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IDENTIFICACION DE LA DELECION DEL EXON 45 Y EXON 51 DEL GEN DMD EN
UNA FAMILIA COLOMBIANA PROVENIENTE DE CORDOBA NARINO.

RESUMEN

La Distrofia muscular de Duchenne (DMD) y su variante la de Becker (DMB), son
enfermedades neurodegenerativas, catalogadas como huérfanas, se presentan en 1 de
cada 3.500 a 6.000 varones recién nacidos vivos, con un patron de herencia recesivo
ligado al cromosoma X, siendo las mujeres portadoras del gen mutado (1). La
caracterizacion de las mutaciones en el gen DMD, varian de acuerdo al efecto que se
produce en el marco abierto de lectura del gen, presentandose deleciones (65%),
duplicaciones (5%) y mutaciones puntuales (30%), como principal causa de la
enfermedad. Estas mutaciones llevan al desarrollo fenotipico de la DMD mas severa y
la DMB mas leve, generando debilidad muscular progresiva, por ausencia parcial o total
de una de las proteinas estructurales del musculo, como la distrofina. La enfermedad no
tiene cura, pero si cuentan con posibles tratamientos, que han dado resultados

favorables en algunos pacientes (2).

En este trabajo se realizaron técnicas moleculares como; PCR convencional
(polymerase chain reaction) y asi mismo RFLPs (Restriction fragment length
polymorphisms) en muestras de ADN de una familia colombiana, para la identificacion
de la mutacion en los exones 45 y 51 del gen DMD. La informacién clinica se obtuvo
con historia clinica y construccion de arbol genealégico. Con el analisis de resultados,
se confirmoé la presencia de la delecion en el exdén 45 del gen DMD, en uno de los
integrantes de la familia, asi mismo se identific6 a las mujeres portadoras de la

mutacion del gen.
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Palabras clave: DMD, DMB, gen DMD, PCR, RFLPs, exones, mutaciones, deleciones,
duplicaciones, distrofina.
INTRODUCCION

Distrofia muscular de Duchenne (DMD) y su variante Distrofia Muscular de Becker
(DMB), hacen parte del grupo de enfermedades musculares, las cuales se las clasifica
como las distrofinopatias mas severas, con un patron de herencia recesivo ligadas al
cromosoma X, presentandose en 1 de cada 3500 a 6000 recién nacidos vivos varones
en el mundo (1). Estas enfermedades son diagnosticadas en la infancia, generalmente
se presentan antes de los 5 afios con un prondstico grave y esperanza de vida
significativamente reducida, producidas por mutaciones presentes en el gen DMD, que
codifica para una de las proteinas estructurales del masculo, como la distrofina. Estas
mutaciones varian de acuerdo al efecto que se produce en el marco abierto de lectura,
presentandose deleciones (65%), duplicaciones (5%) y mutaciones puntuales (30%)
entre otras, que son la principal causa de la enfermedad (2).

Los pacientes presentan manifestaciones clinicas que incluyen; caidas frecuentes,
dificultad para levantarse desde una posicion acostada o sentada (Maniobra de
Gowers), problemas para correr y saltar (Marcha de pato), caminar sobre los dedos de
los pies, pseudohipertrofia de gemelos, dolor, rigidez muscular y dificultad de
aprendizaje (3,4), debido a la degeneracion que se produce en la fibra muscular, por la
ausencia parcial o total de la distrofina, ocasionado dafio en la membrana celular de las
fibras, produciendo elevacion de la creatina fosfoquinasa sérica (CPK) y aumento del
influjo de calcio al interior de la fibra muscular, activando proteasas calcio dependientes,
gue van a degradar las proteinas del complejo glicoproteico, generando un ciclo de
degeneracion y regeneracion, necrosis, fibrosis y con el tiempo reemplazo de la fibra
muscular por tejido adiposo (5). Este ciclo conduce a un prondstico en el cual los
pacientes deben permanecer en silla de ruedas, entre los 12 y 15 afios de edad,
dependiendo de la variable. La muerte se produce como resultado de complicaciones
respiratorias o cardiacas en los adolescentes de 20 afios 0 mas. Otras causas de

muerte son neumonia, aspiracién u obstruccién de las vias respiratorias (6).
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En Colombia, la resolucion numero 5265/18, emitida por el ministerio de salud y
proteccién social, el 27 de noviembre de 2018, con el cddigo CIE G710, cataloga a la
Distrofia muscular de Duchenne (DMD) y Distrofia Muscular de Becker (DMB) como
huérfanas, siendo estas cronicamente debilitante, graves y con una prevalencia minima,
lo que ha llevado a que el enfoque investigativo y la historia natural de la enfermedad,
sea minima (7). Hasta el momento ha sido dificil el desarrollo de un tratamiento eficaz,
por ende, no tienen cura, sin embargo, cuentan con posibles tratamientos, que incluyen;
farmacos, terapia fisica, terapia génica, entre otros, que han dado resultados favorables

en algunos pacientes (2).

Cabe resaltar que en otros paises el andlisis y desarrollo terapéutico ha tenido grandes
logros, pero en Colombia debido a que no se cuenta con un registro completo de
pacientes con distrofinopatias, a los altos costos de analisis genético, el poco avance
investigativo y el acceso a la informacion por parte de las mujeres portadoras del gen
mutado, han llevado a que la enfermedad en los pocos pacientes que la presentaban
y/o la presentan, avance muy rapido y disminuya la expectativa y calidad de vida de los

mismos.

Hasta el momento para llegar a un diagndstico claro de la enfermedad, se debe tener
en cuenta principalmente; el fenotipo, la historia clinica y la genealogia. Adicional a
esto, es muy importante realizar técnicas moleculares, que ayuden a confirmar la causa
de la enfermedad, entre estas la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa),
electroforesis y secuenciacion, para confirmar el tipo de mutacion presente en el gen
DMD, que esta dando origen al fenotipo DMD y DMB. Cabe resaltar que las pruebas
antes mencionadas no sirven como diagnéstico para identificacion de mujeres
portadoras de la mutacion, por ende, se deben realizar ensayos con microsatélites
(STR), FISH (hibridacion fluorescente in situ) y en algunos casos RFLPs (polimorfismos

de longitud de fragmentos de restriccién), como primeras Optimas opciones.
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Teniendo en cuenta lo anterior, este proyecto de investigacion, busco identificar la
delecion del exon 45 (previamente identificada en uno de sus integrantes) y 51, en una
familia colombiana, proveniente de Cérdoba Narifio, conformada por 42 individuos. Para
esto se realizd6 genealogia, estudio de historias clinicas, genotipificacion mediante
PCR convencional, y electroforesis, como soporte, para la identificacion de la mutacién
en los exones 45 y 51 del gen DMD en 20 individuos, incluyendo hombres y mujeres,
teniendo en cuenta que hasta el momento se han reportado 4 casos de DMD en 2
generaciones, (3 de ellos ya fallecidos) de los cuales se logré identificar solamente la
presencia de la delecion en el exén 45, en uno de los participantes de la generacion IV,
quien actualmente presenta el fenotipo compatible con DMD, confirmando por la técnica
de secuenciacion, la mutacion que conlleva a la ausencia total de este exdén. Una vez
obtenido el amplificado de la PCR, se comprob6é que hubiera buena cantidad del
producto para poder hacer la genotipificacion de las portadoras a partir de la técnica
molecular RFLPs (Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion) técnica que
usa enzimas de restriccion dirigidas a un sitio blanco para confirmar con mayor facilidad
a las portadoras de la familia quienes actualmente no presentan signos ni sintomas,
pero tienen la mutacion asociada al fenotipo DMD en nuevas generaciones. Como
promociéon y prevencion, esta familia ya cuenta con asesoramiento genético, dando

cumplimiento a los objetivos propuesto en el trabajo.

Se pretende dejar este proyecto como fundamento tedrico y metodolégico para futuras
investigaciones sobre el tema con el fin de contribuir a la clasificacion e identificacion de
enfermos y portadoras de Distrofia muscular de Duchenne y su variante Distrofia

muscular de Becker en Colombia y en el mundo.
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1. ANTECEDENTES

Emery A, Emery M. en su articulo “Edward Meryon (1809-1880) and muscular
Dystrophy” relatan que las primeras descripciones compatibles con Distrofia Muscular,
fueron realizadas en el siglo XIX por el cirujano y anatomista Charles Bell, quien
describe, que en 1830 en la publicacion “El Sistema Nervioso del Cuerpo Humano” en
el cual se describe a un paciente de 18 afios, que a sus 10 afos de edad ya
manifestaba debilidad muscular. Sin embargo, para la época no se contaba con
descripcién patolégica del musculo para establecer un diagnéstico mas claro (8).

Eslava A. en su tesis, describe que entre los afios 1836 y 1847, en el Hospital de
Londres, el Dr. W.J. Little, brinda detalles claros de las caracteristicas de la
enfermedad, como debilidad muscular progresiva que afecta los miembros inferiores,
contracturas en las rodillas y cadera, teniendo en cuenta un caso clinico de dos
hermanos, quienes pierden su capacidad para caminar entre los 8 y 11 afios y fallecen
a los 15 afos por falla cardiorrespiratoria. Durante la necropsia, el examen de los
gastrocnemios y los soleos mostré que el tejido muscular habia sido reemplazado por
grasa. Estas descripciones son consistentes clinicamente con un diagndstico de
Distrofia Muscular de Duchenne, sin embargo, la primera descripcion sistematica y

detallada de la enfermedad debe atribuirse a Edward Meryon (9).

Emery A, Emery M. relatan que Edward Meryon en 1851 presento en la reunion de la
Sociedad Médica y Quirdrgica el caso de ocho nifios afectados en tres familias, en el
cual se describié detalladamente la clinica de los pacientes: “dificultad para caminar
desde la temprana edad, posteriormente para subir escaleras, la marcha se pierde y la
muerte ocurre en la segunda década. No se observan fasciculaciones ni otros signos de

disfuncién nerviosa”. Definiéndola, asi como una enfermedad de origen muscular (8).

Fernandez J, et al. en su articulo dicen que mas adelante el médico francés Guillaume
Benjamin Amand Duchenne, pionero en describir diversos trastornos musculares y

nerviosos y en desarrollar el tratamiento 6ptimo para distrofias, en el afio de 1858,
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documenta el caso de un nifio de 9 afios que estaba perdiendo la capacidad de
caminar, busco casos similares y diez afios mas tarde, en 1868, public6 un trabajo
extenso sobre la enfermedad, que ahora lleva su nombre (Distrofia muscular de
Duchenne) (10).

Herrera A, et al. aclaran que para los afios 1930 a 1960, el médico aleman Peter Emil
Becker, fue el primero en describir la variante de distrofia muscular de Duchenne, con
patrén de herencia ligado al X, con menos severidad y que permite una mayor
supervivencia en los pacientes y que mas tarde se llamara distrofia muscular de Becker
(DMB) (11). Chaustre D, Chona W. en su articulo “Distrofia muscular de Duchenne.
Perspectivas desde la rehabilitacion” relatan que para esta misma época Gowers
describe el signo clasico que lleva su nombre después de observar varios nifios con
DMD y DMB quienes se levantaban del piso en 3 tiempos. Ademas, a partir del afio
1950 diferentes grupos de investigadores reportaron el aumento de los niveles de
enzimas musculares incluida la creatina quinasa (CK) tanto en pacientes con
diagnostico de la enfermedad como en mujeres portadoras, utlizandolo como

parametro importante en el diagnéstico DMD/B (12).

Hacia 1986, Kunkel et al., aislé el gen DMD que codifica para la proteina relacionada
con la DMD vy finalmente Hoffman en 1987, identifico la proteina codificada por este gen
gue se llamaria posteriormente distrofina, molécula en la cual en la actualidad se
centran las investigaciones y se espera que los resultados de estos estudios permitan

disefar estrategias para el manejo de la enfermedad (13).

En el afio de 1989 Backer et al, realiz6 el primer diagnostico prenatal de una portadora
y su feto afectado, usando la técnica fragmentos de restriccion enzimaticos (RFLPS)
(32).

Chamberlain JS, et al en 2003 plante6 que para realizar el diagnéstico de DMD/DMB,
con eficiencia, confiabilidad y facilidad, se debe hacer mediante la técnica de reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR) y para entonces realizé un estudio en pacientes
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masculinos con signos clinicos de DMD / BMD. Seleccionados para su analisis al azar,
sin saber si una delecion estaba presente dentro del gen de la distrofina. En los
resultados de electroforesis encontré la presencia de mutaciones, por lo que concluy6
gue la tecnica PCR multiplex representa un método sensible y preciso para la deteccion
de la eliminacion del 46% de todos los casos de DMD / BMD. El método requiere 1 dia
para el andlisis, es facil de realizar y no utiliza marcadores radiactivos. Como tal, la PCR
multiplex representa un método eficiente y rapido para el diagnostico prenatal o
postnatal de DMD / DMB (14).

La Academia Americana de Neurologia, en el afio 2005 publicé directrices para uso de
corticoides (prednisona) que son eficaces en el retraso de la progresion de la DMD. Por
otra parte, se realizaron ensayo en ratones deficientes de distrofina, se ha administrado
un compuesto que bloquea la miostatina mostrando un aumento de masa de las
proteinas del musculo y la fuerza., ademas los oligonucleétidos antisentido se usaron
para bloquear las partes defectuosas de los genes y permitir la sintesis de proteina casi

normal, esta técnica se denimina “salto de exdn” (15)

Vieitez |, et al 2017, en su investigacion sobre el “Espectro mutacional de la distrofia
muscular de Duchenne en Espafa: estudio de 284 casos de varones con DMD
diagnosticados genéticamente”, describen principalmente la historia clinica indicativa de
DMD, los antecedentes familiares, el analisis genético del gen DMD y/o estudio de la
biopsia de los pacientes. La metodologia utilizada para el desarrollo del trabajo se basé
en: extraccion de ADN, PCR multiplex, MLPA (Multiplex ligation-dependent probe
amplification) y secuenciacion. Las técnicas utilizadas, arrojaron como resultados de
tipificacion genética de deleciones (46,1%) y grandes duplicaciones (19,7%) en el gen
de la distrofina (17).

