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| INTRODUCCION |

Distrofia muscular de Duchenne y Distrofia muscular de Becker

Enfermedades hereditarias

Resolucion 5562/18 1-3500 a 6000 Diagnostico

MINSALUD 500 6

Neuromuscular progresiva Cédigo CIE G710

Tratamiento

(= (== d (=

eL_entitud en la marcha *Dificultad para caminar *Debilidad de los miembros inf/sup.
*Retardo en el lenguaje *Caidas frecuentes *Contracturas articulares

*Retardo en el desarrollo general ) *Marcha en las puntas de los pies *Insuficiencia cardiaca

sLeve retraso mental *Problemas de aprendizaje *Perdida de memoria
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Epidemiologia de distrofinopatias en Colombia

e Mamero Porcentaje
g @\ Anitioguea 5 505
‘(’_’_'_/,_ Atlantoo > 202
Bogota 31 31.31
Bolivar 1 1,01
Baowyaca 4 4 04
Caldas -4 404
Casanares 1 101
Cordoia 1 101
Cundinamarca 5 5405
Hunila > 202
Magodalena 1 101
Mcia [ e 0
MMarifio 1 101
Cunimedio 3 303
=
Bogotad Santamnvder X 202
Meza
Anticgu@ -Cundinamarca 1 1 ,l:l'l
Boyach - Caidas -Tolima Sucre
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Sin dato 23 23 23
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P22.33 |
F22.32 *

p22.31 Cadifica la proteina DISTROFINA
p22.2 S

PE2.13

p22.11

|:> P2l.2

Fll.4
pll.3 Aminoacidos: 3,685 4 dominios Tamano: 427 kDa

pll.23 ] estructurales.
b11.22 Mb: 2,4 de ADN

Fll.1

Ub: Xp21.2-p21 Se localiza en la cara citoplasmatica de la membrana de las fibras musculares

gll. 2

gql3.

Pb: 31,119,219 a
33,339,609

——— musculo completo
gql3.

Hom e

g2l .
g2l .2
g2l1.31
gZl.33 79 exones.
g22.1
gq22.2

g3
g24
g25

> : haz de fibras musculares

g;g‘:h__ membrana de fibra muscular (ubicacion de la distrofina)
Proteinas

........

-
- ot

q26 .

g2a.
g27.
g27.

Deleciones (68%) ' Liberacion de la
Duplicaciéon (11%), e
Mut puntuales
(11%) Distrofina I

Aartsma A. (2016)
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Patron de herencia DMD/DMB recesivo ligado al cromosoma X

SANO PORTADORA
n my |

B Mo afectade

I.:l Afectado
[ B Portador

| Y ¢
X ¥ { x .J' \
r -II .!.
|' I|_'-_I' P
] Uy om g
) S
Sano Sana . Portadora, \Afectado/
Una copia alterada del gen en cada célula una mutacion tendria que ocurrir en ambas
es suficiente para causar la condicién copias del gen para causar el trastorno

NCBDDD | CDC
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Regla del marco de lectura

Inicio de traduccion Parada de traduccion
NORMAL “

La traduccion prematura

Mutacion de cambio de marco :
I TR AT e e

se detiene

5479

DMD
Si el nUmero de no son Ocasiona un PROTEINA
nucleodtidos que se ) multiplos de corrimiento en el TRUNCADA
dup/del tres marco de lectura
Mutaciones mantienen el marco de lectura
DMB h_m 56-79
Si el numero de No hay mantiene los PROTEINA
nucleoétidos que se corrimiento dominios N- CORTA-
dup/del del marco de terminal y C- FUNCIONAL
Es divisible por tres lectura terminal.

Vieitez I. (2017)
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Comparacion de la evolucion clinica DMD Y DMB en el tiempo.
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DIAGNOSTICO INTRODUCCION

Arbol genealdgico Historia familiar

3

Examen de sangre

Signos y sintomas

3

Aumento CK en suero Descarte DMD/B

4

Biopsia de musculo

Sospecha DMD/B

P 7
.

