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Resumen. Las distrofias musculares de Duchenne y Becker 
(DMD/BMD) son enfermedades neuromusculares recesivas ligadas a X 
producidas por mutaciones alélicas en el gen de la distrofina humana. Este 
estudio presenta los primeros resultados venezolanos en los que se realiza 
diagnóstico molecular de DMD/DMB mediante amplificación múltiple de los 
14 exones más propensos a deleción dentro del gen. En 24 pacientes 
venezolanos. no relacionados. se encontró un 37.5 % de deleciones intragé­
nicas y el 77,7% de ellas estuvo localizado en la región "caliente" compren­
dida desde el exón 44 al 55. Nuestra frecuencia de deleción es menor a la 
reportada en estudios en poblaciones europeas y norl:eamericanas y seme­
jante a la de algunas poblaciones asiáticas. La baja frecuencia detectada 
en nuestros pacientes podría estar relacionada a la existencia de diferentes 
mutaciones en otras regiones del gen de la distrofma que determinan una 
heterogeneidad molecular en la etiologia de la DMD/DMB en Venezuela. 
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INTRODUCCION 

La Distrofia Muscular de Du­
chenne CDMD) es una enfermedad 
recesiva ligada al cromosoma X, ca­
racterizada por degeneración mus­
cular progresiva, pérdida de la 
deambulación entre los 10 - 12 años 
y muerte, generalmente antes de los 
20 años; su frecuencia es de 1:3500 
varones nacidos vivos (14). La Dis­
trofia Muscular de Becker (DMB) es 
una forma alélica menos severa y 
mucho más heterogénea en su feno­
tipo, con pérdida de la deambula­
ción después de los 16 años y una 
frecuencia de 1:30.000 varones na­
cidos vivos (22). Algunos pacientes 
presentan un curso clínico entre 
DMD y DMB, con pérdida de la 
deambulación entre los 12 - 16 
años, clasificada como forma Inter­
media (7). En éste trabajo será de­
signada con las siglas DMI. 

Inicialmente ellocus del gen de 
la DMD fué ubicado en el brazo corto 
(p) del cromosoma X (22,34) Y pos­
teriormente en la región Xp21 
(1, 15). Es el gen humano más largo 
conocido (2,5 Mb) (10,25), contiene 
más de 75 exones (24) y codifica 
para la proteina "Distroflna" (20, 
29), cuya función precisa en el man­
tenimiento de la integridad del mús­
culo es desconocida (17, 36). Hasta 
ahora. el análisis de transferencia 
de Southern utilizando sondas ge­
nómicas y de ADNc de 14 Kb, ha 
determinado que la mayoria de las 
mutaciones detectadas en este 10­
cus corresponden a deleciones in­
tragénicas en el 43-70% de los casos 

(4, 16. 18, 19, 23, 24, 31), Y dupli­
caciones parciales en el6 - 10%(21). 

Recientemente, Chamberlain y 
col. (11), desarrollaron un método 
alternativo al procedimiento com­
plejo de hibridización, mediante el 
uso de la Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (R.C.P.) para detectar 
deleciones dentro del gen de la Dis­
trofina. La detección del defecto mo­
lecular en DMDIDMB es de suma 
importancia para la identificación 
de mujeres portadoras y facilitar el 
diagnóstico prenatal en familias con 
ésta enfermedad. 

El objetivo del presente estudio 
es presentar los primeros resulta­
dos venezolanos de la aplicación de 
la R.C.P. para el diagnóstico mole­
cular de los pacientes con DMD 
atendidos en la Unidad de Genética 
Médica de la Facultad de Medicina 
de la Universidad del Zulla, Mara­
caibo, Venezuela. 

