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Deteccion de portadoras de distrofia muscular de Duchenne en
familias colombianas mediante andlisis de microsatélites’

Dora Fonseca, MSc?, CLaubiA TAMAR SiLva, MSc2, Heipi MaTEus, MSc?

RESUMEN

Introduccién: Las distrofias musculares de Duchenne y Becker son enfermedades recesivas ligadas al cromosoma X; la
identificacion de portadoras se puede hacer por métodos directos cuando se ha identificado la mutacién, o porindirectos como

el analisis de haplotipos.

Objetivo: Se busca establecer mediante analisis de STRs y construccién de haplotipos el estado de portadora o no

portadora en 37 familias con afectados por DMD/DMB.

Metodologia: Se estudiaron 174 personas mediante el analisis de 10 STRs intra y extragénicos del gen de la distrofina y
la construccién de haplotipos para la identificacion del ligado a la mutacién.

Resultados: Con la metodologia mencionada se logré determinar el estado de portadora en 89.2% de las mujeres
participantes, de las cuales 65.7% eran portadoras y 23.5% no portadoras.
Conclusiones: El analisis indirecto mediante construccién de haplotipos permitié establecer el estado de portadora en una

gran proporcién de la poblacion analizada de mujeres y permitié brindar un adecuado asesoramiento genético.
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Carrier detection of Duchenne muscular dystrophy in Colombian families by microsatellite analysis

SUMMARY

Introduction: The muscular dystrophies of Duchenne and Becker are Xinked recessive neuromuscular disorders; the
carrier testing protocols include mutation detection or linkage analysis.

Objective: The aim of this investigation was to use the segregation analysis of STR loci to determine the carrier status

in 37 families with DMD/DMB.

Methods:From 37 families 174 individuals were studied through segregation of 10 intra and extragenic short tandem repeats

(STR) in the members of the family.

Results: The carrier status of 89.2% women of the tested group could be assigned by linkage analysis, 65.7% carriers and

23.5% non-carriers

Conclusions: Linkage analysis was proven to be a powerful tool for the carrier detection in DMD/BMD and should be taken

into account in genetic counselling practice.

Keywords: Duchenne; Carrier; Diagnostic; Colombia; STR.

Las distrofias musculares de Duchenne y Becker
(DMD/DMB) son variantes alélicas de la misma enfer—
medad recesiva ligada al X, debidas a mutaciones en el
gen de la distrofina, ubicado en el brazo corto de este
cromosoma. La DMD afecta a 1 de cada 3,500 varones
nacidos vivos, mientras que la variante menos severa
(DMB) se presenta en 1 de cada 7,000 nifios'. Aunque
las funciones de esta proteina no estan esclarecidas por
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completo, se sabe que participa en procesos de sefiali-
zacion intracelular, control del calcio intracelular y
anclaje de la membrana del sarcolema, lo cual permite
una buena y eficiente contraccién muscular. Su ausen-
cia produce deterioro muscular progresivo y la muerte
hacia la segunda década de la vida en la DMD y hacia
la quinta década en la DMB?3.

Esta enfermedad sin cura conocida, genera disca-
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pacidad en los afectados y un alto impacto econémico y
social en sus familias. Por ello se ha hecho un gran
esfuerzo en el diagnéstico de portadoras para ofrecer
alternativas reproductivas como la donacién de 6vulos,
adopcién, diagnéstico pre-implantacién entre otras.

El diagnéstico de portadoras se ha hecho mediante
diversos métodos tanto directos como indirectos; dentro
de los métodos directos se tiene el southern blott, la
determinacién de dosis génica mediante densitometria,
analisis de secuenciacion y mas recientemente la técni-
ca de amplificaciéon con sondas miiltiples que dependen
de ligaciéon (MLPA)%7. Dentro de los métodos indirec—
tos se han utilizado los RFLPs (fragmentos de restric-
cion de longitud polimérfica) y los STRs (short tandem
repeats), cuya informatividad en ambos casos depende
de su heterocigocidad, la cual varia para las diversas
poblaciones; la mayor dificultad del analisis de ligamiento
mediante los RFLPs son los casos de recombinacién®.
Dentro del gen dela distrofina, se han localizado un gran
ndmero de STRs que se ubican a lo largo del gen y en
sus regiones extremas; esto contribuye a disminuir el
riesgo de no descubrir casos de recombinacién.