Remplazo de tejido muscular
por tejido adiposo.

4

ANALISIS GENETICO
Confirmacion . .o
hombre DMD/B PCR secuenciacion

Confirmacion Microsatelites FISH deletion
portadoras DMD/B

__RFLPs |
I

Asesoramiento genético y clinico

I EEEE————

DMD/B Patologia alternativa

)
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” ANTECEDENTES

1930

1858 U Peter E. Becker

| Medico
1836 Guillaume A. ) :
Duch Describe la variante
l ucnhenne de DMD, Distrofia

Cirujano y anatomista

William J. Little muscular de Becker
1830 Medico cirujano Pionero en desarrollar
| el tratamiento 6ptimo 1995

Primeras biopsias para distrofias

U c%ug?(:’!/eafat?meisltlz:\ a pacientes DMD 1987 I Chamberlain JS

Primeras Medico
descripciones de . . .

distrofias musculares 1986 I HOffrﬂggoet al. rg:lg:l/l ;ag.aangg,Eco
1935 Identifica la proteina (PCR)
Kunkel et al. Distrofi
Medico istrofina 2016
Gowers Aisla el gen
Medico

DMD 2007 U FDA

Describe signo

)
caracteristico de la 2003 Lanza Exodyn 51
enfermedad ] FonsecaD, et al. como tratamiento
“‘Maniobra de Gowers” Medico paliativo de DMD/B
U Backer et al Eteplirsen
Medico Uso de STRs para
: : identificacion de
Realiza estudio para portadoras

diagnéstico de
portadoras, con RFLPs
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GENERAL

OBJETIVOS

ESPECIFICOS

Identificar la delecion del
exon 45 y 51 del gen DMD
gue estd comprometida
para Distrofia muscular de
Duchenne en una familia
colombiana, del municipio
de Cordoba, Narifio

Caracterizar el origen y el alcance de Distrofia
muscular en las diferentes generaciones I, Il,
I, 1v, V, de la familia del municipio de
Cérdoba, Narifo.

Tipificar el exon 45y 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.




DISENO METODOLOGICO

Tabla 6: Cuantificacion de las muestras de DNA de los participantes.

N° [ Simple ID Date and | Nucleic Unit | A260 A280 | 260 | 260 [ Sample

Time Acid 280 1230 Type
Conc

1 DMD 45 - 1 30/04/19 58.8 ng/pl | 1.137 | 0.601 1.89 2.02 DNA
2 | DMDA45-2 | 30/04/19 1153 ng/pl | 2.307 | 1.203 | 1.92 1.97 DNA
3 DMD 45 -3 | 30/04/19 1149 ng/pl | 2.297 | 1.203 | 1.91 1.91 DNA
4 DMD 45 -4 | 30/04/19 552 ng/pl | 1.044 | 0.544 | 1.92 225 DNA
5 DMD 45 -5 | 30/04/19 1236 ng/pl | 2171 | 1.294 | 1.91 1.85 DNA
6 | DMDA45-6 | 30/04/19 108.7 ng/pl | 2174 | 1.151 1.89 177 DNA
7 | DMDA45-7 | 30/04/19 925 ng/pl | 1.878 | 1952 | 1.91 211 DNA
8 DMD 45 -8 | 30/04/19 1183 ng/pl | 2.166 | 1.243 | 1.90 2.06 DNA
9 DMD 45-9 | 30/04/19 | 916 ng/pl | 1.832 | 0942 | 194 213 DNA
10 | DMD 45-10 | 30/04/19 | 80.6 ng/pyl | 1.611 | 0858 | 1.88 177 DNA
11 DMD 45-11 | 30/04/19 1858 ng/pl | 2.717 | 1.919 | 1.94 210 DNA
12 | DMD 45-12 | 30/04/19 51.6 ng/pl | 1.032 | 0.545 | 1.90 227 DNA
13 | DMD 45- 13 | 30/04/19 387 ng/pl | 0.774 | 0.401 1.93 236 DNA
14 | DMD 45 - 14 | 30/04/19 | 90.1 ng/ul | 1.802 | 0.934 | 1.93 217 DNA
15 | DMD 45 - 15 | 30/04/19 783 ng/ul | 1.567 | 0.809 | 1.94 2.16 DNA
16 | DMD 45 - 16 | 30/04/19 196.9 ng/pl | 3.939 | 2.051 1.92 215 DNA
17 | DMD 45 -17 | 30/04/19 355 ng/pl | 0.711 | 0.365 | 1.95 0.39 DNA
18 | DMD 45 - 18 | 30/04/19 | 40.0 ng/pl | 0.801 | 0.425 | 1.89 209 DNA
19 | DMD 45- 19 | 30/04/19 100 8 ng/pul | 2017 | 1.049 | 192 216 DNA
20 | DMD 45 -20 | 30/04/19 453 ng/pl | 0907 | 0482 | 1.88 1.90 DNA