MATERIALYMETODOS 

De 27 familias que consultaron 
a la Unidad de Genética Médica de 
la Facultad de Medicina de la Uni­
versidad del Zulla, en el lapso com­
prendido entre enero de 1983 hasta 
febrero de 1994, sólo se localizaron 
24 , no relacionadas y a través de un 
propósito. El diagnóstico de 
DMD/DMB/DMI, se hizo en base a: 
(a) Exámen Físico, (b) Edad a la cual 
dependieron de sillas de ruedas, (c) 
Niveles séricos de creatinquinasa 
(CKJ, yen los casos donde fué posi­
ble se practicó el estudio electromio­
gráfico y biopsia muscular. El diag­
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nóstico molecular se realizó utili­
zando los estuches de reacción de 
R.C.P. múltiple 9-plex y 5-plex, ob­
tenidos del "Institute for Molecular 
Genetics" del Baylor College of Me­
dicine. Houston-Texas, USA. Estos 
estuches contienen 9 y 5 pares de 
iniciadores respectivamente para la 
amplificación de los exones 4-8-12­
17-19-44-45-48-50 Y 13-43-50-52 Y 
la región promotora muscular 
(PrnF), los cuales corresponden a l()s 
exones más frecuentemente delecio­
nados localizados a 500 y 1200 Kb 
a partir del extremo 5'(12). La am­
plificación de estos exones en el gen 
de la Oistrofina por R.C.P. múltiple 
se realizó en dos fases: la primera 
fase con 9-plex, y la segunda con 
5-plex. Esta última se aplicó a aque­
llos casos en los cuales no se detec­
taron deleciones por 9-plex o cuan­
do se intentó determinar la exten­
sión de la deleción identificada en la 
primera fase. A cada individuo se le 
tomaron 5 mI de sangre periférica, 
anticoagulada con EDTA. para la 
extracción de ADN por el método de 
Fenol-Sevag (3). A cada estuche de 
reacción se le añadieron 200 ng de 
ADN genómico y 5 unidades de Taq 
polimerasa. y el volumen de la re­
acción fue ajustado a 25 ~l con 
agua. El contenido del tubo fue mez­
clado suavemente y cubierto con 
una gota de aceite mineral: seguida­
mente se colocó en un Controlador 
Térmico programable PTC-lQO de 
la MJ Research. Inc., con la progra­
mación sugerida por los proveedo­
res para los estuches de 9-plex y 
5-plex; finalmente se tomaron 10 ~l 

del producto de la reacción y se 
colocaron en un gel de Agarosa que 
contenía 0,5 g/mI de bromuro de 
etidio y se procedió a la electrofore­
sis a 3,7 V/cm por 3 horas en solu­
ción TBE Ix. Terminada la electro­
forésis se procedió al fotografiado y 
al análisis los resultados. 

RESULTADOS 

De los 24 varones afectados, 21 
fueron DMD. 2 DMB Y 1 DMI. Entre 
los 24 afectados a 9 se les detectó 
deleciones intragénicas (37.5%) Y de 
éstos. a 4, tanto con 9 como con 
5-plex: 4 únicamente con 9-plex y 1 
con 5-plex: n() se detectaron delecio­
nes en 15 pacientes (62,5%) (Tabla 
1). Todos los casos que presentaron 
deleción correspondieron a OMD. 
En la Fig. 1, se muestra en detalle la 
ubicación y probable extensión de 
las deleciones detectadas: dos casos 
mostraron deleción de un único 
exón (JV y AM) Y dos deleciones de 
al menos cinco exones (RC y OZ). 
En el resto, las deleciones fueron de 
menor extensión. La Fig. 2, muestra 
los productos de amplificación con 
9-plex: el paciente de la línea RC 
presentó de1eción de los exones 45, 
48 Y 51; el de la linea JV del exón 
44, el de la linea ET del exón 45 y el 
de la línea DZ de los exones 8- 12­
17 -19; el resto de los pacientes no 
mostraron deleciones. La Fig.3. 
muestra los productos de amplifica­
ción con 5-plex de los mismos pa­
cientes: en la linea RC se aprecian 
deleciones de los exones 50-52: el 
paciente de la linea JV no exhibió 
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TABIAI 


DELECIONES DEL GEN DE LA DISTROFINA DETECTADAS CON 9 Y 5 

PLEX EN PACIENTES CON DMD/DMB/DMI*. 


UNIDAD DE GENETICA MEDICA. UNIVERSIDAD DEL ZULlA. 

MARACAlBO - VENEZUELA. 


Caso 

RC. DMD 
J.V. DMD 
E.D. DMD 
AA DMD 
N.P. DMD 
E.T. DMD 

L.CH. DMI 
E.A DMD 
D.Z. DMD 
N.Q. DMD 
AF. DMD 
Y.S. DMD 
G.S. DMD 
L.A DMD 
N.C. DMD 
AL. DMD 
RM. DMD 
C.S. DMD 
J.C. DMD 
AM. DMD 
RS. DMB 
E.C. DMD 
D.D. DMD 
K.U. DMB 

Detección (%) 

*DMD Distrofia Muscular de Duchenne. 
DMB = Distrofia Muscular de Becker. 
DMI =Distrofia Muscular Intermedia. 

deleción, el de la linea DZ mostró 
deleción del exon 13 y el de la línea 
YS de los exones 50 y 52. Los pa­
cientes restantes no presentaron 
deleciones con 5-plex. De las 9 dele­

ciones encontradas. 7(77.8%) se 
ubican en la región a 1200 Kb del 
extremo 5' del gen y 2(22,2%) se 
ubican a 500 Kb del extremo 5'. 
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0X Re JV ED AA 0'X NP ET LCH EA DZ N EXON (pb) 

45(547) 

48 (506) 

19 (459) 

17 (416) 

51(388) 

8 (360) 

12(331) 

44(268) 

4 (J96) 

Productos de amplificación múltiple (9-Plex) del ADN genómico de 8 pacientes varones con 

DMD (RC, JV, ED, AA, NP, ET, LCH. EA), 

Control varón normal (N), $X(Marcador de Peso Molecular. ADN cpX 174 Hae II1). 

