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Resumen

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) y su variante alélica la distrofia muscular
de Becker (DMB) son enfermedades que se heredan de forma recesiva ligada al
cromosoma X, transmitidas por mujeres portadoras y son causadas por mutaciones en el
gen DMD que codifica para la proteina membranal denominada distrofina. La DMD/DMB
se caracteriza principalmente por debilitamiento muscular progresivo y degeneracion
muscular.

El 65% de las mutaciones en el gen de distrofina son deleciones, mismas que se
agrupan principalmente en el extremo 5° y en la region media del gen y se les conoce
como “punto caliente” menor y mayor, respectivamente.

En el 93% de los pacientes en quienes se han delimitado las eliminaciones existe una
correlacion clinico-molecular, la cual se asocia con la presencia o no de alteraciones en
el marco de lectura del gen, dando como resultado DMD o DMB, respectivamente.

Las deleciones pueden identificarse utilizando la técnica de PCR multiplex, amplificando
por bloques los exénes de las regiones mencionadas. Sin embargo, la identificacion de
portadoras por los métodos utilizados en la deteccién de mutaciones en pacientes es
dificil debido a que se trata de mutaciones en el cromosoma X y las mujeres portadoras
(46 XX) conservan una copia del gen silvestre en uno de sus cromosomas. Por tal razén
es necesario desarrollar metodologias que auxilien en la deteccién de portadoras de
manera rapida y confiable.

En el presente trabajo se analizaron 20 pacientes con diagnéstico clinico DMD/DMB  por
la técnica de PCR multiplex con 15 pares de oligonucleétidos divididos en 6 grupos para
detectar eliminaciones en los “puntos calientes” del gen DMD y poder delimitar la
extension de las eliminaciones y asi establecer la correlacién clinico-molecular de
acuerdo a lo que establece la “hipétesis del marco de lectura”.

Mediante el analisis por PCR multiplex se encontraron 7 pacientes con eliminaciones
dentro del “punto caliente” mayor y ninguno con eliminaciones en el “punto caliente”
menor.

En 5 de los 7 pacientes se pudo delimitar la extension de las eliminaciones, uno de ellos
no presento correlacién clinico-molecular; la eliminacion de los exénes 46 al 50 da como
resultado un fenotipo Duchenne, pero el paciente presenta un fenotipo Becker
probablemente ocasionado por un procesamiento alternativo que restaura el marco de
lectura del gen.

Para el andlisis de portadoras se implemento la técnica de RT-PCR en una familia con
antecedentes DMD en la que existe una portadora obligada, con una delecion en el exon




45, y 3 mujeres con riesgo de haber heredado el gen alterado. De las cuales se encontré
a 2 mujeres portadoras y una no portadora.

En conclusion, podemos afirmar que la gravedad de la enfermedad esta dada por el
efecto de las eliminaciones en el marco de lectura del gen; que el estudio de los
pacientes con diagnéstico DMD/DMB debe ser integral para poder brindarles un
diagnostico correcto que lleve a un asesoramiento médico adecuado y, que la técnica de
RT-PCR se puede utilizar como técnica alternativa para detectar portadoras en los casos

de los pacientes donde es posible detectar la eliminacion.

vi




1. Introduccion

1.1. Distrofia muscular de Duchenne/Becker

El término distrofia muscular abarca un diverso grupo de desérdenes hereditarios
caracterizados por un debilitamiento muscular progresivo y degeneracion muscular.
El modo de herencia, la edad de inicio y la progresion total se han utilizado para clasificar
las diferentes clases de distrofia muscular.
Dentro de las distrofias ligadas al cromosoma X se halla la distrofia muscular de
Duchenne (DMD), descrita por primera vez por el médico francés G. Duchenne de
Boulogne en el afio 1868, asi como la distrofia muscular de Becker (DMB), descrita por el
aleman Peter Emil Becker en el afio 1957. Ambos padecimientos se heredan de forma
recesiva ligada al cromosoma X, se transmiten por mujeres portadoras, y son causados
por mutaciones en el gen DMD. Worton y col. (1988) propusieron que un tercio de los
casos de DMD/DMB se debe a mutaciones de novo, un tercio a la herencia de mujeres
portadoras sin antecedentes de la enfermedad y un tercio por la herencia del gen
presente desde las primeras generaciones de la familia.
La DMD afecta aproximadamente a uno de cada 3,500 hombres nacidos vivos
(Emery,1993) y se manifiesta entre los 2 y 5 afios de vida empiezan con dificultad para
subir escaleras y correr, aumento en el movimiento de rotacién de cadera al caminar,
debilidad en los miembros proximales, pseudohipertrofia en las pantorrillas y signo de
Gowers. El examen de laboratorio muestra algunas enzimas séricas elevadas como la
aldolasa, la transaminasa glutamico oxalacética (TGO), la 2-deshidrogenasa lactica y la
creatinina fosfocinasa (CPK). Los niveles altos de CPK, de al menos dos 6rdenes de
magnitud con respecto al nivel normal, se deben a que esta enzima que se origina en
musculo, se escapa al suero por el dafo en el tejido muscular. La debilidad muscular
provoca que los pacientes con DMD pierdan su capacidad para caminar de manera
progresiva y tengan que depender de una silla de ruedas para poder desplazarse antes
de alcanzar la edad de 12 afos. Estos pacientes generalmente mueren en sus primeros
afos de adolescencia o alrededor de los veinte afos, usualmente de fallas respiratorias
debido a la debilidad de los musculos intercostales e infecciones respiratorias. Otra causa
de mortalidad en este tipo de pacientes son las cardiomiopatias (Perloff et al., 1984).
La forma benigna de la enfermedad conocida como DMB es menos grave que la DMD y
su incidencia es de 1/30, 000 varones nacidos vivos, tiene un inicio mucho mas tardio que

la DMD y su expectativa de vida es mayor, el 90% de los pacientes llegan a vivir hasta la




cuarta o quinta década de vida y algunos pacientes pierden la movilidad hasta una edad
avanzada. La DMB se caracteriza por debilidad muscular menos grave. Los pacientes con
DMD/DMB pueden llegar a presentar retraso mental no progresivo causado, tal vez, por la

expresion anormal de la distrofina de cerebro (Blake et al., 2000; Mehler, et al., 2000).

1.2. El gen DMD

La identificacion del gen DMD (distrofina) en el cromosoma X fue el primer triunfo de la
clonacion posicional y abrié una nueva era en la investigacion de la distrofia muscular de
Duchenne/Becker. El gen DMD se localiza en el cromosoma Xp21 (Emanuel et al., 1983,;
Hoffman et al., 1987). Este gen es el mas grande conocido hasta ahora ya que cuenta con
79 exones distribuidos sobre aproximadamente 2.5 x 10° pb representando el 1% del DNA
del cromosoma X (Koening et al., 1987; Den Dunnen et al., 1987; Monaco et al., 1987,
Gutman y Fishbeck, 1989; Roberts et al., 1993).

La expresion del gen DMD da origen a un transcrito de 14 Kb que se expresa
predominantemente en musculo cardiaco y esquelético con cantidades mas pequefias en
cerebro (Koening et al., 1987; Chelly et al., 1988; Monaco et al.,, 1987; Roberts et al.,
1993). Sin embargo, se ha demostrado que el gen DMD se transcribe a nivel basal en
diversas lineas celulares no musculares como son linfoblastos, linfocitos y fibroblastos
(Sarkar y Sommers, 1989) por transcripcion ilegitima (Chelly et al., 1986; 1988; 1991). El
producto de este transcrito se traduce en una proteina denominada distrofina (Koening et
al., 1987).

La transcripcion del gen que produce la distrofina de musculo da inicio cuando los
mioblastos empiezan a diferenciarse en fibras musculares multinucleadas, lo cual es
similar a lo que sucede en otros genes musculo-especificos, tal es el caso de las
subunidades de la miosina y enzimas como la creatinina fosfocinasa (Klamut et al., 1989;
Nudel et al., 1989; Weintraub et al., 1991).

La expresiéon del transcrito “completo” del gen de distrofina es controlado por 3
promotores regulados independientemente (Figura 1A). Los transcritos regulados por los
promotores de cerebro (B), musculo (M) y células de Purkinje (P) difieren unicamente en
el primer exén que al madurar el RNAm se empalma una serie comun de 78 exoénes
(Boyce et al., 1991; Chelly et al 1990; Gorecki, 1992; Klamut et al., 1990; Makover et al.,
1991; Nudel et al., 1989). Los nombres de estos promotores reflejan el sitio principal

donde se expresa la distrofina. EI promotor B conduce la expresiéon inicialmente en




neuronas corticales y el hipocampo del cerebro (Barnea et al., 1990; Chelly et al 1990;
Gorecki et al., 1992), mientras que el promotor P se activa en las células de Purkinje y en
musculo esquelético (Gorecki et al., 1992; Holder et al., 1996). El promotor M resulta en
altos niveles de expresion en musculo esquelético y cardiomiocitos y en bajos niveles en
células gliales de cerebro (Barnea et al., 1990; Chelly et al 1990). Estos tres promotores
estan situados dentro de un intervalo genémico de aproximadamente 400 Kb (Boyce et
al., 1991).

El gen DMD tiene ademas, por lo menos cuatro promotores internos que dan origen a
transcritos de distrofina mas cortos que codifican para isoformas truncadas COOH-
terminales. Estos promotores internos se denominan: retinal (R), cerebro-3 (B-3), célula
de Schwann (S), y general (G). Cada uno de estos promotores utilizan un Unico primer
exon que se empalma a los exoénes 30, 45, 56, y 63, respectivamente, para generar
proteinas de 260 kDa (Dp260) (D'Souza et al.,, 1995), 140 kDa (Dp140) (Lidov et al.,
1995), 116 kDa (Dp116) (Byers et al., 1993) y 71 kDa (Dp71) (Blake et al., 1992; Hugnot
et al., 1992; Lederfein et al., 1992).

