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Resumen. La Distrofia Muscular tipo Duchenne/Becker (DMD/DMB) es
una enfermedad letal recesiva ligada al cromosoma X; el riesgo de recurrencia
en una mujer portadora de DMD/DMB es de 50% de hijos sanos y 50% de hijos
enfermos, 50% de hijas no portadoras y 50% de hijas portadoras, en cada ges-
tacion. El diagndstico de DMD/DMB en una familia establece la necesidad de
detectar a las mujeres portadoras con la finalidad de poder establecer el ase-
soramiento genético y el diagnéstico prenatal. El andlisis de los polimorfismos
de repeticiones cortas en tandem (STRs) localizados en los extremos 5’, 3’¢
intrones 44, 45, 49 y 50 del gen de la Distrofina se han utilizado para determi-
nar los haplotipos en personas normales y en riesgo, a través de establecer el
ligamiento genético entre el gen mutado y el haplotipo segregado. Se analiza-
ron 105 individuos provenientes de 15 familias venezolanas con DMD/DMB,
con uno o mas afectados y 7 varones no emparentados. De los 105 individuos,
37 eran varones (26 afectados y 11 sanos) y 68 mujeres. Se amplificaron las
secuencias STRs (STR44, STR45, STR49, STR 50 y STR3’'DYS) del gen de la
Distrofina por reaccion en cadena de la polimerasa y se analizaron los alelos
polimorticos en los individuos estudiados. En 5/15 (33%) familias se demostré
la delecion de uno o varios exones. De las 68 mujeres, 27 (39,7%) resultaron
portadoras, 27 (39,7%) no portadoras y en 14 (20,58%) no se pudo establecer
un diagnostico definitivo. En conclusion esta investigacion pudo establecer el
diagnostico en 79,4% de las mujeres. Ademads en una familia se demostré que
la mutacion original ocurri6 en el cromosoma X del abuelo materno, en otra
se hizo el diagnéstico directo de portadora por hemicigosidad para el alelo
mutado y en otra fue posible el diagndstico prenatal. No se pudo excluir el
mosaicismo germinal en 3 casos.
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Abstract. The Duchenne/Becker Muscular Dystrophy (DMD/BMD) is an
X linked recessive lethal disease. The female carrier will transmit the disease
gene to half of her sons and half of her daughters; half of the daughters will be
carriers, while half will be normal. Half of the sons will be normal and, on aver-
age, half will have the disease. It is of particular relevance to be able to detect
carrier status among female relatives of the patients for genetic counseling
and prenatal diagnosis. The method of Short Tandem Repeat (STR) sequence
polymorphism analysis can determine haplotype at normal status or at risk
status and, to establish genetic linkage between the mutated gene and the
segregated haplotype. We have analyzed 105 members from 15 unrelated
Venezuelan families with one or more siblings affected with DMD/DMB and 7
unrelated males. Of the 105, 37 were male (26 affected and 11 normal) and
68 were female. STR sequences (STR44, STR45, STR49, STR50, STR3’DYS) of
the gene of the Dystrophin were amplified by polymerase chain reaction
(PCR) to analyze allelic polymorphism in the families. Five of the 15 families
(33%) had a deletion of one or several of the exons. Of the 68 females, 27
(39,7%) were carriers, 27 (39,7%) were non-carriers and in 14 cases (20,58%)
it was not possible to reach a definitive diagnosis. The definitive diagnosis
could be established in 79% of the females. This analysis also shows that the
mutation occurred on the grandpaternal X chromosome in one family. Hemi-
zygocity was detected and carrier status ascertained in the mother of other
patient and in one family we were able to do prenatal diagnosis. The germinal
mosaicism could not be excluded in 3 patients.

Recibido: 12-09-2001. Aceptado: 05-09-2002.

INTRODUCCION

La Distrofia Muscular tipo Duchenne
(DMD), es una enfermedad recesiva ligada
al cromosoma X. Afecta a 1/3500 varones
nacidos vivos. La Distrofia Muscular tipo
Becker (DMB) es una variante alélica mas
benigna y heterogénea en sus manifestacio-
nes clinicas.

Se caracteriza por debilidad muscular
progresiva, invalidante y por la creatininqui-
nasa (CK) basal y post-ejercicio elevada (1).

La electromiografia (EMG) detecta un pa-
tron miopatico y los resultados de los estu-
dios anatomopatoldgicos son referidos
como distrofia muscular.

