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TRABAJOS ORIGINALES

Identificacion de deleciones en portadoras de

distrofia muscular de Duchenne

Deletions identification in female carriers of

Duchenne’s muscular distrophy

Dora Fonseca, CLaubIA SiLva, Heibi MATEUS,
CarLos M. ResTREPO * BogoTA, D.C.

Resumen

Objetivos: identificacion de mujeres portadoras en familias con afectados por distrofia muscular
de Duchenne y Becker (DMD/DMB) mediante construccion de haplotipos y determinacion de perdida
de heterocigocidad.

Introduccion: la DMD/DMB es una entidad de herencia recesiva ligada al cromosoma X que se
presenta con debilidad muscular, pérdida progresiva de las habilidades motoras y muerte precoz. Son
causadas por mutaciones en el gen de la distrofina, el cual contiene 79 exones. Se presentan resultados
de dos familias con diagnostico de DMD/DMB, en las que se habia observado previamente delecion
en el gen. Se realizd extraccion de ADN gendmico, seguido de amplificacion de 10 STRs, intragénicos
y extragénicos del gen de la distrofina, se construyeron haplotipos para los afectados y las mujeres
por linea materna en los grupos familiares.

Resultados y conclusiones: con los haplotipos y la determinacion de pérdida de heterocigocidad
se identificod el estado de portadora en mujeres familiares de afectados con delecion, se discute la
aplicacion de este método para la identificacion de portadoras y su implicacion en el asesoramiento
genético (Acta Med Colomb 2008; 33: 63-67).

Palabras clave: ADN, delecion, distrofina, distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular
de Becker, deteccion de portadoras.

Abstract

Objectives: identification of carrier women in families affected with Duchenne’s and Becker’s
Muscular Dystrophy (DMD/DMB) by means of Haplotypes building and the determination of loss
of heterocygocity.

Introduction: DMD/DMB is a recessive inherited disease linked to chromosome X and is pre-
sented with muscular weakness, progressive loss of motor skills and early death. These are caused
by a mutation of the distrophyne gene that contains 79 axons. These are the results of two families
with diagnosis of DMD/DMB, where a deletion of the distrophyne gene there had been previously
observed. Extraction of the genomic DNA was performed followed by amplification of intragenic and
extragenic10 STRs of the distrophyne gene, haplotypes were built for those affected as well as for the
women by maternal line in the family groups.

Results and conclusions: with the haplotypes and the confirmation of loss of heterocygocity we
were able to identify the carrier’s status in family women of those affected with deletion. The utiliza-
tion of this method is being discussed for the identification of carriers and its implications in genetic
counseling (Acta Med Colomb 2008; 32: 63-67).

Key words: DNA, deletion, distrophyne, Duchenne’s muscular distrophy, Becker’s muscular
distrophy, carrier’s detection.
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Introduccién
La distrofia muscular de Duchenne (DMD) y su varian-
te menos severa, la distrofia muscular de Becker (DMB),
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afectan a uno de cada 3.500 varones nacidos vivos en el
mundo y se deben a mutaciones en el gen de la distrofina,
localizado en el brazo corto del cromosoma X, en Xp21
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(1-5). DMD/DMB presentan un modo de herencia ligado
al sexo recesivo, por lo que una mujer portadora tendra un
riesgo del 50% de tener hijos afectados o hijas portadoras
sanas y, estas Gltimas, a su vez transmitiran nuevamente la
enfermedad a la siguiente generacion (6-7).

Publicaciones previas en el mundo muestran que en pro-
medio el 66% de las mutaciones corresponden a deleciones
o duplicaciones de exones del gen de la distrofina y el resto
corresponde a mutaciones puntuales (8). Las deleciones se
distribuyen en dos regiones proclives: la primera, compren-
dida entre los exones 44 al 52 y la segunda entre los exones
1 al 19 (9). El diagndstico molecular de los afectados me-
diante el analisis de 18 exones (de un total de 79 presentes
en el gen), permite identificar de manera directa hasta el
98% de las deleciones (10-12). Sin embargo, en Colombia
la frecuencia de deleciones es solo del 31 al 34%(13), aun
con el andlisis ampliado a 33 exones (datos no publicados).
La baja frecuencia de deleciones en nuestro medio, junto
con el elevado porcentaje de mutaciones sin identificar,
justifican el uso de métodos indirectos, como la construccion
de haplotipos y mediante ellos el analisis de la pérdida de la
heterocigocidad para identificar mujeres portadoras en las
familias con afectados de DMD/DMB.