Almeida de Silva C, et al. En su articulo publicado en 2018 realizarén el estudio y el
diagndstico de un paciente masculino de 14 afios con distrofia muscular de Becker, el
cual presentaba un signo caracteristico de la enfermedad como lo es el aumento de

enzimas como la creatina quinasa, ligero retraso en la adquisicién de hitos del motor,
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ademads dificultad para caminar sobre sus talones, signo miopético (manos apoyadas en
los muslos para pararse), paladar arqueado alto, hipertrofia de la pantorrilla , escipulas
aladas , hipotonia muscular global. Para confirmar la degeneracion a nivel muscular
realizaron transferencia mediante western blot en la cual se mostrdé una reduccion de la
distrofina (20% de lo normal) para ambos anticuerpos (C y N-terminal), lo que permitié

el diagnostico de distrofia muscular de Becker (18).

En cuanto a las técnicas usadas para la identificacion de portadoras de DMD, Fujishita
S, et al. En su trabajo de investigacion realizado en el afio 2012, para el diagndstico,
utilizaron las técnicas moleculares PCR y la técnica RFLPs, el ensayo se hizo en 62
pacientes (57 probandos) con distrofia muscular de Duchenne o Becker y 226
miembros de 57 familias. Realizaron el procedimiento de PCR con los cebadores
dirigidos a la region blanco, en este caso el lugar de la mutacién y la posterior digestion
con endonucleasas que detectaron en un 84% de las madres, obteniendo un patron
heterocigoto en al menos uno de los locus afectados. Por lo tanto, concluyeron que el
estudio de PCR y los cebadores utilizados en el presente estudio son dutiles y

convincentes para el diagnostico rapido de DMD/DMB (19).

En el estudio realizado por Fonseca D, et al 2017, realiz¢ la identificacion de 14 mujeres
portadoras en 2 familias afectadas con distrofia muscular de Duchenne y Becker
(DMD/DMB) determinando mediante la extraccion de ADN genomico, seguido de la
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 (16).

Por otra parte, Hernandez P. et al 2017. En su estudio, Identificaron a 7 portadoras y 15
no portadoras de la delecion en el gen DMD mediante PCR multiplex cuantitativa y
analisis de dosis génica, aqui se estudiaron con los polimorfismos intragénicos
dinucledtidos D45 y SK12, para construir haplotipos del cromosoma X; 63% de las
mujeres analizadas fueron 'informativas' (heterocigotas) en este estudio. Se brindo
asesoramiento genético después del analisis molecular descrito, informando los riesgos
de la DMD/ DMB (40).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar la delecion del exdn 45 y 51 del gen DMD que esta comprometida para
Distrofia muscular de Duchenne en una familia colombiana, del municipio de
Cérdoba, Narifio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar el origen y el alcance de Distrofia muscular en las diferentes

generaciones I, Il, 1ll, 1V, V, de la familia del municipio de Cordoba, Narifio.

Tipificar el exdn 45 y 51, del gen DMD, en 20 integrantes de la familia

particularmente involucradas en la enfermedad.

Identificar genéticamente a las portadoras y a los afectados por DMD, de la

familia objeto de estudio.

Establecer medidas como la consejeria genética para la orientacion de futuras

generaciones de la familia del estudio.
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3. MARCO TEORICO

3.1 DISTROFIAS MUSCULARES

Las distrofias musculares, son enfermedades de tipo hereditario, caracterizadas por
debilidad muscular progresiva (miopatia) que afecta principalmente a los muasculos
inferiores y en especifico a otros mdsculos como: respiratorios, corazén, musculo liso,
musculo esquelético, produciendo atrofia (pérdida de masa muscular), que con el
tiempo y dependiendo del tipo de distrofia, afecta mas un grupo muscular que a otro
(20).

Para identificar las distrofias musculares, se tiene en cuenta caracteristicas clinicas
como; edad de inicio, gravedad de los signos y sintomas y progresion de los mismos, el
patron de herencia y el grupo de musculos afectados que permiten hacer la clasificacion
de la siguiente manera: enfermedad de Duchenne/Becker, distrofia de Emery-Dreifuss,
distrofia miotonica, distrofia facioescapulohumeral, distrofia oculofaringea, distrofia de
cinturas (Tabla 1) (21).

3.2 CLASIFICACION DISTROFIAS MUSCULARES
Las distrofias musculares se clasifican de acuerdo a multiples parametros como la
edad, el sexo, proteina implicada, entre otras. Varios autores las han clasificado como

se puede observar en la tabla 1.

Tabla 1: Clasificacion distrofias musculares. Se clasifican teniendo en cuenta edad, sexo, musculo
afectado, sintomas, locus y proteina afectada. Tomado y modificado de (20, 21, 22, 23).

Distrofia muscular de Distrofia de Emery- Distrofia mioténica
Duchenne/Becker Dreifuss
Edad de Entre los 2 o 3 afios de Entre los 10 y 20 afios de Depende de la forma
aparicion edad edad clinica

la clasica: en la juventud
la congénita: al nacer

Sexo Afecta solo a varones Afecta solo a varones Ambos sexos

Musculos La debilidad comienza en | La debilidad comienza en los La miotonia (rigidez) se
afectados los musculos del tronco, brazos y méas tarde también | manifiesta en los musculos
pero luego se extiende a | las piernas. Aparece rigidez de las manos, la caray la
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los de los brazos y

de los codos, talones y

en la nifiez tipo 1B o en la
edad adulta tipos 1Ay 1C

lengua
piernas. columna
Sintomas Miocardiopatia dilatada, Alteraciones de la Alteraciones de la
sintomas respiratorios, conduccién cardiaca, conduccion cardiaca, dolor
escoliosis lipodistrofia muscular, retraso mental,
dificultad para tragar,
diarrea y estreflimiento,
neuropatia, diabetes
Locus Xp21.2 Xg28 29
Proteina Distrofina Emerina Disferlina
afectada
Distrofia de cinturas Distrofia Distrofias musculares
facioescapulohumeral congénita
Edad de Dependiendo del gen En la juventud y edad adulta aparicion
aparicion afectado puede aparecer

Al nacimiento

Sexo Ambos sexos Ambos sexos Ambos sexo
Musculos Hombros (deltoides, Musculos faciales En Musculos de extremidades
afectados pectorales), cintura algunos casos, la debilidad superiores e inferiores

(glateos) y cuadriceps afecta las piernas (gemelos);
en otros, a los hombros y la
parte superior de los brazos
(deltoides y biceps).
Sintomas Depende de la forma Sordera y degeneracion de Sintomas respiratorios,
clinica: bloqueo auriculo- la retina alteracion de la sustancia
ventricular (tipo 1E), blanca del SNC
miocardiopatia dilatada
(tipos 2C y 2F), fracaso
cardiaco (tipo 2I)
Locus 5q 4q 69
Proteina Miotilina ND Laminina alfa-2 (merosina)
afectada

ND: Ningun dato.

€

&

"
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3.3DISTROFINOPATIAS

Son enfermedades neurodegenerativas, con alteraciones genéticas y bioquimicas, que
comparten caracteristicas clinicas con fenotipo variable. El espectro clinico incluye las
formas clasicas y graves como la distrofia muscular de Duchenne (DMD) y la variante
con fenotipo de inicio mas tardio como es la distrofia muscular de Becker (DMB) (24).
Tienen un patrén de herencia recesivo ligado al cromosoma X, en el cual se ven
afectados directamente los varones y rara vez las mujeres. Los pacientes que la
padecen, presentan debilidad muscular progresiva, retraso psicomotriz, caidas
frecuentes, atraso en el habla, signo de Gowers (apoyo sobre sus piernas para
levantarse en 3 tiempos), pseudohipertrofia de gemelos (figura 1B), como se muestra
en la (figura 1A) (25). Ademas, constituyen un grupo heterogéneo de trastornos
causados por alteraciones en el gen DMD, en el cual se ve comprometida o no la

funcionalidad de una de las proteinas que se encuentra en el sarcolema de las fibras

musculares, por lo que se las clasifica como, Distrofinopatias (alteraciéon en la proteina
distrofina) (26).

(A) (B)

Figura 1. Caracteristicas clinica paciente afectado con DMD/B. (A) dificultad para levantarse del piso,
apoyo en las rodillas, inestabilidad (Signo de Gowers) (8). (B) Pseudohipertrofia gemelar en paciente
DMD/B (29).
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3.3.1 Generalidades de la distrofia Muscular de Duchenne (DMD)

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una de las afecciones neuromusculares
mas frecuentes y complicadas en el ser humanos, fue descubierta inicialmente por el
médico inglés, Edward Meryon (8), pero su nombre se debe a la descripcion,
identificacion clinica y andlisis de cambios histopatolégicos del musculo realizada por
Guillaume Amand Duchenne (10). Su incidencia se estima en 1 de cada 3.500 a 6.000
recién nacidos vivos varones y se estiman 20000 nuevos casos a nivel mundial cada

ano.

Inicia desde la infancia hasta adolescencia, corresponde a una enfermedad recesiva
ligada cromosoma X, en el cual se ven afectados los varones, siendo las mujeres
portadoras de la mutacion en el gen DMD, que codifica la proteina Distrofina (27),
genéticamente si el numero de nucledtidos que se duplica o deleciona, no son multiplos
de tres, ocasiona un corrimiento en el marco de lectura, o que produce la incorporacion
de aminoéacidos aberrantes durante la traduccion de la proteina; adicionalmente se
pueden generar codones de parada prematuros que conllevan a la interrupcion
temprana de la traduccion y una proteina truncada (9), haciendo que las
manifestaciones clinicas de la enfermedad avancen abruptamente entre los tres y cinco
afios de edad, y los pacientes quedan confinados a usar silla de ruedas cuando
empieza un desarrollo exacerbado de atrofia muscular, dafiando masculos de la pelvis y
proximales de las piernas, finalmente afectando a todo el cuerpo, con un pronéstico de
vida muy corto (27) (figura 2) . La causa principal de la muerte ocurre en la segunda
década de su vida, por complicaciones graves, donde se ven afectados directamente el

musculo cardiaco y el sistema respiratorio (28).
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Figura 2. Comparacién de la evolucién clinica, de las etapas de la enfermedad de DMD Y DMB en el

tiempo. Fuente: Elaboracion propia.
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3.3.2 Generalidades de las distrofias Muscular de Becker

La distrofia muscular tipo Becker (DMB) es una variante alélica de DMD, con una
prevalencia de 1 en 30,000 recién nacidos varones. La DMB tiene un curso menos
severo, que la DMD y una supervivencia mas larga. La mutacion es originada en el gen
DMD, que codifica la distrofina, y los efectos en el fenotipo no dependen del tamafio de
la delecidn, sino de si se altera o no el marco de lectura. Si el nUmero de nucleétidos
gue se duplica o deleciona es divisible por tres, no hay corrimiento del marco de lectura
y la proteina ser4 mas larga o mas corta en el centro, pero mantiene los dominios N-
terminal y C-terminal, fundamentales para conectar la actina a la matriz extracelular y
sera parcialmente funcional. Lo que hace que haya produccion de niveles bajos de
distrofia, reduciendo los signos y sintomas en los pacientes y manteniendo una

capacidad ambulatoria a la edad de 16 afios o mayores (9) (28).

Tabla 2. Comparacion distrofinopatias DMD/B. Fuente: elaboracion propia.

DMD DMB % progreso
enfermedad
Descubierta por Guillaume Aman Peter Emil Becker
Duchenne.
Incidencia 1 de cada 3500 a 1 de cada 18.000 a

6000 Recién nacidos | 31.000 Recién nacidos
vivos, varones, en el | vivos, varones, en el
mundo mundo

Etapa pre sintomatica: Entre 0 y 2 afios Entre 7 y 11 afios 5%/100
e Retraso de desarrollo
e CKelevada

Etapa ambulatoria temprana: Entre 3y 5 afios Entre 12 y 16 afios 25%/100
e “Signo de Gowers”
e Caidas frecuentes
e Marcha puntas de pies

Etapa ambulatoria tardia: Entre 6 y 14 afios Entre 17 y 23 afios 50%/100
e Marcha con dificultad

e Dificultad para subir
escaleras

e Contracturas en el tendén de
Aquiles
e Hipertrofia de gemelos

Etapa no ambulatoria temprana: Entre 15y 17 afios Entre 24 y 27 afios 75%/100
e Uso de silla de ruedas
e Escoliosis
e Problemas respiratorios
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Etapa no ambulatoria tardia

e Perdida movilidad miembros
superiores e inferiores

e Empeoramiento escoliosis
e Falla cardio-respiratoria

Entre 18 y 20 afios

Entre 28 y 31 afios

99%/100

Fallecimiento

Entre 20 y 23 afios

Entre 32 y 34 afios

100%

3.4 EPIDEMIOLOGIA

La incidencia estimada, varia entre 3600 a 6000 recién nacidos vivos para DMD,

mientras que la DMB es 5 veces menos frecuente. A nivel mundial, la prevalencia
varia de 0.95 (Africa del Sur) a 16,76 (Suecia) por cada 100.000 hombres para el
caso de DMD y de 0.13 (Africa del Sur) a 7.29 (Inglaterra) para la DMB. Colombia no

cuenta con datos estadisticos de la enfermedad, debido a la falta de registros,

diagnostico y un codigo CIE-10 especifico, siendo clasificada la enfermedad bajo el

cédigo G71.0 que corresponde a Distrofias Musculares, generando un gran

subregistro de los pacientes (9).