R S ECSCEEBEEEEBPPEEEBEES



Primer3Plus
pick prumers from a DNA sequence

DISENO METODOLOGICO
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Tabla 7. Caracteristicas de los Primers disefiados para los exones previamente seleccionados.
GEN N LEFT PRIMER % | Tm RIGHT PRIMER % | Tm | TAMANO
GC | (o) GC | (o) (pb)
DMD| 4 5AAACATGGAACATCCTIGIGGGGACS | 480 | 658 | 3 CATTCCTATTAGATCTGTCGCCCTACS | 46.15 | 663 547
'DMD | 51 5SGAAATTGGCTCTITAGCTIGIGTTIC3 | 3846 | 632 | 3GGAGAGTAAAGTGATTGGTGGAAAATCS | 4074 | 653 388

T —



DISENO METODOLOGICO

Tabla 8: Condiciones y reactivos utilizados para la amplificacién de los exones 45 y 51 del gen DMD

[ REACTIVOS IM N4 X22 M N 51
Buffer 5 pl 110 pl 5 pl
Dntp's 2 pl 44 pl 2 pl

| Primer Left 15 pl 33 15l

" Primer Right 1.5 pl 33 pl 15 pl
MgCl2 1.5l 33 pi 1.5 pl
H20 10.375 pl 228.25 10.375 pl
GoTaq 0,125 pl 2.75 0.125 pl
DNA 3l 3l 3l
Volumen final 25 pl 25 pl 25 pl

T° Denaturacion inicial

95 2 C durante 5 minutos

95 ® C durante 5 minutos

T® Denaturacion

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

ciclos)

72 ® C durante 30 segundos (35

ciclos)

[ Extension final

75 ° C durante 5 minutos

75 ° C durante 5 minutos

Infinite hold

49 eo

49 e

————————————

T —




DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio: Poblacion: Requisitos:
Descriptivo Familia colombiana que reside en el Aplicacion de consentimiento informado,
municipio de Cérdoba Narifio. para su participacion en el estudio.

Descripcion del procedimiento. FASE [: identificacion de la
mutacion (PCR)

1 2 3
B B | B & i
Muestra analitica: E E E transporte y conservacion Extraccion de ol 1ol |0
Sangre total de las muestras _ DNA
Venopuncion- EDTA 24Horas — 4°C Kit Promega
4 5 6 7
Cuantificacion DNA }> Disefio de primers Estandarizacion }> Electroforesis
NanoDrop 2000 exones 45y 51 PCR Gel agarosa 1.5%

10

Visualizar Gel }> Purificacion de o s =
Secuenciacion LI
Fotodocumentador amplificados il




| DISENO METODOLOGICO |

Primer3Plus
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Tabla 9. Primer’s enzimas de restriccion Tag/ y Xmn/
LEFT PRIMER %GC [Tm(c) RIGHT PRIMER % GC