Hay estudios®'? que informan el uso de STRs con
heterocigocidades que oscilan entre 37% y 93.3%°'°,
su uso se ha extendido particularmente en las familias
donde no se demuestra delecion ni duplicacion, Millar et
al."'', lograron establecer haplotipos y el diagnéstico
indirecto en 39% de las familias analizadas, con poli-
morfismos CA en la region 3’; Ferreiro et al.'?, estable-
cieron el estado de portadora o no portadora en 75% de
las 52 familias analizadas al emplear 11 STRs.

El objetivo de este trabajo fue establecer mediante
analisis de ligamiento y construccién de haplotipos, el
estado de portadora o no portadora en 37 familias con
enfermos de DMD y determinar si en algunas mujeres
se observa la ausencia de un alelo que deberia portar
obligatoriamente, lo que se conoce como pérdida de
heterocigocidad, y que indique delecién de este segmen-—
to del gen de la distrofina.

METODOS

Para identificar las portadoras de DMD mediante
analisis indirecto, se estudiaron 174 personas pertene-
cientes a 37 familias con pacientes afectados de DMD.
En 19% de los casos hubo delecién en uno o varios
exones del gen de la distrofina, segtn los informes de
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Silva et al.’® El 73% de los casos esporadicos, sin
antecedentes familiares de esta entidad. En la poblacién
total se estudiaron 43 afectados, 102 mujeres familiares
por linea materna y 29 hombres sanos. Previo consen-
timiento informado, aceptado por el Comité de Eticadel
Instituto de Ciencias Basicas de la Facultad de Medicina
dela Universidad del Rosario, y segiin los lineamientos
delaResolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Protec-
cién Social, se tomaron muestras de sangre para extrac—
cion de ADN mediante el kit GFX (Invitrogen). En
algunos casos se usaron muestras que reposan en el
banco de ADN del laboratorio de Biologia Molecular y
Celular de la Universidad del Rosario, provenientes de
personas que autorizaron su uso en la investigacion. Se
estandariz6 la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para la amplificacion de diez microsatélites o
STRs dinucleotidicos con unidad de repeticién (CA)n
situados a lo largo del gen de la distrofina, dos fueron
extragénicosy ocho intragénicos (Cuadro 1 y Figura 1).
La PCR se hizo con los primers previamente descri-
tos'4. Para los STR DXS1242 y DXS992 se us6 una
mezcla de PCR a 20 pl, con reactivos de Promega para
mantener las siguientes concentraciones: amortiguador
1X, MgCl, 3mM, DNTP 0.8mM, Taq DNA polimerasa
3U y 300ng de DNA. Para el resto de los microsatélites
analizados se modificé la concentracién de MgClI, a
1.5mM,DNTP0.2mMy 1.2 U de Taq DNA polimerasa.
Las reacciones de PCR para 9 microsatélites se hicie-
ron en el termociclador MJ research, a 94°C por 6
minutos, 32 ciclos de 94°C por 30 seg, 50°C por 30 seg,
72°Cpor30segy72°Cpor5 min. EISTR-50 (DXS1235)
se amplificé con 25 ciclos de: 94°C por 30 seg, 62°C por
30seg, 65°Cpor2 miny 65°C por 7 min. En cada montaje
se us6 un control negativo de amplificacién donde se
agregaba agua en vez de ADN con el objeto de verificar
la presencia de posibles contaminantes de PCR. Los
productos amplificados se sembraron sobre geles de
poliacrilamida desnaturalizante (Reprogel® Pharmacia)
y se corrieron en electroforesis vertical durante 200
minutos a 1500V, 60mA y 50°C en el secuenciador
semiautomatico ALF EXPRESS. El anilisis se efectué
con las aplicaciones ALFWiny Allelinks, que permitie-
ron asignar los alelos, segiin el tamafio en pares de bases
delos productos obtenidos para cada individuo analiza-
do. En cada corrido se usaron marcadores externos de
50-500pb (Amersham) e internos 250 6 300pb
(Amersham) que permitian asignar el alelo (Figura 2).
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Figura 1. Distribucion de los microsatélites (CA)n analizados en el gen de la distrofina