Departamento MNamero

Porcentaje

Anuoquia
Atlantico
Bogota
Baolivar
Baoyaca
Caldas
Casanare
Cordoba
Cundinamarca
Huila
Magdalcna
Mcia
MNarifo
Onindio
Santander
Sucre
Tolima
Otro pais

Sin dato

"
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2323

MoTAal

Figura 3: Registro distrofinopatias en Colombia. Tomado de (9)

o

100,00

En Colombia el registro de afectados DMD/DMB incluyen 99 familias de los distintos

departamentos como se muestran en la figura 3
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3.5PATRON DE HERENCIA DE DISTROFIA MUSCULAR DE
DUCHENNE O DE BECKER (DMD/B).

El gen DMD, ubicado en el cromosoma X, participa en la produccién de distrofina, para
la funcionalidad normal del misculo y asi mismo esta involucrado en cambios genéticos
gue incluyen mutaciones, que impiden la actividad de la proteina y provoca la distrofia
muscular de Duchenne o de Becker (DMD/B) (31). Dado que los hombres, solo cuentan
con un cromosoma X, una copia alterada del gen en cada célula es suficiente para
causar la condicién, mientras que las mujeres al tener dos cromosomas X, una
mutacion tendria que ocurrir en ambas copias del gen para causar el trastorno. Por lo
tanto, un hijo varén podra heredar un cromosoma X (mutado) de su madre y un
cromosoma Y (normal) de su padre y asi manifestar la enfermedad. Las mujeres casi
nunca presentan DMD/B, dado que, si tienen una mutacidon en alguno de sus
cromosomas X, este permanecera silenciado y el otro tendra funcionalidad normal y
producira suficiente distrofina para mantener los musculos fuertes (30), cumpliendo el

rol de portadoras. (Figura 4).

Asociade un X recesive, Madre Portadora

Padre
Mo afectado

Madre
Portadora

B Mo afectado

| I afectado

[ W Portador ] 5‘_;/

Pl :
| nm ii | Om | O

| Hijo Mo Hija No Hija Hijo
afectado Afectada Portadora aAfectado

Figura 4. Patrén de herencia distrofia muscular de Duchenne/Becker. Tomado de (31).
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3.6 PORTADORAS

En la mayoria de casos, las portadoras de distrofinopatias no presentan signos ni
sintomas, sin embargo, pueden padecer un 10% de manifestaciones, que con el tiempo
van aumentando, entre estas: mialgias y calambres (5%) debilidad muscular (17%)
miocardiopatia dilatada (5%). En estudios recientes se ha demuestra problemas
cardiacos son mas comunes en portadoras de fenotipos DMD y no de DMB (32).

3.7GEN DMD

Descrito en el afio 1987, como gen DMD, Ubicacion citogenética: Xp21.2-xp21.1, lo que
indica que se encuentra en el brazo corto (p) del cromosoma X, en su ubicacion
molecular cuenta con 31,119,219 a 33,339,609 pares de bases (pb) en el cromosoma
X, su tamafo es de 2.4Mb (5) (figura 5), aproximadamente el 99% del gen esta
constituido por intrones y el 1% restante corresponde a 79 exones por lo que lo
cataloga como el gen mas grande del genoma humano, incluyendo siete promotores
gue codifican para siete isoformas de la proteina distrofina (9). Este gen DMD tiene una
gran heterogeneidad mutacional, siendo las deleciones las mutaciones mas comunes
con un 68%, las duplicaciones se encuentran en el 11% de los casos y el 20% restante
son pequefias mutaciones puntuales. Adicionalmente se estima que cerca de un tercio

de las mutaciones son de Novo (9).
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Figura 5. Ubicacién del Gen DMD en cromosoma X. Tomado de (33).
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3.7.1 Mutaciones en el gen DMD

El gen de la DMD consta de 79 exones distribuidos en mas de 2.4 millones de
nucleétidos en el cromosoma X, lo que le confiere un gran tamafio, esto ha dificultado el
analisis mutaciones utilizando la técnica PCR por lo que afios atras se requirié realizar
la secuenciacion de todo el ADNc de mas de 11 kilobases, para identificar las
mutaciones, donde se determind que las eliminaciones de uno o mas de estos exones

representan el 68% de los casos de distrofinopatias (6).

Las mutaciones que se encuentran con mas frecuencia en la DMD/B son grandes
deleciones (68%), duplicaciones (11%) o mutaciones puntuales en el 20% de los casos.
Las deleciones pueden localizarse en cualquier parte del gen, no obstante, existen unas
regiones en donde se presentan con mayor frecuencia, llamadas regiones proclive o hot
spot, entre los exones 45-55 (80%) y entre los exones 1-19 (20%) respectivamente
(5).(figura 6).

| 10 20 30 40 50 60 70 79

' A A )

. Y v Y

Dominio Dominio Dominio Dominio C-

N-terminal “rod” ricoen terminal
cisteina

Figura 6: Diagrama esquematico del gen DMD. Se muestran las localizaciones relativas de los exones
4,8, 12, 17, 19, 44, 45, 48 y 51 considerados los mas comunes en deleciones. Los corchetes indican los
exones involucrados en la expresion de los diferentes dominios de la proteina distrofina. Las lineas
verticales sefialan su localizacion relativa. Tomado de (34).

Estas mutaciones alteran principalmente la estructura y también la expresion de la
proteina distrofina y, dependiendo de su tipo y posicidn, determinan la capacidad
funcional remanente, dando lugar a diferentes rangos de severidad en el fenotipo de
DMD o DMB. Asi, la delecion de una base puede producir una DMD severa, mientras

gue la eliminacién de varios exones puede producir una DMB leve (34).
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3.7.2 Regla del marco de lectura

En el caso del gen DMD, los efectos en el fenotipo no dependen del tamafio de la
delecién, sino de si se altera o no el marco de lectura, entonces, si el nimero de
nucleétidos que se duplica o deleciona es divisible por tres, no hay corrimiento del
marco de lectura y la proteina ser4 mas larga o mas corta en el centro, pero mantiene
los dominios N- terminal y C-terminal, fundamentales para conectar la actina a la matriz
extracelular y sera parcialmente funcional (este tipo de mutaciones son encontradas en
los pacientes con DMB) (35). En el caso de la duplicacion o delecion de nucledétidos que
no son multiplos de tres, ocasiona un corrimiento en el marco de lectura, lo que produce
la incorporacion de aminoacidos aberrantes durante la traduccion de la proteina;
adicionalmente se pueden generar codones de parada prematuros que conllevan a la
interrupcion temprana de la traduccion y una proteina truncada (figura 7). En este caso
la ausencia de proteina funcional conlleva a la presentacion del cuadro severo de
distrofia muscular, conocido como DMD (6),(9),(35).

A) Normal

i Inicio de traduccion Parada de traduccion ,

La transcripcion de distrofina se traduce en proteina distrofina

B) Distrofia Muscular de Duchenne

La traduccion prematura se detiene

Mutacion de cambio de marco .
TR AT

Incorporacion de aminoacidos aberrantes después de la delecion, generando, truncamiento prematuro de la traduccion

Una delecion de los exones 47-50,
panel superior, que conducen a la
inclusién de aminoacidos aberrantes
y al truncamiento prematuro de la
traduccién.

C) Distrofia Muscular de Becker

Mutaciones mantienen el marco de lectura *
hn-m 56-79

La traduccion continda hasta la parada natural, se genera distrofina parcialmente funcional mas corta

Una delecion de los exones 46-54, la
traduccién de proteinas no se detiene
prematuramente, sino que continda
hasta que el codén de detencion
natural al final del ARNm. Sin
embargo, la distrofina generada sera
mas corta porque carecera de los
aminoacidos codificados por los

Figura 7: Transcripcion de distrofina en individuos sanos DMD y DMB. Tomado de (35).
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3.8 DISTROFINA

La distrofina es una de las proteinas estructurales del musculo, principalmente del
esquelético, cardiaco y liso, codificada por el gen DMD. Se localiza en la cara
citoplasmatica de la membrana plasmética de las fibras musculares y hace parte del
complejo glicoproteico, que brinda resistencia al estrés mecénico que genera la
contraccion muscular, en la célula, protegiéndola de ser degradada (5). Esta constituida
por 3,685 aminoacidos, su tamafio es de aproximadamente 427 kDa y consta de cuatro

dominios estructurales principales.

e El dominio N- terminal, codificado por los exones 1 a 8, con un dominio de union
a la F- actina, con dos dominios de homologia a calponina CH1y CH2.

e El segundo dominio “rod”, ubicado en la parte central de la distrofina, codificado
por los exones 8 a 11, constituido por 24 repeticiones de 109 aminoacidos, que a
Su vez estan interrumpidas por regiones ricas en prolina, dandole flexibilidad a la
molécula, para asociarse a la actina.

e El tercer dominio, asociado a distroglicano, codificado por los exones 62 a 69 es
el dominio rico en Cys compuesto por un dominio WW y un dominio ZZ. Este
dominio se une a la proteina de membrana B-dystroglycan y a varias otras

proteinas como la plectina, anquirina y la proteina de filamento intermedio
e El dominio C- terminal, que contiene 400 aminoéacidos, codificado por los exones

69 a 79, es el encargado de formar un complejo glicoproteinas en el sarcoplasma
(34) (35) (37).(figura 8)

N.rermenal Cys.nich C-terminad
domain Central rod domais: 24 spectria ke repeats and 4 hinges gomain domain
G » &P )P
P - SPmnEI R e S ———— — > > >
Membrane Membrane P e e 2% Wicrotubules p-dystroglycan
----=> lipids lipids PAR.1b F.actin Plectin
Factin Ifs protein synemin
Ifs protein Keratind =00 cececcccccacaed > ———— Ankyrin
s protein synemin als: 000 e >
Dystrobrevin
Syntrophin
................... >
Myospryn

Figura 8. Esquema de la proteina distrofina. Se muestran los 4 dominios y sus diferentes regiones.
Tomado de (36)
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En las Distrofinopatias, la cantidad de distrofina disminuida ocasiona debilidad
mecénica de la membrana plasmatica, permitiendo la entrada masiva de calcio
extracelular que produce la elevacion de la creatinina fosfoquinasa (CPK), provocando
lesion y necrosis de las fibras musculares (34). En la presentacién de Becker se genera
una proteina parcialmente funcional y en consecuencia los pacientes afectados tienen

un curso clinico atenuado (5). (figura 9)

misculo completo

haz de fibras musculares

P
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4520 membrana de fibra muscular (ubicacién de la distrofina)

MEMBRANA DE LA
CELULA MUSCULAR

g
0
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Figura 9. Ubicacion de distrofina en la célula. Tomado de (38).

La proteina distrofina a su vez contempla varias isoformas como: muscular, cortical,
cerebral, retiniana, la de la célula de Schwann y la glia (12). Aunque los sintomas de la
DMD se relacionan principalmente con las isoformas musculares, se ha planteado que
la ausencia de distrofina en el cerebro es la causa del déficit cognitivo observado en
pacientes con DMD (39). También se ha demostrado que en los pacientes en quienes
la mutacién afecta la isoforma retiniana Dp260, presentan mayor debilidad para la vision
rojo-verde. Los fibroblastos y las plaguetas expresan las isoformas Dpl1l6 y Dp71
respectivamente; el mayor sangrado observado durante cirugias en estos pacientes se

ha vinculado con las mutaciones que afectan dichas isoformas (12,48).
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3.9 METODOS DIAGNOSTICOS DE LA ENFERMEDAD

La importancia del diagnostico rapido de una distrofia muscular, es la posibilidad de
minimizar el impacto de la enfermedad tanto en hombres como en mujeres, para esto
se debe tener en cuenta, en primer lugar, el fenotipo del paciente, este debe presentar,
signos y sintomas tipicos de estas enfermedades, seguido de su historia familiar
(genealogia) dado que hasta el momento se las describe como enfermedades
genéticas. Anexo a esto el profesional de la salud deberé solicitar los examenes que se
describen continuacion y ademas incluir el asesoramiento familiar que en estos casos

es imprescindible y requiere la colaboracion de especialistas en genética clinica (44).

A continuacion, se presenta un algoritmo para identificacion de la distrofia muscular.

A 4
!_| Historia familiar oy
- N
. Vi ( \ - p
I Arbol genealégico |._ si :, Q '\\NO /)—OI Slgnos Yy sintomas ‘
" ___
T | Examen de sangre | —l
/__l_\ I—‘ Aumento CK en suero [— N
| Sospecha DMD/B [.—-.j\ si ) $ "\No /}—.{ Descarte DMD/B |
_/ o
I Biopsia de musculo I
N | Remplazo de tejido muscular | N - -
| DMD/B [.—.\ si ) por tejido adiposo, <,\No /.,.—-| Patologia alternativa |
| Andlisis genético |
PCR
; secuenciacion
Confirmacién VRN i
hombre DMD/B 1--1\_-5"_ /.' —| Deteccion de mutaciones (Del/Dup/ins) confirmado por electroforesis |
| RFLPs
= N
Confirmacién ) — — -
portadoras DMD/B .—-‘,_\ si '/. —-{ Cortes enzimaticos sitié blanco, confirmado por electroforesis |

| Asesoramiento genético y clinico |

Figura 10. Algoritmo diagnostico DMD/DMB Fuente: Elaboracion propia
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Evaluacién clinica:

Andlisis de sangre

e Se miden los niveles de creatina quinasa en suero, dado que es una enzima que
se libera al torrente sanguineo cuando las fibras musculares se estan
deteriorando (los niveles altos de esta enzima constituyen un marcador preciso
para identificar dafio muscular)

e Valor de referencia:

- Mujeres: 0,5 a 1,0 mg/dl (45-90 umol/l)
- Hombres: 0,7 a 1,2 mg/dl (60-110 pmol/l).
- Paciente DMD/B: valores > 1,2 mg/dl (44).

