplificacion sujeto masculino. Carriles 2 y 3
productos de amplificacion sujetos femeninos (145 pb). Carril 4 control negativo

Panel B. Patron de restriccion de Tag . M marcador de tamarnio molecular (fago A/Hind 11
escalera de 50 pb)

Carril 1 Alelo T2 sujeto masculino (74/71 pb) Carril 2 Alelo T2 femenino. Carril 3 Alelo
T1/T2 sujeto femenino (145 pb) y (74/71 pb). Carril 4 control negativo




RESULTADOS

Mediante los analisis de arboles genealdgicos previamente realizados
por el Departamento de Genética del Instituto Naciona! de Pediatria, 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 procedid a efectuar la deteccidén molecular
de portadoras a traves de los estudios de RFLPs.

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

Uno de los objetivos iniciales fue la determinacion de las frecuencias
alélicas de nuestra poblacidén 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 mas frecuente (0.57%)
respecto al alelo T1(0.42%) (Grafica 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 poblacion hindu, y
si existen diferencias significativas con poblaciones caucasicas, asiaticas y
africanas (Tabla 1).

En cuanto al indice de heterocigocidad, de las 166 madres estudiadas
el 5§0.0% (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 (POIl) y 19 (11.44%) fueron no informativas (PONI), asi mismo
de las madres catalogadas como posibles portadoras, 60 fueron informativas
(36.14%) vy el resto, 64 (38.55%) no lo fueron.
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Grafica 1. Distribucion de frecuencias alélicas. Se observa que el alelo T2 se presenta
con una frecuencia mayor (0.57%) en la poblacion en estudio con respecto at atelo

T1(0.42%)

0.42% 0.57 %
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Tabla 1. Frecuencia de polimorfismos en diferentes poblaciones

POBLACION T1 (%)
CHINOS 98/145 47/145
(0.68) (032)
GAlesEs | (moesp) | (noesp)
(0.26) (0.74)
JAPONESES 80/114 34/114
(0.70) (0.30)
INGLESES 42/150 108/150
(0.28) (0.72)
CAUCASICOS 271105 78/105
(0.26) (0.74)
HINDUES 24/57 33/57
(0.42) (0.57)
NIGERIANOS er28 22728
©0.21) (0.78)
TURCOS 281117 89/117
0.24) (0.76)
MEXICANOS = 1551385 210/365
(0.42) (0.57)

* El presente estudio
(Tomado de Alcantara, 1998.)



De las 42 familias con antecedentes de la enfermedad, el analisis por
RFLPs permitidé determinar el estado portador en 10 (9.26%) de las
hermanas, y permitid asi mismo descartar dicho estado en otras 10
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 unicos).
se pudo establecer el estado de portadora probable en 10 hermanas (9.26%)
(figura 8), y se pudo excluir el estado portador en 13 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 habia hermanos varones sanos que compartian el mismo alelo del
caso indice (figura 10).

Es importante seialar que en una familia no hubo concordancia de
alelo paterno y se sospecho que se trataba de un caso de no paternidad.
Las muestras de esta familia se sometieron a analisis por PCR y PAGE del
marcador tipo VNTR denominado D1S80, el cual es altamente polimérfico
y es ampliamente utilizado en la asignacion y exclusion de paternidad.
A traveés de este estudio se pudo establecer la no paternidad en una hija
(figura 11).

Finalmente el marcador pERT87.8 Taq |, pudo por si solo brindar un
asesoramiento genético (AG) a 28 familias (16.86%) de las 166 estudiadas.
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Figura 7. Asignacion y exclusion del estado portador en hermanas de un caso
indice. Se trata de un caso familiar en el que la madre es portadora obligada
informativa (PQOIl) 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 diagndstico de no portadoras.

24




TT2

«—T1 (145 pb)

« T2 (74171 pb)

Figura 8. Presencia de alelo de riesgo en hermana. El analisis de Taql indica que
11-2 ha heredado ef mismo alelo que esta afectado en II-1 de esta manera l1-2 se
cataloga como portadora probable.
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Figura 9. Exclusion de alelo de riesgo en hermana. En esta familia el analisis de
RFLPs fue util para descartar la presencia de alelo de riesgo T2 en II-1. No se
cuenta con antecedentes familiares, pero -2 es informativa T1/T2.