1.3. Distrofina

La distrofina es una proteina compuesta por 3,685 aminoacidos con un peso molecular de
427-kDa, representa el 5% de las proteinas del citoesqueleto (Ervasti et al., 1993) y es
miembro de la familia de proteinas de la B-espectrina/a-actinina (Figura 1B) (Koenig et
al., 1988). La distrofina puede ser organizada en cuatro regiones separadas, basadas en
las secuencias homoélogas y en la capacidad de unirse a otras proteinas. Estas son: el
domino de unién a la actina en el extremo amino-terminal, el dominio central, el dominio
rico en cisteina y el domino COOH-terminal. El domino central, el mas grande, comprende
a los aminoacidos 253-3112, dispuestos en 24 (Koenig et al., 1988) 6 25 (Cross et al,,
1990) repetidos homologos, cada uno con cerca de 100 aminoacidos dispuestos a
manera de triple alfa hélice similares a los répetidos de la espectrina (Ahn et al., 1993).
Este grupo de repetidos a-hélice es sensible a proteasas (Kunkel et al., 1989) y le da
flexibilidad a la molécula, similar a la B-espectrina, ya que cuenta con 4 regiones
intercaladas que son ricas en prolina y funcionan como bisagras (Cross et al., 1990;
Koenig et al., 1990).
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FIGURA 1. Representacion esquematica del gen DMD vy la proteina distrofina. A) El gen
DMD tiene una longitud de 2.5Mb que codifica para 7 isoformas de la proteina. Los
transcritos “completos” de distrofina se transcriben a partir de 3 promotores (sefialados
con flechas) en el extremo 5° del gen. Cada RNAm codifica para una proteina de 427-kDa
que solo difiere en sus secuencias NH,-terminal. Los 4 promotores que se encuentran en
la region media y hacia el extremo 3’ transcriben diferentes RNAm que codifican para
isoformas mas pequefias de la proteina. B) la proteina distrofina esta compuesta por
3,685 aminoacidos, con un peso molecular de 427-kDa y se divide en cuatro dominios: el
domino de unién a la actina en el extremo amino-terminal, el dominio central que cuenta
con cuatro regiones ricas en prolina que le dan flexibilidad a la molécula, el dominio rico
en cisteina y el domino COOH-terminal.




El tercer dominio es el dominio rico en cisteina (aminoacidos 3113-3270) que se une al f3-
distroglicano.

El dltimo dominio corresponde a la region carboxilo (3271-3685 aminoacidos) y contiene
dos polipéptidos alargados que pueden formar espirales enrolladas similares a las del
dominio principal (Blake et al., 1995). Este dominio se ha denominado el dominio CC (por
sus siglas en inglés CC: colied coil). La regién CC de la distrofina forma el sitio de unién a
la distrobrevina y puede modular la interaccion entre sintrofina y otras proteinas asociadas
a la distrofina (Blake et al., 1995; Sadoulet- puccio et al. 1997) (Figura 2).

La distrofina se encuentra presente en la membrana de diversas células especializadas,

por tal razon se le puede considerar como una molécula que tiene una variedad de

funciones, algunas de éstas son:

o Estabilidad a la membrana durante los procesos de contraccién muscular

¢ Transduccioén de la fuerza; puede ser el vinculo entre la fuerza contractil producida en
el dominio intracelular con el ambiente extracelular.

¢ Organizacién en membranas especializadas; se cree que puede organizar la topologia
de la membrana o mantener las concentraciones de los componentes de la membrana

en tejidos no contractiles.

1.4. Complejo de proteinas asociadas a distrofina

Diversos estudios han demostrado que la distrofina se encuentra asociada con un
conjunto de proteinas formando el complejo de proteinas asociadas a distrofina (DPC, por
sus siglas en ingles: Dystrophin-Protein Complex) (Ervasti et al., 1990; Yoshida et al.,
1990).

El DPC se puede dividir en varios subcomplejos separados basados en su localizacion
dentro de la célula y su asociacion fisica con otros. Yoshida y col. (1994) demostraron que
el DPC se puede disociar en tres complejos distintos. Estos complejos son: 1) el complejo
distroglicano ( subunidades o y B) , 2) el complejo sarcoglicano (subunidades a, 8, v, 8, €
y £; sarcospan), localizados en el sarcolema (Crosbie et al.,1997), y 3) las proteinas del
citoesqueleto, distrofina, las sintrofinas (a, B4, B2, y1, v2) Y las distrobrevina a. y . La figura
2 muestra una representacion esquematica del modelo aceptado actualmente del DPC de
musculo esquelético.

Un papel importante del DPC para la funcion del musculo y su estabilidad es el de

proporcionar soporte mecanico a la membrana plasmatica durante la contraccion




muscular. Recientemente se sugiere que el DPC participa en la sefalizacién celular (Hack
et al., 2000; Thomas et al., 2001).

El estudio de este complejo es el centro de las hipétesis relativas a la patogénesis de la
distrofia muscular (Campbell, 1995) aunque, subsecuentes estudios de varias formas de
distrofia muscular han identificado nuevos genes que codifican para proteinas de
localizacién subcelular diferente del complejo DPC.

El rompimiento del enlace que une a la matriz extracelular con el citoesqueleto
(Ibraghimov-Beskovnaya et al., 1992) causado por mutaciones en la distrofina o los
sarcoglicanos produce inestabilidad en el sarcolema, lo cual induce a las fibras
musculares a ser susceptibles a necrosis al alterar el mecanismo regulador de calcio,
evento principal en las distrofias musculares (Ibraghimov-Beskovnaya et al., 1992; Tay et
al., 1990). El incremento de calcio intracelular deriva en la activacion de proteasas
especificas que provocan la necrosis.

Cuando no hay presencia de distrofina otras proteinas del complejo de proteinas asociado
a distrofina son desplazadas del sarcolema lo que conduce a la degeneracion progresiva
del musculo y ocasiona problemas con su capacidad de regeneracion, para que al final las
fibras musculares sean sustituidas por tejido adiposo y tejido conectivo fibroso (Blake et
al., 2002; Porter JD, 2000).
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FIGURA 2. El complejo de proteinas asociadas a distrofina (DPC) en mdusculo
esquelético.



1.5. Mutaciones en el gen DMD

Las mutaciones que causan DMD generalmente resultan en la ausencia o en niveles muy
reducidos de la proteina distrofina, mientras que en los pacientes con DMB se produce
una proteina parcialmente funcional.

La caracterizacion de este gen ha permitido el estudio de la naturaleza de las mutaciones
dentro de él. Las deleciones son el tipo de mutaciones mas frecuentes (65%) (Love et al.,
1989; Den Dunnen et al., 1989) aunque se han reportado algunas translocaciones, mas
frecuente en mujeres portadoras, y duplicaciones parciales del gen en 10% de los
pacientes (Worton et al., 1988).

El analisis de DNA de pacientes con DMD/DMB ha demostrado que en 50-70% de los
casos estos fenotipos son el resultado de deleciones localizadas principalmente en la
region proximal o distal del gen de la distrofina, a estas regiones se les llama “puntos
calientes” menor y mayor, respectivamente (Darras et al., 1988; Baumbach et al., 1989;
Den Dunnen et al., 1989).

El “punto caliente” menor comienza en el intron 1 y abarca a los exdénes del 2-20
removiendo parcial o totalmente los sitios de unién a la actina con parte del dominio
central (Liechti- Gallati et al., 1989; Koening et al., 1988; Den Dunnen et al., 1989; Oudet
et al., 1992), mientras que el “punto caliente” mayor empieza en el intrén 44, abarcando a
los exénes 45-53 y removiendo parte del dominio central (Beggs et al., 1990),
reportandose en este intron el inicio de la mayoria de las eliminaciones (Koening et al.,
1988; Den Dunnen et al., 1989; Roberts et al., 1993) .

La razén de la existencia de estos dos “puntos calientes” no esta clara. Es posible, sin
embargo, que la estructura de la cromatina en la region Xp21 influya en el evento de
recombinacién o delecion de los dos “puntos calientes” (Blake et al., 2002). Se han
propuesto dos hipétesis para explicar la existencia de estos “puntos calientes”; la primera
propone la existencia de secuencias peculiares dentro de los intrones, que puede
aumentar la frecuencia de eliminaciones. La segunda plantea que debido al gran tamario
de los intrones, éstos son blanco facil para posibles eliminaciones (Kunkel et al., 1989).

La falta de correlacion entre la posicion y la extension de las eliminaciones con la
gravedad de la enfermedad ha llamado la atencion (Love et al., 1989), ya que existen
casos de pacientes con DMB, cuyo analisis molecular mostré6 la presencia de
eliminaciones mayores, al menos dos exénes mas que en individuos con DMD; también
se han observado casos en los que una misma eliminacién causé manifestaciones

clinicas diferentes. Para explicar lo anterior se ha postulado que los pacientes con DMD



tienen eliminaciones que dan origen a mutaciones sin sentido, resultando en proteinas
truncadas. Contrariamente, en los individuos con DMB las eliminaciones dejan un marco
de lectura abierto, o que permite una proteina pequefia pero parcialmente funcional
(Koening et al., 1989). Como evidencias de estas hipotesis se demostré por
inmunotransferencia de proteinas de biopsias de musculo esquelético, que la distrofina
esta ausente o drasticamente reducida (< 3%) en pacientes con DMD y presente, aunque
reducida en cantidad, (>10%) en pacientes con DMB (Hoffman et al., 1988).