Un haplotipo es el conjunto de alelos sobre un mismo
cromosoma, el cual se puede construir a partir de diversos
marcadores genéticos, entre ellos las repeticiones cortas
en tandem o STR por su sigla en inglés (Short Tandem
Repeats). Estos STR corresponden a una secuencia de 2 a
6 nucledtidos que se repiten uno detras de otro (ej: ATCA-
TCATCATCATCATC) y se heredan en forma mendeliana
simple. Se caracterizan por una gran variabilidad dentro de
una misma poblacion y por ello son utilizados en pruebas
de identificacion humana, medicina forense, microbiologia
molecular, entre otros.

El concepto de pérdida de heterocigocidad, en la detec-
cion de portadoras de delecion de DMD/DMB, hace refe-

rencia a la ausencia de uno de los dos alelos que deberian
estar presentes en una mujer normal.

En el presente estudio se realizd la construccion de
haplotipos y determinacion de eventos de pérdida de la
heterocigocidad para identificar a las mujeres portadoras de
delecion en el gen de la distrofina, familiares de afectados
por DMD/DMB. Los haplotipos y la pérdida de heteroci-
gocidad se analizaron mediante STRs extra e intragénicos
situados a lo largo del gen.

Material y métodos

Previo diligenciamiento del consentimiento informado, se
recolectaron muestras de sangre periférica anticoagulada con
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) de 14 individuos
pertenecientes a dos familias con afectados de DMD, en
quienes previamente se habfa detectado delecion mediante
PCR miltiplex de 17 exones del gen de la distrofina.

Se realiz0 la extraccion del ADN usando el kit comercial
GFX®. Se amplificaron, mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), diez STR: ocho de ellos ubicados dentro
del gen de la distrofina y dos (DXS1242 y DXS992) flan-
queando los extremos 5’y 3’ del gen. Se utilizaron controles

Tabla 1. STRs analizados.

Sistema Alelos

5" DYSII (DXS1242) 214-228
STR- 2 96-116

STR-7 (DXS205) 227-241
STR-44 (DXS1219) 174-204
STR-45 (DXS1237) 156-184
STR-49 (DXS1236) 227-241
STR-50 (DXS1235) 233-251

STR-51 (DXS1036) 145-151
STR-63 (DXS1214) 210-220
STR-79 (DXS992) 201-211

Figura 1. Distribucion de los STRs analizados en el gen de la distrofina. Se analizaron ocho STRs intragénicos, distribuidos entre en intron 2 (STR I-2) y 63 (STR 1-63) del gen, ast como dos

STRs extragénicos, uno situado en el extremo 5°(DYSII) y el otro en el extremo 3’ (STR I-79).
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negativos y positivos de amplificacion que garantizaron la
calidad del proceso (Tabla 1, Figura 1).

Los amplicones se separaron en geles de secuenciacion
mediante electroforesis vertical durante 200 minutos a
1500V, 60 mA y 50°C y fueron analizados en un secuencia-
dor ALF-Express. Se asignaron los alelos de acuerdo con
el tamafio en pares de bases, seglin lo publicado en www.
dmd.nl/DMD_mPCR .html y se construyeron los haplotipos
utilizando la informacion de los STR analizados para cada
persona. Dicha construccion se realiza identificando los ale-
los presentes en el cromosoma X del afectado lo cual define
el “haplotipo ligado a la enfermedad” (haplotipo de riesgo),
permitiendo diferenciar el cromosoma X que contiene el gen
de la distrofina mutado. Posteriormente, se construyeron los
haplotipos en los demas miembros de la familia y aquellas
mujeres en las que se identificd el haplotipo de riesgo se
consideraron como posibles portadoras.

La pérdida de heterocigocidad se identifica por la ausen-
cia de amplificacion del(os) STR(s) situados en el segmento
delecionado y representan un método directo para identificar
mujeres portadoras. El afectado no mostrara amplificacion
de estos STR.

Resultados

Familia DMD7

El caso indice presenta delecion de los exones 12 al 45
(13). El andlisis de 10 STR permiti6 la construccion del ha-
plotipo en el afectado y los demas miembros de la familia.
El haplotipo del cromosoma X presente en el afectado fue
denominado X* y mostrd una ausencia de amplificacion para
los STR I-44 (DXS1219) e I-45( DXS1237), ambos incluidos
en el segmento delecionado (Figura 2). La madre presentd
haplotipos para cada cromosoma X denominados X* y X&;
si se tiene en cuenta que DMD/DMB presenta una herencia