8- 5 GICAGTTGGTCAGTAAAAGCCS 4762 594 3'CCAATTAAAACCACAGCAGS 211
(Taql)

5'GACTGGAGCAAGGGTCGCCY 68.42 381 JACAATTTCCCTTTCATTCCAGS' | 638

158 (Xmnl)
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Descripcion del procedimiento: FASE Il: IDENTIFICACION DE
PORTADORAS (RFLPs)

Tabla 7. Condiciones y los reactivos utilizados para la amplificacion

REACTIVOS ERT87-8- (Taql) X22 ERTS7-158 (Xmnl)
Primer Left 0.5 pl 11 pl 0.5 pl
Primer Right 0.5pl 11 pl 0.5pl

Hz20 S.5pl 187 pl 5.5l
GoTaq 12.5pl 275 pl 12 5pl

DNA 3pl 3 pl 3pl
Volumen final 25 pl 25 pl 25 pl

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

63 " C durante 5 minutos

63 ? C durante 5 minutos

Infinite hold

409 C =

49 C e
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Tabla 11. Condiciones 6ptimas para digestion de enzimas

DISENO METODOLOGICO

Descripcion del procedimiento: FASE Il: IDENTIFICACION DE
PORTADORAS (RFLPs)

REACTIVOS ERT87-8- (Taq|) X22 [ ERT87-15B (Xmnl)
Buffer 0.5 11 pl 0.5 pl
Enzima 2 5l 55 i 2 5l
DNA 20 pl 440 i 20 pl
H20 2 pl 44l 2 l
Volumen final 25l 25 il 25 i

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




DISENO METODOLOGICO

Descripcion del procedimiento: FASE Il: IDENTIFICACION DE
PORTADORAS (RFLPs)

1 2 3
Extraccionde DNA  # & & Disefio de primer’s Estandarizacion —_
Kit ﬂ ﬂ ﬂ RFLPs ERT 87.8y PCR E -
Promega ERT 87.15B
4 5 6
Electroforesis Visualizar Gel Estandarizacion 5'_:1—_ 4
Gel agarosa 1.5% Fotodocumentador PCR — =
- 5 5
6 9 10
A y ,s_
Digestion RFLPs ] L) gi Electroforesis Visualizar Gel
ERT87.8 Tagly ERT . N&4C. Gel agarosa 1.5% Fotodocumentador
87.15B Xmnl SN
A
B e
c N



RESULTADOS-DISCUSION

Arbol genealdgico de la familia del estudio.

HOMBRE SANO O
. HOMBRE AFECTADO POR DMD @ —
ARBOL GENEALOGICO
HOMBRE FALLECIDO POR DMD
‘ DISTROFIA MUSCULAR DE DICHENNE @ MUJER POSIBLE PORTADORA
HOMBRE FALLECIDO POR OTRAS Familia Colombiana (Cardoba-Narifo)
ENFERMEDADE MUJER FALLECIDA POR OTRAS
e ENFERMEDADES/CAUSAS

_E® R
® &T& 5

4 S

W
” | @[ | R @ @
2 8 4'\5 ; T 2 B
\'J Portadoras Afectados
1 3-ll 2-11 3-1IV
3- 2-IV  5-IV

T —



RESULTADOS-DIS

[

Clasificacion participantes seleccionados para el estudio.