No obstante existen excepciones, por ejemplo paciente con DMD con eliminaciones que
producen un marco de lectura abierto, o enfermos con DMB que tienen eliminaciones que
rompieron el marco de lectura, lo que se puede explicar por la presencia de RNAm
pequefios con un marco de lectura abiertos originados por procesamientos alternativos,
estos RNAm al parecer fueron capaces de producir una proteina parcialmente funcional.

Las deleciones pueden identificarse utilizando la técnica de Southern blot con sondas de
DNA y cDNA (Koening et al., 1987; Forrest et al., 1988; Hu et al., 1988). Debido a la alta
frecuencia con que las deleciones que causan de la enfermedad se presentan dentro del
“punto caliente” mayor y menor (50-70%), se implementé la técnica de amplificacion
simultanea por PCR (Beggs et al., 1990; Chamberlain et al., 1988; 1989) con el conjunto
de exdnes de las regiones mencionadas y se detectd el 98% de las eliminaciones
identificadas por Southern blot. Por su confiabilidad y por lo simple de la prueba, esta
técnica ha llegado a ser una alternativa real para detectar eliminaciones en el gen DMD y
ha permitido un asesoramiento genético adecuado en la mayoria de las familias afectadas
basado en el diagndstico via DNA (Armour et al., 2002; Coral-Vazquez et al., 1997,
Chamberlain et al., 1992).

Un tercio de los casos de DMD se deben a pequefias eliminaciones y mutaciones
puntuales (sitios CpG) (Bulman et al., 1991), donde un cambio en una sola base,
transicién de C por T pueden dar origen a un codoén de paro (TGA) en lugar de Arg (CGA)
(Lenk et al., 1993; Roberts et al., 1992). Las mutaciones puntuales se han identificado
(Koening et al., 1988; Den Dunnen et al., 1989) utilizando la técnica de analisis de
conformacion de cadena sencilla (SSCP) y analisis heteroduplex; a diferencia de las
deleciones que se agrupan en los “puntos calientes” del gen DMD, estas pequefias
eliminaciones y mutaciones puntuales se distribuyen de manera uniforme a lo largo de

todo el gen, lo que ocasiona que su deteccion sea dificil debido al gran tamafio del gen.




1.6. Identificacion de portadoras

Debido a la falta de un tratamiento para contrarrestar los efectos progresivos de la
Distrofia muscular de Duchenne/Becker y a la falta de una rehabilitacion eficiente, el
asesoramiento genético y el diagndstico prenatal son opciones que los genetistas pueden
ofrecer actualmente, basando su decision en la determinacién del estado de portadora.
Practicamente, si la madre de un hijo afectado (caso indice) tiene otro hijo con DMD/DMB,
se le considera como portadora obligada. Si existe un hermano afectado o un hijo
enfermo, ella es una posible portadora. Pero en la mayoria de las familias solo existe un
varén afectado. Por lo tanto, las mujeres emparentadas con un varén afectado son
candidatas a un andlisis de portadoras. Sin embargo, la identificacién de portadoras por
los métodos utilizados en la deteccion de mutaciones en pacientes es dificil debido a que
estas mujeres son usualmente asintomaticas porque solo tienen mutado uno de sus dos
genes que codifican para la distrofina. El gen normal se mantiene activo y produce
distrofina suficiente para que el musculo tenga un funcionamiento normal.

Una de las pruebas que se llevan a cabo con mas frecuencia para determinar la condicién
de portadora, es midiendo los valores de la enzima muscular creatinina fosfocinasa (CPK)
en suero, los cuales son altos en la mayoria de las mujeres portadoras. Sin embargo,
estos datos son informativos solo en el 70% de los casos (Swaiman et al., 1989; Gruemer
et al., 1985), y en el 30% restante estos son imprecisos debido al hecho de que en una
misma mujer, fluctian los niveles de la CPK en funcion de diversos factores (Appel y
Roses, 1983; Barkhaus y Gilchrist, 1989).

Esto ha motivado el desarrollo de diversos métodos, algunos de ellos todavia estan en
fase de investigacion, que permitan una identificacién mas precisa. Entre los diferentes

métodos se pueden mencionar los siguientes:

e Analisis de ligamiento utilizando secuencias polimérficas repetidas (CA)n:
Estos microsatélites de 1 a 5 nucledtidos de longitud [secuencias variables
repetidas en tandem (VNTRs)] (Clemens et al., 1991; Coral-Vazquez, tesis
doctoral, 1995; Estrada Javier, tesis de maestria, 1995; Weissenbach et al., 1993)
se heredan de forma mendeliana, son altamente polimérficos y pueden ser
detectados en una secuencia de DNA. Esta prueba tiene 95% de confiabilidad

debido a la posibilidad de recombinacion.
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Densitometria: Van Essen y col (1997) reportaron que la prueba de deteccion de
portadoras es posible por densitometria asignando un valor a la intensidad de la
banda obtenida. Los valores obtenidos se comparan contra un estandar. Sin
embargo la discriminacion entre una dosis sencilla o doble es técnicamente
demandante, requiere un excelente manejo de la técnica y una interpretacion
cuidadosa de los datos.

FISH (Hibridacién con fluorescencia in situ): En esta técnica se utilizan sondas
de cosmidos, para aumentar la resolucion, que sirven para detectar deleciones y
duplicaciones en el gen DMD (Calvano et al., 1997). esta técnica es limitada
porque solo puede utilizarse cuando se ha detectado la delecion en el paciente

ademas, el costo de las sondas fluorescentes y del equipo es bastante elevado.

Sonda de hibridacion amplificable multiplex (MAPH): Esta técnica se basa en
la recuperacion cuantitativa de sondas, después de su hibridacion a DNA
inmovilizado. Los productos de PCR se marcan radiactivamente durante la
amplificacion y se leen de manera independiente en un secuenciador de capilares
(White et al., 2002). Cada producto se identifica por su altura; el pico resultante es
directamente proporcional al nimero de copias del gen. Los cambios en la altura
del pico indican deleciones y duplicaciones en el gen. Las sondas empleadas son
disefiadas para que solamente se utilice un par de oligonucleétidos, resolviendo
asi los inconvenientes de la eficiencia de alineamiento entre oligonucleétidos. Esta

técnica es simple, rapida y permite analizar los 79 exénes del gen DMD.

PCR en tiempo real: Esta técnica provee un medio para la deteccién continua de
un producto a través de un proceso de amplificacion evitando la etapa de
separacion en gel y operando en un sistema cerrado evitando asi la contaminacion
del laboratorio con amplicones que pudieran interferir con ensayos posteriores.
Los experimentos se llevan a cabo en un termociclador que incorpora un sistema
Optico para la excitacion de fluorocromos y el monitoreo de longitudes de onda de

luz emitidas.

1"



2. Justificacion
La distrofia muscular de Duchenne/Becker representa el segundo padecimiento genético
mas comun en humanos. Debido a la falta de una rehabilitacién eficiente y un tratamiento
para contrarrestar esta enfermedad, el diagnostico correcto por medio de los hallazgos
clinicos y el analisis molecular por PCR multiplex adquieren gran relevancia, porque
gracias a ellos se le puede brindar al paciente la mejor rehabilitacién posible para mejorar
su calidad de vida, se puede extender el estudio a los demas miembros de la familia para
detectar a otros varones que pudieran presentan la enfermedad, identificar a las posibles
portadoras, determinar si existe el riesgo de que haya mas varones afectados y que el
médico genetista pueda brindar el consejo y la asesoria genética adecuada. Sin embargo,
el andlisis de portadoras todavia es dificil debido a la presencia de una copia normal del
gen DMD en mujeres portadoras heterocigotas (2 cromosomas X). Por tal razon, es
necesario desarrollar metodologias que ayuden a las técnicas actuales para la deteccion

de portadoras de manera rapida y confiable.
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3. Objetivos
Identificar eliminaciones en el gen DMD utilizando pruebas de amplificacion
simultanea (PCR multiplex) en pacientes mexicanos con diagnéstico de Distrofia
muscular de Duchenne/Becker.
Delimitar la extensiéon de las eliminaciones encontradas en los pacientes para
poder establecer una correlacién clinico-molecular de la enfermedad.
Detectar mujeres portadoras pertenecientes a una familia con antecedentes
DMD/DMB analizando el transcrito del gen DMD utilizando la técnica de RT-PCR.

13



4. Sujetos y métodos

4.1. Grupo de estudio

4.1.1.

Pacientes analizados. Se estudiaron 20 pacientes con diagnodstico clinico de
DMD/DMB con o sin antecedentes familiares de la enfermedad atendidos en el
Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI, Hospital Infantil de
México “Federico Gomez” y en el Hospital de Neurologia y Neurocirugia “Manuel
Velasco”. Los pacientes fueron diagnosticados como DMD o DMB por criterios
clinicos y de laboratorio (ver anexo), tales como niveles en suero de la enzima
creatinin fosfocinasa (CPK), seudohipertrofia de los musculos de la pantorrilla,
anormalidades histolégicas del musculo y electromiograficas consistentes con una
distrofia muscular progresiva.