Figura 2. Genealogia y haplotipos familia DMD 7. Se muestra el haplotipo construido
mediante STR del gen de la distrofina. X" corresponde al haplotipo del afectado (haplotipo de
riesgo), --- En 11,3 indica la delecion en el afectado. El X® corresponde al haplotipo no ligado
a la mutacion. Se observa que en las mujeres 1,2 y 11,2 no hay pérdida de heterocigocidad
para los STR implicados en la delecion del afectado, lo cual se indica en el recuadro.

ligada al X recesiva, se esperaria que la madre del afectado
fuera portadora de la delecion observada en el hijo que fue
la causante del desarrollo de la enfermedad, es decir, el X*
materno ligado con la enfermedad deberia indicar pérdida
de heterocigocidad y por lo tanto ausencia de los alelos
para los STRs 144 (DXS1219) e 1-45 (DXS1237) en dicho
cromosoma. Este resultado esperado no se observo y en el

Figura 3. Genealogia y haplotipos familia DMD 108. Se muestra el haplotipo construido mediante STR del gen de la distrofina. X* corresponde al haplotipo del afectado (haplotipo de ries-
80), X corresponde al haplotipo no ligado a la mutacion, --- indica delecion. Se observa que en las mujeres 1,1y II,1 hay pérdida de heterocigocidad para los STR implicados en la delecion
(recuadro), 11,3 y 11,4 heredaron el cromosoma X* de la madre no ligado a la mutacién y el X© normal del padre indicando su estado de no portadora.
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Figura 4. Electroforetograma familia DMD 7 STR I-44. Se indica un gel de secuenciacion,
con los alelos asignados para el STR I-44. linea 1: MP: marcador de peso de 50-500 pb;
linea 2: productos amplificados para la madre del afectado en donde se aprecia que no hay
pérdida de heterocigocidad; linea 3: Se evidencia que no hay amplificacion en el afectado,
ya que el STR analizado se involucra en la delecion; linea 4: hermana del afectado, no
portadora; lineas 5y 6: sobrinos del afectado, sano y no portadora respectivamente.

cromosoma X* materno estaban presentes los alelos 198 y
180 para los STR 144 e 145 respectivamente (Figuras 2 y 4),
lo que indica que la madre no tiene delecion de este segmento
del gen de la distrofina y por tanto la delecidn en el afectado
es producto de una mutacion “de novo”.

La hermana II,2, present6 haplotipos llamados X® y X,
que indican su estado de no portadora, ya que heredd el
haplotipo de no riesgo de su madre (X®) y el X© sano de
su padre.

Familia DMD108

El caso indice I1,5; presentd delecion de los exones 50-52.
El analisis de 10 STR mostrd en el haplotipo llamado X*,
ausencia de amplificacion para los STR 1-49 (DXS1236),
1-50 (DXS1235) e I-51(DXS1036), que estan incluidos en el
segmento delecionado (Figura 3). La madre del paciente I,1
y una de las hermanas II, 1, presentaron un haplotipo idéntico
al del afectado (X*), la ausencia de amplificacion para uno de
los dos alelos en estos STR permiten determinar la pérdida
de heterocigocidad, confirmando su estado de portadora de
la enfermedad (Figuras 3y 5).

Las hermanas 11,3 y 11,4, heredaron el haplotipo materno
no ligado a la enfermedad (X®), descartandolas como por-
tadoras (Figura 3).

Discusion

Las DMD/DMB son entidades frecuentes, progresivas
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
del 50% de hijos varones afectados e hijas portadoras. La
prevencion primaria de DMD/DMB se basa en identificar
e informar a las mujeres el riesgo de heredar la enfermedad
a su descendencia.

La determinacion del estado de portadora de deleciones
se puede abordar por diferentes estrategias que tratan de

e

Figura 5. Electroforetograma STR I-50 familia DMD 108.. Se indica un gel de secuenciacion,
con los alelos asignados para el STR I-50. linea 1: MP: marcador de peso de 50-500 pb;
linea 2: productos amplificados para el padre del afectado en ; linea 3: producto amplificado
para la madre del afectado, hay pérdida de heterocigocidad; linea 4: hermana del afectado,
se observa solo un alelo heredado del padre, indicando para el otro cromosoma X delecion
en este STR, indicando la pérdida de heterocigocidad; linea 5: hermana del afectado, que
indica la presencia de los dos alelos esperados, lo que demuestra su condicion de no por-
tadora; linea 6: se evidencia ausencia de amplificacion del afectado, por delecion; linea
7: hermano sano del afectado.

obviar el problema metodoldgico que genera la presencia
de una copia normal del gen de la distrofina, en las portado-
ras. Por esta razon algunos autores han utilizado la técnica
Hibridacion Fluorescente In situ (FISH), mediante sondas
especificas que sefialan la presencia o ausencia de uno o
varios exones sobre el cromosoma X, sin embargo, ésta solo
es til cuando el paciente afectado presenta una delecion
confirmada (14). Estudios moleculares previos desarrollados
por nuestro grupo de investigacion han indicado que sdlo el
31% de los pacientes presentan deleciones (13), por lo que el
FISH es una alternativa poco informativa para la poblacion
colombiana de afectados y sus familiares. Otro método de
identificacion de portadoras consiste en el analisis de la
dosis génica, a través de densitometria o mediante PCR en
tiempo real (15), esta Gltima es la mas sensible y especifica,
pero en la actualidad su acceso es limitado.