13 Mujeres, 7 hombres EDAD: 3-85
CcODIGO GENERO | EDAD | DIAGNOSTICO
DMD45-1 | (lI-1) F 85 Sin DMD
DMD 45-2 | (llI-3) F 55 Sin DMD
DMD 45-3 [ (Iv-1) F 31 Sin DMD
| owpas—4 | v-5 | m | 7 [ tectadoomo |
DMD 45-5 [ (Iv-4) F 23 Sin DMD
DMD 45-6 | (IlI-3) M 50 Sin DMD
DMD 45-7 | (llI-6) M 50 Sin DMD
DMD 45-8 [ (llI-6) F 49 Sin DMD
DMD 45-9 [ (Iv-9) F 22 Sin DMD
DMD 45 -10 | (IV-10) F 21 Sin DMD
DMD 45-11 | (lll-4) M 53 Sin DMD
DMD 45-12 | (llI-8) M 43 Sin DMD
DMD 45-13 | IV-11) F 13 Sin DMD
DMD 45-14 | (lll-9) F 41 Sin DMD
DMD 45 -15 | (IV-12) M 10 Sin DMD
DMD 45-16 | (lII-5) M 51 Sin DMD
DMD 45-17 | (IV-6) F 33 Sin DMD
DMD 45-18 | (II-5) F 75 Sin DMD
DMD 45-19 | (IlI-10) F 6 Sin DMD
DMD 45 -20 | (IV-13) F 3 Sin DMD

6;30% E

m Hombre afectado DMD

Mujer portadora DMD

Mujer posible portadora
DMD

Hombre sin signos
compatibles con DMD




RESULTADOS-DISCUSION

Fase I: Identificacion de delecion del exdn 45 del gen DMD

Amplificacidn del exdn 45 en muestras de los participantes

EXON 45

DMD1 DMD2 DMD3 DMD4 DlvB‘S DMD6 DMD7 l?lPld(ls)B DMD9 DMD10

-1 m3 W1 V5 V-9 IV-10

Estandarizacion exén 45

EXON 45

DMD5 DMDS DMDS DMNA DMD5 DMD5 DMDS DMDS
720 76 T05 685 662 642 628 62

DMD11 DMD12 DMD13 DMD14 DMD15 DMD16 DMD17 DMD18 DMD19 DMD20
m4 w8 w11 W9 V12 15 v6 55 W10 V13

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

Chamberlain et al.2016




RESULTADOS-DISCUSION
Fase I Identificacion de delecion del exon 51 del gen DMD

Amplificacién del exdn 51 en muestras de los participantes

EXON 51 Region
C- DMD!I DMD2 DMD3 DMD4 DMD5 DMD6 DMD7 DMD8 DMDS DMD10  MX
Estandarizacion exén 51 -1 W3 W41 V4 V5 me W9 VA0 AG

1

60
i
Eeyd
2]
200
160
100

0

EXON 51

DMDS DMDS DMD5 DMD5 DMD5S DMDS DMOS

[

DMD5

— — — —— W— — — —— — 300D

02 67 ®6 666 642 63 69 602

T — — W W— | — y— —

DMD11 DMD12 DMD13 DMD14 DMD15 DMD16 DMD17 DMD18 DMD1S DMD20

Mx
4 W8 VA1 W9 V12 W5 V6

-5 W10, V13 AG

[ ———— e 3889!)

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.
Chamberlain et al.




RESULTADOS-DISCUSION

FASE Il: Identificacion de portadoras de la delecion del exdn 45 en el gen
DMD por técnica RFLPs (ERT87.15B — Xmnl)

Amplificacion ERT 87.15B (Xmnl)

ERT 87.158 (Xmnl) Reglén

DMDY DMDZ DMD3I DMDB4 DMD5S DMDE DMD? DMDE DMDS DMDA0O Mx
U8 M3 Iva VG VA -G V.8 V.10

Estandarizacion ERT 87.15B (Xmnl)

DMD5 DMD5 DMDS DMDS DM%S

604 596 59.0

DMOIT DMDIE  DMDY ODMDI4 DMODAS DMOSE DMOT? DMDYE DMDIS  DMDE R.glon
Mg 8 VAT e VA2 IS Ve kG W0 Va1 Mx

ﬂg W S — W w— — N W s 740pb

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.