Mujeres analizadas. Para el andlisis de deteccion de portadoras por la técnica de
RT-PCR se estudio una familia con antecedentes de DMD. Esta familia, integrada
por 7 miembros: el padre, la madre, 2 hijos varones y 3 mujeres (figura 3), formé
anteriormente parte de un protocolo de investigacion para detectar pacientes con
DMD/DMB vy portadoras de mutaciones en el gen DMD (Coral-Vazquez, Tesis
doctoral, 1995). En ese estudio se identificd una delecion en el exén 45 en los dos
hijos varones con un fenotipo Duchenne caracteristico. Es importante sefialar que
ambos varones actualmente han fallecido a causa de este padecimiento. Por estos
antecedentes y la confirmacién del estado de portadora obligada con una mutacion
en el exon 45 en uno de los dos alelos del gen DMD, la madre fue utilizada en este
trabajo como testigo. Sin embargo, como no fue posible determinar en ese estudio
el estado de portadoras o no portadoras de las tres hijas, se utilizaron en este

trabajo como candidatas a un analisis de portadoras.
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FIGURA 3. Arbol genealdgico completo de la familia analizada para determinar el estado
de portadora/no portadora por la técnica de RT-PCR, de las tres hijas. EI circulo
marcado con el punto negro (I1) representa a la portadora obligada, utilizada como testigo
en este estudio; los dos nifios varones fallecidos a causa de la DMD son representados
con los dos cuadros negros con lineas diagonales (11 y 112); las tres mujeres a las que se

les realizo el analisis de portadoras se presentan con circulos (113, 14 y 115).
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4.2. Extraccion de DNA genémico.

El DNA gendmico de 20 pacientes con diagnostico DMD/DMB se obtuvo de leucocitos de
sangre periférica utilizando el método de sales hipertdnicas. Las muestras de sangre se
colectaron en vacutainer utilizando EDTA como anticoagulante, éstas se centrifugaron a
2500 r.p.m./15 min. para obtener los leucocitos en la interfase los cuales se separaron con
una pipeta Pasteur y se colectaron en un tubo limpio para ser lavados y asi eliminar a los
eritrocitos remanentes, utilizando para ello un amortiguador de lisis de eritrocitos RCLB
(del ingles: Red Cell Lisis Buffer; Tris 10mM pH7.6, MgCl, 5mM y NaCl 10mM). La pastilla
de células blancas resultantes se resuspendié en 180 pul de NaCl 5mM, se colectaron en
un tubo eppendorf de 1.5 ml estéril y se le adicionaron 90 ul de SDS al 10% para lisar las
células agitando vigorosamente y dejando incubar por 5 min. a temperatura ambiente,
posteriormente se agregaron 615.9 ul de una solucion saturada de NaCl para precipitar
las proteinas, se incubd 5 min. a temperatura ambiente para posteriormente someterlo a
centrifugacion a 15,000 r.p.m./15 min. Se recuperé el sobrenadante en un tubo eppendorf
estéril de 1.5 ml y se le adicionaron dos volimenes de etanol absoluto frio (-20°C). Una
vez precipitado el DNA se separ6 de la solucion alcohdlica y se lavé un par de ocasiones
con una solucion de etanol al 75% para retirar las sales remanentes. Finalmente se dejo
secar a temperatura ambiente y, dependiendo del tamario de la pastilla, se resuspendié

en un volumen de 20-60 pl de agua inyectable estéril.

A todas las muestras obtenidas se les calculd la concentracion por medio de un analisis
espectrofotomeétrico con luz UV realizando lecturas a 260 y 280 nm.

Sabiendo que 1 D.O.,5 = 50 ng/pl de DNA,
la concentracion se calculé con la siguiente formula:
[DNA] ng/pl= Age (dilucion™)(50 ng/ul)

La relacién 260/280 indica la pureza de DNA obtenido. Se considera que las relaciones
comprendida entre 1.8 y 2.0 unidades de D.O son las 6ptimas (Sambrook et al., 1989).

Para determinar la calidad de las muestras se realizaron electroforesis en geles
horizontales de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio [10 mg/ ml] utilizando como
amortiguador TBE 1X (Tris-base 89 mM, acido bérico 89mM y EDTA 2mM) (Maniatis et
al., 1989). Las muestras de DNA se mezclaron con colorante de corrida que contiene azul

=  ___ __ ________________________________________________________________________________
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de bromofenol al 0.1% y glicerol al 30% y se corrieron a un voltaje de 100 V. Los geles de

agarosa se visualizaron en un analizador de imagenes.

4.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) multiplex de pacientes con
diagnéstico DMD/DMB.

La deteccion de eliminaciones en el gen DMD de los 20 pacientes con diagndstico

DMD/DMB se llevd a cabo por PCR multiplex utilizando 17 pares de oligonucleétidos,

disefiados previamente para otro estudio (Canizales Samuel, Tesis de maestria,

1998;Coral-Vazquez et al.,1997), divididos en 6 grupos; los tres primeros grupos

comprenden a algunos exénes del denominado “punto caliente” menor (4, 8, 12, 13, 17,

19) y los exénes 70 y 74 del extremo 3": grupo a) exénes 4/13/12/8, con fragmentos de

PCR de 78, 120, 151 y 182 pb (pares de bases), respectivamente; b) exénes 70/17, con

fragmentos de PCR de 136 y 176 pb, respectivamente; c) exénes 19/74, con fragmentos

de PCR de 88 y 159 pb, respectivamente; Los tres grupos restantes abarcan los exénes

del “punto caliente” mayor: d) exénes 49/44/48, con fragmentos de PCR de 102, 144 y

186 pb, respectivamente; e) exénes 52/46/45, con fragmentos de PCR de 116, 148 y 212

pb, respectivamente y, finalmente, grupo d) exénes 50/47/51, con fragmentos de PCR de

106, 147 y 232 pb, respectivamente. La division de los exdnes en estos grupos es para

poder diferenciar claramente los productos obtenidos dependiendo de su tamafio. La

secuencia de cada oligonucleétido, el tamafio de los productos de amplificacion y la

temperatura de alineamiento se describen en la tabla I.

Es importante mencionar que estos oligonucleotidos se disefiaron para amplificar el exén

en su totalidad, excluyendo cualquier fragmento de los intrones, para poder determinar la

extension de las eliminaciones genéticas, ya que se disefiaron con las secuencias del

cDNA de los extremos 5 y 3" de los exones del “punto caliente” mayor y menor, ademas

de los exdnes 70 y 74, del gen DMD.

Las reacciones de amplificacion se realizaron con los siguientes reactivos:

2.5 ul de Buffer de reaccion 10X (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI)

0.5 pl de mezcla de dNTP’s 10mM

1.5 ul de MgCl 25mM

1.0 ul de cada oligonucleétido de concentracién 10 mM

200-300 ng de DNA genémico

0.2 pl de Tag-polimerasa 5U/ul

y agua estéril inyectable para llevar la reaccion a un volumen final de 25 pl.
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EXON

OLIGONUCLEOTIDOS EN DIRECCION
5 _, 32

TEMPERATURA DE
ALINEAMIENTO °C

PRODUCTO
AMPLIFICADO

pb

S-CCAAAAGAAAAAGGATCCACAAGA
A-ATTATTGTTCTGCAAAACCCGCAGT

55

78

S-ATGTTGATACCACCTATCCA
A-CTGTTGAGAATAGTGCATTT

55

182

12

S-TTTACATAGAGTTTTAATGGATCTCC
A-CTTATGTTGTTGTACTTGGCGTTT

55

151

13

S-GTGCTTCAAGAAGATTAGA
A-CTTAAGTTGTTCTTCCAAAG

55

120

17

S-ATTTCACAGGCTGTCACCAC
A-CTTTTCCTAATTTCAGAATCCA

55

176

19

S-GCCATAGAGCGAGAAAAA
A-CATTCACCATCTGTTCCA

55

88

44

S-CGATTTGACAGATCTGTTGAG
A-GATACCATTTGTATTTAGCATGTTCC

55

144

45

S2-GAACTCCAGGATGGCATTGG
A-CATTCCTATTAGATCTGTCGCCCTAC

55

212

46

S-GCTAGAAGAACAAAAGAATATCTTG
A-CTTGACTTGCTCAAGCTTTTC

55

148

47

S-CTGGTGGAAGAGTTGCCCTG
A-CTTTATCCACTGGAGATTTGTCTG

55

147

48

S-GTTTCCCAGAGCTTTACCTGAG
A-CTGAACGTCAAATGGTCCTTCTTG

55

186

49

S-GAAAACTGAAATAGCAGTTCAAGC
A-CTTCACTGGCTGAGTGGCTG

55

102

50

S-GGAAGTTAGAAGATCTGAGCTC
A-GGCTCCAATAGTGGTCAGTC

55

106

51

S-CTCCTACTCAGACTGTTACTCTG
A-CTTCTGCTTGATGATCATCTCG

55

232

52

S-GCAACAATGCAGGATTTGGAAC
A-CAGTCCGTAATGATTGTTCTAGC

55

116

70

S-ACTACATCAGGAGAAGATGTTCGAG
A-TTTCCATGTTGTCCCCCTCTAA

55

136

74

S-AGATGATGAACATTTGTTAA
A-CTGTTTTCTTCCTCAAGATC

55

159

TABLA 1. Ubicacion, secuencia y temperatura de alineamiento de los oligonucleétidos

utilizados para la PCR multiplex, asi como el tamafio del fragmento amplificado.

2 8= oligonucledtido sentido

A= oligonucleétido antisentido
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La incubacién se realizé en un termociclador T gradient (Biometra) a las siguientes
condiciones:

Una desnaturalizacion inicial del DNA de 94°C, 5 min., 30 ciclos de desnaturalizacion
(94°C, 30 seg.), alineamiento (55°C, 30 seg.) extension (65°C, 30 seg.) y una extension
final de 65°C por 5 min.

Los productos obtenidos se analizaron por electroforesis en geles horizontales de agarosa
al 2%, tefidos con Bromuro de Etidio [10mg/ml] y se digitalizaron en un analizador de
imagenes con el programa Digital Imaging System; En todos los casos se incluyé un

control positivo, un control negativo y un marcador de peso molecular (escalera de 100
pb).