Cuadro 1
Marcadores microsatélites (CA)n analizados

Sistema Alelos
5'DYSII (DXS1242). Extragénico 214228
STR-2. Intragénico 96-116
STR-7 (DXS205). Intragénico 227241
STR-44(DXS1219). Intragénico 174204
STR-45(DXS1237). Intragénico 156-184
STR-49(DXS1236). Intragénico 227241
STR-50(DXS1235). Intragénico 233251
STR-51(DXS1036). Intragénico 145-151
STR-63(DXS1214). Intragénico 210220
STR-79 (DXS992). Extragénico 201211

La informacién alélica se organizé y se analizé para
cada familia y se realizé la construccién del haplotipo
para cada miembro del estudio, tomando como base el
haplotipo de riesgo presente en el afectado (Figura 3).

Con base en los haplotipos, se determiné mediante
recuento directo el nimero de mujeres que compartian
el haplotipo de riesgo y que por tanto eran portadoras.
Mediante asesoramiento genético personalizado se en-
tregd a cada participante su resultado y en los casos de
las mujeres portadoras de DMD se les informé acerca

de los riesgos de recurrencia y sus opciones reproduc-
tivas.

La heterocigocidad para cada sistema analizado se
determiné mediante conteo directo en las mujeres de la
filial 1. El porcentaje de portadoras identificadas con la
técnica propuesta se compard con el descrito en otras
poblaciones (Cuadro 2).

RESULTADOS

Con los métodos descritos se determiné el estado de
portadora en 89.2% de las mujeres estudiadas, de ellas
67 (65.7%) eran portadorasy 29 (23.5%) no portadoras.
Las mujeres que poseen el haplotipo de riesgo que hay
en los afectados se consideran como portadoras, y
tienen una probabilidad de 50% de tener hijos varones
con DMD.

El origen del haplotipo ligado a la enfermedad se
pudo determinar en 11 familias, gracias a la posibilidad
de analizar abuelas y/o abuelos maternos del enfermo.
En 7 casos, el haplotipo lo transmiti la abuela y en 4 el
abuelo.

Los STRs utilizados mostraron heterocigocidad en-
tre 35.1% y 81.1% (Cuadro 3). Los STR-45y 49, fueron
los mas informativos y el STR-7 present6 la mayor
homocigocidad enla poblacion de estudio. En 10.8% de
las familias fueron informativos sélo dos sistemas, en
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Figura 2. Electroforetograma con asignacion alélica para el STR-44
(DXS1219). Carril 1. Marcador externo (50-500pb). Carril 2. Madre portadora
235/247). Carril 3 y 4. Paciente afectado (247). Carril 5. Hermano sano (235).

Carril 6. Hermana portadora (235/247)

Cuadro 2
Deteccion del estado de portadora mediante la
construccion de haplotipos con STRs,
comparados con otros paises

Numero % de deteccion
STRs de estado de Ref.
evaluados portadora

11 75.0 FerreiroV. 2005
5 58.8 Huang W. 2004
6 91.6 ChaturvediLS 2001
4 935 ChaturvediLS 2000
4 74.8 Baranzini S 1998
2 36.5 BachratiCZ 1998
5 79.4 Delgado-Luengo W

2002
10 89.2 Presente investigacion

8.1% lo fueron nueve, y en el resto entre 4y 6 STRs, por
lo que se puede considerar éste como el minimo por usar
en el momento de hacer este tipo de anilisis.

