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RESUMEN

Las distrofias musculares tipo Duchenne (DMD) y tipo Becker (DMB), son
desordenes degenerativos del musculo esquelético, que se heredan de forma recesiva
ligada al X. Se caracterizan por debilidad muscular progresiva, pseudohipertrofia de los
gemelos y elevacion de la creatininfosfocinasa (CPK). La DMD se presenta con una
incidencia de 1 en 3,500 varones nacidos vivos, mientras que la DMB afecta a 1 en
30,000. Ambos padecimientos son ocasionados por mutaciones en el gen DMD, que se
encuentra en el brazo corto del cromosoma X, en la banda Xp21. El gen consta de 79
exones y 2400 kb, siendo este el mas grande de los descritos hasta el momento. El
producto del gen es una proteina de 427 kDa denominada distrofina que forina parte del
citoesqueleto, se localiza en la cara interna del sarcolema del musculo. Sus niveles mas
altos se encuentran en el masculo esquelético y cardiaco.

Varios autores han propuesto que las mutaciones que ocasiona DMD conducen a
la falta de sintesis de la distrofina, mientras que en la DMB se genera una proteina con
funcion residual.

En el gen de la distrofina, las deleciones se han localizado con mayor frecuencia en
el extremo 5’ y en el dominio que comprende los exones 44-55.

En la presente tesis se propusd. 1) Caracterizar las deleciones que afectan al gen
DMD en pacientes diagnosticados clinicamente con DMD y DMB, 2) Determinar la
frecuencia de las deleciones y su localizacion; 3) Detectar a las portadoras en las familias

informativas, 4) Establecer si existe correlacion entre el genotipo encontrado y el
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fenotipo del paciente. La poblacion objetivo esta constituida 56 pacientes con DMD, 5
pacientes con DMB y sus familiares de primer grado.

La extraccion del DNA se realizo por el método de fenol-cloroformo. Se cuantifico
en un espectofotometro con luz UV, la integridad se corroboro en un gel de agarosa al
0.8% . Para el analisis de las deleciones se empleo la ténica de PCR-M, se utilizaron 19
pares de iniciadores las cuales se dividieron en cuatro grupos de acuerdo al tamafio de
los productos de la amplificacion. Para la deteccion de portadoras se empleo el estudio
de haplotipos detectando los polimorfisthos intragénicos para las enzimas Taql y Xmnl
(RFLPs). Se difinio la frecuencia de los haplotipos pERT87.15-Xmnl y pERT87 8-Taql
presentes en la poblacion y se establecio la estrategia para la deteccion de portadoras.

El 541% de los pacientes presentd delecion en uno o varios exones,
encontrandose una mayor frecuencia en la region central del gen que comprende del
exon 44-55. De la eliminaciones encontradas en pacientes con DMD en el 80% de los
casos ocasiono cambio del marco de lectura. El analisis de los polimorfismos se encontrd
que en el 54.1% de las madres fue heterocigota para alguno de los polimorﬁsmds. El
analisis de los haplotipos mostré que el 75.4% de la poblacion fue informativa para la
deteccion de portadoras.

De nuestro resultados concluimos que la estrategia utilizada permite la
caracterizacién y el mapeo de las deleciones del gen y por otra parte la combinacion del

analisis de los RFLPs estudiados, tienen un alto potencial en la deteccion de portadoras.
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INTRODUCCION.

L. FISIOLOGIA DE MUSCULO.

Las principales funciones del cuerpo son producidas por la actividad muscuiar o tienen
relacion con ella. El movimiento es la manifestacion mas directa de esta actividad, aunque
puede efectuarse trabajo muscular sin movimiento evidente como en la conservacion del
equilibrio. También interviene en la produccion de calor corporal, en la circulacion de la
sangre, en la actividad de los sistemas nervioso, digestivo, respiratorio, etc. (1).

Aproximadamente el 40% del cuerpo esta formado por el musculo esquelético o
estriado, y el 10% por musculo liso y cardiaco. Fl tepido muscular esta constituido por las
fibras musculares, caracterizadés por la presencia de gran cantidad de filamentos
citoplasmaticos (2). De acuerdo con sus caracteristicas morfologicas y funcionales en los
mamiferos se pueden diferenciar tres tipos de tejido muscular: 1) el musculo liso esta
formado por aglomerados de células fusiformes que no poseen estrias transversales. Sus
contracciones son lentas y su control es involuntario; 2) el muasculo estriado lo conforman
haces de células cilindricas muy largas y multinucleadas, que presentan estrias trasversales.
Tienen contraccion rapida, vigorosa y estan sujetas a control voluntario y 3) el musculo
cardiaco, que también presenta estrias transversales, estid formado por células alargadas y
ramificadas que se unen longitudinalmente a las células vecinas formando una red, estas
fibras presentan contraccion involuntaria, vigorosa y ritmica (Fig. 1)(3,4).

El musculo liso reviste el intestino, vasos sanguineos etc., y tiene tipos similares de
proteinas contractiles, sin embargo no tiene una organizacion regular y aparece mas
uniforme al microscopio, este esta formado por la asociacién de células largas fusiformes
dispuestas en capas que pueden tener una longitud de 80 a 200 um, una red muy delicada de
fibras reticulares y una capa de glicoproteinas (glicocalix). En el musculo liso también

encontramos vasos y nervios que penetran y se ramifican entre las células (2-4).
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La actividad contractil caracteristica del musculo liso esta relacionada con la estructura
y organizacion de los filamentos de actina y de miosina que contienen una trama de
filamentos intermedios que constituyen una especie de matriz. En los puntos donde estos
filamentos se unen a la membrana celular existen cuerpos densos y alargados que se unen
unos con otros. La fibra lisa no posee sistema T y su reticulo sarcoplasmatico (regulador del
flujo de calcio) es escaso. Las vesiculas de pinocitosis son numerosas y estan relacionados
con la entrada y salida del ion calcio (3,4).

Las membranas (plasmalemas) de las células musculares forman uniones estrechas,
que parti¢ipan en la transmision intercelular del impulso y mantienen la unién entre ellas (5)

El termino estriado se debe al patron microscopico de striaciones o bandas que
resultan de la organizacién celular de proteinas contractiles en dos tipos de filamentos.
Dentro del musculo estriado existen grupos de células musculares o fibras largas, cilindricas
y multinucleadas que colectivamente son referidas como fasciculo, estos estan rodeados por
vasos sanguineos y tejido conectivo, y se insertan en los tendones (tejido conectivo
especializado) en cada extremo del musculo. Dependiendo de la funcién del muasculo, los
fasciculos y fibras tienen arreglos en varios patrones y por ultimo se insertan a los huesos
(Fig. 2). El musculo entero esta envuelto por una capa de tejido conectivo llamada epimisio.

A los tabiques de colagena que penetran desde el epimisio al interior del musculo y
que rodean a cada fasciculo se les llama perimisio y al reticulo que reviste cada fibra
muscular endomisio. El tejido conectivo sirve para reunir las umidades contractiles y permite
cierta libertad de movimiento entre ellas. De tal manera que cada una es independiente de las
otras. Aun mas este tejido determina la distribucion de los nervios y los vasos sanguineos en
todo el misculo y esta asociado con el tipo de anclaje que los musculos necesitan para
producir la traccion de los huesos y de otras partes moviles. Los vasos sanguineos que
irrigan al musculo esquelético transcurren por el perimisio y se ramifican para formar una

abundante red capilar en torno a cada una de las fibras musculares (2-6).



Figura 2. Estructura del misculo. A) Diagrama de un ‘corte muscular
mostrando su organizacion. B) Micrografia electronica de varias miofibrillas
rodeadas por reticulo sarcoplasmico. Dentro de cada miofibrilla se observa un
arreglo hexagonal de filamentos delgados y gruesos. (Tomado de Stein 1983).



En una seccion longitudinal del musculo se observan bandas claras y densas. Las
regiones densas se conocen como bandas A, contienen tanto filamentos delgados como
gruesos y aparecen anisotropicas al microscopio de luz. La region central de las bandas A se
denomina como zona H. En contraste con las bandas claras denominadas bandas I aparecen
isotropicas y se asocian a la presencia de filamentos delgados. En el centro de la banda I hay
una region densa: la linea Z que contiene proteinas como la alfa actinina y proporcionan
puntos de union para los filamentos delgados. La linea Z es la responsable del mantenimiento
de los arreglos ordenados observados en el musculo estriado y sirve como marcador para
definir la estructura basica del musculo, la sarcomera, con una longitud de 2 pm, que es la
distancia entre una linea Z y otra (Fig 3) (1-5).

Dentro de cada fibra muscular hay un gran numero de fibrillas (miofibrillas), con
arreglos hexagonales de filamentos delgados y gruesos que estin rodeados por una sere
tabulos conocidos como reticulo sarcoplasmico, éste almacena y libera iones calcio para la
contraccion muscular. Existen evidencias de que complementa menta la integracion eléctnica
de la fibra muscular e interviene en el cambio energético inherente a la contraccion de la
fibra. El sarcolema es una red de fibras reticulares y un revestimiento externo contituido por
numerosas fibrillas de colagena, glucoproteinas y polisacanidos. El sarcoplasma esta
constituido por una matriz citoplasmatica tipica, miofibrillas, gran cantidad de aparato de
Golgi y mitocondrias (1,2,6). El sarcoplasma contiene una proteina fijadora de oxigeno, la
mioglobina, que cuando la necesidad de oxigeno aumenta se disocia y queda disponible para
fas oxidaciones (3-5).

Los nicleos de la célula muscular estriada son numerosos y dependen de la longitud
del misculo, en mamiferos se localizan en la periferia de la fibra inmediatamente por debajo
del sarcolema. Estos tienen 1 o 2 nucléolos y una cromatina moderadamente abundante. Hay
un niimero pequefio de otros nucleos de forma alargada pero de cromatina mas densa, que
estan en estrecha relacion con la superficie de las fibras musculares. Tales nucleos

pertenecen a las células satélite (células madre) que estan aplanadas contra la fibra muscular



Filamentos Filamentos Lfnea Z
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Figura 3. Corte longitudinal del misculo, donde se muestran sus caracteristicas
bandas claras y obscuras. A) Micrografia electronica de un corte longitudinal
del misculo esquelético de un conejo. Existe un patréon regular de bandas
claras y obscuras en cada miofibrilla. B) Diagrama de filamentos delgados y
gruesos dentro de una miofibrilla. La estructura basica es [lamada sarcomera,
que es la distancia entre una linea Z y la siguiente. (Tomado de Stein 1983)
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Estas se fusionan a miofibras adyacentes durante el crecimiento postnatal y es una fuente de
células para formacion de musculo nuevo durante la regeneracion muscular reparando o
reemplazando miofibras daiiadas (7). Las células satélite juegan un papel importante en el
musculo esquelético posnatal, su funcion es proporcionar mionucleos en el sitio que esta
estrechamente aclopado al crecimiento de la muofibra En los musculos jovenes,
aproximadamente el 30% de los nucleos de la miofibra corresponden a las células satélite.
Conforme se incrementa la edad del musculo su nimero disminuye, asi en un musculo
maduro representan unicamente del 2 al 5% (3,4,6-8).

La formacién del musculo esquelético puede dividirse en cinco estadios: 1) conversién
de las células mesenquimatosas indiferenciadas en mioblastos mononucleares que contienen
un nucleo; 2) fusion de mioblastos, los cuales se dividen rapidamente y forman una colonia
celular y posteriormente se fusionan y producen miocitos multinucleados y miotubos; 3)
sintesis continua de miofilamentos e integraciéon en miofibrillas, la formacion del reticulo
sarcoplasmico y el sistema tubular transverso; 4} crecimiento de miotubos por asimilacion de
nuevos mioblastos y formacién de miofibrillas adicionales y 5) inervacién y organizacion
funcional de actividad contractil (3,5).

Cada fibra muscuiar contiene entre cientos y miles de miofibrillas constituidos por
unos 1,500 filamentos gruesos de miosina y 3,000 filamentos delgados de actina, que son
polimeros proteicos responsables de la contraccion muscular (Fig. 4) (2-5).

El liquido del sarcoplasma contiene grandes cantidades de potasio, magnesio, fosfato y
enzimas. También hay gran cantidad de mitocondrias situadas entre las miofibrllas, que
indica la necesidad de grandes cantidades de ATP para la contraccién El reticulo
sarcoplasmico contiene una elevada concentracion de iones calcio que son de gran
importancia en el control de la contraccion muscular. Los iones calcio se hberan
continuamente y retornan a los tibulos sarcoplasmicos gracias a la actividad permanente de

la bomba de calcie situada en las paredes del reticulo sarcoplasmico.
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Figura 4. Esquema de la estructura de una miofibrilla. La contraccion
muscular ocurre por la rotacion de la cabeza de miosina. Esta rotacion puede
producir un movimiento del filamento delgado que contiene a la actina con
respecto al filamento grueso que contiene la miosina. (Tomado de Romer
1983)



Esta bomba puede concentrar hasta 10,000 veces los iones calcio en el interior del reticulo
donde se encuentra la calsecuestrina, una proteina fijadora de calcio (2-4,6,8,9)

Los filamentos gruesos tienen alrededor de 1.6 um de longitud y estan constituidas
principalmente por moléculas de miosina. La miosina estd compuesta de dos subumdades,
una porcion semejante a una varilla delgada, llamada meromiosina ligera, con un peso
molecular de 150 kDa que forma el tallo de la molécula y confiere estructura al filamento y
un fragmento mas corto y globular conocido como meromiosina pesada, con un peso
molecular de 340 kDa. La meromiosina pesada puede ser dividida enzimaticamente en dos
fragmentos: S1 y S2 se puede proyectar fuera del filamento y hacer uniones o enlaces
cruzados con la molécula de actina en los filamentos delgados (2-4). Estos ultimos tienen de
longitud alrededor de 1 um, contienen tres proteinas: actina, tropomiosina y troponma. La
actina se encuentra en mayor cantidad y es una molécula globular con un peso molecular de

50 kDa y, esta arreglada en forma de doble hélice (2).
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M. PATOLOGIA: DISTROFIA MUSCULAR

Dentro de las patologias del musculo se encuentran las distrofias musculares que son
un grupo de enfermedades que afectan al musculo esquelético y se caracterizan por debilidad
muscular progresiva, pseudohipertrofia de los gemelos, histologia miopatica degenerativa y
elevacion de la creanncinasa (CPK)(8,10-15). Existen un grupo de distrofias que se heredan
de forma recesiva ligada al cromosoma X y se clasifican de acuerdo con la sevenidad de sus
manifestaciones clinicas en tipo Duchenne(DMD) y tipo Becker (DMB), siendo la primera la
mas severa (12-15).

En la década de los 50s, Duchenne establecié los criterios diagnosticos que
permitieron distinguir a las DMD/DMB de otras enfermedades neuromusculares y en 1980
el gen responsable fue 1dentificado por clonacion posicional (12,16).

La DMD es el padecimiento muscular mas comun en el hombre, se presenta con una
incidencia de 1 por cada 3,500 varones nacidos. La DMB es menos frecuente, y afecta a sélo
1 por cada 30,000 (15-17). Ambos padecimientos son ocasionados por mutaciones en el
mismo gen (gen DMD) y se estima que una tercera parte de los‘ casos son mutaciones de

novo (8,10,12,16,18).

DISTROFIA MUSCULAR TIPO DUCHENNE

La DMD se manifiesta alrededor de los 2 afios de edad en forma progresiva de tal
manera que a la edad de 4-5 afios pueden tener dificultad para subir las escaleras y elevarse
del suelo a una posicion erecta (signo Gowers); la caminata se hace anormal (marcha de
pato) y la capacidad para brincar esta severamente alterada, la mayoria de los pacientes
pierden la deambulacion entre los 7y 13 afios de edad (8,12,19-21).