4.4. Aislamiento de RNA total de linfocitos de sangre periférica

El RNA total de la mujer utilizada como control sano, la portadora obligada y el de las
posibles portadoras se obtuvo de linfocitos de sangre periférica, utilizando el método de
extraccion fendlica con TRIZOL (Invitrogen®) descrito a continuacion:

Un volumen de sangre se mezcl6 con dos volumenes de Ficoll-Hipaque (densidad 1.077)
en un tubo cénico de 15 ml estéril y libre de RNAsas y se centrifugd a 1500 r.p.m./30min.
Se separaron los linfocitos de la interfase con una pipeta Pasteur y se realizé un lavado
con RCLB preparado con agua DEPC 1% (DiEtil PiroCarbonato) para compactar la
pastilla. Posteriormente el paquete celular se resuspendié en 1ml de TRIZOL frio (Fenol-
sales de guanidina) y se centrifugd 2500 r.p.m./5 min. a 4° C para precipitar restos
celulares y proteinas. El sobrenadante se transfirio a un tubo estéril libre de RNAsas
previamente enfriado y se le agrego 0.1 ml. de cloroformo frio, se agitd vigorosamente por
15 seg. y se incubd en hielo por 5 min., posteriormente se centrifugd por 15 min. a 9500
r.p.m. a 4° C para separar por diferencia de densidad la fase fendlica de la acuosa. La
fase acuosa, la cual contiene al RNA, se transfiri6 a un nuevo tubo y se le agregd un
volumen de isopropanol frio para precipitar el RNA. De esta solucion se tomé una alicuota
de 200l se transfirié a un tubo estéril y se incubo a 4° C al menos por 45 min. El resto de
la solucién se almacen6 a -70° C hasta su uso.

La alicuota de 200 ul se centrifugd 15 min. a 9500 r.p.m. a 4° C para compactar la pastilla
de RNA. Transcurrida la centrifugacion se desecho el sobrenadante y se lavé el RNA un
par de veces con etanol al 75%. La pastilla se dej6 secar a temperatura ambiente y

finalmente se resuspendié en 10 pl de agua DEPC (DiEtilPiroCarbonato).
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Se verifico la integridad del RNA por medio de electroforesis corriendo 5 pl de éste en
geles horizontales de agarosa al 1% tefiidos con Bromuro de Etidio [10 mg/ml] utilizando
como amortiguador TBE 1X (Tris-base 89mM, acido borico 89mM y EDTA 2mM) (Maniatis
et al., 1989), a un voltaje de 70 V. Las camaras de electroforesis se lavaron durante 15
min. con una solucién de NaOH 0.2N y se enjuagaron con agua DEPC.

Todas las soluciones y reactivos empleados se prepararon con agua DEPC con la
finalidad de inactivar RNAsas.

Las muestras de RNA obtenidas se cuantificaron espectrofotométricamente a 260nm con
luz UV.

Sabiendo que 1 D.O.,60 = 40 ng/pl de RNA,
la concentracion se calculé con la siguiente formula:

[RNA] ng/pl= Aggo (dilucion™)(40 ng/ul)

4.5. Transcripcion Reversa acoplada a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-
PCR)

A partir del RNA total de las posibles portadoras se sintetizé cDNA (DNA complementario)

por medio de transcripcion reversa utilizando el método de oligonucleétidos al azar el cual

se realizé en dos pasos:

1° Una vez cuantificado el RNA se obtuvieron 2 pg de RNA total y se resuspendieron en

10 pl de agua DEPC. Esta solucion se mezclé con 0.5 ul de oligonucleétidos al azar

(0.3pg/ul) y agua para llevar el volumen final de ambos pasos de la reaccién a 20 pl.

Esta mezcla se desnaturalizé a 72° C durante 3 min. en un termociclador y al final de este

ciclo, mientras disminuia la temperatura, se le agregé la siguiente mezcla:

2° 4yl de buffer de transcriptasa reversa 5x (50 mM de Tris-HCI pH 8.3, 75 mM de KCl y

3mM de MgCly)

1pl de soluciéon de dNTP’s 10mM

2 pl de detergente DTT 0.1M (dithiothreitol) como inhibidor de RNAsas y

1 pl de transcriptasa reversa M-MLV 200U/pl (virus de la leucemia murina de Moloney).

Una vez que se adicion6 esta mezcla se sometio a un ciclo de sintesis de cDNA durante

60 min. a 37° C y finalmente, un ciclo de 6 min. a 94° C.
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Para la PCR se utilizaron 2.5 pl de cDNA y se prepar6 de la manera descrita
anteriormente usando los oligonucleétidos de los exdnes que flanquean la eliminacion, el
exén 44 y el exdn 46, y se incubo a las condiciones descritas en el apartado C. En la
reaccion se incluyo un control sano (una mujer sana sin eliminaciones en el gen DMD), un
testigo (portadora obligada) y un control negativo (PCR sin el paso de formacion de
cDNA).

Los productos obtenidos se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%,
tefiidos con Bromuro de Etidio [10mg/ml] incluyendo un marcador de peso molecular

(escalera de 100 pb).
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5. Resultados

5.1. Amplificacién individual por PCR de un hombre sano sin DMD/DMB,
utilizado como control positivo.

Para comprobar que los 17 pares de oligonucleétidos que amplifican los exénes del
“punto caliente” mayor y menor del gen DMD utilizados en este estudio funcionaran
correctamente, se procedio a amplificar el DNA gendémico de un varén sano sin
DMD/DMB y sin antecedentes familiares de ésta con los 17 pares de oligonucleétidos de
manera individual por PCR, de la manera ya descrita.

. Los productos de amplificacién obtenidos se corrieron en geles horizontales de agarosa
al 2% tefidos con Bromuro de Etidio. La figura 4 muestra que todos los oligonucleétidos
utilizados funcionan correctamente ya que se obtuvieron los productos de reaccion

esperados.

5.2. Identificacién de deleciones en el gen DMD en pacientes mexicanos con
diagnéstico DMD/DMB.

Una vez que se comprobéd que los juegos de oligonucleétidos funcionaran correctamente,
el DNA gendmico de los 20 pacientes con diagnéstico DMD/DMB se utilizé para realizar
reacciones de amplificacion simultanea multiplex.

Se detectaron deleciones en el gen de distrofina en 7 pacientes (35%) (Tabla Il). No se
encontraron eliminaciones hacia el extremo 5" del gen ni tampoco hacia el extremo 3" ya
que el 100% de las eliminaciones se agruparon en la region media del gen a la que se le
ha denominado “punto caliente” mayor. Entre los 7 pacientes con deleciones, 3 tienen
eliminaciones solamente en un exén: p12, delecion en el exén 45 (Figura 6. panel B, carril
7), p13, delecién en el exon 44 (Figura 6. panel A, carril 8) y p18, delecién en el exén 51
(Figura 6. panel C, carril 11). Se encontraron 2 pacientes con delecién de dos exénes: p9,
deleciones en los exénes 46 y 47 (Figura 6. panel A y B, respectivamente, carril 4) y p10,
deleciones en los exénes 48 y 49 (Figura 6. panel A, carril 5) y finalmente se encontré un
par de pacientes con 5 6 mas exénes deletados: el p7, presenta una deleciéon que abarca
los exones 45 al 52 (Figura 6. panel A, By C, carril 2) y el p16 con delecion de los exénes
46 al 50 (Figura 6. panel A, By C, carril 9).

22



M C-*4 8 12 13 17 19 44 45 46 47 48 49 50 51 52 70 74

M: marcador de peso molecular

C-: control negativo
*Los nimeros en los carriles designan a los diferentes exénes

FIGURA 4. Gel horizontal de agarosa al 2% que muestra el correcto funcionamiento de
los 17 pares de oligonucleétidos utilizados para amplificar los exénes de los “puntos
calientes” menor y mayor del gen DMD, por la técnica de PCR. Se amplifico el DNA
gendmico de un varén sano (sin deleciones en el gen DMD) que se utilizé en todas las
reacciones como control positivo. En la reaccion se incluyé un control negativo (reaccion
sin DNA) y para el corrimiento electroforético se utiliz6 un marcador de peso molecular
(escalera de 100pb).
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Ex6n 8 182 pb 200

Exén 12 151 pb
Exén 13 120 pb

Ex6n4 78 pb

100

Exon 17 176pb 200
Exon 70 136pb 100
C
cC+1 2 3 4 5 6 7 8 9 10C M
Exon 74 159pb 200
Exon19 88 ph—Eadi e RE B RO E 8 E T 100

FIGURA 5. Gel horizontal de agarosa al 2% que muestra la amplificacién por PCR
multiplex de DNA genémico de 10 pacientes de algunos exdnes del “punto caliente”
menor (Panel A. exones 4/13/12/8; panel B. Exén 17 y panel C. exdn 19) y de los exénes
70y 74 ( panel B. Exén 70 y panel C. exén 74) que son los que codifican para el extremo
carboxilo de la proteina distrofina. En todos los casos se incluyd un control positivo (C+:
varén sin mutaciones en el gen DMD), un control negativo (C-: reacciéon sin DNA) y

marcador de peso molecular (M: escalera 100 pb)
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FIGURA 6. Gel horizontal de agarosa al 2% que muestra la amplificacion por PCR
multiplex de DNA genémico de 10 pacientes de los exénes del “punto caliente” mayor
(panel A. exénes 49/44/48; panel B. exdnes 52/46/45 y panel C. exénes 50/47/51. En
todos los casos se incluyé un control positivo (C+: varén sin mutaciones en el gen DMD),
un control negativo (C-: reaccién sin DNA) y marcador de peso molecular (M: escalera
100 pb).
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5.3. Delimitaciéon de las deleciones situadas en el “punto caliente” mayor y
correlacion clinico-molecular

De estos 7 pacientes con eliminaciones se pudo delimitar la extensién de éstas
Unicamente en 5 de ellos (pacientes 9, 10, 12, 15y 18).