Control varón afectado (DZ), 

Los pacientes ED, AA, NP. LCH. EA no mostraron deleción con 9-Plex, 

Línea RC: exones 45-48-51 deleclonados. 

Línea JV: exón 44 delecionado. 

Línea ET: exón 45 delecionado. 

Línea DZ: exones 8-12-17-19 delecionados. 

DMD =Distrofia Muscular de Duchenne, 


Fig. 2. 	 Productos de amplificación con 9 Plex del gen de la Distrofina en pacientes con 
DMD, Unidad de Genética Médica, LUZ. Maracaíbo. Venezuela. 
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RC JV ED AA NP LCHIl)X EA DZ AF YS GS JC (2jX N EXON(pb) 

50 (710 

Pm (535) 

--­ 43 (357) 

13 (238) 

52 (113) 

Productos de amplificación múltlple (5-Plex) del ADN genómico de 12 pacientes varones con 

DMD (RC. JV. ED.AA. NP. LCH. EA, DZ. AF. YS. as. JC). 

Control varón normal (N). q,X(Marcador de Peso Molecular, ADN q,X 174 Hae III). 

Los pacientes ED. AA. NP. EA. LCH. AF, as, JC no mostraron deleción con 5-Plex, 

Los pacientes RC. JV y DZ fueron estudiados con 9 y 5 Plexo 

Unea RC: exones 50-52 deleclonados. 

Línea DZ: exón 13 delecionado. 

Línea YS: exón 50-52 delecionado. 

DMD = Distrofia Muscular de Duchenne, 


Fig. 3. 	 Productos de amplificación con 5 Plex del gen de la Dístrofina en pacientes con 
DMD. Unidad de Genética Médica. L.U.Z. Maracaibo. Venezuela. 
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DISCUSION 

En diversas poblaciones anali­
zadas, utilizando la técnica de Sout­
hern, la frecuencia de deleciones de­
tectadas en el gen de la Distrofina se 
sitúa entr~ el 43 y 70% (6, 13, 16, 
19,27, 28.30.33). 

Las frecuencias reportadas en 
diferentes poblaciones, utilizando 
R.C.P., varian en función del núme­
ro de iniciadores utilizados y de la 
frecuencia poblacional de las distin­
tas mutaciones dentro del gen, si­
tuándose entre el 37 y 99 % de las 
detectadas por la técnica de Sout­
hern. 

En éste trabajo la frecuencia de 
deleción fué de 37,5% y ésta se 
encuentra en el rango inferior de las 
reportadas hasta ahora. correspon­
diendo las mayores frecuencias a 
poblaciones norteamericanas y eu­
ropeas occidentales en las que osci­
la entre el 50 y 70% (5, 8, 11. 12. 
26). Entre las poblaciones de menor 
frecuencia de deleción se encuen­
tran las asiáticas. tales como Chi­
na (32), Japón (33), e Israel (30), que 
con sondas de ADNc, se ha encon­
trado una frecuencia de 45. 42,8 Y 
37%, respectivamente. En Rusia 
(2). mediante R.C.P. multiple y 
ADNc, la frecuencia de deleción fué 
de 41 % . Así mismo, en Latinoamé­
rica. la única frecuencia reportada 
de análisis molecular con los mis­
mos estuches de 9 y 5-plex. es de 
52,5 % en población mexicana (9); y 
en la población brasileña. con son­
das genómicas, la frecuencia es 
42.6% (28). 

La mayor similitud de la fre­
cuencia encontrada en este estu­
dio con poblaciones asiáticas es 
de dificil interpretación dada la di­
versidad de la extracción étnica de 
las poblaciones analizadas y la dife­
rencia, en algunos casos, en la téc­
nica utilizada para la detección de 
las deleciones dentro del gen de la 
Distrofina con respecto a la de este 
trabajo. 

La frecuencia de deleción encon­
trada en nuestros pacientes, que 
de acuerdo con el lugar de naci­
miento y los apellidos de sus abue­
los, son de origen predominante­
mente venezolano (86%), podría es­
tar relacionada con una contribu­
ción mongoloidea o reflejar diferen­
cias genéticas autóctonas en la etio­
logía molecular de la DMD/DMB en 
Venezuela: es posible que en estos 
pacientes se encuentren alteracio­
nes en otras regiones del gen no 
estudiadas aquí explicando así la 
baja frecuencia de detección. Sin 
embargo, llama la atención en algu­
nas poblaciones que el análisis de 
otros exones, diferentes a los conte­
nidos en los estuches de 9 y 5-plex, 
no aumentaron significativamente 
la tasa de detección de deleciones en 
las poblaciones estudiadas (5. 11, 
12). 