10

DISCUSION

Las DMD/DMB son entidades frecuentes, progre—
sivas y letales, para las que no se ha logrado, hasta la
fecha, un tratamiento efectivo. Por tener un modo de
herencia ligado al X recesivo, las mujeres portadoras
tendran un riesgo de 50% de tener hijos varones afec-
tados e hijas portadoras. La prevencién primaria de
DMD/DMB se basa en identificar e informar a las
mujeres el riesgo de heredar la enfermedad a su descen-
dencia.

Para establecer estado de portadora se pueden
seguir distintos métodos a fin de evitar el error que se
genera en el analisis molecular, cuando la causa de la
DMD/DMB es la delecion o duplicacién de uno o mas
exones, donde la presencia de una copia del gen normal
a pesar de la presencia o ausencia de la mutante en las
portadoras, oculta y hace que la mutacién no sea
facilmente evidenciable. Por ejemplo, si un nifio sufre
DMD/DMB, muestra delecién del exén 19 y su madre
es portadora, ella sera heterocigota, pues un alelo
presentard el exon 19 mientras que el otro no. Sise hace
en la madre el analisis molecular, se tendra banda de
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Figura 3. Haplotipos construidos a partir de STR intra y extragénicos para
determinar estado de portadora. X*: Cromosoma X materno con haplotipo de
riesgo. X8: Cromosoma X materno con haplotipo de no riesgo. X¢: Cromosoma
X Paterno. Mujeres I1 y 112 Portadoras de Haplotipo de Riesgo para DMD/DMB

Cuadro 3
Heterocigocidad determinada en los
microsatélites analizados

Sistema Heterocigocidad observada
(%)
5'DYSI1(DXS1242) 59.4
STR-44(DXS1219) 64.9
STR-45(DXS1237) 81.1
STR-49(DXS1236) 81.1
STR-50(DXS1235) 56.7
STR-63(DXS1214) 62.1
STR79(DXS992) 56.7
STR-2 59.4
STR-51(DXS1036) 51.3
STR-7 (DXS205) 35.1

amplificacién para el ex6n 19 que enmascara el diagnés-
tico del segmento ausente.
Porestarazén algunos autores' utilizan la técnica de

hibridacién fluorescente in situ (FISH), con sondas
especificas que sefialan la presencia o ausencia de un
exon sobre el alelo, método de costo econémico consi—
derable y dtil sélo cuando el paciente presenta una
delecién'®; de hecho, segin Silva et al.l3 y en una
elevada proporcion de casos de otras latitudes, s6lo 31%
de los pacientes presentaron deleciones, por esto se
considera el FISH como una alternativa poco informa-
tiva para la poblacién colombiana de enfermos y sus
familiares.

Otro método para reconocer portadoras consiste en
el analisis de la dosis génica, con densitometria 0 me-
diante PCR en tiempo real'é, el cual de nuevo se limitara
apenas a los pacientes cuya mutacién sea delecién o
duplicacién. Por otra parte, la secuenciacién completa
del gen de la distrofina seria una alternativa valida para
identificar cualquier tipo de mutacion en los enfermos,
aunque no permite identificar aninguna mujer portadora
de deleciones o duplicaciones, ademas de ser una
técnica costosa'’.

Como se menciond antes, un nimero considerable

11
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de casos de DMD/DMB no presentan delecién, por lo
que se necesitan analisis de mutaciones de tipo indirec-
to, por ejemplo, la construccion de haplotipos mediante
el estudio deregiones polimoérficas al interior o alrededor
del gen de interés, como en efecto son los STRs'822,

Cada STR presenta varios alelos que permiten cons-
truir haplotipos e identificar el haplotipo de riesgo para
asireconocer alas mujeres portadoras del haplotipo que
estdin en riesgo de transmitir la DMD/DMB a su
descendencia (analisis indirecto de una mutacién).

