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Resumen Abstract

Fundamento: Las distrofias musculares de Duchenne y Foundation: Duchenne and Becker muscular
de Becker son enfermedades neuromusculares dystrophies are progressive neuromuscular diseases
progresivas, con un patron de herencia recesivo ligado with a pattern of recessive inherited link to

al cromosoma X y causadas por mutaciones en el gen chromosome X and caused by mutations in the gene
que codifica para la distrofina. El estudio de posibles which codifies for dystrophin. The study of possible
portadoras en las familias afectadas resulta crucial, ya carriers in affected families is crucial since it generates
que genera expectativas y opciones frente al expectations and options on genetic advisory.
asesoramiento genético. Objective: to describe the molecular diagnosis of
Objetivos: describir el diagnéstico molecular de Duchenne/Becker muscular dystrophy in a family
distrofia muscular de Duchenne/Becker en una familia without pathological antecedents of the disease.

sin antecedentes patoldgicos de la enfermedad. Methods: an experimental study was developed about

Métodos: se realizé un estudio experimental, de las the deletions of Duchenne/Becker gene of muscular
deleciones en el gen distrofia muscular de dystrophy, in a patient with clinical diagnosis of the
Duchenne/Becker, en un paciente con diagndstico disease. It was used multiple PCR technique following
clinico de la enfermedad, para lo cual se empled la the methods described by Beggs and Chamberlain. In
técnica de PCR-multiplex siguiendo los métodos addition, the women of the family were studied by the

descritos por Beggs y Chamberlain. También fueron analysis of polymorphic markers through short
estudiadas las mujeres de la familia, a través del repetitions in (CA) n tandem.

andlisis de marcadores polimdérficos mediante Results: deletions of exons from 47 to 52 were
repeticiones cortas en tandem de (CA)n. identified in the patient; so as the precedence of the X
Resultados: fueron identificadas en el paciente chromosome related to the disease (maternal
deleciones de los exones 47 al 52; asi como la grandfather). It was determined the state of non-carrier
procedencia del cromosoma X ligado a la enfermedad in three women of the family. It was not possible to

(abuelo materno). Se determind el estado de no exclude germline mosaicism in the childs mother.
portadora en tres mujeres de la familia. No se pudo Conclusion: the occurrence of a novo mutation was

excluir mosaicismo germinal en la madre del nifio. inferred. The molecular diagnosis allowed confirming
Conclusion: se infirié la ocurrencia de una mutacién de the diagnosis of the affected child; in addition it was
novo. El diagndstico molecular permitié la confirmacién possible to offer adequate genetic advisory to the
diagnéstica de la enfermedad en el nifio afectado, family.

ademads de la posibilidad de brindar un adecuado

asesoramiento genético a la familia. Key words: Muscular dystrophy, duchenne,

chromosome deletion, pathology, molecular, genetic
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INTRODUCCION

Las distrofias musculares de Duchenne (DMD) y
de Becker (DMB) son enfermedades
neuromusculares progresivas con un patrén de
herencia ligado al cromosoma X, causadas por
mutaciones (grandes deleciones, duplicaciones y
pequefias mutaciones) en el gen DMD que
codifica para la proteina distrofina. Este gen
contiene 2,4 Mb y esta constituido por 79 exones.*?
Las grandes deleciones de uno 0 mas exones son
las mds frecuentes entre las mutaciones del gen
y se presentan en el 68,5 % de los casos.!

El gen DMD presenta una alta tasa de mutacién y
se estima que uno de cada tres casos es causado
por una mutacién de novo.*? El modo de herencia
recesivo ligado al cromosoma X, hace que las
mujeres portadoras tengan un 50 % de
probabilidad de tener hijos varones afectados e
hijas portadoras. Esta informacién es crucial, ya
que el conocimiento preciso de la condicién de
portadora o no portadora genera expectativas y
opciones relacionadas con el asesoramiento
genético.*?