En la figura 7 se representa el “punto caliente” mayor del gen DMD y se esquematizan las
deleciones identificadas en los 7 pacientes y los limites de las mismas.

La delimitaciéon de las eliminaciones se utilizé para observar el efecto de éstas en el
marco de lectura del gen empalmando los exdnes que quedan adyacentes debido a la
delecion y poder establecer una correlacion clinico-molecular. De acuerdo a este analisis,
Unicamente el paciente 16 mostré una excepcion a la “hipétesis del marco de lectura”, ya
que la eliminacién de los exénes 46 al 50 sugiere un marco de lectura fuera de fase, pero
el paciente presenta un fenotipo Becker.

La tabla Il resume el registro de las deleciones encontradas en los 20 pacientes
analizados, asi como la correlacién que existe entre éstas y la gravedad de la
enfermedad.




Paciente exones Marco de Di ey
eliminados lectura® lagnostce
1 - - DMB
2 - - DMD
3 - - DMD
4 - - DMD
5 - - DMD
6 - - DMD
7 45-52 Desconocido DMD
8 - - DMD
9 46-47 FF DMD
10 48-49 EF DMB
11 - - DMD
12 45 FF DMD
13 44 Desconocido DMD
14 - - DMD
15 - - DMD
16 46-50 FF DMB
17 - - DMD
18 51 EF DMB
19 - - DMD
20 - - DMD

TABLA |l. Registro de deleciones y correlaciéon clinico-molecular en pacientes con

DMD/DMB

®FF: marco de lectura fuera de fase.

EF: marco de lectura en fase.

Desconocido: no se pudo determinar los limites de la delecion.
®DMD. Distrofia Muscular de Duchenne.
DMB. Distrofia Muscular de Becker.
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FIGURA 7. Representacion esquematica del “punto caliente” mayor del gen DMD vy la
distribucion de las deleciones encontradas en los pacientes mexicanos con diagnéstico
DMD/DMB analizados en este estudio. Los cuadros blancos representan los intrénes y los
negros los exoénes. Las lineas continuas debajo del gen representan la posicién, extension
y los limites de las deleciones. Las lineas discontinuas representan las eliminaciones que
no se pudieron delimitar. Los nimeros a la izquierda indican el nimero de pacientes que
presentan esos exdnes eliminados.
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5.4. Diagnéstico molecular de mujeres portadoras de la DMD/DMB.

Para la deteccién de portadoras se estudié una familia con antecedentes de DMD, en esta
familia se sabia por medio de un estudio realizado con anterioridad (Coral-Vazquez, Tesis
doctoral, 1995) que la madre era portadora obligada con una delecion del exén 45 en uno
de los alelos. Este alelo fue heredado por los dos hijos varones de la familia ya que
ambos presentaban un fenotipo DMD y al realizar el estudio molecular por PCR multiplex
se encontré una eliminacion en el exén 45 ademas, existen 3 hijas con riesgo de haber
heredado el alelo dafiado con la mutacion en el exon 45 del gen DMD.

Para conocer el estado de portadora/no portadora de estas tres mujeres se implemento la
metodologia de RT-PCR amplificando RNAm de linfocitos de sangre periférica. Esta
técnica permite obtener una hebra doble de DNA complementario (cDNA) sin los intrones
presentes en el DNA genomico a partir de RNAm de tejido el cual funciona como molde,
utilizando la enzima transcriptasa reversa y oligonucleétidos al azar. EI RNA total se aislo,
se cuantificé y se verificd su calidad, de la manera como se indica en materiales y
métodos. En la Figura 8 se observa el corrimiento electroforético de los RNAs totales
obtenidos a partir de linfocitos de la madre, las tres hijas y una mujer sana.

Una vez obtenido el cDNA de estas 5 mujeres, éste se amplificé por PCR utilizando el
oligonucledtido S (sentido) del exon 44 y el oligonucledtido A (antisentido) del exén 46
utilizados en la PCR multiplex, ya que como se menciond, estos fueron disefiados en los
extremos 5° y 3" de los exdnes.

Al no tener presentes intrones en la molécula de DNA amplificada por esta técnica, al
momento de amplificar por PCR utilizando los oligonucleétidos 44S y 46S, en el caso de
la portadora obligada (I-1,carril 1; figura 9), se obtuvieron dos productos de reaccion
separados por mas de 150 pb. La banda superior que se observa corresponde a la suma
de los exdnes 44(148 pb), 46 (150 pb), que son los que flaquean la delecién, y al exén
45(176 pb) que empalmados producen un fragmento de 474 pb, este producto de
amplificacion obtenido proviene del RNAm integro sintetizado por el alelo normal del gen
DMD, mientras que el producto de menor tamario proviene del RNAm que transcribe el
alelo que acarrea la eliminacion que abarca al exén 45 y permite que se empalmen los
exones 44 y 46, excluyendo los pares de bases aportados por el exén 45, dando como
resultado un fragmento de 298 pb. Esto se confirmé al momento de analizar al control
sano (C, carril 5; figura 9), en éste se observo claramente solo la banda de 474 pb, lo que
significa que al tener ambas copias del gen DMD normales estos se transcriben en un

unico RNAm que se traduce en la produccion normal de la distrofina.
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En la figura 9 se observa que las tres hijas presentan la banda de 474 pb al igual que la
madre y el control sano, pero en dos de ellas (lI-2 y 1I-3. Carril 3 y 4, respectivamente) se
observé la banda adicional de 298 pb que aparece en la portadora obligada. Esto sugiere
que las mujeres 1I-2 y 1I-3 son portadoras como su madre, lo que implica un riesgo del
50% para ambas de tener un hijo afectado con DMD y un 50% de probabilidad de tener
una hija portadora; mientras que la mujer II-1(carril 2), que solo presenta la misma banda
de 474 pb que se observa en el cDNA de la mujer sana, se considera su estado: como no
portadora.

En la figura 10 se hace una representacion de los 2 productos obtenidos por RT-PCR con
los oligonucleétidos 44S (sentido) y 46A (antisentido), utilizados para detectar la delecién
en uno de los alelos del gen DMD, en la figura se indican el tamafio de cada exdn
individualmente y el tamafio de los productos finales.
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FIGURA 8. A) Corrimiento electroforético en gel horizontal de agarosa al 1% para verificar
la integridad del RNA total extraido de linfocitos de sangre periférica de una familia
analizada con antecedentes DMD donde la madre es portadora obligada. El RNA total se
extrajo por duplicado para asegurar la calidad de las muestras. | -1: portadora obligada;
paciente 1l-1; carril 5 y 6: paciente 1I-2; carril 7 y 8: paciente 1I-3. B) Corrimiento
electroforético en gel de agarosa al 1% para verificar la integridad del RNA total extraido
de linfocitos de sangre periférica de una mujer sin mutaciones en el gen DMD utilizada
como control sano.
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I-1 111 1I-2 11-3 C C-

FIGURA 9. A) arbol genealdgico de la familia con antecedentes de DMD. Los circulos
marcados con los puntos negros indican a las portadoras y el circulo sin marcar indica a la
no portadora. B) gel de agarosa al 2% que muestra los productos de amplificacion
obtenidos por RT-PCR de RNAm de la familia con antecedentes DMD, para detectar
posibles portadoras. En el carril I-1 (portadora obligada) se observan dos productos: el
primero es de 474 pb que corresponde a los exones 44, 45 y 46 y representa la copia
normal del gen DMD; el segundo de 298 pb corresponde a la suma de los exdénes 44 y 46
y representa la copia del gen DMD que acarrea la eliminacion del exén 45. Se observa
que las pacientes 1I-2 y 1I-3 heredaron el alelo mutado ya que se observa en ambas el
producto de 298 pb. La paciente II-1 muestra solo la banda de 474 pb al igual que el
control sano lo que indica que ambas copias del gen DMD se transcriben en un solo
RNAm. Se incluyé un control negativo (reaccion sin formacion de cDNA) y marcador de
peso molecular (escalera de 100pb).
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FIGURA 10. Representacion de los productos obtenidos por RT-PCR. Los rectangulos
representan los exénes amplificados indicando el nimero de exon en la parte superior, el
numero dentro de los rectangulos indica el tamafo de cada exdén. Los nimeros a la
derecha indican el tamafio del producto final amplificado. Las flechas indican el sentido de
los oligonucleétidos utilizados.
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6. Discusiéon

La distrofia muscular de Duchenne/Becker es una enfermedad que se hereda de forma
recesiva ligada al cromosoma X y se caracteriza por debilidad muscular progresiva y
degeneracion muscular. Esta enfermedad se produce por mutaciones en el gen DMD. El
gen de distrofina es el mas grande conocido hasta ahora, cuenta con 79 exdnes
distribuidos sobre aprox. 2.5 x 10° pb. Dentro de las mutaciones a las que esta sujeto este
gen, las deleciones son el tipo de mutaciones mas frecuentes (65%). Estas deleciones se
localizan principalmente en la region proximal y distal del gen, denominadas “punto
caliente” menor y mayor, respectivamente.