I1-2 heredd el alelo sin riesgo T1, por lo que se puede inferir que aunque I-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 1I-2 heredd el mismo alelo
que li1-1, 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 mutacion en l1a linea germinal.
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Figura 11. No concordancia de alelo paterno. Se puede observar que |I-2 ha
heredado el alelo de riesgo T1 de 1-2 y lI-1 ha heredado un alelo T1 de |-2 y otro
alelo que no corresponde a |-1, lo que permite pensar que se trata de un caso de no

paternidad.




ALELO 24

ALELO 18

Figura 12. Anadlisis de no paternidad mediante el marcador DIS80. El analisis
permite confirmar que {-1 no es el padre de Hi-1 puesto que hay inexistencia de los
alelos de [-1 en 11-1. I-2 alelo materno.
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DISCUSION

Las DMD/DMB son enfermedades hereditarias de caracter letal.
Desafortunadamente, a pesar de los enormes esfuerzos que se llevan a
cabo para su tratamiento, hasta el momento sigue sin existirun tratamiento
curativo. 373

Recientemente se han impiementado novedosos métodos terapéuticos,
como el transplante de mioblastos en musculos deficientes en distrofina’,
la utilizacién de vectores con capacidad de integrar el gen normal en las
células’ 7® la inyeccion del propio gen en tejido muscular, 77 entre otros.
Sin embargo, estas terapias han tenido éxito solo en modelos animales y
estan aun lejos de llevarse a cabo en humanos. 3.73

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

Por mucho tiempo, e incluso actualmente en algunas instituciones de
2do. y 3er. nivel, el diagnodstico de madres portadoras, se lleva a cabo
tomando en cuenta los niveles de la enzima creatinina fosfocinasa (CPK) y
el analisis bayesiano., no obstante estos estudios proporcionan resultados
de baja confiabilidad. 70.71.78

La aplicaciéon de herramientas moleculares en el estudio de
enfermedades hereditarias, como las DMD/DMB, han permitido mejorar
notablemente el asesoramiento genético. 7°

Uno de los beneficios inmediatos de los estudios de genética molecu-
lar, es la identificacidon de marcadores genéticos que pueden ser utilizados
para la deteccion de madres portadoras y para diagnoéstico prenatal. 7

Con la clonacién del gen DMD, se han logrado identificar secuencias
polimérficas tanto dentro como fuera del gen, que han servido como
marcadores para la deteccidon de madres portadoras a través de pruebas
de ligamiento, debido a que se heredan en forma mendeliana y segregan
junto con ei gen de interés. % ®°
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Uno de los intereses principales en nuestro estudio, fue evaluar la
eficiencia del marcador polimorfico tipo RFLP pERT87.8/Taql, como
estrategia molecular de tipo indirecto en la deteccion 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 ultimo 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 considerd bueno
para iniciar el analisis de ligamiento.

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

El analisis de ligamiento permitié entonces asignar el estado portador
en 10 hermanas con antecedentes familiares y se descarté dicho estado
en otras 10.

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 podria haber identificado si el alelo de riesgo estaba siendo
heredado efectivamente por la madre y como resultado catalogarias como
portadoras, o el alelo presente correspondia a un alelo paterno no afectado
y diagnosticarlas como no portadoras.
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En el caso de las familias con casos unicos, el analisis permitid asignar
el estado portador en 10 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 indice por fallecimiento.

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

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

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

Utilizar otros marcadores con un alto polimorfismo en fas poblaciones,
como los VNTRSs o las secuencias repetidas en tandem de nucledtidos CA,
o los STRs podrian 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 indice de heterocigocidad, en muchas familias
el analisis no tuvo relevancia debido a que no existian 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, asi
como con las muestras de algunos casos indice, el analisis de estas
muestras aportara mayor informacién. En algunos casos esta informacion
permitira determinar el estado portador o no portador en hermanas.
A pesar de que en algunos casos se puede inferir que alelo se esta
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heredando, en muchos otros es sumamente indispensable conocer con
precision que alelo esta presente en determinados miembros de la familia,
para con ello poder emitir un diagndstico definitivo.

Adicionalmente, el alto nimero de familias con casos unicos no permite
dar un asesoramiento genético certero, solo es posible estimar un valor de
probabilidad. Desafortunadamente en nuestro estudio el nimero de familias
con casos unicos fue muy alto 124 (74.7%), circunstancia que a la vez
sugiere un alto numero de mutaciones de novo, tal como ha sido reportado
para la poblacion Hindu y una poblacién mexicana. ¢

Por otra parte, en relacidn con el AG de certeza, es importante tomar
en cuenta que puede existir algun error de prediccion debido a la alta
frecuencia de recombinacion intragénica que presenta el gen DMD. ®!
Aunque para esta region 5' y regiones aledanas ubicadas en direccion
centromérica se ha considerado un riesgo de recombinacidn baja
(0.3%),%2 es importante tenerio en cuenta, ya que si se presenta un evento
de recombinacién distante al marcador, el diagndstico de portadoras podria
condicionar falsos negativos y positivos en la asignacién o exclusion de
portadoras.