En Cuba, la introduccién de algunas técnicas de
biologia molecular como la PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa) -multiplex y el analisis
indirecto mediante la construcciéon de los
haplotipos usando repeticiones cortas en tandem
de (CA)n (STR por su nombre en inglés Short
Tandem Repeats), han hecho posible el analisis
de este gen. Ello ha permitido la confirmacion
diagndstica en nifios con sintomatologia clinica
de DMD/B, asi como la identificacién de mujeres
por linea materna portadoras de la enfermedad y
el diagndstico prenatal entre las semanas 18-20
del embarazo en aquellas familias con
antecedentes de un nifo afectado.*?

El presente estudio tiene como objetivo describir
el diagnéstico molecular de distrofia muscular de
Duchenne/Becker en wuna familia sin
antecedentes patoldgicos de la enfermedad.

METODOS

Se realizé un estudio experimental para analizar
las deleciones en el gen DMD en un paciente de
tres afios de edad, con diagndstico clinico de la
enfermedad; los marcadores polimérficos
mediante repeticiones cortas en tandem de

(CA)n en las mujeres de la familia para
identificarlas como portadoras y no portadoras
de la enfermedad; y el haplotipo en la familia.

El nifio comenzé a ser atendido en la consulta de
neurogenética del Instituto de Neurologia y
Neurocirugia en el afio 2012, debido a la
presencia de sintomatologia clinica de DMD.
Luego de la confirmacién diagndstica, la familia
asistié a la consulta de asesoramiento genético y
se orientd entonces el estudio de las mujeres de
la familia, para conocer su condicién de
portadoras.

Previo consentimiento informado de padres del
paciente y sujetos del estudio (seis miembros de
la familia), se tomaron 5 ml de muestras de
sangre periférica en tubos con EDTA al 5,6%,
necesarios para el analisis indirecto. La
extraccién de ADN gendmico se realizé mediante
la técnica de precipitacion salina.®

En el caso del paciente, la muestra se analizé
para identificar las deleciones de 18 exones
localizados en los puntos calientes del gen DMD
mediante la técnica de PCR-multiplex segun los
métodos descritos previamente por Chamberlain
y Beggs,'®” con las variantes de tres reacciones
independientes para el estudio de nueve exones
siguiendo a Chamberlain (mezcla A: 8, 17, 44 y
51; mezcla B: 4, 12, 18 y 45; mezcla C: 44 y 48)
y dos reacciones independientes para el estudio
de los otros nueve exones siguiendo a Beggs
(mezcla 6 exones: promotor, 3, 6, 13, 43, 52;
mezcla 3 exones: 47, 50 y 60). El ADN de un
sujeto masculino sano sirvié de control positivo, y
una reaccién sin ADN, como control negativo de
amplificacién. Posteriormente, 15 pL de los
productos de amplificacién y 5 yL del marcador
de peso molecular pGEM (Promega) fueron
resueltos en una electroforesis en gel de agarosa
al 3 % y los geles, tefiidos con bromuro de etidio.
Los resultados fueron visualizados en un
transiluminador (Bioblock Scientific).

La condicién de portadora o no portadora en las
mujeres con riesgo se determiné a través del
analisis de cuatro microsatélites o STRs situados
en el gen DMD (3°CA, STR49, STR50y 5" DYS II),
disponibles en el laboratorio en ese momento
(Tabla 1) y la construccién de los haplotipos,
mediante la identificacién del alelo mutado por
segregacién de estos marcadores polimérficos.**°
El haplotipo de cada STR fue establecido sobre la
base de la movilidad electroforética de cada alelo.
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Tabla 1. Marcadores microsatélites {CA)n analizados en el gen de la distrofina.

Microsatélite DMD

Localizacion en el gen

Tamafio en pb Alelos Heterocigosis

5" DYSII (DX51242)

STR-49 (DXS51236) Intrén 49
STR-50 {DXS51235) Intrén 50
3 CA (DX51234) Exdn 79

Promotor 5" Dp427c

206 8 0.77
249 19 0.93
241 6 0.72
133 5 0.34

Fuente: Markers in and around the dvstrophin gene. Leiden Muscular Dystrophy pages [Intemet]. Leiden:
Center for Human and Clinical Genetics, Leiden University Medical Center; 2001 dtade 12 Dec 2017]. Disponible

en: hitp:/ fwanw.dmd.nlfca_dmd.html.