La distribución de las deleciones 
dentro del gen de la Distrofma estu­
diadas aquí, correspondieron a las 
reportadas mundialmente y se en­
contraron mayoritariamente en la 
región comprendida entre los exo­
nes 44 y 55 (13, 16, 29, 35). 

La Reacción en Cadena de la 
Polimerasa ha demostrado ser 

http:28.30.33
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hasta ahora, una técnica de análisis 
molecular altamente eficiente para 
el diagnóstico de DMDjDMB. Con 
ésta técnica. regiones muy específi­
cas del gen pueden ser amplificadas 
hasta más de un millón de veces a 
partir de cantidades de nanogramos 
delADN genómico. Sus ventajas son 
multiples cuando ésta técnica es 
comparada con la de Southern. ya 
que puede trabajarse con muestras 
parcialmente degradadas, no nece­
sita de marcaje radioactivo ni de un 
entrenamiento riguroso del perso­
nal de laboratorio (11) y requiere 
aproximadamente de cinco horas 
desde su montaje hasta el fotogra­
fiado de los resultados. Un aspecto 
crítico que debe tenerse en cuenta 
para: evitar la contaminación de las 
muestras de ADN genómico con pro­
ductos amplificados. es el manejo 
cuidadoso de las mismas y una de­
finición precisa de las áreas de tra­
bajo. Por otra parte, en algunos ca­
sos, puede definirse con buena pre­
cisión la deleción presentada por el 
paciente. Con los exones que se am­
plifican en ésta muestra pudo detec­
tarse, en dos casos, JV y ET,que la 
deleción comprendió un único exon 
sin el compromiso de los exones ve­
cinos, mientras que en RC y DZ. si 
se supone la deleción de los exones 
e intrones intercalados entre aque­
llos detectados como ausentes. es­
tos pacientes presentaron deleción 
de grandes segrnentos en el gen de 
la Distrofma, que abarcarían entre 
8 y 12 exones. 

Las ventajas señaladas permi­
ten proponer que la RC.P. sea apli­

cada como estrategia de rutina en 
centros de Genética Médica. supe­
rando la necesidad de aplicar otra 
técnica analítica para la detección 
de deleciones dentro del gen de la 
Distrofina; además. como la secuen­
cia de éste es conocida. nuevos jue­
gos de iniciadores pueden ser aña­
didos a la reacción aumentando las 
posibilidades de detección de las de­
leciones. La técnica de transferencia 
de Southern se ejecutaría en aque­
llos casos en los cuales no se detecte 
mutaciones mediante la vía de 
R.G.P. 

Finalmente. los exones inclui­
dos en los estuches de 9 y 5-plex. 
fueron diseñados en base a la fre­
cuencia de deleciones detectadas 
en poblaciones norteamericanas y 
europeas occidentales, por lo que 
debe incrementarse los estudios en 
otras poblaciones, con éstos y nue­
vos exones. con el fin de determinar· 
con precisión su frecuencia de de­
leción y patrón de distribución geo­
gráfica mundial. Particularmente en 
Venezuela, se requeriría el estudio 
de un mayor número de casos a fin 
de corroborar los resultados encon­
trados en éste trabajo. 
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ABSTRACT 

Molecular diagnosis in vene­
zuelan patients with Duchen­
ne/Becker muscular dystropbies 
using the polymerase chain reac­
tion. Delgado. W. (Unidad de Gené­
tica Médica. Facultad de Medicina. 
Universidad del Zulia. Apartado 
15066. Maracaibo. Venezuela). Pi­
neda-Del Vlllar. L.. BoIjas. L., Pons, 
H.. Morales-M.. A.. Martínez-Basa­
lo. M.C., Barrera-Saldaña, H. Invest 
Clin 35(4): 195- 207 1994. 
Key words: Duchenne muscular 
dystrophy. intragenic deletions, po­
limerase chain reaction. 

Duchenne and Becker muscu­
lar dystrophy (DMD/BMD) are re­
cessive X-linked neuromuscular di­
seases produced by allelic muta­
tions in the human dystrophin gen. 
In the present study we determined 
the 14-deletion prone exons bymul­
tiplex PCR in 24 no related venezue­
lan patients with clinical diagnosis 
of DMD/BMD. We found 37 % of 
intragenic deletions of which 77% 
were 10cated at the "hot spot" dele­
tion region that 1nc1udes exons 44 to 
55. The present study show that 
deletion frequency observed in vene­
zuelan patients resembles sorne 
Asian populations and is lower than 
that observed in Europe and North 
America. The explanation of the low 
frequency detected in our patients is 
beyond the present study. but it 1s 
likely that different mutations. ocu­
rring at other regions of the gene is 
determining a molecular heteroge­

neity of the DMD/BMD disease in 
Venezuela. 
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