El analisis del gen de la distrofina mediante STR, es una
alternativa que permite la deteccion de portadoras de DMD/
DMB de manera indirecta o directa. En el presente estudio
se analizaron 10 STR que permitieron construir haplotipos e
identificar los cromosomas X de los afectados y sus familias.
La deteccion de portadoras mediante analisis indirecto se rea-
liza identificando el cromosoma X ligado a la enfermedad, a
través de la construccion de haplotipos, permitiendo reconocer
y rastrear en las familiares del afectado por linea materna, si
portan o no el cromosoma con el haplotipo de riesgo, indicando
con un 80% de certeza el estado de portadora o no portadora
(sensibilidad dada por los posibles eventos de recombinacion
del gen). En la deteccion directa mediante STR, la construccion
del haplotipo analizado junto con el hallazgo de la pérdida de
heterocigocidad, logra identificar con un 100% de certeza las
mujeres portadoras de delecion del gen.

En la familia DMD7, el afectado (II,3), mostrd en su
tnico cromosoma X el haplotipo X*, en donde no se obser-



TRABAJOS ORIGINALES ¢ Deleciones en portadoras de distrofia muscular

v6 amplificacion para los STRs [-44 e 1-45, localizados en
los intrones 44 y 45, ambos incluidos en la region afectada
por la delecion (exones 12 al 45), observada en estudios
previos (13). A la madre del afectado (I,2) quien no tenfa
historia familiar de DMD/DMB, se le pudo identificar
como no portadora de la delecidon en células sanguineas,
porque, a pesar de compartir con el afectado el haplotipo
XA, ella mostro6 amplificacion de los STR 1-44 e 1-45. Sin
embargo, este hallazgo no descarta completamente el estado
de portadora, por posibles eventos de mosaicismo gonadal,
los cuales consisten en la presencia de una mutacion de
novo en el gen de la distrofina, que esta sdlo en algunos
de los gametos, mientras que otros portaran un gen de la
distrofina normal. Los eventos de mosaicismo gonadal se
han informado en la literatura con una frecuencia hasta del
20% (16). La identificacidon de estos eventos debe tenerse
en cuenta en el asesoramiento genético, por cuanto el ries-
go para las mujeres con mosaicismos no es predecible, ya
que no se conoce el porcentaje de 6vulos portadores de la
mutacion. La hermana del afectado (I1,2), no presento ni el
haplotipo ligado a la mutacion, ni deleciones, por lo que se
le identific6 como una mujer no portadora, al igual que la
sobrina del afectado, III,1 (Figura 4).

En la familia DMD108, el caso indice I1,5, presentd dele-
cion de los exones 50 al 52 y el haplotipo ligado a la muta-
cion se denomind X*. La madre (I, 1), presentd el haplotipo
XA con la ausencia de amplificacion de los STR 1-49, I-50 e
I-51, confirmandose como portadora de la mutacion causal
de DMD. El anilisis del drbol genealdgico completo indica
que el cromosoma X*que porta la delecion fue heredado por
el abuelo materno del afectado, es decir, la mutacion en la
familia tuvo su origen en sus espermatozoides. Esta obser-
vacion es acorde con lo descrito en la literatura que indica
que los espermatozoides sufren frecuentemente mutaciones
de novo, que determinan estados de mosaicismo gonadal
que generan enfermedades genéticas de herencia recesiva
ligada al X (17). En el anélisis de la hermandad del afecta-
do se identifico a una hermana (II,1) como portadora de la
mutacion al poseer el haplotipo X* y dos hermanas mas no
portadoras 11,3 y I1,4.

De esta manera se demuestra que la construccion de
haplotipos junto con el anélisis de pérdida o no de heteroci-
gocidad son atiles para establecer el estado o no de portadora
en familias con DMD/DMB. Otros estudios han mostrado
hallazgos similares, detectando portadoras y mutaciones
de novo, a través de la construccion de haplotipos intra y
extragénicos (18, 19).
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