Cerca del 20% de los pacientes presentan retraso mental y el 30% tiene alguna forma
de desequilibrio intelectual. El musculo liso o cardiaco estd también afectado causando

cardiopatia que se caracteriza micialmente por taquicardia sinuosa débil y electrocardiografia



anormal (EKG). El compromiso del musculo liso es menos aparente, pero puede causar
malestar gastrointestinal, dilatacion gastrica aguda o retencion unnana. En la mayoria de los
pacientes la muerte sobreviene por insuficiencia respiratoria o cardiaca generalmente durante
la segunda o tercera década de la vida (8,10-12,14,22).

El fenotipo DMD se asocia con rearreglos gruesos del gen en el 65% de los casos y
pequefias mutaciones (principalmente mutaciones puntuales) que pueden ocasionar la
terminacion prematura de la traduccion o ausencia de proteina (19,23-27).

En los ultimos afios el diagndstico de los pacientes con DMD y DMB involucra el
analisis de DNA para determinar la naturaleza de la mutacién y/o el analisis de proteinas
para determinar la calidad y la cantidad de distrofina en biopsias musculares y en sangre
penférica. Antes del desarrollo de pruebas de diagnostico molecular, el diagnéstico se
confirmaba por determinacion de los niveles séricos de CPK, por histologia muscular, y por
electromiografia (EMG) (8,12,21).

En estos pacientes los niveles de CPK sérico se encuentran elevados de 50 a 100 veces
del nivel normal por el escape de la isoforma muscular del sarcoplasma al torrente
sanguineo. Aunque otras enzimas sarcoplasmicas estan elevadas en estados tempranos de la
enfermedad, la CPK es la mas confiable para el diagndstico. Existen otras enfermedades
como la Rabdomiolosis y el Hipotiroidismo que pueden estar asociadas con niveles muy
altos de CPK, sin embargo estas condiciones pueden ser facilmente diferenciadas por
criterios clinicos (8,28).

La CPK se encuentra elevada al nacimiento en la DMD y la DMB, pero la aita
frecuencia de niveles altos en neonatos normales hace que la determinacion en sangre del
cordon umbilical sea incierto para la evaluacion del diagnostico. Al final de la primera
semana el rango normal es menos variable, asi que un valor alto en este tiempo puede ser
diagnéstico de enfermedad muscular (8,14). La medicion de CPK en portadoras no es
confiable ya que en algunas mujeres portadoras los valores estan dentro del intervalo normal

(14,28).
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La histologia muscular muestra evidencia de degeneracion y regeneracion de fibras
musculares, se puede observar necrosis de fibras y fagocitosis y en estadios finales hay una
imagen de degeneracion por el reemplazamiento del musculo por tejido graso y conectivo
(9,14,15,17,29,30). Las membranas deficientes en distrofina, la degeneracion tiene una
discontinuidad, en ciertas condicones la entrada de Calcio intracelular ocasiona la
destruccion de miofibrillas, esta degeneracion es precedida por fibrosis muscular
predominantemente por colagéna tipo Il involucra el endomisio y perimisio. La fibrosis
puede ser evidente en estados tempranos y progresa con la enfermedad (29,30).

La EMG es caracteristica de un patrén miopatico, con una reduccion en la duracién y
amplitud de los potenciales de accion y una frecuencia incrementada de potenciales

polifasicos (12).

DISTROFIA MUSCULAR TIPO BECKER.

La distrofia muscular tipo Becker, se diferencia de la DMD en la edad de inicio de los
sintomas y la progresion de la enfermedad. La diferencia aceptada a nivel internacional es
que los pacientes con DMB pemaxlecén ambulatorios hasta los 16 afios y en algunos casos
los pacientes pueden llevar una vida normal hasta los 40 o 50 afios (10,11,20,21,31). El dolor
muscular relacionado al ejercicio es una prominente caracteristica importante de DMB. En
este grupo de pacientes no se presenta retraso mental. La imagen fisica se asemeja a DMD,
con una combinacion de debilidad, una tendencia a la marcha de pato y pseudohipertrofia
muscular. Los estudios de laboratorio son similares, incluyendo elevacion de CPK y cambios
miopéaticos en EMG. Las caracteristicas de las biopsias musculares son un poco diferentes,
aunque se observan variaciones en el tamafio de las fibras, fibrosis muscular, necrosis y
basofilia (8,12). El 85% de los casos con DMB, se asocia con mutaciones que conservan el
marco de lectura traduccional, sin embargo existe una reduccion en la calidad y/o cantidad de

la distrofina (32)
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CLONACION DEL GEN DMD

El gen DMD fue uno de los primeros que se clond por “genética reversa” o “clonacion
posicional” donde el conocimiento de la posicién en el cromosoma fue el factor critico. El
focus DMD se encuentra en el brazo corto del cromosoma X, en la banda 21 (Xp21)
(10,12,17). Las pnmeras evidencias de su localizacion fueron obtenidas a partir de
translocaciones balanceadas entre un autosoma y el cromosoma X t(X;21) en mujeres con
fenotipo DMD, analisis de ligamiento genético en familias con DMD y DMB con sondas de
DNA del cromosoma X humano que detectan fragmentos de restriccion de longitud
polimoérfica (RFLPs, son usualmente reconocidos debido a la variacion en secuencias de
nucledtidos en sitios especificos para enzimas de restriccion) y por deleciones genéticas
contiguas en hombres con fenotipos complejos (8,12,14,16).

La localizacion del gen en Xp21 fue confirmada por analisis molecular de un paciente
masculino (B.B.) con ung delecion visible citogenéticamente en el cromosoma X que incluia
la banda p21(33). El paciente BB estaba afectado por 5 padecimientos ligados al cromosoma
X: DMD, retraso mental, retinitis pigmentosa (RP), enfermedad granulomatosa crénica
(CGD) y fenotipo de Mc Leod (XK) (Fig. 5). Para obtener sondas DMD intragénicas se
utilizaron dos estrategias experimentales, una de éstas fue la hibridizacion diferencial del
DNA gendmico de individuos normales y del paciente B.B. para ennquecer las secuencias
de DNA deletadas en este paciente mediante la técnica de reasociacion por emulsién con
fenol (pERT). Con esta estrategia se lograron aislar 7 clonas pERT, y su clonacion generd
una genoteca con secuencias 20 veces enriquecidas de la delecion en Xp21, una de estas fue
pERT87 (DXS164) (34). Con estas sondas se encontro delecion aproximadamente en el 9%
de los hombres con DMD. La segunda estrategia fue a partir de translocaciones raras del
cromosoma 2] con Xp21i, aslando una clona genémica pXJ (DXS206) que se encontro

ademas deletada en algunos pacientes (8,12,14,16).
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Figura 5. Esquema del brazo corto del cromosoma X, mostrando la posicién
de los marcadores RC8 y L1-28 relativos a Xp21. La region Xp21 expandida,
muestra la posicion relativa de los genes AHC, GK, DMD, XK, CGD
(Deficiencia del complejo glicerol cinasa) y RP. Ademas muestra la posicion
de la delecion del paciente BB y el punto de intercambio en un hombre
afectado. (Tomado de Screiver 1995)
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Los primeros datos de mapeo del locus DMD fueron las translocaciones balanceadas
entre un autosoma y un cromosoma X en mujeres con DMD. En cada caso el punto de
intercambio en el cromosoma X fue en la banda 21, suginiendo que ¢l gen involucrado en la
distrofia muscular esta localizado en esta posiciéon. En todos los casos el cromosoma X
normal fue el inactivo en la mayoria de las células, proporcionando una explicacion de la
enfermedad en mujeres heterocigotas (8,12,21). La clona pERT87 fue el punto de inicio de
una caminata cromosémica de 220 kilobases (kb) usando genotecas de fagos recombinantes.
Independientemente varios investigadores aislaron otras secuencias especificas para Xp2l
(DXS 206) a partir de una translocaciéon cromosdmica en un paciente femenino con DMD
(8,12,16). El mapeo revelo que el extremo 5' del gen se encuentra en el locus DXS142 y el
extremo 3' se extiende significativamente hacia el telémero (DL66.6) y se dedujo la direccion
de la transcripcion de centromero a teloémero (16). Las clonas de cDNA se utilizaron como
sondas para detectar deleciones en el DNA genomico de fos pacientes. Estos cDNA fueron
denominados 1-2a, 2b-3, 4-5a, 5b-7, 8 y 9-14 de acuerdo con su posicion a lo largo del
mRNA (Fig. 6).

Koenig y cols. (16) utilizaron el fragmento pERT87 para aislar la secuencia
codificadora completa (¢CDNA). Demostraron que el gen DMD consta de 79 exones y 2,400
kb, siendo este el mas grande descrito hasta ahora. Este gen es equivalente al 0.05% del
genoma humano y al 1% del DNA del cromosoma X. Contiene al menos cinco promotores
que regulan la expresion de tres isoformas de la distrofina: una de 427 kDa y dos pequefias
proteinas de 71 kDa (DP71) y 116 kDa (DP116) (12,35-37). La alta frecuencia de
recombinacion intragénica y su acelerada mutacion estan relacionadas con el tamario del gen
y explica la presencia mutaciones nuevas en una tercera parte de los casos de DMD (8,12).

En la tabla 1 se enlistan los exones y los fragmentos que contienen los exones
liberados por la digestion con la enzima de restriccion Hind III, ya que éstos han sido
extensivamente usados en la caracterizacion del gen. Ademas presenta el tipo de limite en el

extremo 3' de cada exon.
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Figura 6. Representacion esquemdtica del locus DMD y su cDNA. e
izquierda a derecha: a) Fragmentos de ¢DNA usados como sondas, b)
Extension de 53 deleciones en DMD relacionados con el mapa de cDNA;
cada linea representa una delecion, las lineas punteadas indican deleciones con
puntos de rompimiento incierto analizados con sondas gendmicas de Xp21, c)
mapa de restriccion del cDNA; d) proporciones del DNA detectando un solo
fragmento gendmico por digestion con HindlI. Cuando la posicion del
fragmento HindIII puede estar relacionada con el locus gendmico se indica por
una linea hacia el mapa genomico. Las lineas horizontales indican Ila
locahizacion precisa de las secuencias codificantes; ¢) mapa fisico genémico:
las barras negras indican secuencias clonadas; cen, direccién hacia el
centrémero y pter direcciéon hacia final del brazo corto. Tomado de Koenig
1987



TABLA 1. Estructura de los exones en el gen de la Distrofina Humana.

Exon | Dominio | Extremo | Marco | Longitud Hind III | Exéon | Dominio | Extremo | Marco | Longitud Hind ITI
s pb § pb

1 UTR.N -37 — 277 32 41 R15 5948 3 183 "
2 N 240 1 62 325 42 R16 6131 3 195 42
3 N 302 3 93 42 43 R16 6326 3 173 11
4 N 398 3 78 85 4 R17 6499 2 148 4.1
S N 473 3 2 3.1 45 R17 6647 3 176 0.5
6 N 566 3 173 8.0 46 R18 6823 2 148 15
7 N 735 2 119 4.6 47 RIS 6971 3 150 10
8 N,H1 858 1 182 75 48 R19 7121 3 186 1.2-38
9 HI 1040 3 129 9 R19 7307 3 102 16
10 H1,R1 1169 3 189 10.5 50 RI9.H3 7409 3 109 3.7
11 R1 1358 3 182 St H3.R20 7518 1 233 31
12 R2 1540 2 151 42(39) 52 R20 7751 3 118 70
13 R2 1691 3 120 6.6 53 R20.R21 7869 1 212 7810
14 R2.R3 1811 3 102 27 54 R21 8081 3 155 83
15 R3 1913 3 108 55 R22 8236 2 190 2.
16 ik 2021 3 180 6.0 56 R22 8426 3 173 88
17 H2 2201 3 176 1.7 57 R23 8599 2 157 1.0
18 R4 2377 2 124 12 58 R231.R24 8756 3 121 6.0
19 R4 2501 k] 88 30 59 R24 8877 1 269
20 R4.RS 2589 3 242 73 60 R24.H4 9146 3 147 3s
21 RS 2831 3 181 11 61 H4 9293 3 79 6.6
22 Ré 3012 3 146 20 62 H4 9372 1 61 28
23 R6 3158 3 213 " 63 H4 9433 2 62 12
24 R7 3371 3 114 " 64 H4 9495 1 78 24
25 R7 3485 3 156 " 65 CYS 9570 1 202 25
26 R8 3641 3 171 52 66 CYS 9772 2 85 20
27 R8 3612 3 183 52 67 CYs 9858 1 157 14
28 R9 3995 3 135 11 68 C 10016 3 167 6.6
29 R9 4130 k] 150 " 69 C 10183 2 111
30 R10 4280 3 162 47 70 C 10295 3 136 1.5
31 R10 4442 3 111 18 n C 10432 2 39
32 R11 4553 3 174 " 72 C 10471 2 66 20
33 R1} 4727 3 156 " 73 C 10537 2 66 1.9
34 Ri12 4883 3 171 18 74 C 10603 2 159 24
3s R12 5054 3 180 0.4 75 C 10762 2 24 10
36 R13 5234 3 129 13 76 C 11006 3 124
37 R13 5363 3 171 1.5 7 C 11130 1 93 20
38 R14 5534 3 123 6.1 78 C 11223 1 32 30 (3.4
39 R1412 5657 3 138 " 79 CUTR 11255 3 2703 60 78
40 R1S 5795 3 153 6.2




El tipo de limite intron-exon es definido como 1, 2 o 3 dependiendo de si el extremo
del ex6n termina con el primer, segundo o tercer nucleotido del codon. La informacion del
tipo de limite es valorable para determinar si una delecion de exon o un grupo de exones

causan cambios en el marco de lectura en el mMRNA (38)

DISTROFINA

El gen DMD codifica para una proteina denominada distrofina (39-40). Mediante el
uso de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se detectaron transcritos del
gen de la distrofina en un rango de células y tejidos que pueden clasificarse en cuatro grupos
(39):

1.- Musculo esquelético y cardiaco con los niveles mas altos.

2.- Musculo liso con 5-10 % con respecto al grupo 1.

3.- Cerebro, rifion y pulmon con 1-2 %, y

4.- Fibroblastos con menos de 0.05%.

Se considera que la distrofina es un componente menor del musculo esquelético,
representa tnicamente el 0.002% de la proteina muscular total. Sin embrago, parece ser un
componente principal de la red del citoesquéleto subsarcolémico en el musculo esquelético

(8,14,20,41).

(7% 7999

Las investigaciones de los posibles sitios especificos de la maduracion ““splicing
(corte y empalme) del mRNA habiendo ocho variantes de distrofina humana, muestran que
todas estas variantes involucran diferentes procesamientos en las regiones que codifica para
el extremo carboxilo terminal de la distrofina. La abundancia relativa de cada forma varia de
manera tejido-especifica. Ademas la expresion del gen DMD es regulada durante la
diferenciacion del musculo esquelético (35,42,43). La regulacion del gen es muy compleja y
puede ser miembro de una familia de genes relacionados presentes en el genoma (10).

La distrofina esta ausente en nifios con DMD, en el raton mdyx, y en perros con

distrofia muscular canina ligada al X (15,44-46). Esta ausencia es claramente responsable de
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la enfermedad. La secuencia del cDNA condujo al reconocimiento de secuencias similares en
alfa-actina y beta-espectrina, identificando a la distrofina como un miembro de la
superfamilia de las espectrinas que son proteinas de citoesqueleto. (14,40,47-49)

La isoforma de 427 kDa de la distrofina esta asociada con la membrana del musculo y
otros tejidos excitables como el cerebro, evidentemente se requiere para la preservacion de
su estructura después del stress mecanico, consta de 3,685 residuos de aminoacidos
separados en cuatro dominios estructuralmente diferentes (12,21,32,34,35,47):

1) dominio de unién a la alfa actina de 240 aminoacidos, localizado en el extremo
amino-terminal. Tiene una secuencia homologa al dominio de union a la actina de la alfa-
actinina; 2) un dominio rod en triple hélice en forma de vanila de 2802 (278 a 3080)
aminoacidos y una longitud de 125 nanémetros (nmj compuesta de 25 regiones con cuatro
"regiones en bisagra” que le dan flexibilidad a la molecula y son similares a los dominios
ricos en prolina de la espectrina; 3) dominio rico en residuos de cisteina, de 280 aminoacidos
( aminoécidos 3080 a 3360) parcialmente homélogo al extremo carboxilo termmal de alfa
acfinina que contiene dos sitios de union a calcio y 4) un dommio carboxilo terminal de 420
aminoacidos, que interactia con la membrana plasmatica, al de la Utrofina o DRP codificada
por un gen localizado en el cromosoma 6 (Fig. 7) (12,15,50). La proteina tiene homologia
con alfa actinina y espectrina (49), y contribuye a la elasticidad de la membrana. (15,51.52)

Formas mutantes de distrofina con ausencia del dominio rico en cisteina y el dominio
union a la actina, resulta en fenotipo DMD (52,53). Se considera que el dominio en forma de
varilla de la distrofina es evolutivamente el resultado de una duplicacion genetica (49).