El locus del gen de la Distrofina se lo-
caliza en Xp21 (2-5) Comprende 79 exones
extendidos aproximadamente sobre 2,4 me-
gabases (Mb) de Acido Desoxiribonucleico
(ADN) (6), con nueve promotores (Dp4271,
Dp427¢, Dp427m, Dp427p, Dp260, Dp140,
Dpl116, Dp71 y Dp40) (7-23) y un amplio
rango de empalmes alternativos (24-31). El
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gen codifica para la Distrofina, una proteina
del citoesqueleto que junto a las glicopro-
teinas asociadas a la Distrofina (GAD), une
el citoesqueleto subsarcolemal con la ma-
triz extracelular (‘eje Actina-Distrofina-
complejo distroglicano - Laminina) (32). El
papel de la Distrofina en la membrana atin
no esta claro, su distribucion espacial ¢ in-
teraccion con las GAD en la superficie del
sarcolema puede actuar a manera de ancla-
je y proteccion del sarcolema y/o conformar
canales o receptores de membrana (basados
en alteraciones de los canales de Ca2* en el
musculo distréfico (33, 34).

Utilizando las sondas de ADN comple-
mentario (ADN¢) del gen de la Distrofina,
en diferentes poblaciones, se detectan entre
42,1y 65% de mutaciones (35-39). La utili-
dad de los fragmentos de restriccion de lon-
gitud polimortica (FRLPs) ligados al gen de
la Distrofina se basa en su nivel de informa-
cion, siendo los fragmentos mas ftiles
cuanto mayor sea el nivel de heterocigosi-
dad. El nivel de heterocigosidad en diferen-
tes poblaciones (japoneses, chinos, turcos,
rusos y caucasicos) oscila entre 80 y 99%
(38-42). Aplicando la reaccion en cadena de
la polimerasa (RCP) para diferentes secuen-
cias nucleotidicas (43-45), las tasas de dele-
cién encontradas mundialmente oscilan en-
tre 37 y 66% (40, 46-56).

En Venezuela, Delgado Luengo y col.
estudiaron 24 individuos varones no relacio-
nados, con diagnéstico de DMD/DMB, utili-
zando 2 estuches multiples (9-plex:
4,8,12,17,19,44,45,48,51; 5-plex: Pmf + 1,
13,43,50,52) y detectaron 37,5% de las mu-
taciones (57). Posteriormente, ampliando
el nimero de individuos estudiados a 30 y
agregando un nuevo estuche multiple (6-
plex: 8,19,43,45,48,51) la frecuencia de de-
teccién de mutaciones se ubicé en 43,3%
(trabajo no publicado).

El hecho que el gen de la Distrofina
sea extremadamente largo (2,4 Mb), obliga
a considerar la posibilidad de que ocurran

eventos de recombinacion (12%), por lo que
se deben utilizar sondas ADNc intragénicas
y vecinas al gen o polimorfismos de repeti-
ciones cortas en tandem (STRs por sus si-
glas en inglés) en los extremos 5’, 3’ y en la
parte central del gen; esto es fundamental
para establecer el haplotipo ligado al gen
mutado para el diagnostico de portadoras
de DMD/DMB, diagnéstico prenatal, casos
sin mutacion detectable, caso tnico y fami-
lias con muerte del afectado.

Cuando la DMD/DMB es debida a dele-
cion en el gen de la Distrofina, el diagnésti-
co de portadoras a riesgo puede realizarse
con sondas de ADNc (Southern blott),
RFLPs, cuantificaciéon del producto de la
RCP marcado con radioactividad, sondas es-
pecificas para la hibridizacién in situ fluo-
rescente (FISH) o electroforesis de gel en
campo pulsado o invertido (58).

La identificacion de portadoras y diag-
nodstico prenatal se hace dificil cuando por
técnicas convencionales no se detectan mu-
taciones en el afectado o no se cuenta con
el afectado. El anilisis de ligamiento con
RFLPs resulta dificil al considerar la posibi-
lidad de eventos de recombinacion intragé-
nica entre los fragmentos analizados y la
mutacion. Para solventar esta limitacion, es
necesario estudiar FRLPs localizados en los
extremos 5’y 3’ del gen, pero la mayoria de
las sondas se localizan en una region de
500-800 Kb del extremo 5’ y muy pocas ha-
cia el extremo 3.

Dentro del gen de la Distrofina se han
localizado diversos bloques repetitivos de
STRs con diferentes niveles de informacion
(46, 58-61), por lo que pueden ser utiliza-
dos en el estudio de genes de enfermedades
hereditarias y desarrollo del mapa genético
humano (62).