Biopsias de musculo

e Se observa bajo un microscopio la cantidad de tejido muscular presente en el
paciente, dado que por la pérdida de distrofina, las fibras musculares pierden

funcionalidad lo que conlleva al reemplazo de estas, por tejido adiposo, lo que

facilita determinar el avance de la enfermedad (figura 11). (40)

Figura 11. Biopsia musculo gastrocnémios. A) Paciente normal. B) Paciente DMD/B. Tomado de
(40,47).
Pruebas neuroldgicas

e Para descartar otros trastornos del sistema nervioso, identificar patrones de
atrofia y debilidad muscular, verificar los reflejos y la coordinacion y detectar

contracciones (49).
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Pruebas cardiacas

e como un electrocardiograma (ECG) para medir el ritmo y la frecuencia cardiaca.

Evaluaciones mediante ejercicios

e Para evaluar el nivel de fuerza, movilidad y funcion respiratoria del paciente que
teniendo en cuenta la edad y el progreso de la enfermedad, estas se ven

disminuidas.

Pruebas genéticas

e Que incluyen PCR, secuenciaciéon, RFLPs, Microsatélites entre otras, para
identificar el lugar en donde se ha producido algun tipo de mutacion en el gen de
la distrofina, que conduce al fenotipo DMD/DMB y a su vez identificacion de

portadoras.

3.9.1 PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)
Es una técnica molecular, estudiada por Chien et al. 1976 quien aisl6 a Thermus
aquaticus (enzima termoestable) y desarrollada por el bioquimico estadounidense Kary
Mullis en 1985, utilizada para amplificar o hacer varias copias de un fragmento en
especifico de ADN, tienen como objetivo producir suficiente ADN de la regién blanco
para su posterior visualizacion por electroforesis en gel, secuenciar o clonar (45).
(Figura 12).

COMPONENTES PCR PROCESO PCR
ral g c G N
5 )
A v 195 °C separacion hebras 1. Denaturacion
(h;l:zsl;:a Primer's Nucleotidos 5 = i
= 55°C Plantilla de enlace 2. Anillamiento
l\_/] de primer's -
\ e Mix Buff, Tubo PCR )
~ Polimerasa hac. Daer > .
- ” ~—
3 —_—
\
\ "
NS ‘\ ~ 72°C Sintetizar nueva —
N \\ < SRR 3. Extension
4 /
L /

Termocilcador

Figura 12. Técnica PCR (41).
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3.9.2 RFLPs (Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion)

Es una técnica que se usa como marcador para identificar grupos particulares de
personas con riesgo a contraer ciertas enfermedades genéticas. Utiliza secuencias
especificas de nucleotidos en el ADN que son reconocidas y cortadas por las enzimas
de restriccion (endonucleasas de restriccion) y que varian entre individuos. Estas
enzimas producen un gran numero de cortes en lugares reconocidos por sus
secuencias polimérficas. Los RFLP son marcadores génicos del ADN y se pueden
encontrar en regiones que codifican proteinas o exones, en los intrones o en el ADN
gue separa un gen de otro. Estas enzimas son capaces de reconocer uno 0 vario
puntos cercanos o distantes y cortarlos. Una vez que las enzimas actian sobre el ADN
extraido, va a ser fragmentado en secciones de diferente tamafo, produciendo
“‘extremos romos” cortes a la mitad de la secuencia blanco que no dejan extremos de
cadena sencilla y "extremos cohesivos" cortes que se pueden aparear con secuencias
complementarias y dejan extremos de cadena sencilla (43). (figura 13)

Extremos Romos:

=X ] 3
¥ GGoCCC s
Enzima Taql Xmnl
s' [cec] _ \ :
3 GGG E’Ei’ 3’ Extremos Producida por  Thermus aguaticus ~ Xanthomonas mani
cohesivos: hotis
Actividad Genera extremos Genera extremos
L catalitica cohesivos ramos
5 GanTTC 3 e
y CTTAAG 5! Sitio de S TCGA 5 GAANNNNTTC
reconocimiento B AACY s ol
; LLI& 3 Figura 13. Resultado de § "o T CGA -=- 3'
9 L o ¥ corte 3 'eer AGCT --- §' 3. .CTTNN NNAAG
y CTTAA Actividad :

enzimas de restriccién. Tomado de (43).
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3.10 TRATAMIENTO

Hasta el momento Distrofia muscular de Dichenme y distrofia muscular de Becker, no
cuentan con un tratamiento efectivo al 100%, pero si con ayudas multidisciplinares que
previenen que la degeneracion de los pacientes a nivel muscular avance rapidamente.
Especialidades como: rehabilitacién, ortopedia, cardiologia, neurologia, neumatologia,
nutricion, psicologia y genética, se han visto involucradas en el tratamiento de pacientes
DMD/B dando resultados favorables en las ultimas décadas (32). El tratamiento debe
enfocarse principalmente en cuatro aspectos: el mantenimiento de la fuerza muscular
del paciente, la prevencion del desarrollo de deformidades de la columna vertebral, el
manejo de complicaciones respiratorias, y la prevencion y tratamiento de alteraciones

cardiacas (40).

Tabla 3: Tratamiento. Ayudas multidisciplinares para pacientes DMD/B segun avance de la
enfermedad. Tomado de (15,40,44).

Etapa 1: Pre-sintomdtica Etapa 2: Etapa 3: Etapa 4: Etapa 5:
Concepto Ambulatoria Ambulatoria No Ambulatoria No Ambulatoria
Temprana Avanzada Temprana Avanzada
-Puede ser diagnosticada en -Maniobra de Gower | -Marcha cada vez -Tal vez sea capaz de -Funcién de miembros
Signos clinicos de esta etapa sila creatina-kinasa -Marcha con mds dificultosa autopropulsarse superiores
sospecha se encuentra elevada o sl hay balanceo por un tiempo mantenimiento
una historia familiar positiva -Tal vez camine de -Pierde la capacidad postural es cada vez
puntillas de subirescalerasy | -Capazde mantenerla | mdslimitada
-Puede mostrarun retraso de -Puede subir las levantarse del piso postura
desarrollo pero sin alteracién escaleras
en la marcha -Tal vez desarrolle
escoliosis
Diagndstico Probable que sea diagnosticada antes de llegar a esta etapa al menos que
-Examen diagndstico y consejo genético se retrase por otras razones (ej. patologfa concomitante)
Manejo -Planeacidn anticipatoria para -Seguir con la evaluacién para asegurar que la enfermedad evolucione como se esperaba en
Neuromuscular acontecimientos futuros conjunto con la interpretacidn de exdmenes diagndsticos
-Asegurar de cumplir con el -Una evaluacién de al menos cada 6 meses de funcién, fuerza, y amplitud de movimiento para
calendario de inmunizacién definir la fase de la enfermedad y determinar la necesidad de intervencion con glucacorticoides,
manejo continuo del régimen de glucocorticoides, manejo de efectos secundarios
Manejo Ortopédico -Considerar -Monitorear la escoliosis: intervencién con fusién
-Cirugla ortopédica rara vez es necesaria opciones quirirgicas | espinal posterior en situaciones definidas
para contracturas
del tenddn de -Posible intervencién para posicién de pley en
Aquiles en ciertas posicidn de silla de ruedas
situaciones
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Manejo de la
Rehabilitacién

-Educacién y apoyo

-Medidas preventivas para mantener la extensibilidad

musculary minimizar contracturas

-Alentar ejerciciosfactividades apropiadas
-Soporte para mantener funcién y participacién social
-Provisién de aparatos adaptativos apropiados

-Sigue con medidas previas

-Provisién de sillas de ruedas y asientos apropiadas y ayuda y adaptaciones
para permitir la independencia mdxima en las actividades de la vida
cotidiana, funcién, y participacién

Manejo Pulmonar -Funcién respiratoria normal -Riesgo bajo de problemas respiratorios -Riesgo en aumento de | -Riesgo alto de
impedimento impedimento
-Asegurar que el calendariode | -Monitorear el progreso respiratorio respiratorio

inmunizacién incluya las
vacunas neumocdccica 23-
valente e influenza

- Se detonan las
evaluaciones

-Se detonan revisiones
e intervenciones

respiratorias respiratorias
Manejo Cardiaco -Ecocardiograma en el -Un maximo de 24 -Realizar las mismas evaluaciones que en el grupo més joven
momento del diagndstico o meses entre -Conforme aumente la edad, aumenta riesgo de problemas cardiacos;
antes de los 6 afios de edad revisiones hasta los requieren intervencién, aunque sean asintomaticos
10 afios de edad, y -Cuando se detecte deterioro de funcién cardiaca, realizar intervenciones
después cada aflo estandares de insuficiencia cardiaca
Manejo -Atencidn a posible
gastrointestinal, del | -Monitorear aumento de peso normal para su edad disfagia
lenguaje, de -Evaluacién nutricional para monitorear excesoffalta de peso
deglucion, y de
nutricion

Manejo Psicosocial

-Apoyo familiar,
evaluacidn/intervencidn
temprana de desarrollo,
aprendizaje, y
comportamiento.

-Evaluacidnfintervencion de aprendizaje, comportamiento, y manejo de
la situacién. Fomenta independencia y desarrollo social.

-Planeacidn de
transicion a servicios
para adultos.

4. DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio:

e Descriptivo, experimental.

4.2 Poblacion:

e Familia colombiana que reside en el municipio de Cérdoba Narifio.

4.3 Muestra de estudio:

e La familia colombiana del estudio esta compuesta por aproximadamente 42

integrantes, de los cuales a 20 se le realiz6 el estudio. Se incluyeron hombres y

mujeres, entre los 2 y 75 afios de edad que residen en el municipio de Cérdoba,

Narifio. Posteriormente, con previa aceptacion por medio de la firma de un

consentimiento informado (ver anexo 1) para su participacion en el estudio, se

procedid a tomar las muestras. Teniendo en cuenta que hasta el momento




existen 4 casos reportados para DMD en la familia (3 de ellos fallecidos) que no
cuentan con estudios genéticos que confirmen un diagndstico para Distrofia

Muscular de Duchenne.

4.4 Criterios de inclusién:
e En el estudio se incluyeron a miembros de la familia, teniendo en cuenta.
v' Sexo: se incluy6é a hombres y mujeres
v' Edad: Entre 2 y 85 afios
v Nivel de escolaridad: Primaria, Bachillerato, Universitario.
v' Residencia: Cordoba Narifio
v Participantes con o sin diagnéstico para distrofia muscular de Duchenne y
otras patologias
4.5 Criterios de exclusion:
e Miembros de la familia que no residen en el municipio de Cordoba, participantes
gue no decidieron hacer parte del estudio y a su vez los que no firmaron el

consentimiento informado.

4.6 Indicadores:

e Para determinar la presencia de la mutacién que conlleva al fenotipo de Distrofia
muscular de Duchenne en los participantes del estudio, se tuvo en cuenta: Arbol
genealodgico, historia clinica, signos y sintomas (actuales), edad, sexo,
fotografias y antecedentes. Se incluyeron resultados previos de uno de los

integrantes que demuestran mutacién en el exén 45.

4.7 Hipotesis:

e La técnica de PCR para la deteccion de deleciones en personas con DMD/DMB
es util para la identificacion de hombres afectados, dado que solo presentan un
cromosoma X en su cariotipo, lo que facilita la identificacion de mutaciones
presentes en este, por el contrario, las mujeres son heterocigotos y presentaran
un alelo mutado en uno de los cromosomas X mientras el otro X estara libre de

mutacion y se expresion serd normal. (30), lo que dificulta la identificacion por
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esta técnica, cuando estas refieren grandes deleciones, dicho lo anterior es
necesario acudir a otras técnicas moleculares, como RFLPs, entre otros, como
apoyo diagnéstico completo que identifigue a las portadoras, para brindar un
diagnéstico mas certero, que lleve a la orientacion terapéutica y a tratamientos

adecuados en las familias.

5. DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

El desarrollo del proyecto se llevd a cabo a través de 2 fases con actividades definidas

para cada una, como se describe a continuacion:

5.1 FASE I: Identificacion de delecion del exon 45 y 51 del gen DMD, en
participantes de la familia por técnica PCR.

5.1.1 Muestra analitica:

Sangre total

5.1.2 Recoleccion de muestra:

Se socializo a cada uno de los participantes, los procedimientos que incluyen;
importancia de consentimiento informado y riesgos de la toma de muestra
(venopuncion).

Se extrajo la muestra de sangre total, en tubos tapa lila con anticoagulante

(EDTA) para preservacion de la muestra.

Se tuvo en cuenta el “manual de toma, preparacién, embalaje, transporte y
remision de muestras en laboratorio clinico, de la E.S.E departamental “Solucién
salud” Version 3, Codigo MN-LAB-01, Pagina 1 de 18 (42) .Para toma y
transporte de las muestras desde el municipio de Cérdoba Narifio, donde reside
la familia, hasta la ciudad de Bogota (Instituto de Genética UNAL) donde se
hicieron alicuotas y se almacenaron a 70°C para su preservacion, para posterior

andlisis de las mismas.
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5.1.3 Caracterizacion clinica de los pacientes:

Se tuvieron en cuenta historias clinicas de tres de los individuos de la familia que
fallecieron, hace 3 afios, para determinar datos clinicos y paraclinicos de referencia,
que incluyen, electrocardiogramas y radiografias (ver anexo 2). Ademas, se hizo el
registro de un individuo de 7 afios que actualmente, presenta diagnéstico clinico y
paraclinico de DMD y permanece en control y tratamiento en la ciudad de Pasto —
Narifio. Asi mismo, se tuvo en cuenta a las mujeres portadoras familiares de los
pacientes, para posterior asesoria genética, para prevenir y evitar el riesgo de heredar

la mutacion a las préximas generaciones.