Para los STRs se usé una mezcla de PCR a un
volumen final de 25 L, con los reactivos y a las
concentraciones siguientes: solucién tampdn STR
10X a 1X (Promega), 0,04 U/ul de Tag DNA
polimerasa (Promega), 1,5 uM de cada primer
Eurogentec y 100 ng de ADN gendmico. Las
amplificaciones se hicieron en un termociclador
(Mini Cycler™ MJResearch, PTC-150) en las
condiciones especificas para cada STR. Para los
STRs 49 y 50, se hicieron a 94 °C por cuatro
minutos, 25 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 62
oC por 30 segundos, 65 °C por dos minutos y 65
oC por siete minutos. Para el STR 3°CA se
hicieron a 94 °C por cinco minutos, 25 ciclos de
94 °C por 15 segundos, 60 °C por 30 segundos,
94 °C por dos minutos y 60 2C por cinco minutos.
Para 5'DYSII se hicieron a 94 °C por siete
minutos, 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55
oC por cuatro minutos, 72 °C por un minuto y 72
oC por diez minutos. Para cada estudio de STR se
usé un control negativo de amplificacién.

Los productos amplificados (15 ul) y 5 pl de un
marcador de peso molecular [pGEM (Promega) o
Gel Pilot® DNA Molecular Weight Markers
(QIAGEN)] se aplicaron sobre geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 8 % y se
corrieron en electroforesis vertical durante cuatro
horas a 560 V, 50 mA. Posteriormente se tifieron
los geles en una solucién de bromuro de etidio y
se visualizaron en un transiluminador (Bioblock
Scientific).

En el afio 2017 se adquirié en el laboratorio un
fotodocumentador Multi Doc-It™ Imaging
Systems UVP acoplado a un trasiluminador
Benchtop UV UVP, y acorde a la disponibilidad de

muestras de la familia, algunos STRs fueron
repetidos y estos geles de poliacrilamida fueron
retratados.

Este trabajo ha sido aprobado por el Comité de
Etica de la Investigacién Cientifica y por el
Consejo Cientifico del Instituto de Neurologia y
Neurocirugia.

RESULTADOS

El estudio directo para los 18 exones evaluados
del gen DMD permiti¢ identificar en el paciente
deleciones de los exones 47 al 52. Con los
estudios indirectos se determiné el origen del
haplotipo ligado a la enfermedad, gracias a la
posibilidad de incluir en el analisis a la abuela y
abuelo maternos. Los loci 3°CA, 5 DYS Il, STR 50
y STR 49 mostraron 2, 2, 3 y 2 alelos diferentes,
respectivamente para esta familia. (Figura 1).

La familia resultd informativa solo para los
marcadores 3'"CA y 5'DYS Il, y con ellos se
identificd que el cromosoma X portador de la
delecién fue segregado a partir del abuelo
materno (I-2), lo cual se observa mas
detalladamente a través del patrdn
electroforético de alelos para STR 3"CA. (Figura
2). Del analisis de haplotipos para estos
marcadores, claramente se definié que la abuela
(I-1) y tia del paciente (lI-1) no eran portadoras vy,
por tanto, no presentaban riesgo de tener hijos
afectados por DMD. Para los STRs 49 y 50 no se
obtuvo amplificacién en el paciente y para el STR
50 la madre del enfermo (II-3) mostré
homocigocidad o pérdida de heterocigocidad.
(Figura 1).
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Figura 1. Arbol genealdgico v haplotipo construido a partir del estudic con los
marcadores polimdrficos 3°CA, 5°DYSII, STR50 v STR49. {A: sin amplificacidn para
esos STRs debido a la deledan).
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Figura 2. Patron electroforético de alelos para STR 3 "CA. Carriles en |a parte
superior: 1) patrdn de peso molecular pGEM; 2) control negativo; 3) tia del
enfermo (II-1); 4) abuela matermal (I-1); 5) enfermo (III-2); &) abuelo
materno {I-2); 7) madre del enfermo (II-3}; (8) hermana del enfermo (III-1};
v (9) padre de III1 (11-2). A la derecha, la talla estimada de los alelos A1 v AZ
para este marcador v la talla de algunos de los fragmentos del patrdn de peso
maolecular que mejor se visualizaron.