RESULTADOS-DISCUSION

FASE II: Identificacion de portadoras de la delecion del exdn 45 en el gen
DMD por técnica RFLPs (ERT87.8 — Tagl)

Estandarizacion ERT 87.8 (Taql)

Amplificacién de ERT 87.8 (Taql)

ERT 87.8 (Taq)) Region
DMD1 DMD2 DMD3 DMD4 DMD5 DMD6 DMD7 DMD8 DMDS DMD10 C. Mx
i1 W3 N4 V-5 N4 k. 6 V-9 IN-70

dvo.o..o.Q.\o....O. ¢ % » 145pb

DMD11 DMD12 DMD13 DMD14 DMD15 DMD16 DMD17 DMD18 DMD19 DMD20 & Region
m4 m8 VA1 WY VA2 W5 N6 -2 W10 V13 Mx

-

N..-O-lbo&oo.-._'€ 145pb

)

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

T —
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Mujer homocigota (Normal) Hombre heterocigoto (Normal)
Mujer heterocigota (Portadora) w——  Hombre hemicigoto (Afectado)

. @

3 g

O8aD1 DMD2 DOMD3I DMDE DMDS ODMD4 OMDI7 DMOS DMD7 DMDS DMD10 DMD12 OMD13 ODMD14 DMD1S DMD1S DMD1S DMD20 Mx
na m3 _wa o v-a wv-s Iv-6 LLLE v-o Iv-10 n-s v n-s v-12 -5 110 w.as

—_—

.

——e Mujer homocigota (Normal) —— Hombre heterocigoto (Normal)
Mujer heterocigota (Portadora) —— Hombre hemicigoto (Afectado)



Asesoramiento genético | RESULTADOS-DISCUSION

Agenda de cita

4

m Mujer no
portadora DMD Serealizo larevisién de examenes, estudios previos
e historial medico y familiar de algunos participantes
Mujer portadora
DMD l

9; 69%

Se construyo la genealogia (5 generaciones)

Asesoramiento Se explican opciones de Implicancias de los Opciones de seguimiento y
genético pre-test estudios genéticos posibles resultados manejo médico
- estudios geneticos | [ PORIRTES TESAREEDS

Asesoramiento Entrega e interpretacién recomendaciones de Asesoramiento y estudio genético
genético pos-test de los resultados manejo médico a familiares en riesgo
___delosresuftados 1L TMANGomeEdEn

BENEFICIOS RIESGOS
RESULTADOS | —< * Intervencion Precoz . Impac.to psicosocial.
* Identificacion de familiares de riesgo * Incertidumbre
* Prevenir embarazos de alto riesgo * Discriminacion g
* Se aplica un tratamiento pre gestacion * Ansiedad y Frustracion




CONCLUSIONES

1 Se evidencio la presencia de 3 casos para DMD (Fallecidos) y 1 caso actual de
un participante de 7 afnos quien presenta fenotipo para Distrofia Muscular de
Duchenne.

Se identifico la presencia de la delecion total del exdon 45 (547pb) del gen DMD
2 en uno de los participantes que desencadena el fenotipo de distrofia muscular
de Duchenne en la familia colombiana del municipio de Cérdoba-Narifio.

Se clasifico e identifico a las portadoras de la mutacion en el exdon 45, usando la

3 técnica indirecta RFLPs. Encontrando: 69 % (n=9) el porcentaje correspondiente
a las mujeres heterocigotas (portadoras) y el 18 % (n=4) mujeres homocigotas
(No portadoras).

Se ha iniciado el asesoramiento genético por parte de profesionales del

4 Instituto de Genética de la universidad Nacional de Colombia, especializados en
enfermedades genéticas y de alta complejidad como Distrofia muscular de
Duchenne, entre otras.
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RECOMENDACIONES

@ Es necesario ampliar la caracterizacion de la familia del estudio, buscando

mas portadores de la mutacion, asi mismo buscar relaciéon con patologias
alternas, que pueden ser producto de la enfermedad.

Teniendo los desarrollos en técnicas de secuenciacidn, particularmente
estudios de microsatélites, seria deseable implementar estas tecnologias en
futuros estudios
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ANEXOS

Video 1