5.1.4 Extraccion del material genético

e Para la extraccion del material genético, de las muestras se utiliz6 un kit de
extraccion de ADN comercial (ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep de promega)
teniendo en cuenta el protocolo de la casa comercial (ver anexo 3). Se hizo
posterior cuantificacion de las muestras por espectrofotometria, con un
NanoDrop 2000, para evaluar la pureza, calidad y cantidad del material genético

extraido, teniendo en cuenta la relacion 260/280.

5.1.5 Disefio de primers de exones 45y 51 del gen DMD.

Para la amplificacion de los exones de los exones 45 y 51 se descargaron las
secuencias de la base de datos Ensembl genome browser 97 (ver anexo 4), luego con
el software Primer3 Input (version 0.4.0) se disefiaron las secuencias de los primers.
Teniendo en cuenta que el gen DMD es uno de los mas grandes en el genoma, el
disefio de los prime’s fue dirigido directamente a los exones mencionados y las
secuencias seleccionadas se muestra en la tabla 4. Se analiz6 la especificidad de los
primers a través de wuna PCR in siico en la plataforma BiSearch

(http://bisearch.enzim.hu).
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Tabla 4. Caracteristicas de los Primers disefiados para los exones previamente seleccionados.

GEN | EXON LEFT PRIMER % Tm RIGHT PRIMER % Tm | TAMANO
GC (c) GC (c) (pb)
DMD 45 5AAACATGGAACA 48.0 | 65.8 3'CATTCCTATTAGAT | 46.15 | 66.3 547
TCCTTGTGGGGAC3 CTGTCGCCCTACS’
DMD 51 5'GAAATTGGCTCT 38.46 | 63.2 | 3GGAGAGTAAAGTGAT | 40.74 | 65.3 388
TTAGCTTGTGTTTC3’ TGGTGGAAAATCS’

Estas secuencias fueron previamente probadas a través de una PCR in silico en la

plataforma BiSearch, con el fin de evidenciar que los primers se acoplaran a la regién

de interés.

5.1.6 Técnica PCR convencional

La técnica de PCR para la amplificacion del material genético se estandarizo utilizando

el termociclador BIO-RAD C1000 TOUCH. Se utilizaron las condiciones que se

muestran en la siguiente tabla 5:

Tabla 5: Condiciones y reactivos utilizados para la amplificacion de los exones 45 y 51 del gen DMD

REACTIVOS PRIMER EXON 45 X22 PRIMER EXON 51

Buffer 5ul 110 pl 5l

Dntp’s 2 ul 44 ul 2yl

Primer Left 1.5 ul 33 i 1.5yl

Primer Right 1.5 ul 33 i 1.5yl

MgCl2 1.5 ul 33 i 1.5yl

H20 10.375 228.25 l 10.375

GoTaq 0,125 pl 2.75 0,125

DNA 3ul 3ul 3l

Volumen final 25 ul 25 ul 25 yl

T° Denaturacion inicial 95 ° C durante 5 minutos 95 © C durante 5 minutos

T° Denaturacién 98 ° C durante 20 segundos 98 © C durante 20 segundos

Gradiente 66.1 ° C durante 15 segundos 66.1 ° C durante 15 segundos

Extension 72 ° C durante 30 segundos (35 72 ° C durante 30 segundos (35
ciclos) ciclos)
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Extension final 75 ° C durante 5 minutos 75 ° C durante 5 minutos

Infinite hold 4°C = 4°C =

e Siguiendo el protocolo de la técnica se amplificaron los fragmentos de interés a

partir de la Master Mix que incluye Buffer, MgCI, primer's, DNTPs, H20 y la
accion de la enzima GoTaq polimerasa®, con la muestra de cada participante. La
PCR es un proceso repetitivo que requiere tres pasos fundamentales a saber:
denaturacion de la doble cadena de ADN molde, anillamiento de los dos primers
de oligonucledtidos al molde de cadena sencilla y extension enzimatica de los
primers para producir las copias que van a servir como molde en las siguientes

repeticiones.

5.1.7 Electroforesis

e Los productos obtenidos de la PCR, se visualizaron en un gel de agarosa, al

1.5% (tefiidos con SYBR® safe) y se visualizaron bajo un fotodocumentador
ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad Labortatories, Inc CA, USA)

5.1.8 Purificacion:

Los productos amplificados obtenidos fueron purificados, con el método de
etanol acetato, ya estandarizados en el laboratorio de Neurociencias (ver anexo
5). Se realiz6 la cuantificacion en el equipo NanoDrop 2000, para verificar la

cantidad y calidad del amplificado, para su posterior secuenciacion

5.1.9 Secuenciacion:

Se utilizaron 5 de productos purificados y se enviaron a secuenciacion en el
departamento SsiGMol del Instituto de Genética de la niversidad Nacional de

Colombia, donde se procesaron en el equipo 3500 Genetic Analyzer For
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Resequencing & Fragment Analysis. Para confirmar que las regiones
amplificadas correspondieran a los exones 45y 51.
5.2 FASE II: Identificacion de portadoras de la delecion del exén 45 en el gen DMD

por técnica RFLPs

5.2.1 Extraccion de material genético

e Para la extraccién del material genético, de las muestras se utilizd6 un kit de
extraccion de ADN comercial (ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep de promega)
teniendo en cuenta el protocolo de la casa comercial (ver anexo 3). Se hizo
posterior cuantificacion de las muestras por espectrofotometria, con un

NanoDrop 2000, para evaluar la calidad y cantidad del material genético extraido

5.2.2 Disefio de primer’s para pERT87.8 Taqgl y pERT 87.15B Xmnl

e Obtenidos de literatura, se analizaron dos sitios polimorficos intragénicos del
locus DMD, utilizados en otros ensayos y poblaciones: pERT87-15/Xmnl vy
pPERT87.8/Taqgl. (51), asi mismo comprobando su especificidad a través de una

PCR in silico en la plataforma Bisearch. (Ver tabla 6) Informacion tomada de (51).

Tabla 6. Primer's enzimas de restriccion Taql y Xmnl

ENZIMA LEFT PRIMER % Tm RIGHT PRIMER % Tm TAMANO
GC (c) GC (c) (pb)

pPERT87-8- 5GTCAGTTGGTCAGT | 47.62 | 59.4 | 3'"CCAATTAAAACCA | 42.11 | 53.0 Al: 145pb

(Taql) AAAAGCC3’ CAGCAGS5’ A2:71/72pb

pERT87-15B | 5SGACTGGAGCAAGG | 68.42 | 38.1 | 3'ACAATTTCCCTTT | 63.8 | 55.5 Al1:740pb
(Xmnl) GTCGCC3’ CATTCCAGS5’ A:2520/220pb

5.2.3 Estandarizacion de técnica RFLPs (Polimorfismos de longitud de fragmentos

de restriccion)
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La técnica de PCR para la amplificacién del material genético se estandarizo

utilizando el

condiciones que se muestran en la tabla 7:

termociclador BIO-RAD C1000 TOUCH. Se utilizaron

Tabla 7. Condiciones y los reactivos utilizados para la amplificacion

las

REACTIVOS ERT87-8- (Taql) X22 ERT87-15B (Xmnl)
Primer Left 0.5 ul 11 ul 0.5yl
Primer Right 0.5ul 11 pl 0.5ul

H20 8.5ul 187 ul 8.5ul
GoTaq 12.5ul 275 pl 12.5ul

DNA 3l 3l 3l
Volumen final 25 ul 25 ul

T° Denaturacion inicial

94 © C durante 30 segundos

94 °© C durante 30 segundos

T° Denaturacion

94 © C durante 30 segundos

94 °© C durante 30 segundos

Gradiente 56.5 ° C durante 30 56.5 ° C durante 30 segundos
segundos
Extension 68 ° C durante 1 minuto (30 68 ° C durante 1 minuto (30

ciclos)

ciclos)

Extension final

68 ° C durante 5 minutos

68 °© C durante 5 minutos

Infinite hold

4°Cw

4°Cw

5.2.4 Digestion DNA con enzimas de restriccion

e Una vez obtenido el amplificado, se procede a realizar la digestion con RFLPs

(Restriction fragment length polymorphisms) para el reconocimiento y corte de

secuencias especificas de ADN, para el caso de usaron las enzimas Taqgl y Xmnl

el producto se mezclado da una Master mix, que incluye, Buffer, enzimas, ADN y

H20 si lo requiere (ver condiciones tabla 8) Informacién tomada de (51).

La enzima Taql reconoce y actiia sobre la secuencia 5 T'CGA 3, en tanto que Xmnl
reconoce 5’ GAANN'NNTTC 3, donde N es cualquier base.

Los productos de restriccién de Taqgl y Xmnl, se sometieron a electroforesis en geles de

agarosa al 1.5 % a 120V 20 minutos y fueron tefiidos con SYBR® safe para su
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respectiva visualizacion bajo el documentador donde se analizaron los resultados de la

figura 19.

Tabla 8. Condiciones 6ptimas para digestion de enzimas

REACTIVOS ERT87-8- (Taql) X20 | ERT87-15B (Xmnl)
Buffer 0.5 ul 0.5yl
Enzima 2.5l 2.5l
DNA 20 pl 20 pl
H20 2 ul 2 ul
Volumen final 25 ul 25 pl

T° Digestion 64 °C durante 7 minutos 64 °C durante 7 minutos

5.2.5 Electroforesis.

e Una vez obtenidos los productos de digestion se sometieron a una electroforesis
en gel de agarosa al 1.5% (tefiidos con SYBR® safe). Los resultados se
visualizaron en fotodocumentador ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad

Labortatories, Inc CA, USA)

5.3 CONSEJERIA GENETICA

Una vez obtenidos los resultados genéticos, confirmando la presencia de mutaciones
para DMD en la familia colombiana, involucrada para distrofia muscular de Duchenne,
es importante para los participantes contar con consejeria genética, ya que
enfermedades de este tipo representan alrededor del 10 % de la poblacién, por ello su
atencion va desde su prevencion, mejorar su calidad de vida y la integracion social.

Para lo anterior se tuvieron en cuenta los siguientes parametros:

Tabla 9. Sesiones para consejeria genética (46).

Primera sesién Segunda sesién Tercera sesion
* Presentacion del caso * Entregar los resultados de los | Valorar grado de
-Fenotipo (Signos y sintomas) examenes realizados. comprensién de la familia
-Genealogia (Historia familiar) *Profundizar en el conocimiento | sobre la informacion ofrecida.
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Examenes complementarios

» Ofrecer informacion general
sobre la enfermedad.

. Conocer inquietudes,
pensamientos y creencias que
poseen los pacientes.

de la enfermedad.

*Mantener apoyo psicologico y
afianzarlo.

*Brindar opciones reproductivas.

* Entregar hoja educativo-
informativa.

* Invitar a familiares de los
pacientes a la préxima consulta.

. Esclarecer dudas para
disminuir temores, ansiedad,
preocupaciones, asi como los
sentimientos de culpa.
. Continuar el
psicoldgico.

. Brindar seguimiento el
servicio genético.

apoyo

6. RESULTADOS

6.1 ARBOL GENEALOGICO

El patrén de herencia de Distrofia Muscular De Duchenne, en la familia colombiana del

estudio, proveniente de Cordoba Narifio, se demuestra con arbol genealdgico, (figura

14) que incluye a hombres y mujeres, de 5 generaciones, entre los 2 y 85 afios de

edad, identificando a participantes sanos, afectados, portadoras, posibles portadoras y

fallecidos por DMD y por otras causas. Se pueden observar que el probando de la

generacion IV (IV-4), es miembro de la familia, en donde se encontraron 2 de sus

hermanos fallecidos (IlI-2 y IV 2-3), un hermano afectado (IV-5) y con una madre y

abuela portadoras (11l-3 ylI-3). También se encontré un tio muerto y afectado (llI-2).

Asimismo, se pueden observar un total de 11 mujeres en las diferentes generaciones

gue podrian llegar a ser portadoras de la alteracién que se presentan en el gen de la

DMD en esta familia.
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D HOMBRE SANO O MUJER SANA

[ ovese arecTroo ror oM @ MUJER PORTADORA
ARBOL GENEALOGICO
HOMBRE FALLECIDO POR DMD
l DISTROFIA MUSCULAR DE DICHENNE @ MUJER POSIBLE PORTADORA
HOMBRE FALLECIDO POR OTRAS ; 5 .
EPERBTADBCAAIALE Familia Colombiana (Cardoba-Narifio) MUJER FALLECIDA POR OTRAS
ENFERMEDADES/CALUSAS

Figura 14. Arbol genealdgico de la familia del estudio. La flecha indica el primer paciente que ingresa
a consulta genética (Probando)

6.2 CARACTERIZACION DE LOS PARTICIPANTES DEL ESTUDIO

Se incluyen a 20 integrantes de la familia quienes firmaron consentimiento informado y
aceptaron participar voluntariamente en el estudio. Se tomaron fotografias del musculo
gastrocnémio en nifio afectado con DMD, con el fin de evaluar las caracteristicas
propias de la enfermedad, que son producidas por el remplazo de tejido fibroso por
tejido adiposo, ocasionado hinchazén o inflamacién en los muasculos (ver figura 15).
Ademas, se tuvo en cuenta la descripcion de la genealogia para determinar con

claridad los casos con DMD en la familia.