La distrofina forma parte de la red citoesquelética situada en el lado interno de la
membrana, siendo parte de un complejo proteico asociado a ella (12,15,22,40,48,53)

El arreglo preciso de la distrofina en la membrana plasmatica no esta claro, pero la
microscopia electronica sugiere que el dominio de varilla es de 15 a 20 nm localizado en la
cara citoplasmatica de la membrana del sarcolema con el extremo carboxilo terminal

encerrado en la membrana.



Rod

Figura 7. Diagrama de la molécula de distrofina: los cuatro dominios, son el
dominio amino terminal (N), el dominio en forma de vanlla semejante a la
espectrina (rod), dominio rico en cisteina (Cys) y el dominio carboxilo terminal
(C). Ademas se muestran las cuatro regiones “bisagra” (H1,H2H3 vy
H4) (Tomado de Screiver 1995)
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El analisis con anticuerpos marcados con oro mostrd una distancia de 120 a 125 nm de
una distrofina a otra tanto en direccién longitudinal como transversal, lo que sugiere que las
moléculas pueden estar asociadas por los extremos (53,54). La naturaleza bidimensional del
patrén sugiere un modelo de enrejado simlar al propuesto por Koenig y Kunkel, donde las
moléculas se alinean en dimeros antiparalelos de manera analoga a la alfa-actimna y
espectrina y se unen en los extremos para formar un arreglo de panal hexagonal. Estudios
realizados de secciones longitudinales o intactas de fibras han demostrado que las moléculas
de distrofina en musculo no se distribuye umformemente, pero forman una red asociada al
aparato contractil en el que se sustentan. La localizacidn de la distrofina con respecto a la
beta espectrina en secciones longitudinales revelé una concentracion de ambas moléculas
sobre la banda Z, sugiriendo que junto con la vinculina pueden funcionar como enlace al
aparato contractil del sarcolema. Un patron similar se observa en una sola fibra, que revela
una red de anillos transversos densos (costameros) sobre las bandas Z con conexiones
longitudinales muy finas. Este patron no se encontré cuando se bloqued la presencia de
mionicleos en la membrana, asi que la distrofina es claramente una parte de la elaborada red
del citoesqueléto asociada con cada sarcomera. Estudios recientes ademas han demostrado
una elevada concentracion de distrofina en las uniones neuromusculares y miotendinosas
(8,24,51).

Poco tiempo depués del descubrimiento de la distrofina, tanto la proteina como el
mRNA se detectaron en extractos de cerebro. En el cerebro normal del raton, la distrofina es
mas abundante, encontrandose en el soma y las dendritas de la neuronas, pero en menor
cantidad en los axones de las células de Purkinje y en corteza cerebral y cerebelar (8,39)

La expresion de la distrofina en el cerebro es muy compleja por la existencia de
diferentes isoformas de distrofina generadas por “splicing" alternativo y por el uso de
diferentes promotores (12,39,55). Asi la corteza cerebral es asociada con una funcién
cognitiva y el cerebelo con la coordinacién motora, lo que permite especular que la falta de

distrofina en el cerebro es responsable del deficit intelectual en nifios afectados (52).
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En el sistema nervioso periférico, se encuentra una isoforma corta que esta localizada a
fo largo de la membrana de ia células de Schwann (8,12,43).

En el desarrollo del feto, la distrofina se distribuye en el citoplasma del misculo
esquelético con altas concentraciones en las uniones miotendinosas. Esta proteina al parecer
es mucho mas pequefia en tamafio que la del adulto y su cantidad se incrementa a lo largo de
la gestacion (39,42).

La estructura molecular inferida de la distrofina y su localizacion molecular sugieren
que es un enlace esencial en una cadena de interacciones que conecta la actina del
citoesquéleto a la matriz extracelular. Estas estructuras pueden estabilizar el sarcolema y
proteger de la ruptura durante la contraccion muscular. Asi las células musculares pueden
ser mecanicamente mas fuertes que en aquellas en las que falta distrofina (52).

Los miotubos que les falta distrofina tienen un mecamismo de entrada anormal y
concentraciones elevadas de iones calcio. Concentraciones excesivas de iones calcio activan
proteasas que pueden debilitar la matriz del citoesqueleto. La distrofina tiene un efecto
directo en la fuerza de las células musculares, los cambios en la permeabilidad a los 10nes
calcio en células de misculos distroficos pueden ser causados por efecto de la deficiencia de
la distrofina (9). La estructura de la distrofina sugiere un numero de interacciones que
pueden ser importantes en los mecanismos celulares (Fig.8). Similar a la anquirina de los
eritrocitos puede enlazar proteinas de membrana plasmatica de manera especifica para
sostener una matriz de filamentos wviscoelasticos via el dominio de umién a la actina
Experimentos bioquimicos iniciales demostraron una fuerte asociacion de la distrofina con
glucoproteinas del sarcolema y sugieren que esta involucrada en el anclaje de proteinas de
sarcolema al citoesqueleto (56-64). La caracterizacion estructural y funcional de la distrofina
y de las proteinas asociadas a ésta (DAPs) ha permutido tener una pista de la organizacion de
membrana (Fig. 9) y de la funcién del complejo distrofina-glucoproteina en musculo
esquelético. Los componentes del complejo distrofina-glucoproteina se muestran en la tabla

2.
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Figura 8. Funciéon de la distrofina como estabilizador de un receptor
hipotético en las membranas musculares, en presencia de un agonista este
receptor puede perrmtir una transitoria elevacion de calcio intraceiular por la
entrada de calcio extracelular a través de los canales i0nicos mientras que en
ausencia de la distrofina por la pérdida de estabilidad del complejo
glucoproteico se permite una excesiva entrada de calcio extracelular y en
consecuencia la degeneracion de las fibras musculares. D: distofina; CS:
proteinas de citoesqueleto; GP: glucoproteinas estabilizadoras. (Toomado de
Patridge 1993)
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Figura 9. Organizacion membranal del complejo glucoproteinas-distrofina.
Merosina un componente de la matniz extracelular, se une & un alfa
distroglicano, que se enlaza al complejo glucoproteico transmembranal gue
contiene adalina (50 DAG), beta-distroglicano, 43 DAG (A3b), una
glucoproteina de 35 kDa (35 DAG) y una proteina de 25 kDa (25 DAP}. El
complejo glucoproteico se enlaza at donminto rico en cisteina de la distrofina
por el beta-distroglicano, y el dominic anuno-termunal (N) de la distrofina se
une a fa actina del citoesqueleto. Las sintrofinas se unen al domunio carboxilo
terminal de la distrofina. (Tomado de Campbell 1995)
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TABLA 2. Componentes del complejo de distrofina-distroglicanos

Localizacion Proteina
MATRIZ Laminina
EXTRACEL. cadena a2
" "SARCOLEMA ‘
Extracelular a-
distroglicano
Transmembra- B-
nal distroglicano
Adalina
43 DAG
B DAG
25 DAP
Intraceiular a sontrofina
B81-Sintrofina
82 Sintrofina
Chtoesquelete Distrofina

*Pueden formar un subcomplejo

Tomada de Partridge 1993 (8)

nombre
Merosina

156 DAG

43 DAG,
50 DAG
A2, SLS0
A4
AS
DAP1,
Syn1

DAP2,
Syn2

DAP3,
Syn3

Tamaiio

tkD3)

s

Locus Funcién
6p22-23 Componenete de la
lamina basai unida a los
a-distroglicanos
T 3p2t 77 Unidaalalaminina2e

involucrada en el enlace
de ia distrofina a la

laminina 2
Jp21 Unida a la distrofina e
involucrada en ef enlace a
la laminina 2
17921 Desconocida*
Desconocido Desconocida®
Desconocido Desconocida*
Desconocido Desconocida*
20q11 Unida a distrofina/
utrofina
16 Unida a distrofina/
utrofina
8q23-24 Unida a distrofina/
utrofina
"xp21 T " Proteina de citoesqueleto
de membrana enlaza al
complejo glucoproteico
fransmembranal afa F
actina
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La glucoproteina asociada a la distrofina (DAG) de 156 kDa es un alfa distroglicano
que recientemente se ha mostrado que es un receptor de agrinas, presente en el exterior de la
célula muscular, el cual enlaza la membrana del sarcolema a la matriz extracelular por unién
al dominio G de la merosina (isoforma muscular de la laminina), de manera dependiente de
Ca® (12,51,57). Estudios inmunocitoquimicos indican que los alfa distroglucanos y la
distrofina estan presentes en toda la superficie de las células musculares esqueléticas
madu_ras. En las uniones neuromusculares, los alfa distroglicanos estan concentrados con
otros miembros del complejo pero la distrofina es reemplazada por una proteina relacionada
a la distrofina (DRP) la utrofina, en donde se agrupan los receptores de acetilcolina. Los alfa
distroglucanos juegan un papel importante en el inicio de la sinaptogénesis musculo-
nervio(51). El complejo glucoproteico que enlaza al alfa distroglicano al sarcolema, esta
compuesto de cinco proteinas integrales de membrana: adalina (50 DAG), dos
glucoproteinas de 43 kDa (beta-distroglicano y una nueva proteina 43DAG o A3b), una
glucoproteina de 35 kDa (35DAG) y una proteina de 25 kDa (25 DAP). Las proteinas de 35
DAG y 50 DAG son especificas de musculo estriado, y la de 43 DAG se encuentra en
musculo estriado, liso y en tejidos no musculares (61). Esta proteina junto con la 156 DAG
puede ser una conexion entre la distrofina y la laminina (merosina), una proteina de union al
componente de membrana basal de misculo estriado (53). En el caso de otros tejidos en el
que la distrofina no se expresa, la utrofina se expresa en su lugar (50). En trabajos realizados
por Yamamoto y cols (61) sugieren que la ausencia de 35 DAG asi como de 50 DAG puede
resultar en un cambio distrofico semejante a la DMD (57). Finalmente, la distrofina enlaza el
citoesqueleto subsarcolémico al sarcolema por unién a la F-actina a través de su dominio
amino terminal y al complejo glucoproteico a través del dominio rico en cisteinas y por la
primera mitad del dominio carboxilo terminal (51,53,59,61). Un triplete de sintrofinas (59
DAP) estan directamente asociadas con el dominio carboxilo terminal de la distrofina (64).
En la figura 10, se muestra un modelo donde la distrofina es el enlace entre el citoesqueleto

de actina subsarcolémica y el complejo glucoproteico, mientras que el distroglicano (156K)
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es el enlace extracelular entre el complejo glucoproteico y 1a merosina (43,49,52,53) Esto
indica que el complejo glucoproteinas-distrofina puede enlazar el citoesqueleto
subsarcolémico a la matriz extracelular (59,60,62). En la tabla 3 se muestran algunas
enfermedades ocasionadas por defieciencia selectiva de alguna DAP

La organizacién del complejo glucoproteico y la alta densidad de la distrofina en el
sarcolema sugiere que este complejo tiene un papel estructural en el musculo esquelético. El
enlace entre el citoesqueleto y la matriz extracelular a través de los distroglucanos
probablemente proporcione un mecamsmo de anclaje de las células musculares a la matriz
extracelular, funcionando de forma similar como las integrinas o cadherinas. Esta adhesion
puede estabilizar a la membrana y proteger al sarcolema del stress que desarrolla durante la
contraccion muscular. (8,15,52,53)

Por actuar como un enlace molecular tanto a la actina del citoesqueleto y la matnz
extracelular, la distrofina puede redistribuir ia tensién impuesta localmente en el sarcolema
sobre una amplia area de la célula. La distrofina comprende el 2% de la proteina sarcolémica
y el 5% del citoesqueleto sarcolémico, su funcion es mantener la arquitectura del musculo
esquelético via el complejo glucoproteina-distrofina. En una fibra muscular con ausencia de
distrofina, la tension localizada puede romper facilmente el sarcolema, se activa la
degradacion intracelular y asi la muerte celular. Si alguno de los eniaces en la cadena de las
interacciones de la actina del citoesqueleto a través de la distrofina y las DAGs a la matriz
esta ausente, la funcion de la cadena entera puede romperse. La expresion de las DAGs esta
menos afectada en ausencia de la distrofina. Su ausencia y la consecuente pérdida del enlace
a la matnz extracelular puede contribuir a la inestabilidad de la membrana (Fig.11)
(53,55,57-60,62). Desde luego mutaciones en el gen de la distrofina, de la adalina, o la
merosina pueden conducir a la distrofia muscular (51,52). Este es el primer paso en la
patogenesis molecular de la DMD, que conlleva a la pérdida de enlace entre el citoesqueleto

sarcolémico y la matriz extracelular, y el sarcolema es susceptible al dafio ocasionado por la



TABLA 3. Enfermedades relacionadas con deficiencia de DAPs.

DISTROFIA

MUSCULAR
DMD/DMB
recesiva ligada al
X

Emery/Dreifuss
Autosomica
recesiva

Limble girdle

SCARMD

Congénita (Def.
de merosina
Congénita  tipo

Fukuyama

Autosomica
dominante
Facioescapulo-
humeral
Circunda
extremidades

Tomada de Campbell 1995 (53)

SIMBOLO

DMD/DMB

EDMD

LGMD2A
LGMD 2B
LGMD2C

LGMD2D
CMD

FCMD

FSHD

LGMDIA

LOCALIZACION

Xp21

Xq28

15q

2p

13q12

17q21
6q2

9q31-33

4935

5q

MODELO

ANIMAL
Ratén mdx

perro grmd

BIOl4.6

Hamster

Raton dy y df

Raton myd?

PRODUCTO

PROTEICO

Distrofina

Emerina

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Adalina

Merosina?

Desconocida

Desconocida

Desconocida
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Figura 11. Modelo de las DAPs en ausencia de distrofina a) se muestra un
musculo esquelético normal y b) miisculo deficiente de distrofina. En ausencia
de distrofina las glucoproteinas estan drasticamente reducidas ya sea como

resultado de una regulacion negativa en la sintesis o por degradacion proteica
incrementada. Tomada de Patridge 1993 (8)
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y la matriz extracelular, v hace susceptible al sarcolema al dafio ocasionado por la
contraccion muscular y conduce a la necrosis de las celulas musculares (8) (Fig. 12). Las
proteinas que anclan a la distrofina, las cuales regulan del calcio intracelular y conducen a la
activacion de proteasas dependientes de este i6n, explican el mecanismo de la degradacion
anormal de la proteina del musculo y la necrosis de fibras de musculo distréfico (9,57).

Asi pues la distrofina participa en el anclaje de la maquinaria contractil de las fibras
musculares al tejido conjuntivo que las envuelve y permite que la fuerza producida por la
contraccion de cada célula se transmita al musculo en su conjunto para facilitar el ajuste

correcto entre las células, muy largas y la matriz conjuntiva (31,52-54).

ISOFORMAS DE LA DISTROFINA

Existen vanas isoformas de la distrofina generadas por “splicing” alternativo del
mRNA o por el uso de promotores alternativos para iniciar la transcripcion en diferentes
lugares del gen (Fig. 13).