En el presente estudio, se logré determinar el estado
de portadora en un alto nimero de mujeres analizadas
(89.2%); esto permiti6 el asesoramiento acerca de los
riesgos de tener hijos afectados o hijas portadoras e
indicar estrategias reproductivas alternas, que constitu—
yen la dnica forma de prevenir esta enfermedad alta-
mente discapacitante y sin tratamiento conocido?*%4,
Los analisis indirectos en otras poblaciones mundiales
indican valores que oscilan entre 36.5% y 93.5%; con
evaluacién de entre 4 y 6 STRs (Cuadro 3)%!2%528;
estos resultados se deben analizar con cautela, pues con
eluso de pocos STRsy solamente intragénicos se puede
perder la evidencia de procesos de recombinacion, que
son comunes a lo largo del gen de la distrofina por su
gran longitud (2.4Mb), con valores de 9% a 12%?%. Una
recombinacion entre el marcador utilizado y el exén de
interés puede causar errores diagndsticos porque una
mujer portadora con el haplotipo de riesgo podria no
tener la mutacién en el exén de interés o, por el contrario,
puede poseer el haplotipo no ligado a la mutacién y
portar la enfermedad?%, esta situacién obliga a esta—
blecer como indeterminada la condicién o no de porta-
dora en las mujeres con evidencia de recombinacién.

La adecuada asignacién de portadoras o no portado-
ras a través de haplotipos construidos con STRs se logra
gracias a la informatividad de los sistemas utilizados,
que depende de la heterocigocidad de cada uno de ellos;
los sistemas que mostraron un alta informatividad en
este estudio también se informaron con alta heteroci-
gocidad en otras poblaciones?6?82%, Los sistemas como
el STR-63 (DXS1214), STR-2 y STR-79 (DXS992),
poco usados en el anilisis de portadoras, demostraron
una alta heterocigocidad, lo que determina que se
deberian utilizar para la construccién de haplotipos. La
informatividad de estos sistemas supera incluso la del
STR-50 que se usa comdnmente para este fin. En
Colombia una publicacién previa®' hecha con sélo 2

12
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STRsintragénicos demostré una baja eficiencia de 32%
en identificar portadoras de DMD/DMB.

El origen del haplotipo deriesgo se logré determinar
en algunas familias (10.8%) y fue predominantemente
masculino (63.6%), resultado acorde conlo que informa
la literatura donde se asocian los surgimientos de las
mutaciones causantes de DMD/DMB a sucesos duran—
te la espermatogénesis del abuelo materno del caso
afectado. Como el error de replicacion durante la divi-
sion celular es la mayor fuente de mutacion, el alto
ndmero de divisiones celulares durante la espermato-
génesis lleva a que éstas se generen sobre todo en la
Iinea germinal paterna. La continua produccion de
esperma durante la vida adulta puede implicar que las
células germinales masculinas sean mas sensibles a
envejecimiento y senescencia por varios factores, por
ejemplo acumulacién de mutaciones en genes compro-
metidos en la maquinaria de reparacién. Por iltimo, la
divisi6n celular en oogénesis es slo prenatal, mientras
que muchas divisiones en espermatogénesis ocurren
luego de la madurez sexual. La mutacién generadaen la
lIinea germinal paterna, se puede transmitir a sus hijas, y
determina que ellas sean portadoras®32.

Elanalisisindirecto mediante construccién de haplotipos
con 2 STRs extragénicos y 8 intragénicos permitio estable-
cer el estado de portadora en una gran proporcién de la
poblacion analizada de mujeres, que permite dar asesora—
mientos genéticos adecuados. Como en estudios previos
hechos en la poblacién colombiana de enfermos se deter-
mind unabaja proporcion de deleciones, el anlisis indirecto
responde a la necesidad de identificar portadoras mediante
la asignacion del haplotipo de riesgo o ligado ala enferme-
dad, y permite ofrecer a estas familias una explicacion de
los riesgos y de las opciones reproductivas.
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