Figura 15. Fotografias del masculo gastrocnémio del nifio afectado. Participante (IV-5) de la familia,
de siete afios de edad quien tiene DMD. Las flechas muestran inflamacion del musculo gastrocnémio,
debido al tejido suplantado. (Fotografia obtenida y publicada con el consentimiento informado de los
padres).

Se hizo una seleccion de 20 integrantes de la familia para realizar andlisis molecular
(ver tabla 5), de las 20 muestras obtenidas el 65% (n=13) son mujeres y el 35% (n=7)
son hombres. De la generacién |, no se hizo seleccion porque ya habian fallecido, sin
embargo, la familia reporta que ninguno de ellos manifesto el fenotipo para DMD. De la
generacion Il, se seleccion6 a 2 mujeres posibles portadoras (II-1, 1l-4), los demas
individuos habian fallecido (l1I-2, 1I-3, 1I-5, 1I-6). De la generacion lll y IV, se estudian a
hombres y mujeres vivos quienes reportaron las siguientes caracteristicas:

e lllI-1, mujer, muri6 a los 33 afios, causas dolores de cabeza e inflamacion de
cuerpo completo (No hay diagnostico concreto). No tuvo hijos.

e |lI-2, hombre, fallece en el hospital infantil de la ciudad de Pasto, por “paralisis
muscular’ afos después es diagnosticado en el Instituto de Ortopedia Infantil
Roosevelt, en la ciudad de Bogota con Distrofia Muscular de Duchenne. Fallece
a los 15 afios por infarto cardiorrespiratorio.

e [lI-3, mujer sana, portadora de la mutacién del gen DMD.

- IV-1; mujer sana, posible portadora de DMD (su hija muere al nacer por falta de
oxigeno y por mala formacion de sus rifiones, V-1)

- IV-2; hombre quien recibi6 2 operaciones por presentar, Pie equinovaro
congénito, es el segundo afectado por DMD diagnosticado en el hospital de
Quito-Ecuador. (Muerte a los 25 afos por infarto cardiorrespiratorio,
caracteristica DMD)

- IV-3; hombre, también es afectado por DMD y es diagnosticado con DMD en el
hospital infantii de la ciudad de Pasto. (Muerte a los 23 por infarto
cardiorrespiratorio)

- IV-4; Mujer sana, posible portadora de DMD

- IV-5; Nifio de 7 afios, quien actualmente presenta DMD diagnosticado, en el
hospital Departamental de la cuidad de Pasto con diagnéstico genético del
laboratorio BIOTECGEN S.A de EEUU

e |lI-4, hombre, actualmente presenta cancer de tiroides. No tiene hijos.

e |lI-5, hombre sana
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-IV-6; sana, posible portadora DMD.
e |lI-6, Mujer posiblemente portadora.
- V-7, IV-8; varones gemelos, mueren a los 3 meses de vida, por presentar
Raquitismo e hidrocefalia.
- IV-9; Mujer con Lupus Eritematoso sistémico. Posible portadora DMD
- IV-10; Mujer Sana. Posible portadora DMD
e |lI-7, Hombre fallecido, muerte accidental
e 11I-8, hombre sano
e -|V-11; sana. Posible portadora DMD
e [lI-9, mujer sana

-IV-12; nifio de 11 afios sano.

Tabla 10. Caracterizacion de participantes seleccionados para el estudio.

CODIGO GENERO EDAD DIAGNOSTICO PORTADORA
DMD 45 -1 (11-1) F 85 Sin DMD
DMD 45 - 2 (11-3) F 55 Sin DMD +
DMD 45 -3 (IV-1) F 31 Sin DMD Sin datos
DMD 45 - 4 (IV-5) M 7 Afectado DMD
DMD 45 -5 (IV-4) F 23 Sin DMD Sin datos
DMD 45 - 6 * M 50 Sin DMD
DMD 45 - 7 * M 50 Sin DMD
DMD 45 - 8 (111-6) F 49 Sin DMD Sin datos
DMD 45 - 9 (IV-9) F 22 Sin DMD Sin datos
DMD 45 - 10 (IvV-10) F 21 Sin DMD Sin datos
DMD 45 - 11 (11-4) M 53 Sin DMD
DMD 45 - 12 (111-8) M 43 Sin DMD
DMD 45 - 13 IV-11) F 13 Sin DMD Sin datos
DMD 45 - 14 (11-9) F 41 Sin DMD Sin datos
DMD 45 - 15 (IV-12) M 10 Sin DMD
DMD 45 - 16 (11-5) M 51 Sin DMD
DMD 45 - 17 (IvV-6) F 33 Sin DMD Sin datos
DMD 45 - 18 (11-5) F 75 Sin DMD Sin datos
DMD 45 - 19 (l11-10) F Sin DMD Sin datos
DMD 45 - 20 (IV-13) F 3 Sin DMD Sin datos

*Esposos de las participantes 1l1-3 y la 111-6

52



De los 20 participantes, el 5% (n=1) participantes de la generacion IV presenta Distrofia
Muscular De Duchenne, el 60% (n=12) corresponde a las mujeres posibles portadoras
DMD (aun sin confirmar genéticamente), el 5% (n=1) participantes mujer de la
generacion lll es portadora y el 30% (n=6) hombres sanos.

Clasificacion de participantes de la familia
del estudio

m Hombre afectado DMD

m Mujer portadora DMD

6;30%

Mujer posible portadora
DMD

Hombre sin signos
compatibles con DMD

Figura 16. Clasificacion de los participantes de la familia colombiana.

6.3 CARACTERIZACION MOLECULAR

6.3.1 FASE 1. Identificacion de delecion del exén 45 y 51 del gen DMD, en

participantes de la familia por técnica PCR

6.3.1.1 Extraccion del material genético

En la tabla nUmero 11, se puede evidenciar que la concentracion de ADN esta en un
rango de (35.5 ng/ul y 123.6 ng/ul), es decir una concentracion Optima para Su
amplificacion, también se observa que la relacion 260/280 muestra un ADN con una
buena pureza de las muestras y la relacién 260/230 que nos indica que no se observa

contaminacion.

Tabla 11: Cuantificaciéon de las muestras de DNA de los participantes.
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N° | Simple ID Date and | Nucleic Unit | A260 | A280 260 260 Sample
Time Acid 1280 /230 Type
Conc
1 DMD 45 -1 30/04/19 58.8 ng/pl | 1.137 | 0.601 1.89 2.02 DNA
2 DMD 45 -2 30/04/19 115.3 ng/ul | 2.307 1.203 1.92 1.97 DNA
3 DMD 45 -3 30/04/19 1149 ng/ul | 2.297 1.203 1.91 1.91 DNA
4 DMD 45 - 4 30/04/19 55.2 ng/ul | 1.044 | 0.544 1.92 2.25 DNA
5 DMD 45 -5 30/04/19 123.6 ng/pl | 2.171 1.294 1.91 1.85 DNA
6 DMD 45 - 6 30/04/19 108.7 ng/ul | 2.174 1.151 1.89 1.77 DNA
7 DMD 45 -7 30/04/19 92.5 ng/ul | 1.878 1.952 191 211 DNA
8 DMD 45 - 8 30/04/19 118.3 ng/ul | 2.166 1.243 1.90 2.06 DNA
9 DMD 45 -9 30/04/19 91.6 ng/pl | 1.832 | 0.942 1.94 2.13 DNA
10 DMD 45 - 10 | 30/04/19 80.6 ng/ul | 1.611 | 0.858 1.88 1.77 DNA
11 DMD 45 - 11 | 30/04/19 185.8 ng/ul | 2.717 1.919 1.94 2.10 DNA
12 DMD 45 -12 | 30/04/19 51.6 ng/pl | 1.032 | 0.545 1.90 2.27 DNA
13 DMD 45 - 13 | 30/04/19 38.7 ng/ul | 0.774 | 0.401 1.93 2.36 DNA
14 DMD 45 - 14 | 30/04/19 90.1 ng/ul | 1.802 | 0.934 1.93 2.17 DNA
15 DMD 45 - 15 | 30/04/19 78.3 ng/ul | 1.567 | 0.809 1.94 2.16 DNA
16 DMD 45 - 16 | 30/04/19 196.9 ng/ul | 3.939 | 2.051 1.92 2.15 DNA
17 DMD 45 - 17 | 30/04/19 35.5 ng/ul | 0.711 | 0.365 1.95 0.39 DNA
18 DMD 45 - 18 | 30/04/19 40.0 ng/ul | 0.801 | 0.425 1.89 2.09 DNA
19 DMD 45 -19 | 30/04/19 100.8 ng/ul | 2.017 | 1.049 1.92 2.16 DNA
20 DMD 45 - 20 | 30/04/19 45.3 ng/ul | 0.907 | 0.482 1.88 1.90 DNA

6.3.1.3 Amplificacion exones 45 y 51 del gen DMD

Los productos obtenidos de la PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% y fueron
tefiidos con SYBR® safe para su respectiva visualizacion bajo el documentador. Se
observa el gradiente de temperatura realizado (72.1°C a 62.1°C) para el exén 45, donde
se logré un amplificado de 547 pb, obteniéndose una banda de buena calidad a una
temperatura de 68.5°C. (Fig. 17-A). En la figura 17- B se observa el amplificado para los
20 individuos analizados en el estudio, encontrando una delecion en el paciente DMD4
(IV-5).
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En la Fig. 17-C se observar el gradiente de temperatura (70.2°C a 60.1°C), realizado
para el exon 51, donde se logré un amplificado de 388 pb, obteniéndose una banda de
buena calidad a una temperatura de 64.2°C. En la figura 17- D se observa el
amplificado para los 20 individuos analizados en el estudio, encontrando la banda de

388 pb en todos los individuos analizados.

(A)

EXON 45

DMD5 DMD5 DMD5 DMNS DMD5 DMD5 DMDS DMDS
729 716 705 685 662 642 628 6291

(B) EXON 45
DMD1 DMD2 DMD3 DMD4 DMD5 DMD6 DMD7 DMD8 DMDS DMD10
-1 -3 [\ | V-5 V-4 -6 V-9 vV-10

bpmb11 bDMD12 DMD13 DMD14 DMD15 DMD16 DMD17 DMD18 DMD19 DMD20
-4 -8 v-11 -9 V12 -5 V-6 -5 -10 * v-13
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(©)

EXON 51

DMD5 DMD5 DMD5 DMD5 DMD5 DMD5S DMDS DMD5
702 697 686 666 642 623 609 602

(D)
EXON 51 Region

C- DmMD1 DMD2 DMD3 DMD5 DMD6 DMD7 DMD8 DMDS DMD10 Mx
11 -3 w1 V-5 me -8 V10 AG

DMD11 DMD1Z2 DMD13 DMD14 DMD15 DMD16 DMD17 DMD18 DMD1S DMD20 Mx
4 w8 Iv11 WS V12 W5 V6 -5 110, IV-13 AG

Figura 17: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. A) Estandarizacion exon 45 en el carril 5 se
evidencia la amplificacion bajo condiciones de temperatura éptimas (547pb, Tm 66.1). B) Amplificacion
del exén 45 en muestras de los participantes, en el carril nUmero 1 marcador de peso molecular DNA
Ladder, Carril numero 4 (DMD4) Identificacion y confirmacion de la delecion en el exén 45 del Gen DMD
en uno de los participantes de la familia (IV-5) (ausencia 547 pb), los demas carriles amplificacién normal
(547pb). C) Estandarizacién exén 51 en el carril 5 se evidencia la amplificacion bajo condiciones de
temperatura éptimas (388 pb, Tm 64.2). D) Amplificacion del exdn 51 en muestras de los participantes, en
el carril nUmero 1 marcador de peso molecular DNA Ladder, No existe mutacién en exon 51, en ningin
participante, carriles con amplificacién normal (388 pb), sin mutacion.
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Con los resultados obtenidos se confirm6 la mutacion presente en el exon 45 del
individuo que presenta DMD (IV-5) y se descarta una delacion relacionada con exén 45
en todos los otros individuos analizados, para el exdn 51 se descarté la delecion en los
20 individuos analizados.

6.3.2 FASE II: Identificacion de portadoras de la delecién del exén 45 en el
gen DMD por técnica RFLPs

Para la identificacion de las portadoras se realizo la técnica de RFLPs utilizando las
Enzimas de restriccion pERT 87.8 Tagl y pERT87.15 Xmnl.
6.3.2.1 Amplificacion de la region para pERT87.8 (Taql) y pERT87-15B (Xmnl)

Los productos obtenidos de la PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% y fueron

tefiidos con SYBR® safe para su respectiva visualizaciéon bajo el documentador.

Para la amplificacion de ERT87-8-(Taql), se realiz6 un gradiente de temperatura
(62.4°C a 52.1°C), obteniendo una banda éptima de 145 pb a los 56.2°C (fig. 18-A). Al

amplificar los 20 participantes se observé que todos presentaron la banda de 145 pb.

Para la amplificacion de ERT87-15B (Xmnl), también se realizO un gradiente de
temperatura (61.5°C a 58.3°C) obteniendo una banda éptima de 740 pb a los 59.6 °C
(fig. 18-C). Todos los participantes presentaron también la banda de amplificacion de
740 pb (Fig 18-D).