El primer promotor (P1) que se identifico fue el especifico para la distrofina de
longitud mayor. El promotor muscular es similar a otros promotores especificos de musculo,
teniendo sitios de union MEF-1 (union a MyoD) en las posiciones -58, -535,y -538, una caja
CArG en la posiciéon -91 y una secuencia consenso en la posicion -394, El promotor
contiene elementos regulatorios tanto positivos como negativos, y se COnoce una secuencia
amplificadora (enhancer) en el primer intrén. En el cerebro el mRNA el primer exon es
transcrito a partir del promotor P2, localizado a 90 kb o mas rio arriba del promotor del
musculo. En la isoforma del cerebro los primeros 11 aminoacidos de la isoforma del misculo
son reemplazados por tres diferentes aminoacidos. Mientras que el promotor del cerebro es
altamente especifico para las neuronas, el promotor del musculo es activo en un amplio
espectro de tipos celulares, incluyendo musculo liso y estriado y ademas células gliales. El

promotor tres,P3, a 240 kb entre el exon 1y el exdn 2 del tipo muscular. En esta isoforma se
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promotor tres, P3, se encuentra a 240 kb entre el exon 1 y el exén 2 del tipo muscular. En
esta isoforma se codifican 7 aminoacidos por el primer exon en las células de Purkinje. El
cuarto promotor P4 transcribe el primer exén a 8 kb del exon 63. Tiene un mRNA de 4.8 kb
que codifica una proteina de 70-80 kDa (Dp71) que cantiene una secuencia de aminoacidos
1déntica a los domimos rico en cisteinas y carboxilo terminal que mician en el exén 63 y que
son precedidos por 7 aminoacidos son unicos en esta proteina. Este es el principal producto
del gen DMD en cerebro, higado, pulmon y estomago. Esta presente en pequeiias cantidades
en cultivos de células miogénicas, tiene una secuencia carboxilo terminal nueva que es
consecuencia de un “splicing” diferencial del mRNA. El quimto promotor P53, codifica una
isoforma de 116 kDa (Dp116), que unicamente se expresa en el sistema nervioso periférico.
Esta isoforma es codiﬁéada por un mensajero de 5.2 kb que se transcribe de un promotor en
el intron 55. Como resultado de una proteina que inicia en el dominio semejante a la
espectrina e incluye los ltimos 946 aminoacidos de la distrofina del musculo (41-43,50,55).

A las isoformas cortas codificadas por los transcritos de los promotores 4 y 5 les falta
el dominio de union a la actina y el dominio de varilla, por lo que se presume que tienen
diferentes funciones de las moleculas de longitud total Ambas contienen las regiones de
anclaje de la distrofina a las glucoproteinas de membrana, por lo que es probable que
interaccionen con membranas celulares. Su funcion en la patofisiologia de las distrofias
musculares ain no se conoce (43). Se les ha encontrado en la membrana externa de las
células de Schwann y en otros muchos tejidos (12,43).

El “splicing” alternativo en el gen DMD primero fue detectado por PCR, lo que
permitio confirmar la existencia de al menos 3 diferentes mRNA en musculo esquelético y
cerebro y 2 en musculo liso. La eliminacion de los exones 71, 72, 71-72, 71-74, 6 72-74 no
altera el marco de lectura y resulta en una distrofina casi normal faltando 13, 22, 35, 97 6
110 aminoactdos respectivamente de la mutad del domimnio carboxilo terminal (8,35,41,55).

En el cerebro, retina, corazon y fibras cardiacas de Purkinje, un “splicing” complejo da

como resultado maltiples transcritos pequefios. Las fibras de Purkinje expresan una forma
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(71-74), mientras que las formas -72 y -(-72-74) se encuentran exclusivamente en el
miasculo cardiaco. La retina expresa la forma de longitud total asi como las formas -71 y -
(71-74) El “splicing” alternativo que elimina al exén 78 elimina 32 pares de bases del
mensajero vy altera el marco de lectura del exon 79 de tal forma que los ultimos 14
ammoacidos hidrofilicos y el extremo carboxilo terminal son reemplazados por 32
aminoacidos hidrofobicos (12).

La eliminacion del exon 68 cambia el marco de lectura y resulta en la pérdida
completa del domunio carboxiterminal. La proteina por lo tanto tiene 4 dormunios y es
estructuralmente similar a la espectrina y a la alfa-actinina (48,49,51,53)

Las proteinas relacionados con la distrofina con caracter autosomico (DRP o Utrofina),
son expresadas en muchos tipos celulares ademas del mﬁséulo (50). En musculo la DRP se
localiza sobre el pliegue de la union neuromuscular y en la union miotendinosa. El complejo
de proteinas integrales y periféricas de membrana que se copurifican con la distrofina se
conocen como complejo glucoproteico-distrofina (DGC), éstas ademas se copurifican con la
DRP vy las sintrofinas fosfoproteinas que son un grupo bioquimicamente heterogeneo de
proteinas asoctadas a membrana intracelular de 58 kD. Estas proteinas son codificadas por
tres genes diferentes y se distribuyen por toda la membrana del misculo y en una gran
variedad de tejidos. La amplia distribucién de las sintrofinas y su coincidente expresién con
Dp71 y DRP en tejidos no musculares sugiere que estas proteinas pueden jugar un papel
analogo a la distrofina en el citoesquéleto de membrana de otros tipos celulares. El sitio de
unién de las sintrofinas en la distrofina se ha localizado en el extremo carboxilo terminal de
la distrofina, producto del exon 74, una regién que sufre “splicing” alternativo en musculo
esquelético, cerebro y corazon (64) La cuantificacidon de distrofina en un paciente joven
permite establecer un pronostico, asignando tres grupos bioquimicos: Duchenne (< 5% de
distrofina), Becker severa (tentativamente 5%-12%) y Becker (> 12%) (8,12).

Varios autores han reportado que las regiones de delecion en el dormuno central

conducen a fenotipos medios, mientras que las deleciones ya sea en el extremo amino o
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carboxilo terminal conducen a fenotipos mas severos. Esta es una vanabilidad clinica
sustancial, y pacientes con deleciones similares cerca del centro del dominio de wvarilla
pueden mostrar diversos fenotipos. Es dificil asociar presentaciones y progresiones
especificas con deleciones especificas, pero se puede hacer una generalizacion que las
regiones amino y carboxilo terminal son mas importantes para la funcion correcta de la
distrofina (Fig. 14) (11,65).

No hay una clara evidencia de correlacion entre la funcion mental y la localizacion o el
tamafio de las deleciones, aunque la delecion del exén 52 se ha asociado con un elevado

riesgo de deficiencia mental (12,27,66).

MUTACIONES QUE AFECTAN EL GEN DMD.

Las primeras mutaciones que se describieron en el gen DMD fueron las deleciones
detectadas por una serie de sondas genomicas PERT87 y XJ en el 8 al 10% de los mifios
afectados (16,34). Por analisis de Southern blot con un niimero mayor de sondas de cDNA o
por el analisis de fragmentos grandes que cubren la porcion central del gen, la frecuencia de
deleciones en los casos afectados fue del 50-60%(19,24,65,67-71), de duplicaciones 6% y
aproximadamente el 35% son mutaciones puntuales. La identificacion de las deleciones o
duplicaciones puede hacerse en muestras de sangre por Southem blot o por la técnica de
PCR (72) con la cual se puede identificar hasta el 98% de las deleciones, detectables por
Southern blot (73). En los casos bien reconocidos de DMD/DMB las mutaciones se
encuentran principalmente en la region central del gen o hacia el extremo 5' (14,19,72,73).

Las deleciones en el gen DMD son altamente heterogéneas con respecto al tamafio y
su localizacion. La delecion mas grande que se ha documentado es de varios cientos de kb,
elimina genes vecinos y ocurren en asociacion con un sindrome de delecién génica contigua

(17,22,31,65).
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Figura 14, Correlaciones genotipo-fenotipo en DMD/DMB; deleciones
ubicadas en los dominios de la distrofina. Se muestra un diagrama de la
proteina con sus 4 dominios y la localizacion de las deleciones en pacientes.
La region eliminada se indica en barras negras. Los “fenotipos mas severos”
son deleciones en pacientes Becker severos o Duchenne Los “fenotipos
menos severos” indican pacientes Becker moderado. Los numeros bajo las 4
regiones indican el numero de pacientes que presentaron delecion encontradas
por Beggs et al (20) Modificada de Scretver1995 y Patndge 1993
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Aunque algunos estudios sugieren que no existe correlacion entre el tamafio de la
delecion y la gravedad y la progresion de la enfermedad, Hoffman y cols (74) aportaron
evidencias sobre la correlacién entre el fenotipo y el estado de la distrofina. En un estudio por
inmunodeteccion para detectar la presencia de la proteina en 103 biopsias musculares de
pacientes con varios padecimientos neuromusculares se observo que: de 38 pacientes con
DMD, 35 presentaron muy bajos niveles de distrofina (<3%) o ausencia de distrofina; De 18
pacientes con DMB, 12 presentaron alteraciones en el peso molecular; y en 40 con otros
padecimientos neuromusculares, 38 mostraron niveles normales de distrofina. Estos estudios
sugieren que existe una correlacion directa entre la cantidad de la distrofina y la severidad de
las distrofias musculares tipo Duchenne y Becker (12,20,75). '

El marco de lectura del mRNA puede estar conservado s6lo si el extremo 3° del dltimo
exon faltante y el extremo 3” del sitio de ruptura tienen nucledtidos que terminan en la
misma posicion en el codén (1,2,y 3). Un cambio en el marco lectura se produce cuando las
deleciones dan como resultado la union de exones con diferentes limites. Cuando ésto
sucede, el nuevo marco de lectura especifica un grupo completamente diferente de
aminoécidos en la proteina, hasta que el complejo de traduccion encuentra un codon de
terminacion. La proteina truncada que le falta el extermo carboxilo terminal, puede ser no
funcional o inestable. En constraste una delecion que no altera el marco de lectura puede
generar una proteina con ausencia de los aminoécidos codificados por los exones deletados,
pero con una secuencia de aminoacidos normal antes y después de la region deletada. Asi el
marco de lectura es un indicador prondstico valido de la severidad de la enfermedad
(12,21,22,35,75,76)

Al igual que en las deleciones, las duplicaciones que cambian el marco tienden a
ocurrir mas frecuentemente en pacientes con DMD, mientras que aquellas que no cambian el
marco de lectura ocurren en DMB y puede resultar en una distrofina mas grande con parte

de los aminoacidos repetidos en la proteina (8,65.70,71).
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Las mutaciones puntuales son dificiles de identificar en un gen de 2,400 kb, las
mutaciones identificadas se encuentran en la tabla 4. Diez de éstas son cambios de una sola
base a codon de terminacion en DMD severa, los exones afectados mas o menos se
encuentran distribuidos entre los exones 8 y 70 y las mutaciones en el promotor han sido
detectadas. Alteraciones en el promotor del musculo, incluyen una delectén y una mutacion
puntual, que conducen a niveles reducidos de distrofina (12,76,77).

Recientemente la deteccion de las deleciones se ha simplificado por el uso de la
técnica de PCR. Chamberlain en 1988 (72) describié una serie de oligonucleotidos que
amplifican 9 exones que son deletados en pacientes con DMD/DMB. Este PCR multiple
permite una deteccién rapida del 82% de las deleciones en muestras muy pequefias de DNA
genémico en pacientes con DMD/DMB. Sin embargo Beggs y cols. (73) con el uso de la
misma técnica pero con mayor cantidad de oligonucleotidos detecto las deleciones en el 98%
de los pacientes con DMD/DMB. La localizacién de las deleciones en el gen de la distrofina
se encuentran en dos "puntos calientes”, en el extremo 5'y en el dominio que comprende los
exones del 44-55. En la region que codifica a la distrofina se encuentran 28 codones de
terminaciéon potenciales, debido a las transiciones en los dinuclectidos CpG, estos se
encuentran uno por exon a excepcion del exon 70 donde se observan 3. (12,19,76). La PCR
es el método de eleccion para detectar deleciones en nifios afectados. Pares de
oligonucledtidos para PCR fueron inicialmente elegidos para amplificar los exones 4,8, 12.
17, 19, 44, 45, 48 y 51, nueve exones que frecuentemente faltan en los pacientes. La
posicion de los oligonucleotidos en los intrones adyacentes fueron elegidos cuidadosamente
para que cada ex6n sea amplificado como un fragmento de diferente tamario, en una reaccion
miltiple con los nueve pares de primers. Con esta PCR se detecto el 82% de las deleciones
detectables por Southem blot. Adicionando otros nueve exones para analisis en la segunda
reaccion se estimo que la deteccion se incremento a un 98%. Ademas la cuantificaciéon de
productos de PCR hace posible la identificacion de duplicaciones en hombres afectados y

deleciones o duplicaciones en portadoras (31,72,73).



TABLA 4. Mutaciones puntuales en el gen DMD.

Mutacion Localizacién a.a. Referencia
afectado
Mutaciones que generan codones de terminacion
C932T EXON 8 Glu» Nigro y cols.
C2510T EXON 19 Arg» Prior y cols.
G2522T EXON 19 Glu» Prior y cols.
G2999T EXON 21 Glu» Roberts y cols.
G3677T EXON 26 Glu» Bulman y cols.
C5759T EXON 39 Gin» Roberts y cols.
C7163T EXON 48 Gluy Clemens y cols.
GG7609/100nAT EXON 51 Leu» Winnard y cols.
9152 (CpG) EXON 60 Arg» Roberts vy cols.
C10316T (CpG) EXON 70 Arg» Roberts y cols.
Deleciones que cambian el marco de lectura
EXON 19 Prior y cols.
EXON 48 Kilimann y cols
EXON 74 Roberts y cols.

Insersiones que cambian el marco de lectura

T1554»nsT

[ EXON12 |

| Kilimann y cols

Alteraciones en el "“splicing”"'
ng

que cambian el marco de lectura

52 pb del. en exon 19 EXON19 Matsuo y cols.
5 pb del. en donador de splice | EXON44 Saad y cols.

Aceptor de splice AG»AC EXONS57 Roberts y cols.
Donador de splice GT»GA EXONG68 Roberts y cols.

Modificada de Screiver 1995 (12)
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En un periodo relativamente corto, los avances rapidos en la Biologia Molecular han
conducido a importantes conocimientos en los procesos de la enfermedad y proporciona
aplicaciones practicas, particularmente en el diagndstico. Este avance es evidente en la
genética molecular de enfermedades neuromusculares.

Actualmente el diagndstico de las DMD/DMB se pueden mntentar a muchos niveles:
genética molecular (mutaciones en el gen de la distrofina), bioquimica (anormalidades en la
distrofina), biologia celular (disfuncion de la fibra muscular), fisiologia tisular (patologia y
disfuncion muscular) fenotipo clinico (presentacion y progresion de la enfermedad) (tabla 5).
En estas distrofinopatias existe una correlacion bioquimica/fenotipo mas fuerte que una
relacion genotipo/fenotipo, sin embargo es importante tener datos completos de mutaciones
diferentes a las deleciones y la expresion y la estabilidad del mRNA (8,74,77,78).

La compleja estructura y expresion del gen de la distrofina ocasiona que las
enfermedades DMD/DMB, sean de las mas dificiles para hacer estudios de correlacion
genotipo/fenotipo. Los hallazgos en DMD sugieren que existe un fuerte control de la
distrofina o estabilidad del mRNA, o ambas: el mRNA que no es traducido eficiente o
completamente, o bien la distrofina no se integra correctamente en el citoesqueleto de la
membrana, siendo catabolizados (8,79).

DETECCION DE PORTADORAS Y DIAGNOSTICO PRENATAL
Antes de aplicar las técnicas basadas en métodos moleculares, el diagnostico de DMD/DMB
se ha hecho en base a: a) historia familiar; b) hallazgos clinicos, ¢) niveles séricos de enzimas
musculares: d) biopsia muscular (BM); e) electrémjograﬁa (EMG) y f) electrocardiografia
que se conocen como "pruebas convencionales". La determinacion precisa de mujeres
portadoras de DMD/DMB es de suma importancia, ya que actualmente no existe tratamiento
efectivo para estas enfermedades (80,81). Inicialmente el diagnostico prenatal se intentd en la
determinacion de la actividad de la CPK en plasma fetal, sin embargo la alta tasa de falsos
negativos, fue alrededor del 30%. Asi mismo también fueron utilizados para la deteccion de

portadoras de mujeres en riesgo, pero tnicamente el 66% de las mujeres tienen valores

g2A2568
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TABLA 5. Correlacion génica, protéica, histopatolégica y clinica.