La electroforesis del marcador STR 49 (Figura 3), observd heterocigocidad en 1lI-3, descartdndose
evidencié no amplificacién en carril del enfermo que la madre fuese una portadora obligada. Su
debido a la deleciéon que incluyd intrén 49 hija (Il1l-1) resulté no portadora dada su
(delecion de los exones 47 al 52). Asi mismo, se heterocigocidad para el locus 49 (Figura 3) y el

50 (Figura 1).
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Figura 2. Pstron electroforético de alelos para STR 49, Carriles en la parte superion: 1) Patron de
p=so molecular GelPilot® 100 pbs 2) control negative: 3) pedre de III-1 (II-2); 4) hermanz del
enfermo (II-1); 5) madre del enfermo {II-2); &) abuslo matemao (I-2): 7) enfarmo (III-2); B) abusls
materna (I-1}: v 9) oz del enfermo (II-1). Son hetsrocigotas I1-3 v II-1. A [ derecha, |z wlla
estimada de los alelos Al v AZ para este marcador v |z tallz de slgunos de los fragmentos del patrdn

de peso moleculzr que mijor 52 visualizaron.

DISCUSION

La no amplificacién para los STRs 49 y 50
obtenida en el paciente es un resultado esperado,
ya que estos marcadores polimérficos se
localizan en la regién del gen DMD que se
encuentra mutado. La homocigocidad o pérdida
de heterocigocidad obtenida para el STR 50 en la
madre del enfermo, hizo pensar inicialmente que
ella fuera una posible portadora de la delecidn,
producto de una mutacién de novo ocurrida
durante la espermatogénesis del abuelo materno.
Sin embargo, la heterocigocidad obtenida en ella
para el STR 49, descarté esa idea, sin dejar de
lado un posible mosaicismo germinal. Los
hallazgos de heterocigocidad obtenidos para los
locus 49 y 50 en la hermana del nifio condujeron
a suponer una mutacién de novo originada
durante la ovogénesis materna de II-3 o durante

la embriogénesis de IlI-2.

El diagndstico de mujeres portadoras de
DMD/DMB ha sido un problema desconcertante
por décadas. Las heterocigéticas son, por lo
general, clinicamente normales y en casos raros
(menos del 5 %) las portadoras muestran
sintomas clinicos que pueden variar de
moderados a severos. Por lo tanto, en una
paciente adulta con debilidad muscular se debe
considerar la determinacion de su estado de
portadora.?®

Hoy en dia la estrategia diagndstica mas seguida
para esta enfermedad consiste en la
identificacion de deleciones y duplicaciones de
exones mediante la técnica de amplificacién
multiple de sondas dependientes de ligando, la
cual permite examinar los 79 exones que posee
el gen DMD. En caso de no hallarse estas
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mutaciones se procede a la secuenciacién de las
regiones codificantes y sitios de empalme para la
busqueda de mutaciones puntuales.?*

Estas mismas técnicas pueden ser utilizadas para
la deteccién de las mutaciones en mujeres en
riesgo, pero se recomienda que siempre que sea
posible se identifique la mutacién en el caso
indice o en una portadora obligada de la familia.
De otro modo, un resultado negativo es dificil de
interpretar, si se considera que estos métodos no
son totalmente sensibles y tienen un riesgo
residual aproximado al 3 %, aun después de
combinadas las técnicas.'® Otras técnicas
también han sido utilizadas, tales como: southern
blot, hibridacién fluorescente in situ y
determinacién de dosis génica con densitometria
0 mediante PCR en tiempo real.®”23°