A) ERT87.8 - (Taq))

DMD5 DMD5 DMD5 DMDS5 DMD5 DMD5 DMD5 DMD5
624 619 607 587 562 542 528 - 521

" a—

P W v g e g e
‘.',




B) ERT 87.8 (Taq))
DmMD1 DMD2 DMD3 DMD4 DMDS5S DMD6 DMD7 DMD8 DMDS DMD10 c
-1 Hi-3 v-1 v-5 v-4 < -6 v-9 vV-70 7

DMD11 DMD12 DMD13 DMD14 DMD15 DMD16 DMD17 DMD18 DMD19 DMD20 . Region
-4 Hi-8 v-11 -9 Iwv-12 n-s V-6 n-2 H-10 v-13 Mx
F

ERT 87.1SBLan
C) DMD5 DMD5 DMD5 DMD5 DMD5 DMDS5 DMD5 DMD5
61.5 14 61 604 596 59.0 58.5 58.3

ERT 87.158 (Xmnl)
ODMDAO

DMD3 DMD4 DMDSE DMDE DMD7 DMDE DRAMDOS

D) ODMDY DRMDZ2
-G wv.5 v.10

-1 - -1 .5 V.4

—— — — — — —— — — T 40 BB

DA 1 CDMOEE  DRMDI  DRDI4  DMDIS DRMOGE DMOSEY DMODIE DM TS DD Region
wW.l2 w5 V.o "% a0 veaaas Mx

wi-e LU 2 w.11 s

— — — T W— — — . m— —— TAO0PpPb

Figura 18. Estandarizacién y amplificacién de la region para ERT87.8 (Taql) y ERT87-15B (Xmnl).
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. A) Estandarizacion ERT 87.8 (Taql), en el carril 5 se evidencia
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la amplificacion bajo condiciones de temperatura 6ptimas (145pb, Tm 56.2). B) Amplificacion de ERT 87.8
(Taql), en muestras de los participantes, en el carril nimero 1 marcador de peso molecular DNA Ladder,
con amplificacion normal (145pb) en los demas carriles. C) estandarizacion ERT 87.15B (Xmnl) en el
carril 5 se evidencia la amplificacion bajo condiciones de temperatura 6ptimas (740pb, Tm 59.6). D)
Amplificacién ERT 87.15B (Xmnl) en muestras de los participantes, en el carril nimero 1 marcador de
peso molecular DNA Ladder, con amplificacion normal (740pb) en los demas carriles.

6.3.2.2 Digestion DNA con enzimas de restriccion

Los amplificados de 20 participantes de la familia, fueron sometidos a andlisis de los
dos marcadores polimorficos intragénicos del gen DMD: ERT 87.8 (Taql) y ERT 87.15B
(Xmnl). El andlisis se hizo por PCR con posterior restriccion con la endonucleasas
respectiva Taqgl y Xmnl.

Para la enzima de restriccion Tagl, una persona normal presenta el sitio de restriccion,
por lo que se puede observar un corte que produce dos bandas de aproximadamente
71y 74 pb, cuando existe una mutacion se pierde este sitio de restriccion y se observa
una sola banda de 145 pb sin digerir, por lo cual el individuo esta afectado y es
homocigoto (individuo 1V-5). Como se puede observar en el gel el carril 1 corresponde
al marcador de peso molecular, los carril 2,8,14 y 15 corresponden a mujeres
homocigotas que presentan una sola banda digerida de aproximadamente entre 71-74
pb (Normal), los carriles 3,4,6,9,11,12,17,18,19 a mujeres heterocigotos (que presentan
las dos bandas, una de 145 pb y otra de 72 pb) portadoras. En el carril 7 se observa un
hombre hemicigoto con una banda de 145 pb (Afectado) y los carriles 5,10,13,16 a
hombres homocigotos con la presencia de una banda de aproximadamente 72 pb
(Normales). En el anexo 6 se pueden observar los dos ultimos pacientes normales (No

[1I-4 y 111-6) que presentan los cortes de la enzima Taq |.

Para actividad de la enzima de restriccion de pERT87.15B Xmnl, las personas normales
presentan el sitio de restriccion, pudiéndose observar un corte que produce dos bandas
una de 220 y otra de 550 pb, cuando existe una mutacion se pierde este sitio de
restriccién y se observa sola banda de 740 pb sin digerir. Se puede observar en el carril
1 marcador de peso molecular, en los carriles 2,8,14,15 corresponden a mujeres

homocigotas (Normal), los carriles 3, 4, 6, 9, 11, 12, 17,18,19 a mujeres heterocigotas
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(portadoras), el carril 7 hombre hemicigoto (Afectado) y los carriles carril 5,10, 13 y 16
hombres heterocigotos (Normal). En el anexo 6 se pueden observar los dos ultimos

pacientes normales (No IlI-4 y IlI-6) que presentan los cortes de la enzima Xmnl.

(A)
Restriccion de pERT87.8/Tagl. | G)-l-l:l
O © O =
ALELO MUTADO | 145pb
145ph
T1/74pb
ALELO NORMAL [N 145pb
f1pb T2pb Gel electroforesis | | |
| | |
Mujer Mujer Hombre Hombre
(B) homaocigoto Heterocigota Heterocigoto Hemicigoto

[Normal) (Portadora)  (Normal)  (Afectado)

- R S
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¥ Y
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71/74pb

\
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(©)

[Restriccion de pERTB745 Xmnl | @TD

ALELO MUTADO [
740pb — —
220pb
ALELO NORMAL I
Gel electroforesis I I |
| I |
Mujer Mujer Hombre Hombre
homocigoto Heterocigota Heterocigoto Hemicigoto
(Normal) (Portadora) [Mormal) (Afectado)

S S

18 19

OMD1 DMD2 DMD3 OMID6 DMDS DMD4 DMIDi7 DMDS DMD7 DMDS DMDIO DMD412DMD13 DMD{4 DMD15 DMD18 DMD19 DMD20 Mx
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Mujer homocigota (Normal) Hombre heterocigoto (Normal)
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Figura 19: clasificaciéon de la mutacion presente en los participantes de la familia. (A) Actividad
Restriccion de pERT87.8/Taql (B) Restriccion de pERT87.8/Tagl en muestras de pacientes. Carril 1
marcador de peso molecular, carril 2,8, 14 y 15 mujeres homocigotas (Normal), carril
3,4,6,9,11,12,17,18,19 mujeres heterocigotas (portadoras), carril 7 hombre hemicigoto (Afectado) carril
4,9,12,15 hombres heterocigotos (Normal) . (C) Actividad Restriccion de pERT87.15B Xmnl. (D)
Restriccion de pERT87.8/Tagl en muestras de pacientes. Carril 1 marcador de peso molecular, carril
2,7,13 y 14 mujeres homocigotas (Normal), carril 3,4,6,9,11,12,17,18,19 mujeres heterocigotas
(portadoras), carril 7 hombre hemicigoto (Afectado) carril 5,10,13,16 hombres heterocigotos (Normal)
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Tabla 12. Clasificacion portadora DMD de la familia

CODIGO GENERO EDAD CLASIFICACION
DMD 45 -2 (1-1) F 85 No portadora
DMD 45 -3 (11-3) F 55 Portadora
DMD 45 -4 (Iv-1) F 31 Portadora
DMD 45 - 6 (Iv-4) F 23 Portadora
DMD 45 -9 (111-6) F 49 Portadora
DMD 45 - 11 (IvV-9) F 22 Portadora
DMD 45 - 12 (Iv-10) F 21 Portadora
DMD 45 - 8 IV-11) F 13 No portadora
DMD 45 - 14 (11-9) F 41 No portadora
DMD 45 - 15 (IvV-6) F 33 No portadora
DMD 45 - 17 (11-5) F 75 Portadora
DMD 45 - 18 (l11-10) F Portadora
DMD 45 - 19 (IV-13) F 3 Portadora

6.3.2.5 indice de heterocigocidad y homocigocidad en participantes.

Para el marcador pERT87.8/Taql y PERT87.15/Xmnl en los 20 participantes, se
encontré6 un indice del 5% (n=1) hombre hemicigoto (Afectado), el 45% (n=9)
corresponde a las mujeres heterocigotas (portadoras) el 20% (n=4) mujeres
homocigotas (Normales) y el 30% (n=6) hombres heterocigotos (Normales). Siendo
estos marcadores los mas informativos para deteccion de portadoras de Distrofia

Muscular de Duchenne/Becker.

Clasificacion por RFLPs

@ m Hombre Afectado

m Mujer Portadora
m Mujer sana

Hombre sano
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Figura 20: Clasificacion genotipica por RFLPs
6.4DESARROLLO DE CONSEJERIA GENETICA

Las etapas de la consejeria genética se pueden observar en el protocolo que se siguio

con la familia estudiada. (Figura 20).
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Figura 21: Algoritmo asesoramiento genético Fuente: Elaboracion propia
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7. DISCUSION

Distrofia muscular de Duchenne y distrofia muscular de Becker, son enfermedades de
tipo neuromuscular, catalogadas a nivel mundial como huérfanas, dado que la
poblacion afectada es minima, presentandose con mayor frecuencia en varones,
teniendo un patron de herencia ligado al cromosoma X (16). Hasta el momento no
tienen cura, pero si cuentan con posibles tratamientos que han dado resultados
favorables en algunos pacientes (1). Con respecto a los métodos diagnosticos, tanto
para hombres como para mujeres portadoras, han sido confiables, pero de muy alto
costo, lo que ha llevado a que poblaciones vulnerables no tengan acceso a estos, no
cuenten con asesoramiento genético y sigan transmitiendo la mutacion a nuevas
generaciones. Para poder identificarlas a tiempo, es primordial tener claro el fenotipo
gue incluye signos y sintomas caracteristicos de la enfermedad para su posterior

diagnostico final.

Hasta el momento segun Chamberlain Js, et al (14), la técnica PCR multiplex, es una
de las pruebas analiticas sensibles y precisas para la deteccion de mutaciones,
principalmente deleciones, siendo las mas frecuentes, resulta ser facil y confiable y el
tiempo para obtener los resultados es minimo, lo que facilita el diagnostico prenatal o
postnatal de DMD / DMB. Por otro lado, Gonzales N, et al. (28), confirmo que la técnica
PCR multiplex es una herramienta que puede detectar cerca del 98% de las deleciones,
de forma rapida y confiable, y ademas permite el asesoramiento apropiado a los
pacientes, que, en conjunto con los estudios clinicos, bioquimicos y electromiograficos
es suficiente para establecer un diagndstico especifico; sin embargo, es importante
aclarar que esta técnica tiene ciertas limitaciones ya que no puede ser utilizada para la
deteccion de portadoras de DMD/B, dado a que estas son heterocigotos y al momento
de interpretar los resultados, asi porten la mutacién, el gen X normal sera el identificado
en los ensayos. Por esta razdn es necesario realizar otro tipo de estudios y técnicas
moleculares complementarias que ayuden a ofrecer un diagnéstico completo a las

familias afectadas (28).
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Con respecto a las técnicas alternativas para la identificacion de portadoras Fonseca
D, et al. (16), aclara que el estado de una portadora de deleciones se puede abordar
por diferentes estrategias que tratan de obviar el problema metodol6gico que genera la
presencia de una copia normal del gen de la distrofina, por este motivo otros autores
afirman que la técnica Hibridacién Fluorescente In situ (FISH), mediante sondas
especificas que sefialan la presencia o ausencia de uno o varios exones sobre el
cromosoma X, ayuda al diagndstico, pero sélo es util cuando el paciente afectado
presenta una delecién confirmada, de lo contrario los resultados serian falsos positivos,

dado que es una técnica poco informativa y asi mismo poco sensible y especifica (44).

Ademas, cabe aclarar que, debido a los altos costos de las técnicas mencionadas, una
buena opcidn de diagnostico es realizar la identificacion de mutacion mediante RFLPs
para identificacion de portadora, siendo una técnica que por su complejidad es poco

usada, pero sirve como principal opcion en cuanto a valor econémico.

En este trabajo se realizo el analisis de una mutacion, en el exén 45y 51 del gen DMD,
en una familia colombiana proveniente de Coérdoba Narifio, conformada por 42
integrantes de los cuales se escogié a 20 de estos, para posterior genotipificacion. Con
ayuda del arbol genealdgico y teniendo en cuenta el fenotipo, se logro identificar a un
integrante varén, de 7 afos de la familia, quien actualmente presenta la enfermedad y
asi mismo se logra clasificar a las portadoras de la mutacion en el gen, como
diagnostico parcial, estableciendo que Distrofia Muscular de Duchenne, en este caso,
presenta un patron de herencia Mendeliano; autosdmico recesivo, ligado al cromosoma
X, ya que con el tiempo se han ido presentando casos en las generaciones I, lll, IV,

siendo las mujeres portadoras y los hombres los afectados.

El gen DMD, es considerado como uno de los mas grandes del genoma humano, ya
gue aproximadamente el 99% son intrones y el 1% restante corresponde a 79 exones,

incluyendo siete promotores que codifican para siete isoformas de la proteina distrofina

(9).
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Teniendo en cuenta lo anterior, para el desarrollo de este estudio se decididé hacer el
analisis de dos de los exones del gen, ya que, por su gran tamafio y complejidad, se
dificulto estudiarlo completo. Para este caso se realizd en andlisis del exén 51, siendo
este el exdbn mas reportado, involucrado en familias colombianas con fenotipo para
DMD/B (9), ademas, esta ubicado en un hot spot del gen, lo que lo hace susceptible a
presentar deleciones principalmente. Por otra parte, se hizo el analisis del exdn 45,
porque ya se tenia informacion de andlisis genético, en el cual los resultados informan
una deleciébn completa en este exdén en uno de los participantes afectado por DMD,
cabe aclarar que este exén también hace parte de los puntos hot spot en el gen y se

asocia con el desarrollo de la enfermedad en diferentes estudios (9,12,46,51)

El analisis para la identificacion de la mutacion en el exon 45 y 51, del gen DMD,
observado en este estudio, se realiz6 mediante la amplificacion por la técnica PCR
convencional (polymerase chain reaction), en el cual se descartan mutaciones en el
exon 51, ya que los productos en la electroforesis mostraron resultados normales
equivalentes a 388 pb, contrario a la amplificacion en el exon 45, aqui los productos en
la electroforesis, muestran una delecién completa (547pb) en este exon, confirmada por
secuenciacion, en uno de la participantes. Como se habia mencionado la técnica PCR,
hasta el momento es muy sensible y util para identificar mutaciones, que se producen
en el gen DMD, pero para identificar el tipo de mutacién se debe confirmar por

secuenciacion, como lo reporto Chamberlain JS et al.