Tipo de enfermedad
tipo de mutacion en el
gen

Correlacion gen-
anormalidad en  la
proteina

Histopatologia. ~ (ieneralmente
correlaciona con la edad v no
con la anormalidad en el gen o
la proteina

Presentacion/Progresian
clinica (ieneralmente
histopatologia.

correlaciona  con

Duchenne >99% Deficiencia de | Fetala | afio Ck sérica extremadamente alta
§5% Deleciones la distrofina (<5% de | Fibras hipercontractadas.
la proteina) pérdida de fibrosis
Duchenne >99% Deficiencia de | 1 a 3 afios CK extremadamente muy alta, hipertrofia

3% Duplicaciones

distrofina 1 <5%;)

Vanacion en el tamafio de las
fibras, tibrosis progresiva

muscular, dilatacion motora.

Duchenne: >99% Deficiencia de | > 5 afios CK extremadamente muy alta, pérdida
0% mutaciones | distrotina (<3%) Regeneracion ausente. | muscular progresiva, debilidad.
puntuales reemplazamiento de fibra por
grasa.
Becker 95% de la distrofina | Variable CK muy aita

68% Deleciones

de peso molecular
pequedio 3%  de

(eneralmente menos dramatica
que Duchenne

tamario normal.

cantdad baja
Becker 1% de la distrofing | En todas las edades. hipertrofia | Hipertrofia muscular variable.
59 Jde Duplicackmes | de peso molecular | de fibras. fibrosis endomiosial

alte

de media 4 severa,
degeneracion/ repeneracion.

Pérdida muscular vanable.

Beoker
27%

puntuales

mutaciones

80% de la distrofina
de peso  molecular
pequetio.

20% tamafio normal.
cantidad reducida

Progresiva, después con falla en
la regeneracion v
reemplazamiento focal de fibra
por grasa

Progreston  sariable, debilidad

muscular proximal

despucs

[nstrofinopatias ~ en
mujeres  (Portadoras
con manifestaciones )

Inmunotincion de
mosaico en Biopsia

Vanable. simular va
Duchenne o Becker
tocal.

sea a
Pespués

Variable symilar a bien a Duchenne o
Becker.

Basado en Partridge 1993 (8)
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elevados (80-83). Actualmente la aplicacion de la tecnologia de DNA recombinante ha
mejorado la deteccion de portadoras utilizando sondas, con las que se pueden reconocer
fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (RFLPs) intragénicos o aledafios al gen
(80,83-87). Durante afios pasados, el diagnostico prenatal y la deteccion de portadoras de
DMD se han intentado mediante esta estrategia empleada. Las secuencias de DNA
micialmente usadas en el analisis de los polimorfismos fueron RC8 (DX69) y L1.28 (DXS7),
las cuales fueron mapeadas fuera de la region Xp21 y genéticamente estan distantes del locus
de la enfermedad. Para aplicaciones clinicas, fueron reemplazadas por marcadores que se
mapearon dentro de la region Xp21. De esta segunda generacion de marcadores existen
reservas acerca de su seguridad diagnéstica por la incertidumbre en cuanto a la distancia que
tienen en el mapa los marcadores en el locus de la enfermedad. Una tercera generacion de
sondas fueron derivadas de la clonaciéon del rompimiento en una translocacion t(X;21) en
mujeres afectadas con DMD (grupoXJ-1 o sus fragmentos pERT87, pERT84 y ¢X5.7)
ausentes del DNA de un paciente masculino con DMD y otras enfermedades quien tenian en
Xp21 una delecion cromosomal (81,82). Estas sondas fueron muy utiles para la deteccion de
deleciones que ocurrian alrededor del 8% de los pacientes con DMD y para la identificacion
de haplotipos asociados con esta enfermedad. Con el uso de estas sondas, las probabilidades
de deteccion de portadoras de mujeres en riesgo es alta (82).

En analisis familiares sin una clara evidencia de distrofia muscular con herencia
recesiva ligada al X, se debe considerar la posibilidad de una forma recesiva autosémica.
Hermanas afectadas de hombres con DMD se conoce que son portadoras que expresan la
enfermedad por la mactivacién del X que no es al azar. Cuando se encuentran varios
hombres afectados en una sola familia se asume que tiene la forma recesiva ligada al X.
Mutaciones heredadas autosomicamente en estas familias pueden ser detectadas por
- polimorfismos de DNA que revela ya sea discordancia de haplotipos entre hermanos

afectados o concordancia entre hermanos afectados y no afectados. Asi que los resultados de
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estudios de marcadores de DNA pueden ayudar a establecer una verdadera frecuencia de
formas recesivas ligadas al X contra autosomicas de DMD (80,82).

La introduccién del analisis de DNA ha dado como resultado el progreso sustancial en
la determinacion de portadoras. Por el tipo de herencia, las mujeres relacionadas por la linea
femenina tienen el riesgo de ser portadoras. Una vez que se ha hecho el diagnostico de DMD
o DMB en un nuevo caso, el siguiente paso es saber si la madre del paciente es una
portadora de la mutacién en el gen de la distrofina, asi esto puede determinar el nesgo de
otras mujeres en la familia. Los métodos basados en DNA incluyen técnicas de analisis de
ligamiento y deteccion de mutaciones (88-90). Una de las metas de la investigacion dentro de
las bases bioquimicas y genéticas de DMD/DMB es el desarrollo de las técnicas que pueden
prevenir o la cura la enfermedad, como es la identificacion de mutaciones en portadoras y un
diagnostico prenatal en células fetales, seguidas por un consejo genético (40).

La alta tasa de nuevas mutaciones en el gen de la distrofina en promedio es de 1/3 de
los casos que pueden surgir en los nifios afectados y 1/3 de las mutaciones pueden surgir en
la madre. Por lo tanto, la madre de un caso aparentemente aislado tiene un riesgo de 2/3 de
ser portadora de la mutacion. Existen varios métodos que se pueden usar para investigar a
las portadoras como pruebas directas que son posibles cuando una delecion se ha
identificado en un miembro de una familia afectada. La investigacion de tales deleciones en
las mujeres es menos directa que en hombres y se han sugerido varias técnicas, cuando estas
se pueden aplicar proporcionan informacién definitiva acerca de si una mujer es portadora. Si
estas técrcas no se pueden aplicar o la estructura familiar no lo permite, se puede hacer por
métodos indirectos, tales como el analisis de polimorfismos (89-92).

Roberts y cols. en 1989 (91) utilizaron PCR para realizar un analisis rapido de RFLPs
intragénicos que permiten el diagnostico prenatal y de portadoras en la mayoria de las
familias. Con esta metodologia encontraron que el 70% de las madres en riesgo de ser
portadoras de DMD/DMB son heterocigotas para al menos de wuno de los RFLPs
intragénicos (pERT87.15/Xmnl y BamHI y pERT87.8/Taql)
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OBJETIVOS.

1. Caracterizar el tipo de mutacion en el gen DMD en pacientes diagnosticados
clinicamente con DMD y DMB.

2. Determinar los sitios del gen con mayor frecuencia de mutacion en los pacientes con
DMD y DMB en nuestra poblacion.

3. Detectar las portadoras de la mutacion en el gen DMD en las familias informativas.

4. Establecer si existe correlacion entre el genotipo encontrado y el fenotipo de los

pacientes.
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HIPOTESIS

1. Dada la heterogeneidad de la poblacion mexicana, la frecuencia y distribucion de la
mutacion (delecion) sera diferente a la reportada para otras poblaciones.
2, El analisis de los polimorfismos pERT87.15-Xmni y pERT87.8-Taql seran de utilidad

para la deteccion de portadoras
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MATERIAL Y METODOS

ESTRATEGIA GENERAL

Para cumplir con el objetivo de este trabajo se captd una poblacién de 70 pacientes con
diagndstico clinico e histopatoldgico de distrofias musculares tipo Duchenne o Becker. Se tomd
una muestra de sangre penférica de los pacientes seleccionados y de sus famihares de primer
grado y se extraj6 el DNA de los linfocitos. A todas las muestras obtenidas se les evaluo la
pureza, concentracion e intregrnidad para crear un banco de DNA.

A partir de la secuencia del gen reportado por Koenig y cols. (47), se sintetizaron las
secuencias de oligonucledtidos necesarios para amplificar 19 exones del gen DMD exones (prl,
6, 8,12, 13, 16, 19, 45, 47, 48, 49, 50,51, 52, 53, 54, 55) que corresponden a las regiones con
mayor frecuencia de deleciones en el gen. La amplificacion por PCR se llevo al cabo en cuatro
grupos de reaccion (A, B, C, D), de acuerdo con las condiciones de amplificado requenidas para
cada par de oligonuciedtidos y el tamafio de los productos. Se sintetizaron ademas otras
secuencias de oligonucledtidos para amplificar dos regiones intragénicas del gen (pERT87-8Taql
y pERT87-15Xmnl) que permiten detectar mediante la técnica de PCR los RFLPs en todos los

integrantes de las familias. El disefio experimental se representa en el siguiente diagrama.
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DIAGRAMA DE FLUJO.
Captacion de pacientes
U
Estudio clinico

U

Extraccion de Sangre Periférica
(EDTA 0.1%)

b
Extraccion de DNA
(fenol-cloroformo, cloroformo-isoamilico)
U U
Integridad Cuantificacion
(Agarosa 1%) (D.O. 260 nm)
U
Banco de DNA
U
Sintesis de Oligonucledtidos = PCR Multiple
iniciadores (DNA 100 ng/pl)
U

PCR de regiones intragénicas
pERT87.8 y pERT87.15
U

Digestion con enzimas de restriccion
Xmnl y Taql
U
Frecuencia de RFLPs
J
Deteccion de portadoras
U

Asesoramiento genético
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I. POBLACION OBJETIVO.

La poblacion objetivo estuvo constituida por 56 casos indice con DMD, 5 con DMB, 96
mujeres familiares de ler. grado (61 madres y 35 hermanas) y 11 hombres sanos. La muestra se
clasifico en los siguientes grupos:

Grupo I Pacientes con DMD diagnosticados clinicamente, por determnacion de CPK y
examen histopatologico.

Grupo [I: Pacientes con DMB diagnosticados con los mismos critenios que el grupo I

Grupo III: Portadoras obligadas, aquellas con mas de un hijo, 1 hijoy 1 hermano o 1 hijo ¥
un tio afectados.

Grupo IV: Portadoras probables, aquellas con 1 hijo afectado o bien las hijas de las
portadoras obligadas.

Grupo V: Individuos del sexo masculino familiares en primer grado de los pacientes con

‘DMD.

IL HISTORIA CLINICA.
De cada uno de los casos se elabord una hoja de captacion de datos (anexo 1) que incluyo
manifestaciones clinicas, examenes de laboratorio y gabinete, arbol genealogico, tratamiento y

estudio histopatolégico.

III. OBTENCION DE MUESTRAS.

Se aislaron los linfocitos a partir de 10 ml de sangre perifén’cé, usando como anticoagulante
EDTA, despusés se centrifugd la muestra por 20 min a 3,000 rpm, se tomo la capa de hinfocitos,
se coloco en 3 ml de solucion de lisis de entrocitos (RCBL), el plasma y los ertrocitos se
desecharon, la muestra se agitd suavemente y se procedio a centrifugar por 10 min a 3,600 pm.
Se elimind el sobrenadante y la pastilla se resuspendid en 3 m! de RCBL, se agitd suavemente y

se centrifugd por 10 min a 3,000 rpm se repitid este paso hasta eliminar toda la hemoglobina, el



boton de linfocitos se resuspendio en 300 ul de RCBL con 1.5 ml de solucion para lisis de

linfocitos (WCBL) y se incub6 toda la noche a 42° C para obtener un hidrolizado de linfocitos.

IV. EXTRACCION DEL DNA.

Se agregaron 2 ml de fenol al mdrolizado obtemido en el paso anterior, se agité suavemente
por 10 min y se centrifugd a 3,000 rpm. Después la fase superior se pasé a un tubo limpio sin
tocar la interfase y se repitio el paso anterior. A la fase superior obtenida del lavado con fenol se
le agregaron 2 mi de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), se agitd suavemente y se centrifugo
10 min a 3,000 rpm, este paso se repitid una vez mas y posteriormente se agregaron 90 ul de
NaCl IM y 3 ml de etanol absoluto a -20° C. Se agito suavemente hasta que las hebras de DNA
se hicieron evidentes y éste se extrajo de la solucion con una pipeta Pasteur sellada. Se seco por
unos min a temperatura ambiente, se enjuagd en etanol al 70% y se resuspendid en 200 ul de

agua destilada estéril.

V. CUANTIFICACION DE DNA,

Se diluyo 1 pl de la muestra del DNA en 250 ul de agua estéril y se midié en un
especrofotometro a una densidad optica de 260 nm. Para la cuantificacién del DNA se utilizé la
siguiente formula (96):

[DNA] ug/ul = (DO) (F) (D1l)

Donde:

D.O.260= Densidad Optica a una A de 260 nm

F= constante equivalente a 0.05 (1 D.0.260 = 50 ng de DNA)
DIL= volumen de dilucion equivalente a 250 ul.

Después de la extracciéon del DNA se comprobd su integnidad por medio de una
electroforesis, para lo cual se mezclo 1 pl de muestra con 2 pul de colorante azul de bromofenol-
xilencianol (0.05%:0.05%)y 5 ul de agua estéril. Esta se llevo al cabo en un gel de agarosa al 1%

durante 20 min a 100 V y posteriormente se tifié con bromuro de etidio por 20 min.
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VI SINTESIS DE OLIGONUCLEOTIDOS.

Una vez que se cuantifico y se corrobord la integndad del DNA, se simtetizaron los
oligonucledtidos para la amplificacion de los 19 exones del gen DMD (tabla 6), por el método de
fosforoamidita propuesto por Pharmacia LKB (1991),.

La sintesis de oligonucledtidos es un acoplamuento ciclico de monémeros (A, T,G,C), para
obtener un multimero de una longitud y una secuencia previamente determinadas. Cada sintesis
comprendié una serie de ciclos, en cada uno de los cuales se agregd un nucledtido a la cadena en
crecimiento (Pharmacia LKB) La reaccion constd de cuatro pasos principales, y se desarrolié
sobre un polimero inerte (soporte s6lido) en cual se ensamblo el oligonucledtido mediante una
adhesion sucesiva de nucleotidos libres. El primer 3' nucledsido (A, C, T o G) se anclé a este
soporte mediante un puente de succinato, el proceso se inicio lavando el soporte sélido que
‘contenia el mondmero micial con dicloroetano y después se sucedieron en forma continua los

siguientes pasos:

1. Desproteccion del grupo 5-hidroxilo de la unidad terminal 2-deoxirnbosa, removiendo el
grupo 4,4'-dimetiltritil (DMTr) con dicloroeteno, después se eliminaron los residuos de agua con
acetonitrilo.

2. Acoplamiento: formacioén de un puente 3'-5' internucleotidico con el grupo fosfato del
deoxirribonucleotido siguiente.

3. Capping: se bloqueron los grupos hidroxilo sin reaccionar para garantizar que solo
polimerise la secuencia correcta en los ciclos siguientes.

4. Oxidacion: se oxido el puente triéster fosfato y se detuvo la reaccion.

5. Purificacion: Esta se realizé en columnas de intercambio ionico o de Sephadex para

remover subproductos de los oligonucledtidos sintetizados.

[
o
[A
(O8]
&
<O

-~



TABLA 6. Secuencia de oligonucleétidos para DMD.