En este estudio se analizaron 20 pacientes por la técnica de PCR multiplex y se encontro
que 7 de ellos (35%) tenian deleciones en el gen DMD. Estas eliminaciones no fueron al
azar, sino que se agruparon dentro de la region que se denomina “punto caliente” mayor,
no se encontrd ningun paciente con deleciones dentro del “punto caliente” menor ni en los
exones 70 y 74, que son los que codifican para el extremo carboxilo de la proteina. El
porcentaje de estas deleciones y su distribucion estan por debajo de las cifras reportadas
con anterioridad en la poblacion mexicana y ligeramente menor a lo que se puede
encontrar en estudios realizados en otros paises. Este porcentaje se debe al nimero de
pacientes analizado. Si el tamafio de la muestra fuera mas grande, los porcentajes
aumentarian y es probable que se encuentre algln paciente con deleciones dentro del
“punto caliente” menor. La distribucion de las deleciones halladas en nuestra poblacion
confirma que no hay diferencias étnicas en la distribucion de las deleciones en el gen
DMD (Banerjee et al., 1997; Coral-Vazquez et al., 1997; Onengut et al., 2000; Aziza et al.,
2002; Kumairri et al., 2003).

El 100% de las deleciones encontradas en estos pacientes fueron dentro del llamado
"punto caliente” mayor. Esta distribucién de deleciones pudiera ser a que se analizaron
mas exones en este punto en comparacion de los 6 exénes analizados en el “punto
caliente” menor. Otra explicaciéon de esta distribucion particular de deleciones podria ser
que existan secuencias de DNA que se mantengan y se vayan acumulando dentro de una
poblacion en particular y finalmente, den origen a eliminaciones y mutaciones (Cooper y
Krawezak, 1991; Danieli et al., 1993; Krawezak y cooper, 1993; Florentin et al., 1995).

Los pacientes analizados en este trabajo forman parte de un protocolo de investigacion y

se les realizaron otro tipo de analisis para confirmar el diagnéstico DMD/DMB. A 16 de los
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20 pacientes se les tomé una biopsia muscular para realizar un analisis de la distrofina por
técnicas de inmunohistoquimica utilizando anticuerpos comerciales (Novocastra
Laboratories Ltd) marcados con fluorescencia (Hernandez V. Angélica y Goémez D.
Benjamin. Tesis de maestria en proceso). Estos anticuerpos son el NCL-DYS3 y el NCL-
DYS2. El primero va dirigido a la regiéon amino-terminal de la proteina distrofina, entre los
aminoacidos 321 y 494 y el segundo reacciona fuertemente con el dominio carboxi-
terminal de la proteina, especificamente entre los aminoacidos 3669 y 3685. La figura 11
sirve de ejemplo para mostrar como se observan en el microscopio de fluorescencia las
fibras musculares de un varén sano utilizado como control, un paciente con DMD y un
paciente con DMB. Estos estudios sirvieron para apoyar los resultados obtenidos por PCR
multiplex.

De los 13 pacientes donde no fue posible detectar eliminaciones 10 de ellos contaban
con biopsia muscular. El paciente 1 fue diagnosticado con DMB y se confirmé el
diagnéstico al encontrar disminuida a la distrofina en el estudio inmunohistoquimico, pero
al realizar la amplificacion de los exénes de los “puntos calientes” no se pudo localizar la
delecion. El primer estudio indica que a pesar de que la delecién no se identificé si existe
una mutacion en el gen, y sugiere que ésta no afecta de manera grave la estructura
conformacional de la proteina permitiendo que se exprese en las células musculares.

El andlisis de distrofina con los anticuerpos NCL-DYS3 y NCL-DYS2 mostré que los
pacientes 2, 3, 4, 6, 8, 11, 15, 17 y 20 tienen ausencia total de distrofina, todos ellos
fueron diagnosticados con DMD, muestran debilidad generalizada en menor o mayor
grado, aun caminan y ninguno de ellos rebasa todavia los 12 afios de edad. Es posible
que en estos pacientes y en los tres a los que no se les realizd biopsia muscular, la
mutaciéon se encuentre en otras regiones no analizadas del gen que conduzcan a una
terminacion prematura de la traduccion, dando origen a una proteina trunca no funcional
o0 bien que presenten mutaciones puntuales que en lugar de un cambio de un aminoéacido
por otro, den origen a un codén de paro, ya que se sabe que este tipo de mutaciones,
junto con pequefias eliminaciones no detectables por PCR multiplex, son las responsables
de un tercio de los casos de DMD/DMB (Chamberlain et al., 1988; Beggs et al., 1990;
Bulman et al., 1991; Lenk et al., 1993; Roberts et al., 1992). Actualmente se han
desarrollado diferentes metodologias para detectar este tipo de mutaciones, como son: el

analisis de cadena sencilla (SSCP), andlisis heteroduplex (HA), analisis quimico disparejo




N-terminal C-terminal

control
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FIGURA 11. Anadlisis de Distrofina por técnica de inmunohistoquimica utilizando los
anticuerpos NCL-DYS3 y NCL-DYS2 en biopsias de musculo de un varén utilizado como
control, un paciente con diagnéstico DMD y un paciente con diagnéstico DMB (Hernandez
V. Angélica y Gémez D. Benjamin. Tesis de maestria en proceso).
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(CMC), HPLC, secuenciacién del DNA, etc. Pero el porcentaje de éxito de estas técnicas
es limitado, debido a que estas pequefias eliminaciones y mutaciones puntuales se
distribuyen a lo largo de todo el gen y éste es muy grande. (Prior et al., 1996; Mendell et
al., 2001; Roberts et al., 1992).

A los pacientes 9, 10, 12, 16 y 18 se les pudo delimitar el tamario de las deleciones para
establecer la correlacion que existe entre éstas y la severidad de la enfermedad.

La “hipotesis del marco de lectura” propuesta por Monaco (1988) y Koening (1989),
menciona que la severidad de la enfermedad no esta dada por el tamafio de la delecion,
sino por el efecto de ésta en el marco de lectura del gen. En la DMD, las deleciones
provocan que el marco de lectura se rompa (fuera de fase; FF) y evitan que se produzca
una proteina estable, mientras que en la DMB, las deleciones dejan el marco de lectura
abierto (en fase; EF), provocando solamente cambios de un aminoéacido por otro y dando
como resultado una proteina estable y parcialmente funcional. Aproximadamente el 92%
de las deleciones confirman esta hipétesis (Baumbach et al., 1989; Blake et al., 2002).
Los resultados obtenidos, con excepcion del paciente 16, concuerdan con los estudios
realizados en otras poblaciones (Kumari et al., 2003; Baumbach et al., 1991) y estan en
concordancia a lo encontrado por el andlisis de inmunofluorescencia en los pacientes
donde fue posible obtener la biopsia muscular.

La Figura 12 explica la “hipétesis del marco de lectura” y su excepcion. El paciente 10
presentd eliminacion de los exdénes 48 y 49. Al llevarse a cabo el procesamiento para
eliminar a los intrénes y dar origen al pre-RNAm, y posteriormente al RNAm maduro, los
exoénes adyacentes a la delecion se empalman y al momento de que se lleva a cabo la
traduccion de la proteina distrofina el marco de lectura se mantiene en fase y solamente
se pierden los 96 aminoacidos codificados por estos dos exénes, que forman parte del
repetido 19 del dominio central, dando origen a una proteina estable y parcialmente
funcional tal y como se observa en el analisis inmunohistoquimico donde existe sefial para
ambos extremos, carboxilo y amino, de la distrofina. En cambio la eliminaciéon de los
exones 46 y 47 que presento el paciente 9 rompe el marco de lectura introduciendo un
codon de paro (TAA) cuando se lleva a cabo la traduccién, expresandose en una proteina
trunca e inestable que deja de producirse con el paso del tiempo provocando la
degeneracion y necrosis de las células musculares, que es el evento principal de la DMD.

Este paciente presentd un fenotipo Duchenne y fue confirmado por ensayos realizados

37



con los anticuerpos fluorescentes NCL-DYS2 y NCL-DYS3 en donde la sefal de ‘la
distrofina fue negativa para ambos.

Como ya se indicd, el paciente 16 no cumplié con la hipétesis del marco de lectura; en
este paciente se encontré una eliminacion que va desde el exén 46 hasta el exén 50,
estas eliminaciones rompen el marco de lectura interrumpiendo la traduccion de la
distrofina tempranamente. Sin embargo, el curso de la enfermedad de éste paciente es
mas parecido a DMB que a DMD. Las primeras manifestaciones de la enfermedad
iniciaron a la edad de 6 anos, actualmente el paciente cuenta con 10 afos de edad, aun
camina y tiene una debilidad ligera generalizada. Estudios realizados con anterioridad
reportan que procesamientos alternativos del gen DMD pueden producir una secuencia
codificante impredecible (Kumari et al., 2003; Chelly 1990; Canizales S., Tesis de
maestria, UNAM. 1998). En el paciente 16, un procesamiento alternativo del exon 45 o del
exon 51 podria explicar la excepcion a la “hipotesis del marco de lectura”, ya que
cualquiera de los dos que se elimine por un procesamiento alternativo permite que se
mantenga en fase el marco de lectura. Este procesamiento alternativo sugiere que
cualquiera de los dos exénes que se elimine es suficiente para reducir la gravedad de la
enfermedad y que la region que codifican los exones 45 al 51, que es la de los repetidos
18 al 20 del dominio central de la distrofina, no es esencial para su funcionamiento. El
analisis de la biopsia muscular apoya este fenomeno: el analisis muestra presencia de la
distrofina en el extremo amino con el anticuerpo NCL-DYS3 y ausencia en el extremo
carboxilo con el anticuerpo NCL-DYS2.

Para tener la certeza de que realmente se esta presentando este fendmeno, es necesario
recurrir a un analisis del RNAm de linfocitos de sangre periférica con los oligonucleétidos
adecuados para amplificar por la técnica de RT-PCR fragmentos de RNAm que
contengan a los exdnes 45 y 51 y de esta manera poder conocer con seguridad cual de
los dos exones esta siendo eliminado por un procesamiento alternativo.