Para este estudio se descarta la identificacion de las portadoras por la técnica PCR, ya
gue al ser una delecion completa del exén y siendo estas heterocigotas, es decir un
alelo presentara el exdn 45y el otro no, la secuencia mostrada siempre sera la del alelo
normal, ya que en su cariotipo presentan dos cromosomas X, que corresponden a cada
alelo, contrario a los hombres que son hemicigoto afectados que, al presentar una
mutacion tan grande en este exon, en su cromosoma X, en los resultados de

secuenciacion se evidenciara ausencia total de acidos nucleicos para esta region.
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Dicho lo anterior, el analisis genético, para la identificacién de las portadoras en este
caso, se realiz6 RFLPs (Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion) técnica
que usa enzimas de restriccion, como ERT87.8 (Tagl) y ERT87.15B (Xmnl). Aqui se
logré establecer el estado de las portadoras de la familia, siendo el 69% (n=9)
portadoras y el 31% (n=4) no portadoras, para un total de13 mujeres analizadas. Como
en estudios previos hechos en la poblacion colombiana de enfermos con DMD, se
determind una baja proporcién de deleciones, el andlisis indirecto responde a la
necesidad de identificar portadoras en familias, mediante alelos mutados con riesgo a la
enfermedad, estos resultados son similares a los encontrados por Todd C, et al. en su
trabajo de maestria titulado “Andlisis de tres polimorfismos del Gen DMD/DMB en
familias mexicanas” en el afio 2004.

Esto permitio la asesoria acerca de los riesgos de tener hijos afectados o hijas
portadoras e indicar estrategias reproductivas alternas, que constituyen la Unica forma

de prevenir esta enfermedad altamente incapacitante y sin tratamiento conocido

8. CONCLUSIONES

1. Se logro evidenciar por medio de genealogia, la presencia de 3 casos para DMD
(Fallecidos) y 1 caso actual de un participante de 7 aflos quien presenta fenotipo para

Distrofia Muscular de Duchenne.

2. Se identificé la presencia de la delecion total del exdn 45 (587pb) del gen DMD en
uno de los participantes que desencadena el fenotipo de distrofia muscular de

Duchenne en la familia colombiana del municipio de Cérdoba-Narifio.

3. Se clasifico e identifico a las portadoras de la mutacion en el exdn 45, se hizo el
analisis de las mujeres de la familia, para determinar por alelos la presencia o no de la
mutacion en sus 2 alelos, usando la técnica indirecta RFLPs (Polimorfismos de longitud
de fragmentos de restriccion) que permitié hacer la clasificacion homocigota vy

heterocigota de las mujeres en la familia, siendo el 45% (n=9) el porcentaje
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correspondiente a las mujeres heterocigotas (portadoras) el 20% (n=4) mujeres
homocigotas (Normales).

4. Se ha iniciado el asesoramiento genético por parte de profesionales del Instituto de
Genética de la universidad Nacional de Colombia, especializados en enfermedades

genéticas y de alta complejidad como Distrofia muscular de Duchenne, entre otras.

9. RECOMENCACIONES
Es necesario ampliar la caracterizacion de la familia del estudio, buscando quienes son
los portadores de la mutacion, asi mismo buscar relacion con patologias alternas, que

pueden ser producto de la enfermedad.

Teniendo los desarrollos en técnicas de secuenciacion, particularmente estudios de

microsatélites, seria deseable implementar estas tecnologias en futuros estudios
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ANEXOS

ANEXO 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto: Identificacién de la delecion del exén 45 y exdn 51 del gen DMD
en una familia colombiana proveniente de Cérdoba Narifio.

Fecha:
Nombres y apellidos:
Estimado paciente:

La universidad Colegio Mayor de Cundinamarca y el Instituto de Genética de la
universidad Nacional de Colombia, estan realizando un estudio sobre los casos de
distrofia muscular de duchenne que se encuentran presentes en esta familia. Los
resultados obtenidos en el mismo permitiran evaluar las mutaciones del gen DMD que
en los ultimos afos han llevado a cabo el desarrollo fenotipico de la enfermedad.

Si desea formar parte de este estudio lea atentamente la siguiente informacion:

1. Su aprobacion para la toma de fotografias realizadas por la persona encargada del
desarrollo del proyecto

3. Su aprobacion para la toma de la muestra de sangre en los dias y horas que la
persona encargada del proyecto indique. Resaltando que esta muestra sera tomada
con todas las normas de bioseguridad con el fin de que usted no corra ningun riesgo.

4. La naturaleza de este estudio genético consiste en un analisis de material genético
con el objetivo de detectar alteraciones que constituyan la base genética de una
alteracion hereditaria que produce Distrofia muscular de Duchenne.

5. Usted tiene derecho a ser informado de los datos genéticos que se obtengan del
estudio

6. Usted tiene derecho a revocar este consentimiento en cualquier momento, previa
peticién por escrito. Este derecho no exime de las obligaciones econdmicas contraidas
al solicitar estos servicios

7. Al participar en este estudio debe tener claro que No le generara ningun beneficio
econoémico

8. Puede realizar las preguntas que crea convenientes en cualquier momento del
estudio.

Firma del paciente
CC:
Movil:
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Nombre:

Fecha de nacimiento: Edad:
Pais: Departamento: Municipio:
Sexo: masculino Femenino

Peso:

Estatura:

Presenta Maniobra de Gowers: signo clinico que consiste en que el paciente no logra
levantarse de manera regular, sino que agachado sobre las rodillas debe ayudarse con
las manos y los brazos. Si__ NO__

Si respondié, si en la anterior pregunta diga la edad en la que se inici6 este signo:

Presenta debilidad muscular: Si __ NO__

Presenta dificultades para desplazarse de un lugar a otro: Si __ NO___
Presenta dificultades para respirar: Si _ NO__

Presenta dificultades cardiacas: Si __ NO___

Actualmente presenta otro tipo de enfermedad: Si _ NO___

Cual:

Alguna vez ha sido valorado por un médico respecto a esta sintomatologia: SI __ NO___
Cuantas veces

Podria mencionar el diagnostico descrito en dicha ocasion

Firma del paciente
CC:
Movil:
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ANEXO 2: Radiografia Paciente DMD, con Edema pulmonar y electrodiagnosticos.
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ANEXO 3
PROTOCOLO DE EXTRACCION DE DNA ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep

System — Promega

1. Mezcle bien la muestra de sangre durante al menos 10 minutos en un agitador de asador a
temperatura ambiente. Si la sangre se ha congelado, descongele completamente antes de mezclar
durante 10 minutos.

2. Dispense 20 pl de solucion de proteinasa K (PK) en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.

3. Agregue 200 pul de sangre al tubo que contiene la Solucion de Proteinasa K (PK) y mezcle brevemente.
4. Agregue 200 pl de tampdn de lisis celular (CLD) al tubo. Tape y mezcle agitando en voértex durante al
menos 10 segundos.

Este paso de vortice es esencial para obtener buenos rendimientos.

5. Incubar a 56 ° C durante 10 minutos.

6. Mientras la muestra de sangre se incuba, coloque una columna de unién ReliaPrep ™ en un tubo de
recoleccion vacio.

7. Retire el tubo del bloque calefactor. Agregue 250 pl de Binding Buffer (BBA), tape el tubo y mezcle
agitando durante 10 segundos con un mezclador de vértice. Nota: El lisado debe ser verde oscuro en
este punto. Este paso de voértice es esencial para obtener buenos rendimientos.

8. Agregue el contenido del tubo a la columna de unién ReliaPrep ™, cubralo y coléquelo en una
microcentrifuga.

9. Centrifugar durante 1 minuto a la velocidad maxima. Verifique la columna de unién para asegurarse de
gue el lisado haya pasado completamente a través de la membrana. Si el lisado aun es visible en la parte
superior de la membrana, centrifugue la columna durante otro minuto. Nota: La muestra se puede
centrifugar a menor velocidad, si se desea. Aumente el tiempo de centrifugacién en consecuencia para
garantizar que el lisado haya pasado completamente a través de la membrana.

10. Retire el tubo de recoleccion que contiene el flujo y deseche el liqguido como desecho peligroso.

11. Coloque la columna de encuadernacién en un tubo de recolecciéon nuevo. Agregue 500 pul de solucién
de lavado de columna (CWD) a la columna y centrifugue durante 3 minutos a la velocidad maxima.
Deseche el flujo. Nota: Si queda algo de la solucion de lavado en la membrana, centrifugue la columna
durante otro minuto.

12. Repita el paso 11 dos veces para un total de tres lavados.

13. Coloque la columna en un tubo limpio de microcentrifuga de 1,5 ml.

14. Agregue 50-200 pl de agua libre de nucleasa a la columna. Centrifugar durante 1 minuto a la
velocidad maxima.

Nota: Eluir en 50 pl aumenta significativamente la concentracion del ADN pero reduce el rendimiento en
un 25-30%.

15. Deseche la columna de unién ReliaPrep ™ y guarde el eluato. No reutilice las columnas de unién o

los tubos de recoleccion.
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ANEXO 4

SECUENCIA EXON 45

CATAAAAGGTGTCTTTCTGTCTTGTATCCTTTGGATATGGGCATGTCAGTTTCATAG
GGAAATTTTCACATGGAGCTTTTGTATTTCTTTCTTTGCCAGTACAACTGCATGTGG
TAGCACACTGTTTAATCTTTTCTCAAATAAAAAGACATGGGGCTTCATTTTTGTTTTG
CCTTTTTGGTATCTTACAGGAACTCCAGGATGGCATTGGGCAGCGGCAAACTGTT
GTCAGAACATTGAATGCAACTGGGGAAGAAATAATTCAGCAATCCTCAAAAACA
GATGCCAGTATTCTACAGGAAAAATTGGGAAGCCTGAATCTGCGGTGGCAGGAG
GTCTGCAAACAGCTGTCAGACAGAAAAAAGAGGTAGGGCGACAGATCTAATAGG
AATGAAAACATTTTAGCAGACTTTTTAAGCTTTCTTTAGAAGAATATTTCATGAGAGA
TTATAAGCAGGGTGAAAGGCACTAACATTAAAGAACCTATCAACCATTAATCAACAG
CAGTAAAGAAATTTTTTATTTCTTTTTTTCATATACTAAAATA

SECUENCIA EXON 51 233PB
CTAAACAAAGTATCCACATTGTTAGAAAAAGATATATAATGTCATGAATAAGAGTTTG
GCTCAAATTGTTACTCTTCAATTAAATTTGACTTATTGTTATTGAAATTGGCTCTTTAG
CTTGTGTTTCTAATTTTTCTTTTTCTTCTTTTTTCCTTTTTGCAAAAACCCAAAATATTT
TAGCTCCTACTCAGACTGTTACTCTGGTGACACAACCTGTGGTTACTAAGGAAAC
TGCCATCTCCAAACTAGAAATGCCATCTTCCTTGATGTTGGAGGTACCTGCTCTG
GCAGATTTCAACCGGGCTTGGACAGAACTTACCGACTGGCTTTCTCTGCTTGATC
AAGTTATAAAATCACAGAGGGTGATGGTGGGTGACCTTGAGGATATCAACGAGA
TGATCATCAAGCAGAAGGTATGAGAAAAAATGATAAAAGTTGGCAGAAGTTTTTCT
TTAAAATGAAGATTTTCCACCAATCACTTTACTCTCCTAGACCATTTCCCACCAGTTC
TTAGGCAACTGTTTCTCTCTCAGCAAACACATTACTCTCACTATTCAGCCTAAGTATA
ATCAAGGATATAAATTAATGCAAAT
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ANEXO 5

PROTOCOLO DE PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR Y PREPARACION DE

PURIFICADOS PARA SECUENCIAR.

IMPORTANTE: Todos los reactivos utilizados deben estar frios, se recomienda mantenerlos en

hielo

1.

© e NOOAW

10.
11.

12.

En u tubo Eppendorf de 1.5 mL adicione 2.5 ul de Acetato de Amonio (NH4CH3COOH)
5M a 25ul de producto de PCR

Nota: Si se cuenta con un volumen menor de producto hacer los célculos
correspondientes de acetato de amonio.

Adicionar 50ul de etanol al 100% frio

Nota: Si se cuenta con un volumen menor de producto hacer los célculos
correspondientes de acetato de etanol al 100%.

Centrifugue por 30 minutos a 15rpm en la centrifuga refrigerada a 4°C

Descarte el sobrenadante cuidadosamente.

Adicione 200ul de etanol al 75% frio

Centrifugue por 20 minutos a 1500 rpm en la cetrifuga refrigerada a 4°C

Descarte el sobrenadante cuidadosamente

Repita los pasos 5 al 7

Lleve las muestras al Speedvac por 5 minutos o deje los tubos abiertos hasta que el
etanol se evapore por completo

Re suspenda en 15ul de agua y guarde las muestras a4°C

Compruebe la purificacion realizando un gel de agarosa al 1.5% sembrando 3 mL de
purificado y observe que las inespecificidades y/o los dimeros de primer's hayan
desaparecido.

Para enviar las muestras al servicio de secuenciacion del instituto de genética (ssigMol)
Ponga 4.5 ul de producto de PCR purificado en un tubo eppendorf de 1.5ml

13. Aflada 0.5ul de primer a una concentracién de 10um

Se recomienda secuenciar cada muestra con el primer Forward y el Reverse.
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ANEXO 6

Geles estandarizacion de muestras DMD 45-11 y DMD 45 -16
(A) '

(B)
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