52

Exon

Secuencia de oligonucieotido

Tamaiio (pb)

promotor/1

19

43

45

47

48

49

50

51

52

53

54

55

87-8/Taql

87-15/Xmnl

GAA GAT CTA GAC AGT GGA TAC ATA ACA AAT GCA TG
TTC TCC GAA GGT AAT TGC CTC CCA GAT CTG AGT CC

CCA CAT GTA GGT CAA AAA TGT AAT GAA
GTC TCA GTA ATC TTC TTA CCT ATG ACT ATG G

GTC CTT TAC ACA CTT TAC CTG TTG AG
GGC CTC ATT CTC ATG TTC TAATTA G

GAT AGT GGG CTT TAC TTA CAT CCT TC
GAA AGC ACG CAA CAT AAGATA CACCT

AAT AGG AGT ACC TGA GAT GTA GCA GAA A
CTG ACC TTA AGT TGT TCT TCC AAA GCA G

TCT ATG CAA ATG AGC AAATACACGC
GGT ATC ACT AAC CTG TGC TGT ACT C

GAC TTT CGA TGT TGA GAT TAC TTT CCC
AAG CTT GAGATGCTC TCACCTTIT CC

TTC TAC CACATC CCATITTCTTCC A
GAT GGC AAA AGT GTT GAG AAA AAG TC

GAA CAT GTC AAA GTC ACT GGA CTT CAT GG
ATA TAT GTG TTA CCT ACC CTT GTC GGT CC

AAA CAT GGA ACATCC TTG TGG GGA €
CAT TCC TAT TAG ATC TGT CGC CCT AC

CGT TGT TGC ATT TGT CTG TIT CAG TTAC
GTC TAA CCT TTA TCC ACT GGA GAT TTG

TTG AAT ACA TTG GTT AAA TCC CAACAT G
CCT GAATAAAGT CTT CCT TAC CAC A
GTG CCC TTA TGT ACC AGG CAG AAA TTG
GCA ATG ACT CGT TAA TAG CCT TAA GAT C

CAC CAA ATG GAT TAAGAT GTTCAT GAA T
TCT CTC TCA CCC AGT CAT CAC TIC ATAG

GGA GAG TAA AGT GAT TGG TGG AAA ATC GAA
ATT GGC TCT TTA GCT TGT GTT TC

AAT GCA GGA TTT GGA ACA GAG GCG TCC
TTC GAT CCG TAA TGA TTG TTC TAG CCT C
GGC TCT GGC CTG TCC TAA GAC

CAG AAC CGG AGG CAACAGTTIG A

AGG ATT CAG AAG CTG TTT ACG AAG T
AAT CCT CAT GGT CCATCC AGT TIC A

ATG AGT TCACTA GGT GCACCATTIC T

TGT TCA ATT GGA TCC ACA AGA GTG C

GTC AGT TGG TCA GTA AAA GCC

CAG ATC AGT CGA CCA ATT AAAACCACAGCAG

GAC TGG AGC AAG GGT CGC C
CTG ATG AAC AAT TTC CCTTTCATT CCA G

535
202
360
331
281
290
416
459
357
547
181
506
439
271
388
113
100
329
303

145
74y 71

740
520 y 220
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VII. PCR MULTIPLE (M-PCR).
Con los 19 pares de oligonucledtidos sintetizados se formaron 4 grupos de acuerdo al

tamario de los productos de amplificacion y a las condiciones para la PCR:

GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPOD
16 prl 6 8
43 12 48 13
45 17 51 19
47 50 53 55
49 52 : 54

Se mezclaron de 500 ng de DNA gendémico con una solucion que contenia: amortiguador
para el fragmento Stoffel de la Taq polimerasa (10mM Tnis-HCl , pH 8.3, 50 mM KCl), 200
mM de dNTPs, 0.2-0.5 mM de oligonucleotidos iniciadores F y R, 1.5-3 U del fragmento Stoffel
de la Taq polimerasa y 6.8 mM de MgCl, en un volumen final de 25-50 ul (97). Como control
Dositivo se agregd una muestra de un sujeto normal. Para asegurar ausencia de contaminacion se
incluyé como control negativo de cada reaccién un tubo con todos los reactivos excepto DNA.
Las condiciones dptimas para cada grupo se muestran en las tablas 7 a 10.

Las reacciones de amplificacion se llevaron al cabo en un termociclador (DNA thermal
Cycler 480 de Perkin Elmer) bajo los siguientes parametros: desnaturalizacion micial a 94°C por
5 min seguida de 26 ciclos: desnaturalizacion a 94°C por 48 seg, alineacion a 55°C por 48 segy
extension a 68°C por 4 mun, con una extension final de 72°C por 5 min.

Los pasos que se sigwieron para preparar la mezcla de reaccién fueron los siguientes:

a) Se preparé una mezcla de amplificacion (MA) en funcién de nimero de muestras, b) se
coloco el DNA problema (1 pl) en tubos ependorf de 6.5 ml., ¢) Al tubo con el DNA problema
se adiciono 49 ul de MA, d) Finalmente a cada tubo se le adicionaron 25ul de aceite mineral para

evitar la evaporacion de la muestra.



TABLA 7.

Condiciones éptimas para PCR del grupo A.

*

Reactivo Volimen [Stock] [Final]
Agua 257 ul
Oligonuc. F 5ul 60 ng 6ng
Oligonuc:R 5ul 60 ng 6 ng
mix dNTPs 4 ul 10 mM 200uM
Polimerasa 03 ul 10 U/pl 3U/ul
MgCly 5ul 100 mM 10 mM
DNA 5 ul 100 ng/ul 500 ng/ul
Vol. final 50 ul
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TABLA 8. Condiciones éptimas para PCR del grupo B.

Reactivo Volimen [Stock} [Finail]
Agua 25.7
Oligonuc. F S ul 50 ng 5ng
Oligonuc:R 5 ul 50 ng 5ng
Mix dNTPs 4l 10 mM 200uM
Polimerasa 0.3 ul 10 U/ul 3 U/ul
MgCly 5l 100 mM 10 mM
DNA 5l 100 ng/ul 500 ng/ul
Vol. final 50 pl
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TABLA 9.

Condiciones éptimas para PCR del grupo C.

Reactivo Volimen [Stock] [Final]
Agua 15.7
Oligonuc. F 10 pl 15 ng 3 ng
Oligonuc:R 10 ul 15ng 3 ng
dNTPs 4ul 10 mM 200uM
Polimerasa 0.3 ul 10 U/ul 3 U/l
MgCly 5ul 100 mM 10 mM
DNA Syl 100 ng/pul 500 ng/uL
Vol. final 50 ul




TABLA 10. Condiciones éptimas para PCR del grupo D.

Reactivo Volimen [Stock] [Final]
Agua 15.7

Oligonuc. F 10 pl 10 ng 2 ng

Oligonuc:R 10 pl 10 ng 2ng
dNTPs 4 ul 10 mM 200puM

Polimerasa 0.3 ul 10 U/pl 3 Ulul
MgCly 5 ul 100 mM 10 mM

DNA 5ul 100 ng/ul | 500 ng/ul

Vol. final 50 ul

57



VIII. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA.

Las muestras amplificadas (8-12 ml) se corrieron durante 1 h a 85 V en un gel de
agarosa al 1%. Los productos de PCR se visualizaron y se fotografiaron en un
transiluminador de luz UV. Se corroboraron los pesos moleculares de cada amplificado en
base a su migracion y con respecto al marcador de pesos A/Hind 1II o ¢X 174/Haelll. El gel
se tifio con bromuro de etidio a una concentracion final de 1 pg/ml.

IX. ANALISIS DE RFLPs.

IX.1. Amplificaciones de las regiones pERT87.15 y pERT87.8. Se analizaron dos
sitios polimorficos intragénicos del locus DMD (Roberts y cols., 1989), ampliamente
utilizados en otras poblaciones (91): pERT87.15/Xmnl y pERT87.8/Taql. La amplificacion
de estos sitios polimorficos se llevo al cabo mezclando 500 ng de DNA genomico, 2 U del
fragmento Stoffe! de la enzima Taq polimerasa, 0.1 pmol de cada oligonucleotido iniciador
(Tabla 11), 1.5 mmol/l de MgClI2 en un volumen de reaccion final de 50 pl. La amplificacion
se realizo bajo las siguientes condiciones: se inicid con una desnaturalizacion 94 °C por 5
min, seguido de 25 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, alineacién a 54 °C por 1
min y extension a 70°C por 1 min y una elongacion final a 70°C por 5 min. Al igual que para

M-PCR se utiliz6 un control negativo y un control positivo.

IX.2. RESTRICCION DE DNA.
Para el analisis de los RFLPs se incubaron 5 pl de los productos de amplificacion con
3U de la enzima Xmnl o 5U de Tagl durante 2 horas a 65° 0 37°C respectivamente, bajo las

condiciones recomendadas por el proveedor (New England Biolabs).



TABLA 11. Condiciones éptimas para PCR de los polimorfismos.

Reactivo Volumen [Stock] [Final]
Agua 34.7
Oligonuc. F 1 ul 100 ng 2ng
Oligonuc:R 1 pl 100 ng 2ng
dNTPs 4ul 10 mM 200uM
Polimerasa 03 pul 10 U/ul 3u/ul
MgCl» 4 ul 100 mM 8 mM
DNA Sul 100 ng/ul | 500 ng/pl
Vol. final 50 ul
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X. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

Los productos de digestion se sometieron a una electroforesis en un gel de poliacrilamida al
10% mezclando previamente 10 a 15 pl del DNA digerido con 0.1 volumenes de colorante. Las
muestras se depositaron en los pozos del gel y se sometieron a un campo eléctrico de 2 V/ecm
durante 2 horas. E! gel se tifid con bromuro de etidio, posteriormente se visualizaron los
fragmentos restringidos en un transiluminador con luz UV y por dltimo se fotografié en peliculas
polaroid 667, utilizando filtros rojo y amarillo.

Se corroboraron los pesos moleculares de los productos de digestion en base a su
migracion con respecto a las marcadores.

Como marcadores de peso molecular se utilizaron 500 ng del DNA del fago lambda
digenido con la enzima HindIll y DNA del fago ¢X 174 digenido con la enzima Hae III. La
solucion amortiguadora de corrida consistié en Tris base 89 mM, acido boérico 89 mM y EDTA 2
mM pH 8 (TBE).

X1. CORRELACION FENOTIPO-GENOTIPO.

Este analisis se realizo de acuerdo a la hipotesis de Monaco (34) donde en base al namero
de nucledtidos en el extremo 3’ del altimo exon deletado (nucleétido 1, 2 0 3) y del Gltimo exén
que se conserva se puede inferir pérdida del marco de lectura. Asi, la umon de los exones que
quedan adyacentes después de la mutacion influyen en el cambio del marco de lectura cuando
estos son diferentes y condicionan un fenotipo grave tipo Duchenne, mientras que aquellos que

terminan en el mismo nucledtido no lo cambian y se correlacionan con fenotipo leve o Becker.

XII. ANALISIS ESTADISTICO.
Los datos obtenidos se compararon mediante la prueba de chi cuadrada, se considerd

diferencia estadisticamente significativa, cuando la p<0.05.
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RESULTADOS

Se captaron 61 familias de la consulta extema de Genética del INP (168 individuos), de
los cuales 56 se diagnosticaron con DMD y 5 con DMB. El resto de los ndividuos fueron
familiares en ler grado: 96 mujeres (61 madres y 35 hermanas) y 11 hombres.

I. CUADRO CLINICO.

A todos los pacientes se les realizd historia clinica completa incluyendo pedigree,
determinacion de CPK en suero, biopsia muscular y electromiografia Los pacientes se
clasificaron como DMD o DMB en base a la gravedad del cuadro clinico, tomando en cuenta la
edad de inicio, evolucién y edad de la pérdida de la deambulacién. Asi, los pacientes de nicio
temprano que dejaron de caminar antes de los 15 afios se clasificaron como DMD, mientras que
los pacientes de inicio tardio y pérdida de la deambulacién después de los 15 afios se
consideraron DMB.

Se encontré que el 100% de los pacientes tenian altas concentraciones de CPK en suero y
en solo 3 casos las madres resultaron con niveles altos de la enzima Todos los pacientes
presentaron patron miopatico tanto en el estudio hitopatologico como en la electromiografia.

De los 61 pacientes encontramos sélo 7 (11.5%) con retraso psicomotor (RPM). De este
grupo de pacientes, cinco de ellos tenian antecedentes familiares de DMD y el RPM soélo se
document6 en dos primos hermanos. Los analisis de pedigree mostraron que solo el 21.3% de las
madres eran portadoras obligadas.

II. CREACION DEL BANCO DE DNA.

En todos los casos la concentracion de DNA fue superior a 1ug/ul, como criterio de pureza

se tomo un cociente mayor a 1.6 calculado de la relacion entre los valores obtenidos a 260 nm

Do
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D
&Y
o



62

(4cidos nucleicos) y 240 nm (fenol contaminante) o 280 nm (proteinas). En todos se logrd
obtener un DNA integro (Fig 15).

1. DETECCION DE DELECIONES POR M-PCR.

Después de crear el banco de DNA se establecieron las condiciones optimas para la
amplificacion de varios exones en la misma reaccion de PCR (M-PCR). Se utilizaron muestras
de DNA de individuos sanos para estandarizar la reaccion y obtener los testigos positivos.

Para la realizacion de este procedimiento se probaron varias concentraciones de los
oligonucledtidos, dNTPs, Magnesio y DNA. Ademas se estandarizaron las temperaturas de
alineacién y numeros de ciclos. Inicialmente se obtuvieron las condiciones requeridas para la
amplificacién individual de cada exén (Fig 16) encontrando que las concentraciones de los
oligonucleotidos estuvieron en un rango de 20 a 70 ng y la cantidad de Mg”" 6ptima para la
reaccion fue de 10 mM (Fig. 17). La temperatura de alineacion y el mimero de ciclos fue
dependiente del contenido de G y Cs en los oligonucledtidos. Las concentraciones de dNTPs y
DNA fue la misma para cada reaccién. Asi, los parametros criticos para la amplificacion fueron
la temperatura de alineacién, el nimero de ciclos y la concentracion de MgCl, En base a estos
parametros se amplificaron 19 exones eri cuatro reacciones, dividiendo los oligonucledtidos
(A,B,C y D) de acuerdo con los tamafios de los productos de PCR y las condiciones requernidas.

En la figura 18 se muestran algunos pacientes amplificados con los 4 grupos
empleados para PCR multiple. En las tablas 7-10 se muestran las concentraciones de los
reactivos y las temperaturas necesarias para ta amplificacion de cada grupo.