En el caso especifico de nuestro estudio, no se llevd a cabo aiguna
prueba para determinar el indice de recombinacion, sélo se estimo a partir
de otros estudios, sin embargo debid ser un elemento de suma importancia
realizar dicha determinacién para conocer de manera precisa el error de
asignacion.

Para disminuir el riesgo de error de asignacién debido a la
recombinacion 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 diagnéstico erroneo se reduce de forma
significativa.

Para evitar falsos positivos o falsos negativos, la utilizacién de 3 a &
marcadores intragénicos que cubran todo el locus, aumentara todavia mas
la certeza del diagnéstico.
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Otro factor que puede provocar error en la prediccién del riesgo
genético, es el fendmeno de mosaicismo germinal, que puede deberse a
mutaciones en la estirpe de las células gonadales, 1o que se estima ocurre
con una frecuencia del 8-12%.%® Al presentarse mosaicismo germinal el
diagndstico no es de certeza, el riesgo de recurrencia dependera del nimero
de células germinales con el gen alterado. Este problema se complica en
algunas mujeres portadoras, quienes ademas de mosaicismo germinal
presentan mosaicismo somatico.®

Otro de los factores que pueden intervenir en el establecimiento de un
diagnéstico correcto y el consejo genético acertado, es la heterogeneidad
genética, esto es que puedan existir dos 0 mas entidades distintas y que
sin embargo presenten un cuadro clinico muy similar. En el caso de las
DMD/DMB se han detectado nifos con la enfermedad que presentan niveles
de distrofina en musculo normales y el analisis molecular del gen DMD no
revela anormalidades, posiblemente la causa de la enfermedad en éstos
individuos se deba a un desorden autosdmico recesivo raro, como la distrofia
muscular de cintura (LGMD), que en varios casos es indistinguible de la
DMD .95

Ademas de los factores antes mencionados, existe otro elemento a
considerar en el AG de las familias con DMD cuando se empilea el analisis
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 situacion nos llevé a pensar en la posibilidad de un
caso de no paternidad y mediante el empleo del marcador polimorfico tipo
VNTRSs, DIS80 (1p36) fue posible determinar la no paternidad en la hermana
del caso indice.

De lo anterior podemos hacer evidente que un caso de no paternidad
puede condicionar falsos positivos o falsos negativos en la asignacion de
portadoras. especialmente si no se observa una concordancia de alelo
paterno, sin embargo, ya que los RFLPs representan sistemas bialélicos,
esta situacién puede pasar desapercibida en la mayoria de los casos.
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Por otra parte, con relacién a las frecuencias alélicas, el alelo mas
frecuente fue T2 con un valor de 58%. Comparando con las demas
poblaciones, la poblacién que se asemeja a la muestra incluida en este
estudio es ta hindu, las otras poblaciones asiaticas no guardan semejanza
con nosotros en este polimorfismo ya que sus distribuciones estan invertidas
en cuanto frecuencias, T1 es mas frecuente. La poblacién caucasica y
africana guarda una proporcién mayor de T2.22

Evaluar un nimero 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 analisis.

Existen muchas limitaciones que impiden dar con 100% de seguridad
el AG, sin embargo, la combinacion de diferentes técnicas moleculares
permitiria asignar el estado portador o no portador en un mayor nimero de
familias, tales técnicas podrian incluir por ejemplo la evaluacién 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 indices con delecidn o duplicacion en el gen DMD, o el empleo de
metodos fluorescentes que son sumamente sensibles, y que en la actualidad
se estan utilizando ampliamente.?®
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CONCLUSIONES

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

2. El bajo nimero de familias beneficiadas, se puede
atribuir a la estructura familiar inadecuada para e! estudio
y a la predominancia de casos Unicos.

3. Lano paternidad puede condicionar falsos positivos
o0 negativos en la asignhacion de portadoras, si sélo se
analiza un RFLP.

SUGERENCIA

El empleo de un mayor nimero de marcadores y contar
con una estructura familiar idénea, podria incrementar la
eficiencia diagnéstica del andlisis de ligamiento.
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