Finalmente, para los dos pacientes que no se les pudo delimitar el tamafo de las
deleciones el analisis de biopsia muscular fue de valiosa ayuda para determinar si las
mutaciones intragénicas en el gen DMD alteran o no el marco de lectura.

El paciente 7 presenté una eliminacion de los exdnes 45 al 52, una delecion de 7 exones.
Probablemente esta delecion se extiende a mas exdnes hacia el extremo 3", pero como
no se cuenta con los pares de oligonucleétidos subsiguientes al exén 52 fue imposible

determinar el limite de la eliminacion. En el caso del paciente 13, solamente se detecto la
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delecion de un unico exoén, el 44, mientras que los demas exoénes del “punto caliente
mayor fueron positivos para la amplificacion por PCR multiplex hacia el extremo 3, pero
no se pudo determinar si la delecion fue solamente en un exén o si ésta abarcé mas
exones debido a que no se cuenta con pares de oligonucleétidos que amplifiquen los
exbnes ubicados a la izquierda de el exdon 44. Sin embargo, el fenotipo Duchenne que
presentan ambos pacientes y la ausencia total de distrofina por analisis
inmunohistoquimico sugiere que las eliminaciones dentro del gen DMD estan alterando el
marco de lectura de éste y estan interrumpiendo la expresion de distrofina en las células

musculares.
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Gen DMD

a) b)

Eliminacion del exén 46 y 47 en el DNA genémico Eliminacion del exon 48 y 49 en el DNA gendmico
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Distrofina truncada Distrofina estable y funcional

FIGURA 12. a) Esquema que muestra como la eliminacion de los exénes 46 y 47 rompe
el marco de lectura (fuera de fase) y ocasiona un codén de paro que se traduce en una
proteina truncada. b) en este esquema se muestra como la eliminacion de los exénes 48 y
49 no afectan el marco de lectura del gen manteniéndolo en fase y en la traduccion solo
se pierden los 96 a.a. que forman parte del repetido 19 del dominio central.
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La DMD/DMB es el padecimiento muscular de origen genético mas comun en varones.
Debido a la falta de un tratamiento para contrarrestar los efectos progresivos de esta
enfermedad y a la falta de una rehabilitacion eficiente, el asesoramiento genético y el
diagnostico prenatal son opciones que los genetistas pueden ofrecer actualmente,
basando su decision en la determinacion del estado de portadora. Practicamente, si la
madre de un hijo afectado (caso indice) tiene otro hijo con DMD/DMB, se le considera
como portadora obligada.

En México, la mayoria de los centros nacionales de salud utilizan el andlisis de linaje,
mediciones en suero de la enzima muscular creatinina fosfocinasa (CPK) y analisis
Bayesiano para predecir estadisticamente el estado de portadora/no portadora (Alcantara
et al., 2001).

El propésito de este estudio fue desarrollar una técnica simple y confiable, basada en el
RNA, para la deteccién directa de portadoras de la DMD/DMB que pueda utilizarse
facilmente como alternativa de diagndstico en aquellas mujeres sospechosas de acarrear
una mutacién en el gen DMD.

En la familia estudiada, la madre sirvié como testigo al ser portadora obligada; su estado
se definié anteriormente por medio de un andlisis de ligamiento y la presencia de la
delecion del exdén 45 fue corroborada en este trabajo, permitiendo validar el estudio por
RT-PCR realizado a las 3 mujeres emparentadas con ella.

Por los hallazgos encontrados en la madre y en el control sano se pudo establecer el

estado de portadora/no portadora para las tres mujeres de la familia analizada.

Dentro de las ventajas que presenta esta técnica, se pueden mencionar las siguientes: a)
los pares de oligonucleétidos utilizados se pueden combinar de manera distinta para
detectar otras eliminaciones sin necesidad de sintetizar nuevos oligonucleétidos para
realizar la PCR, porque se utilizan los mismos oligonucleétidos empleados en la deteccion
de deleciones en varones, ya que estos oligonucleétidos fueron disefiados en los
extremos 5° y 3" de cada uno de los exdénes, excluyendo cualquier fragmento de intrén, b)
ofrece la posibilidad de utilizarse como un control de calidad interno en el diagnostico:
después de la identificacion de la delecién, se puede realizar un segundo ensayo
utilizando una diferente combinacion de oligonucleétidos para amplificar un producto de
mayor tamafio que abarque los exénes amplificados en el primer ensayo, c) la extraccién
de RNA total se puede realizar de manera sencilla en linfocitos de sangre periférica,

evitando el empleo de métodos mas invasivos y traumaticos, como lo es la biopsia
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muscular y d) no se necesita contar con equipo especial, ya que se utilizan los mismos
aparatos que se emplean en una reaccion de PCR convencional. Sin embargo, como la
mayoria de las técnicas actuales, ésta tiene algunas desventajas, siendo la principal que
no se puede utilizar como una técnica de rutina, porque su uso esta limitado a los casos
donde se ha detectado y delimitado la delecién en los miembros varones de la familia,
porque de lo contrario seria imposible establecer que exdénes son los que se encuentran
ausentes, debido a que se han reportado una gran variedad de eliminaciones y

duplicaciones que difieren en su localizacion y extension.

Dentro de las perspectivas de este trabajo esta el aplicar el uso de la técnica de RT-PCR
a las familias de los pacientes estudiados donde se detectaron deleciones, para poder
determinar si la madre es portadora/no portadora o si es una delecién de novo y poder
brindar un asesoramiento genético adecuado, ademas de poder extender este estudio a
mujeres emparentadas con los pacientes y poder determinar su estado de portadoras/no
portadoras.

Otra de las perspectivas es aumentar el nimero de pacientes analizados por amplificacion
simultanea multiplex para poder determinar con certeza si en poblacion mexicana abierta
son mas frecuentes las deleciones dentro del llamado “punto caliente” mayor o encontrar
pacientes con eliminaciones en el “punto caliente” menor que cambien los porcentajes
encontrados en este estudio. El aumentar el nimero de pacientes también servird para
encontrar mas pacientes con excepciones a la “hipétesis del marco de lectura” y poder
reforzar la misma.

En los pacientes donde no se detectaron mutaciones por PCR multiplex pero los analisis
por inmunohistoquimica confirmaron que no existia distrofina o estaba disminuida,
refuerzan la idea de nuestro grupo de trabajo de que es necesario desarrollar nuevas y
diferentes técnicas que, juntas, permitan un andlisis integral de la distrofina, para que de
esta manera sea posible brindar un diagnostico certero a los pacientes y asesorar de
manera adecuada a los familiares.
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7. Conclusiones

Las deleciones encontradas en los pacientes analizados se localizan dentro del “punto
caliente” mayor.

La gravedad de la enfermedad no esta dada por la extensién de las deleciones, sino por
el efecto de éstas en el marco de lectura del gen DMD.

El estudio de los pacientes con DMD/DMB debe ser integral, para poder brindarles un
diagnéstico correcto que lleve a un asesoramiento médico adecuado.

La técnica de RT-PCR representa una alternativa para la identificacion de portadoras

emparentadas con pacientes DMD/DMB donde es posible detectar la delecion.
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Nombre

8. Anexo

CUESTIONARIO GENERAL DE MIOPATIAS

Edad

Fecha de nacimiento

Lugar de origen

Lugar de residencia

Direccion

Teléfono

Origen de los padres

Consanguinidad

Historia familiar
Antecedentes perinatales
Hipotonia al nacer
Desarrollo psicomotor

Desempefio escolar

Edad de inicio

(no)
(no)
(no)
(no)

(normal)

(bueno)

Primer sintoma

Miembros inferiores (edad)

Miembros superiores (edad)

INSTITUCION

FECHA

REGISTRO

(si)

(si) especificar
(si) especificar
(si) evolucién
(anormal) Sostén cefalico

Edad de caminar
habla

(regular) (malo) evolucién

Dificultad para subir escaleras
Levantarse de una silla
Levantarse del decubito dorsal
Levantarse de cuclillas (Gowers)
Pararse de puntas

Caidas faciales

Limitacion del perimetro de
marcha

Dificultad para levantarlos
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Debilidad de cuello

Visién doble (diplopia)

Alteracion de movimientos faciales
Dificultad para deglutir (disfagia)
Dificultad para hablar (disartria)
Falta de aire (disnea)

Pérdida de masa muscular (atrofia)
Dolor muscular (mialgias)
Mioglubinuria (orina roja asociada
0 no a mialgias)

Calambres

Problema visual

Problema auditivo

Miotonia

EXPLORACION

Debilidad (distribucion y grado)
Reflejos

Respuesta plantar
Sensibilidad

Movimientos oculares

Ptosis

Afeccion facial

Alteraciones ortopédicas

Otros hallazgos

EMG
VCN
CPK

(normal)
(normal)
(normal)
(normal)
(no)
(no)
(no)

(normal)
(normal)

(normal)

Cargar pesos
Doblarlos (flexion)
Extenderlos (extension)
Cerrar o abrir manos

Abrir frascos o botellas

(si) inicio
(si) inicio
(si) inicio
(si) inicio
(si) inicio
(si) inicio
(si) inicio y localizacion
(si) inicio y localizacion
(si) inicio
(si) inicio y localizacion
(si) inicio
(si) inicio
(si) inicio/especificar
(anormal) especificar
(anormal) especificar
(anormal) especificar
(anormales) especificar

(unilateral)  (bilateral)
(si)
(

si) especificar

(miopatica) (neuropatica)
(anormal)

(anormal)
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Biopsia muscular (normal)

Fecha
Musculo
Institucion

No. de biopsia

Tratamiento (no)

Rehabilitaciéon (no)

Primer servicio que atendi6 al

(anormal)

(si)

(si)

especificar

paciente

Arbol genealogico:
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