Se identificaron deleciones en el 54.1% de los casos indice (n=33) de los cuales 30
fueron DMD y 3 DMB (Tabla 12) De todos estos, 26 (79%) presentaban la delecion en la

region central, 5 (12%) en la region 5’ (uno de ellos con delecion del promotor) y 4 (9%)
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FIGURA 16. Estandarizacion de los oligonucleotidos para la PCR.
Carril 1° marcador de pesos, carriles 2-4° exon 45; carriles 5-7: exon 48;
carril 8: promotor 1, carril 9 control negativo



FIGURA 17. Curva para obtener concentracion optima de Magnesio.
Carnl - marcador de pesos moleculares, carriles 2 v 7 Grupo A con
MgCl, 10 mM; carril 3. grupo B utilizando 12 mM de MgCls. carril 4
grupo C amplificado con 11 mM de MgCl., carril 5 y 6. grupo D
utitizando 12 mM de MgCly
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FIGURA 18. PCR multiple de los pacientes con DMD/DMB. A)
Amphficacion del grupo A, carril 1 control negativo, carril 2: marcador de
peso molecular X174, carril 3 control positivo, carriles 4-9° pacientes
con DMD; B) PCR del grupo B, carril | marcador de peso molecular
lambda/HindI{l. carril 2° control positivo, carriles 3-4  pacientes con
DMB; carriles 5y6 pacientes con DMD, C) Amplificacion de grupo C,
carril 1: control positivo, carril 2° marcador de peso molecular aX174;
carriles 3-9 pacientes con DMD; D) Amplificacion de grupo D: carril I
marcador de peso molecular 6X174, carril 2. control positivo; carriles 3-5:
pacientes con DMD; carriles 6-8 pacientes con DMB.
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en la region 5 (uno de ellos con delecion del promotor) y 4 (9%) tenian delecion completa
del gen (Fig 19). Los exones que se encontraron deletados con mayor frecuencia fueron el
48, 49, 50, 47 y 45 (anotados en orden de frecuencia), mientras que ningun paciente con
deleciones parciales present6 pérdida de los exones 8 y 17 (Fig 20). La mayoria de los casos
present pequeiias deleciones involucrando uno o varios exones (Fig. 21). En la figura 22 se
muestra un ejemplo de la heterogeneidad de las mutaciones encontradas en varios casos
indice. Las deleciones completas del gen o del promotor y de los exones localizados en la
region 5’ solo se encontraron en pacientes con DMD. El analisis de los hermanos afectados
mostré la misma delecion que en el caso indice mientras que en los 6 hermanos sanos no
hubo deleciones en los 19 exones analizados (fig 23). En la figura 24 se esquematizan las
deleciones identificadas en los "puntos- calientes” en los 61 ‘individuos estudiados por PCR
multiple, utilizando los 4 grupos de oligonucleotidos para la amplificacion multiple. En un
intento de correlacionar el diagnostico clinico DMD/DMB con con el tipo de delecion
parcial (33 pacientes), nos basamos en la hipotesis de Monaco (34). El efecto que tienen las
diversas deleciones encontradas sobre el marco de lectura, se dedujo del conocimiento en la
secuencia y los limites de cada exén y de empalmar los limites de los exones que quedaban
contiguos por efecto de la mutacion (Roberts 1993 (38)) (tabla 13).

Este analisis nos permitio inferir cambios en el marco de lectura en 24 de 30 pacientes
con DMD (80%). De los 3 pacientes con Becker solo -en uno se conservd el marco de
lectura, ya que presenta una delecion del exon 6. Los otros dos casos con DMB presentaron

delecion en el exdn 45 y Jos exones 47-48 (tabla 14).



TABLA 12. Frecuencia de deleciones en el gen DMD.

Cuadro clinico Pacientes

No. %
DMD n=56 30 53.6
DMB n=§ 3
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I REGION CENTRAL
I REGION PROXIMAL
I DELECION COMPLETA

FIGURA 19. Distribucion de las deleciones por region.



Frecuencia (%)

FIGURA 20. Frecuencia de las deleciones por exon en los pacientes
estudiados
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No. Pacientes

No. Exones ausentes

FIGURA 21. Frecuencia por paciente del nimero de exones
deletados.



FIGURA 22. PCR multiple de pacientes con DMD A) Amplificacion del

grupo D carrit | control negativo, carril 2- marcador de pesos OX174,

carril 3. control positivo, carriles 4,6,8 y 9: pacientes con DMD



FIGURA 23. PCR en una familia con un caso de DMD Carrnil 1}
marcador de pesos ©@X174; carril 2. control positivo, carril 3 paciente con
delecion en el exon 19, carriles 4,5 hermanos sanos; carril 6 control
negativo.
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TABLA 13. Correlacion de las deleciones con el efecto que ocasionan en el marco de

lectura de los pacientes con o sin antecedentes familiares.

paciente Antecedentes exones eliminados Diagnéstico Mutacion £
familiares

1 sin 48-50 DMD cambio de marco
2 sin 45-50 DMD cambio de marco
3 sin 4548 DMD cambio de marco
4 con 4748 DMB cambio de marco
5 sin 12-16 DMD en marco

6 sin 48-49 DMD €N marco

7 con 48-49 DMD en marco

8 con 45-50 DMD cambio de marco
9 sin 1-55 DMD cambio de marco
10 sin Pri DMD cambio de marco
11 con 47-50 DMD cambio de marco
12 sin 47 DMD cambio de marco
13 con 1-55 DMD cambio de marco
14 con 53-54 DMD cambio de marco
15 sin 48-50 DMD cambio de marco
16 sin 48-50 DMD cambio de marco
17 sin +45-50 DMD cambio de marco
18 sin 4345 DMD en marco

19 sin 45-54 DMD €N marco
20 sin 48-55 DMD cambio de marco
21 sin 45 DMD cambio de marco
22 con 4748 DMD cambio de marco
23 sin 1-55 DMD cambio de marco
24 con 6 DMB €en. . marco
25 sin 48-50 DMD cambio de marco
26 sin 48-50 DMD cambio de marco
27 sin 12-13 DMD €n marco
28 con 45 DMD cambio de marco
29 sin 45-50 DMD cambio de marco
30 sin 50 DMD cambio de marco
31 sin 45 DMB Cambio de mate
32 sin 47-50 DMD cambio de marco
33 con 51 DMD cambio de marco

£ Efecto de la mutacion sobre el marco de lectura
cambio de marco=interrumpe el marco de lectura del gen; en marco= no interrumpe el

marco de lectura.



TABLA 14,
en el gen DMD.
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Proporcién de deleciones que cambian o mantienen el marco de lectura

Region analizada DMD DMB
Cambio de | En marco Cambio  de|En marco
marco marco

EXON 1-20 2 2 0 1
EXON 43-55 19 4 0
Delecion completa 3
TOTAL: 33 80 % 20 % 2 1
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De los 7 pacientes con RPM, cinco presentaron deleciones en el gen, uno de ellos

mostr6 pérdida total del gen y 4 deleciones parciales localizadas en la region central.

IV. DETECCION DE PORTADORAS,

ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS pERT878/Tagl y pERT87.15/Xmnl
(RFLPs) MEDIANTE EL USO DE LA PCR.

En esta parte se estudiaron 264 alelos de 61 familias en las que se contaba cuando
menos con el caso indice y la madre. Los alelos provenian de 61 madres (13 portadoras
obligadas), 61 casos indice, 35 hermanas y 11 hombres sanos. El grupo de familias era
mayor pero se excluyeron algunas familias: una con delecion de los exones 12 y 13 donde no
amplifico la region para el polimormismo Taql (T) localizado en el intron 12 y la madre fue
homocigota (no informativa) para el polimorfismo Xmnl (X), los otros fueron aquellos
donde no se contaba con muestra de la madre para el analisis RFLPs. En dos pacientes con
delecién completa del gen, en las madres no pudimos definir si este patron fue debido a que
las madres son homocigotas (no informativas) para los polimorfismos estudiados o presentan
delecion completa de uno de sus alelos. Por ello, el analisis solo se realizé en 264 alelos
provenientes de 61 familias,

El producto amplificado para estudiar el polimorfismo X es de 740 pb, que al ser
digerido por la enzima Xmnl se corta en 2 fragmentos uno de 520 y otro de 220 pb (fig.25).
El producto amplificado para estudiar el polimorfismo T es de 145 pb, que cuando es
digerido con la enzima Tagl se generan 2 fragmentos uno: de 71 y el otro de 74 pb (tabla

15). Por convencion, se denomina alelo 1 (T1 y X1) al que no contiene el sitio de restriccion



—— 740

——220

145

74471

FIGURA 23, A) Tamafio de los alelos Xmnl. Carriles -2 pactentes que
presentan el alelo X2, carnles 3-4. pacientes que muestran el alelo X1,
carril 5° marcador de peso molecular lambda/HindIli; carriles 6 v 8
madres homocigotas para el alelo X2, carril 7 madre heterocigota X1/X2
B) Tamaiio de los alelos Taql Carriles 1-4° madres heterocigotas T1'T2;
carril 5 control positivo, carril 6 marcador de peso molecular
lambda/Hindlil, carril 7: control negativo
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TABLA 15. Tamaiio de los alelos producidos por las enzimas de restriccién.

LOCUS Enzima Sitio de Restric. longitud alelo (pb)
pERT87.15Xmnl Xmnl 1 740
2 520+220
pERTS7 8 Tagql Taql 1 145
2 74+71
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para la enzima y alelo 2 (T2 y X2) al que si lo tiene. La combinacion de los polimorfismos X

y T definen 4 haplotipos: T1-X1,T1-X2, T2-X1y T2-X2.

V. FRECUENCIA DE POLIMORFISMOS Taq 1y Xmnl EN PACIENTES.

La frecuencia de los alelos se muestra en la tabla 16; el alelo que se presentd con
mayor frecuencia fue el T2 (59%), seguido del X1 (55.9%).

F] analisis de los haplotipos mostrd una frecuencia similar entre los X2:T2, X1:Tl y
X1:T2, sin embargo la frecuencia del haplotipo X2:T1 fue significativamente mas baja
(10.2%) (tabla 17). Para buscar si existe asociacion entre haplotipos y mutaciones, se
calculd la frecuencia de éstos en los alelos sanos y enfermos, sin embargo no se encontraron
diferencias significativas entre ellos.

FRECUENCIA DE RFLPs EN LAS MADRES DE LOS CASOS INDICE.

De las 61 madres estudiadas encontramos que el 54.1% fue heterocigota para el
polimorfismo pERT87.15Xmnl, encontrdndo la misma frecuencia para el marcador
pERT87.8Taql (tabla 18) Cabe mencionar que en las mujeres homocigotas al igual que en
los pacientes el alelo T2 fue el que se presenté con mayor frecuencia. Al combinar los
polimorfismos en las madres, encontramos que el 75.4% fue heterocigota al menos para uno
de ellos (tabla 19). La frecuencia de heterocigocidad obtenida en los dos polimorfimos fue
similiar, siendo de 0.5 para Xmnl y 0.48 para Taql. Ademas se compar6 con las frecuencias
reportadas para otra poblaciones, mostrando diferencias con otras razas étnicas (tabla 20).

El analisis de los haplotipos mostré una frecuencia similar (p<0.05) entre los haplotipos



TABLA 16. Frecuencia de los alelos en pacientes con DMD/DMB.

RFLP ALELO PACIENTES (n=61)
No. %
Xmnl 1 34 55.9
2 27 441
Tagql f 25 41.0
2 36 59.0
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TABLA 17. Frecuencia de haplotipos en pacientes con DMD/DMB:
pERTS87.5Xmnl / pERT87.8Taql

2:2 2:1 1:1 1:2
No. 20 6 18 15

% 339 102 305 254
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TABLA 18.  Frecuencia de alelos en madres.
GENOTIPO pERT87.15 Xmnl pERT87.8 Tagl
No. % No. %
1 30 24.6 16 13.1
2 26 21.3 40 328
1/2 66 54.1 66 54.1
TOTAL 122 CROMOSOMAS
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TABLA 19. Frecuencia de madres heterocigotas para pERT87.15Xmnl vy

pERTS87.8TaqL

GENOTIPO* (XmnI Taql)

CROMOSOMAS MATERNOS

No. %

1/2:12 40 328
1/2:1 6 49
1/2:2 20 16.4
172 16 13.1
2112 10 8.2
TOTAL 122 754

* El 25.6% es homocigota para ambos polimorfismos
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X1:T1, X1:T2 y X2:T2, sin embargo la frecuencia de! haplotipo X2:T1 al igual que en los

pacientes fue significativamente mas baja (14%) (tabla 21).

VII. FRECUENCIA DE RECOMBINACION

En dos casos donde el paciente tuvo un hermano sano se logré detectar un evento de
recombinacidn en la region 5'del gen DMD. En ambas familias la madre fue heterocigota
para los polimorfismos X y T por lo que las Unicas alternativas para las madres fueron los
haplotipos X1/T1-X2/TZ o X1/T2-X2T1. En la primera familia se encontro en el paciente el
haplotipo X1/T2 por lo que se esperaba caracterizar en el hijo sano el alelo X2/T1, sin
embargo éste tuvo la combinacion X1/T1. La segunda familia fue un caso similiar donde el
caso indice mostro el haplotipo X1/T2, sin embargo en el hermano sano donde se esperaba
encontrar X2/T1, se demostroé la presencia del X1/T1. Asi, aunque estos hallazgos
demuestran que la recombinacion no ocurrio en la madre, en ninguna de las dos familias se
logré identificar en cual de los hijos sucedid la recombinacién.

La frecuencia de recombinacion se calculé tomando en cuenta el nimero de alelos con
recombinacion (2) y el nimero de meiosis (100). Esta fue del 2%, para la region 5" en

nuestra poblacion de estudio



TABLA 20. Frecuencia de heterocigocidad de pERT87.15/Xmnl y pERT87.8/Taql

Polimorfismo tamafio de frec. del No. de frec. heteroc. X
alelo alelo Cromosomas esperada
pERT87. 15Xmnl .
TURCOS *’ 740 0.26 122 0.38 26
5204220 0.74 913
MESTIZOS 740 0.52 122 0.50
520+220 0.48
ANGLOSAJON® 0.54 55 0.50 0.074
0.46 0.087
pERT87.8 Tagl
TURCOS®’ 145 0.24 117 0.36 10.7
74+71 0.76 337
MESTIZOS 145 0.40 122 0.48
74+71 0.60
ANGLOSAJON® 0.36 79 046 0.44
0.64 025

*p <0.05




TABLA 21.

Frecuencia de haplotipos en madres.

GENOTIPO No. %
11 33 27

12 31 25

21 17 14

2:2 41 34
TOTAL | 122 100
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VIIi. ASESORAMIENTO GENETICO.

Para el asesoramiento genético se realizd un analisis de la segregacion de los alelos. En 10
familias la madre fue heterocigota y portadora obligada, sin embargo solo en 8 fue posible
las deteccion de las portadoras por el estudio de RFLPs en las hijas, ya que en el resto el
paciente era hijo Ginico o se requeria conacer el genotipo del padre pero éste no acudio a la
consulta. En 2 familias mas en las cuales no habia antecedentes familiares se logro excluir el
estado de portador por seguimiento del alelo en riesgo.

En la figura 26 se muestra un ejemplo del analisis del polimorfismo X en una familia
con antecedentes familiares donde la madre, portadora 6bligada, fue heterocigota para éste-
marcador (X1:X2) (carril 3). El alelo afectado fue el X2, ya que éste se encontrd en el caso
indice (carril 6). De cinco hermanas cuatro heredaron el alelo X1 de la madre y el X2 del
padre (carril 2) por lo que no son portadoras de la mutacion (carriles 4,5,8,9); sin embargo
una de las hermanas heredo el alelo X2 de la madre ya que fue homocigota para este
polimorfismo (X2:X2) (carril 7), por lo que es portadora de la mutacion.

Otra familia con antecedentes heredofamiliares y donde el polimorfismo T fue
informativo se muestra en la figura 27 en el caso indice (carril 8) y en su hermano afectado
(carril 9) se encontro el alelo T1, mientras que en el hermano sano se localizo el T2 (carril
10). Las cuatro hermanas heterocigotas T1/T2 (carriles 3,4,6 y 7) heredaron el alelo T1 del
padre (carril 2) y el alelo T2 de la madre (carril 1). Dado que este dltimo alelo no esta
afectado en la madre, ninguna de las hijas es portadora.

Por otra parte en dos familias donde no existen antecedentes heredofamiliares se logro

excluir el estado de portador. En una de ellas la madre heterocigota para el polimorfismo X



FIGURA 26. Polimorfismo pERT87.15-Xmnl en una fanulia con
antecedentes familiares Carril 1. marcador de pesos. lambda/Hindlll.
carril 2° padre; carril 3' madre; carriles 4,5,8 y 9° hermanas no portadoras.
carril 6 caso indice, carril 7 hermana portadora
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FIGURA 27. Analisis del polimortismo pERT87 8-Tagl en una familia
con antecedentes familiares. Carril I: madre portadora obligada, carril 2
padre; carriles 3.4.6yv7. hermanas heterocigotas no portadoras; carril 5
marcador de peso molecular lambda/HindIII, carril 8 caso indice. carril 9
hermano afectado: carril 10 hermano sano
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heredé a sus tres hijos varones el alelo X2 (carriles 1-3), dado que dos de ellos son sanos, se
deduce que la mutacion ocurrié de novo en el paciente (fig. 28). El otro caso fue una familia
donde la hermana es homocigota para ambos polimorfismos (X2/T2). El alelo afectado fue
el X1/T1 identificado en el paciente, por lo que se descarta que la hija sea portadora.