En el laboratorio donde se realizé el estudio,
estas técnicas alin no estan disponibles. Solo se
estudian las deleciones de 18 exones de los 79
exones que posee el gen DMD mediante PCR
multiplex y se emplean los polimorfismos (CA)n
localizados en este, Utiles para la deteccion de
portadoras, mosaicismos germinales vy
mutaciones de novo.’**

Segun la literatura, las mutaciones de novo de
tipo puntual y duplicaciones, surgen
preferiblemente durante la espermatogésis,
mientras que deleciones ocurren principalmente
durante la ovogénisis;?® y en los casos
esporadicos son mas frecuentes las deleciones
distales.*

Grimm y colaboradores?® describen para la
DMD/DMB tres situaciones en las que se hereda
una mutacion en el gen DMD: 1) la madre de un
hijo afectado es portadora porque su madre es
portadora; 2) la madre de un hijo afectado es
portadora como resultado de una mutacién de
novo que ha surgido en la meiosis durante la
espermatogénesis del abuelo, la ovogénesis de la
abuela o la ovogénesis de la madre y 3) la madre
de un hijo afectado es portadora como resultado
de una mutacién de novo que ha surgido en la
mitosis con la consecuencia de un mosaicismo
germinal, durante la espermatogénesis del
abuelo, la ovogénesis de la abuela o la
ovogénesis de la madre.

En la madre de este nifio no se pudo descartar la
existencia de un mosaicismo germinal, lo que
conllevaria un alto riesgo de ser portadora,
aunqgue pudiera no serlo debido a la ocurrencia
de una mutacién meidtica de novo en el

probando durante la embriogénesis.

Para un caso esporadico donde se confirme una
delecién se estima que esa madre tiene la
probabilidad de 0,247 de presentar un
mosaicismo germinal y de 0,173 de que sea
consecuencia de una mutacién de novo durante
la divisién meidtica en el enfermo.?®

El riesgo de recurrencia (riesgo de un segundo
hijo varén afectado) para mujeres no portadoras
debido a mosaicismo germinal ha sido estimado
entre 14-20 % si el haplotipo de riesgo es
trasmitido. Helderman y colaboradores estimaron
que en familias con un caso de DMD esporadico
de mutaciéon desconocida, el riesgo de
recurrencia es mas bajo (8,6 %), e incluso, de 4,3
% cuando no existe informacién sobre el
haplotipo de riesgo. Este riesgo es diferente en
dependencia del tipo de mutacién -deleciones
proximales, deleciones distales, duplicaciones y
mutaciones puntuales-.* De cualquier modo, en
estos casos, para descartar el riesgo de tener
otro hijo afectado se recomienda el diagndstico
prenatal.?®

Es significativo recalcar que en los casos
DMD/DMB esporadicos con diagndstico molecular
confirmado es importante realizar los estudios
por STRs que involucren a varios miembros de la
familia, incluyendo los abuelos maternos, pues
ello permite identificar correctamente el origen
del alelo mutado.

Hasta la fecha se conoce de 419 familias con
sospecha clinica de la enfermedad,
documentadas en el Libro de Registro Nacional
de DMD/DMB, y de ellas solo 121 han solicitado
estudios de mujeres portadoras, el 57 % (69/121)
correspondiente a casos esporadicos y el 43 %
(52/121) a casos familiares. Estas cifras alertan
sobre la necesidad de ofrecer un adecuado
asesoramiento genético a estas familias, para
lograr identificar los riesgos y disminuir la
incidencia de la enfermedad.

Puede concluirse que los estudios moleculares
realizados permitieron la confirmacién
diagndstica de DMD/B en el paciente mediante la
identificacion de la delecién de los exones 47 al
52, asi como la identificacidn del estado de no
portadoras en tres de las cuatro mujeres de la
familia estudiadas. Se sugiere la ocurrencia de
una mutacién de novo. No se pudo excluir un
mosaicismo germinal en la madre del paciente.
Con estos elementos se pudo brindar un
adecuado asesoramiento genético a la familia, al
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ofrecer una mayor explicacién de los riesgos y
las opciones reproductivas.
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