Con este analisis se logrd hacer el diagnostico de certeza en el 68.5% de las hermanas;
de 35 hermanas 9 fueron portadoras y 15 no portadoras. En el resto (11) la madre no fue
informativa por RFLPs o se requeria la muestra del padre.

El asesbramiento genético se otorgd con certeza en las 24 hermanas diagnosticadas y
en forma empirica a las 11 restantes. |

Ademas en cuatro madres en las cuales no habian antecedentes heredofamiliares fue

posible diagnosticarlas como no portadoras.



FIGURA 28, Anilisis de polimorfismo pERT87.15-XmnI en una familia
sin antecedentes familiares. Carril 1: caso indice; carriles 2y3: hermanos
sanos, carril 4: madre.
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DISCUSION.

La aplicacion de la biologia molecular en el estudio de las enfermedades hereditarias
ha aportado informacién muy valiosa en relacion a ellos y ha mejorado los métodos de
diagnostico no solo en los padecimientos analizados en este trabajo sino también, en muchos
otros donde el defecto es invalidante o letal. Uno de los avances mas importantes en las
DMD/DMB fue la identificacion de las alteraciones moleculares en individuos afectados y en
las portadoras (8,14,74,82,86-91) lo que permite establecer asesoramientos genéticos de
certeza y también es posible el diagnostico prenatal.

Las DMD/DMB son enfermedades degenerativas progresivas que, principalmente en
el tipo Duchenne, conducen a la muerte antes de los 20 afios. No existe run tratamiento
definitivo hasta el momento, por lo que mundialmente los principales esfuerzos a nivel
clinico son de tipo preventivo (diagnostico de portadoras y diagnostico prenatal)
(10,20,56,67,74). Los ensayos de terapia génica empiezan a revelar resultados alentadores
en modelos animales (7,15), sin embargo aun existe una enorme brecha para su aplicacion en
los humanos (12,15)

Las deleciones en el gen DMD se pueden identificar empleando técnicas como
“Southern blot” o “M-PCR”, esta ultima metodologia tiene ventajas con respecto a la
primera ya que es menos costosa, mas rapida y permite la identificacion del 98% de las
mutaciones observadas por el “Southern blot” (73).

En el presente trabajo de 61 familias que acudieron a la consulta externa de Genética

del INP, solo en 13 de ellas (21.3%) se documento el estado de portadora por el anaiisis del
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arbol genealdgico. Esto tuvo implicaciones importantes pues en el resto de las familias solo
fue posible un asesoramiento genético empirico. Estudios previos indican que en DMD y
DMB, un tercio de los casos son familiares, un tercio son nuevas mutaciones surgidas en la
madre y un tercio son nuevas mutaciones en el individuo afectado (12,20,21).

Los datos anteriores demuestran la necesidad de implementar nuevas estrategias para
la deteccion de portadoras en nuestra poblacion, por lo que nos propusimos caracterizar las
mutaciones mas frecuentes responsables de esta enfermedad.

Se buscaron las deleciones por M-PCR en el DNA de 56 pacientes con DMD y 5
pacientes con DMB. Se realizo la amplificacion de 19 exones que involucran los dos “puntos
calientes” del gen, descritos en la literatura. En este analisis se observaron deleciones en 33
de los 61 pacientes analizados (54.1%).

A pesar de que se cree que no existen diferencias étnicas para la presentacion de
dichas mutaciones, los resu}tados obtenidos en este trabajo en cuanto a la localizacion de las
deleciones (85% en la region central y 15% en la region 5°), sugieren influencia del acervo
genético de las poblaciones, va que esta distribucion es diferente a la descrita anteriormente
para otras poblaciones donde se sefiala que la frecuencia de las deleciones en la region
central es del 50-60% y en la region 5° del 30% (15,65,75). En apoyo a ésto, existe un
reporte donde se analizaron 62 pacientes con DMD de origen israelita y se encontr6 que la
frecuencia de las deleciones alcanzaba apenas el 37%, siendo ésta la unica poblacion que se
conoce con una frecuencia diferente a la reportada (93). La distribucion de las delecivones en

la poblacion estudiada, posiblemente refleja el efecto de la carga genética de la raza mestiza.
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Sin embargo, seria importante analizar un mayor numero de pacientes para determinar si este
patron de deleciones se conserva.

Aungue la aplicacion de la PCR para el analisis de deleciones en DMD/DMB es una
herramienta de gran utilidad para delinear la extension de la mutaciones en la mayoria de los
casos, quedan ain 28 pacientes (45.9%) donde no fue posible caracterizar las mutaciones,
posiblemente porque éstas se encuentran en regiones que no analizamos o bien sean
mutaciones- puntuales o duplicaciones que no se¢ pueden identificar por esta técnica. Es por
ello que es necesario complementar el estudio con otras técnicas como PCR cuantitativa y
Analisis Conformacional de Cadena Sencilla (SSCP), para identificar la totalidad de las
mutaciones que afectan a estos pacientes.

Por otra parte, es bien sabido que la extensién de las deleciones parciales no tiene
relacion con la gravedad del fenotipo. Existen varios reportes (31,65) donde se muestra que
deleciones que afectan del 30% al 50% del gen, conservan el marco de lectura produciendo
fenotipos benignos. De acuerdo a la hipotesis de Monaco el cuadro clinico depende del
efecto de la mutacion sobre el marco de lectura lo que repercute en la cantidad y en la
funcion de la distrofina; por esta razén, los pacientes con DMB presentan un fenotipo menos
grave que los de DMD en quienes hay ausencia de distrofina (34). Se ha observado que en el
93% de los casos, la sevenidad clinica de la enfermedad puede predecirse por la regla de
Monaco. En la tabla 14 se muestra que 24 (80%) de los 30 pacientes con DMD y 2 de los 3
con DMB que presentaron deleciones, tuvieron cambio en el marco de lectura, ya que el
tipo de limite de los exones que quedan adyacentes después de la mutacion fueron

diferentes. Malhotra y cols en 1988 proponen tres mecanismos que pueden ocasionar las
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excepciones a la regla del marco de lectura en los exones 3-7 y del 44-52: 1) “splicing”
alternativo de los exones 2-9 o 1-8 que da como resultado un mRNA en marco, 2) presencia
de un solo sitio de iniciacion de la traduccion después del exon 8 y 3) presencia de un
promotor secundario (79). Ademas se ha propuesto que puede existir un mecanismo alterno
para generar una proteina con funcion residual (65,74,77,79). Asi, las deleciones que
cambian el marco de lectura en pacientes con fenotipo Becker pueden ser explicadas por los
mecanismos mencionados, ya que los 2 pacientes con DMB presentaron deleciones que
incluyen los exones 45 y 47-48. Para conocer mas el efecto de estas mutaciones seria
importante determinar la concentracion de la distrofina en los pacientes que presentan estas
mutaciones

En los dos pacientes con DMB donde las deleciones cambian el marco de lectura
(exones 45 y 47-48), corresponden a las excepciones que existen a esta regla, podrian ser
consecuencia de procesamientos alternativos del RNA, que restauran el marco de lectura y
por consiguiente la proteina es parcialmente funcional (12,77).

Tradicionalmente, el diagnostico de portadoras se realiza mediante estudios genéticos
con anélisis bayesiano y la medicion de CPK sin embargo éstos son poco confiables. En este
estudio los valores de CPK fueron normales en 12 de las 13 (92.3%) mujeres portadoras
obligada;. Ademas la elevacion de esta enzima no es patognomoénica de las DMD/DMB,
sino que también se incrementa en otras distrofinopatias.

La aplicacion de la PCR para buscar directamente las deleciones en mujeres
portadoras, tiene grandes limitaciones dada la presencia de un alelo normal en las mujeres en

riesgo. Por estudios clinicos solo se logro identificar en el 21.3% de los casos familiares, a
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las madres portadoras obligadas quedando un buen mimero de portadoras probables con
riesgo empirico.

Por lo anterior, en el presente trabajo se utilizo otra metodologia desarrollada en la
ultima decada que ha permitido la aplicacion de estrategias indirectas para la deteccion de
portadoras donde no se requiere la caracterizacion de las mutaciones del gen (8,21,54,57).
Estas técnicas tienen como fundamento la identificacion de marcadores alélicos,
polimoérficos en la poblacion (presentes en mas del 1% de los cromosomas normales) que
permiten el seguimento de la segregacion de los alelos en una familia. A la fecha se han
descrito dos clases importantes de secuencias polimorficas: los VNTRs, que son secuencias
repetidas en tandem que varian en nimero de repeticiones de un alelo a otro v, las
sgcuencias polimorficas para sitios que son reconocidos por endonucleasas y que pueden
Aestar presentes 0 no en un mismo locus en cromosomas homolegos por lo que la restriccion
con enzimas especificas conducen a la generacién de RFLPs. Sin embargo, estos métodos
indirectos tienen limitaciones importantes que deben de ser tomadas en consideracion antes
de su aplicacion, estas son: 1) la frecuencia de los polimorfismos alélicos es variable en
diferentes poblaciones, por lo que se requiere conocer la frecuencia de cada alelo en la
muestra a estudiar; 2) la madre debe ser heterocigota para los polimorfismos estudiados
(madre informativa); 3) en la mayoria de los casos la madre debe ser portadoré obligada para
asegurar la asignacion o exclusion del estado de portadora en las hijas y 4) el gen DMD
tiene una frecuencia relativamente elevada de recombinacion intragénica, lo cual puede dar

falsos positivos y falsos negativos.
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Con el proposito de establecer las estrategias para la deteccion de portadoras, en el
presente trabajo se determiné la frecuencia dos RFLPs localizados en la region pERT87:
Taql y Xmnl. Estas frecuencias se compararon con dos poblaciones donde se realizo un
analisis similar y fue diferente a sélo una de ellas (turcos) (p>0.05). Desafortunadamente no
se logré conocer la frecuencia en poblaciones relacionadas con {a nuestra para documentar si
existen diferencias raciales en la distribucion de estos polimorfismos.

Para buscar si existe asociacion entre haplotipos y mutaciones, se calculé la frecuencia
de éstos en los alelos sanos y enfermos, sin embargo no se encontraron diferencias
significativas. Estos resultados posiblemente son el reflejo de la aita tasa de mutacién que
presenta el gen DMD, lo que disminuye la posibilidad de ligamiento entre éstas y marcadores
genéticos ya que, aparentemente cualquier alelo tiene la misma posibilidad de ser mutado.
Particularmente para ésta enfermedad, la importancia del conocimiento de la frecuencia de
los alelos en la poblacion estriba principalmente en su potencial aplicacion en la genética
clinica

Ambos polimorfismos presentaron una alta frecuencia de heterocigocidad en las
madres de los pacientes, siendo el 75.4% de ellas heterocigotas para al menos uno de los
marcadores. Este analisis resultd de gran revelencia ya que, logro diagnosticar al 68.5% de
las 35 hermanas de los casos indice identificando a 9 portadoras y a 15 no portadoras.
Colateral a la deteccion de portadoras, el analisis de RFLPs permiti6 la identificacion de 2
fendmenos de recombinacion y 4 casos donde la mutaciéon ocurrié de rovo en el caso
indice. Estos eventos, por su clara implicacion, fueron tomados en consideracion para el

asesoramiento genético.
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Aunque fue importante el niumero de hermanas en las cuales se logré dar un
diagnostico de certeza, se debe de considerar que la mayoria de las familias en donde se -
incluyeron a las hermanas para el estudio, fueron aquellas donde habia antecedentes
heredofamiliares y que de las 48 madres portadoras probables, solo en 5 se logro el
diagnéstico. Esto adquiere importancia si se considera el hecho de que no existe un
tratamiento definitivo para la enfermedad por lo que su prevencion mediante el
asesoramiento genético y el diagndstico prenatal es fundamental.

Es por ello que es necesario implementar nuevas metodologias que permitan la
deteccion de la totalidad de las mutaciones en los pacientes y en sus familiares femeninas,
como el SSCP que identifica pequefias mutaciones, incluyendo del tipo puntual y PCR
cuantitativo que potencialmente identifica a todas las madres de pacientes con deleciones
'mediante la valoracion de la dosis génica.

Con base en lo anterior proponemos una estrategia para el diagnostico molecular de

las familias con DMD/DMB que se muestra en el siguiente esquema..



Estrategia propuesta para el diagnéstico molecular en DMD/DMB.

IDENTIFICAR DELECION EN CASO PROPOSITO (M-PCR)

U U
DELECION PRESENTE DELECION AUSENTE
U U
EVALUACION DE DOSIS GENICA ANALISIS DE
EN LOS FAMILIARES FEMENINOS Rﬁ'LPs
U BUSQUEDA DE DUPLICACIONES
U Y MUTACIONES PUNTUALES
U 4

ASESORAMIENTO GENETICO
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ANEXO 11

REACTIVOS Y SOLUCIONES
Acrilamida/bisacrilamida 30%
-29 partes de acrilamida

-1 parte de bisacrilamida

-aforar a 100 ml. con agua destilada

Agarosa al 2% y 0.8%
-Aforar con TBE 1X

Bromuro de etidio

*-5 mg. en cada ml.

Cloroformo/isoamilico 24:1
-24 partes de cloroformo

- 1 parte de alcohol isoamilico

dNTPs
ATGyC 10 mM
Enzimas utilizadas en la amplificacion.
Enzima Concentracion
Amplitaq DNA polimerasa 10uU1

fragmento Stoffel

Fenol saturado ( Gibco BRL}
-Disolver 300 ml. de fenol 100% a 68° C

Buffer 10X
100m trisHCl
100mM Kel, pH 8 3
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-Poner en una botella de 500 mi.
200 ml. de agua destilada estéril (ADD)
2 ml. de 2-mercaptoetanol puro
4 ml. de tris Hel 1M, pH 8.0
292.5 ml. de NaOH IN
Ccombinar esta mezcla con los 300 ml. de fenol fundido.

Cubrir la botelia con papel aluminio y dejar el fenol a 4° C toda la noche antes de usarlo.

Buffer de corrida

-Azul de bromofenol 0.25%
-Xilencianol 0.25%
-Ficoll 400 (ADD) 15%

Marcadores de pesos moleculares.

DNA ladder

Este marcador de pesos se encuentra formado por fragmentos de una longitud de 100 a
1,500 pb, con un incremento de 100 pb en cada fragmento.

DNA de 9X174/Hae II1.

Este marcador se prepara a partir de DNA purificado de 8X174 y digerido por completo con
la enzima Hae III. Puede ser utilizado para medir fragmentos de 72 a 1353 pb.

DNA de Lambda/Hind III.

La digestion del DNA del virus Lambda con la enzima de restriccion Hind 11, produce 8
fragmentos de 140 a 20,000 pb, que pueden ser utilizados como marcadores de pesos

moleculares para electroforesis en geles de agarosa y acrilamida.



Preparacion de geles de poliacrilamida.
Porcentaje 7.5%
TBE 5% 1.5ml
Acril/bisacrilamida 30% 2.5 ml.

ADD 59 ml
AP 10% 81.5 ul.
TEMED 8.1l
Vol. final 10 ml.

10%
20ml
3.06 ml.
483 ml.
100 pl.
10 ul.
10 ml.

Amortiguador para lisis de células rojas (RCLB)

-Tris (pH 7.6) 10 mM
-MgCl 5 mM
NaCl 10 mM

Amortiguador para lisis de células blancas (WCLB)

-Tris (pH 7.6) 10 mM
-EDTA (pH 8) 10 mM
-NaCl 50 mM
-SDS 0.2%

-Proteasa (proteinasa K) 200 pg/ml.

TBE 10X (TRIS-BORATO-EDTA)
-Tris-Ac. Borico 89 mM
-EDTA 20 mM

TE (TRIS-EDTA)
-Tris (pH 8) 1.0 mM
-EDTA (pH 8) 0.1 mM

15%

326 ml
5.0mil.
1.56 ml

1.63 pl.
1.63 pl.
10 ml.
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