Beggs vy Kunkel (59), detectaron cua-
tro polimorfismos de (CA)n en el extremo
3’ con frecuencias alélicas de Al= 0,22
(131 pb), A2= 0,70 (133 pb), A3= 0,07
(135 pb) vy A4= 0,01 (137 pb); la heteroci-
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gosidad se calculé en 50%. Oudet y col.
(58), detectaron estos polimorfismos de
(CA)n en el extremo 3’ de la region no tra-
ducida del gen de la Distrofina humana. Es-
tudiando poblacién caucdsica, identificaron
dos alelos con frecuencias de Al= 0,22
(alelo de 135 pb), A2= 0,76 (alelo de 131
pb); luego se identificaron otros dos alelos
en poblacién diferente a la caucdsica, A3
(alelo de 119 pb) y A4 (alelo de 117 pb); se
calcul6 la heterocigosidad en 37%, que pu-
diera considerarse baja si se toma en cuen-
ta la presencia de s6lo dos alelos en pobla-
cién caucdsica. Clemens y col. (63), estu-
diaron varones caucasicos no emparentados
y no afectados con DMD/DMB. El locus mas
polimorfico fue la secuencia corta repetitiva
en tandem (STR) del intron 49 con 19 ale-
los (227-257 pares de bases) y heterocigosi-
dad de 93,3%, seguido por el STR-45 con 13
alelos (156-184 pares de bases), ¢l STR-44
con 12 alelos (174-204) y el menos polimor-
fico fue ¢l STR-50 con 6 alelos (233-251 pa-
res de bases) y heterocigosidad de 71,6%.

Tsukamoto y col. (64), estudiaron pa-
cientes japoneses con DMD/DMB, analizan-
do la frecuencia alélica y heterocigosidad
para la sonda pERT87 y polimorfismos de
(CA)n en los extremos 5’ y 3’; las frecuen-
cias alélicas de los (CA)n en el 5’ fueron di-
ferentes de las halladas en poblacién cauca-
sica, el namero de alelos en 5’'DYSI y 5’D-
YSII eran menores que en caucasicos y la
heterocigosidad de los tres marcadores
(5’DYSI, 5’DYSII y 5’DYSIII) fue mas baja
que en caucasicos. La frecuencia y heteroci-
gosidad de los polimorfismos de (CA)n en
3’ fueron similares a los de la poblacién
caucasica.

Miller y col. (65), utilizaron los poli-
morfismos de (CA)n de la region 3’ no tra-
ducida del gen de la Distrofina para el diag-
nostico de DMD/DMB en familias donde no
se detectdé ninguna mutacién (delecion o
duplicacién);  estudiaron familias con
DMD/DMB a través de estos polimorfismos

ligados al gen de la Distrofina y lograron es-
tablecer sus haplotipos y diagndsticos en 27
familias (39%).

Los loci de STRs de los intrones 44,
45, 49 y 50 se ubican dentro de una de las
dos regiones calientes del gen mas frecuen-
temente mutadas, lo que los hace tiles
para el diagnodstico directo de portadoras
por deteccion de hemicigosidad en la mujer
con riesgo, solo si, la mujer es heterocigota
para dicho alelo basado en los haplotipos de
sus padres.

En las familias en las cuales no se dis-
pone de material del paciente afectado, el
haplotipo respectivo de algiin hermano
sano puede utilizarse como diagnéstico de
exclusion para el cromosoma portador de la
mutaciéon, y asi detectar portadoras; esto
podria extenderse al estudio de algin tio
materno sano disponible. Otra aplicacion
del estudio de éstos polimorfismos es esta-
blecer el origen del cromosoma portador
del gen mutado mediante la elaboracion del
haplotipo ligado a la enfermedad y su segre-
gacion a través de las generaciones. La alta
informacion de estos cuatro loci de STRs,
con 6-19 alelos y heterocigosidad entre 58 y
93%, significa que las familias pueden ser
informativas en esta region del gen de Dis-
trofina. Aparte del estudio para diagndstico
de DMD/DMB, también los STRs pueden
utilizarse en genética forense; en algunos
casos la ocurrencia de nuevos alelos dentro
de la familia es debida a no-paternidades y
no a eventos mutacionales que generen
nuevos alelos (52).

Baranzini y col. (66), estudiaron fami-
lias argentinas con DMD/DMB, utilizando
polimorfismos de (CA)n ligados al gen de la
Distrofina, con los siguientes resultados:
8/28 (22,2%) portadoras obligadas corrobo-
radas, 7/28 (25%) portadoras probables
confirmadas y 20/28 (71,43%) no portado-
ras; las frecuencias alélicas en esta muestra
diferian de la encontrada en una poblacién
de América del Norte.
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Christodoulou y col. (67), estudiaron
29 familias chipriotas, analizando 18 exones
por R.C.P. multiplex, detectando 21/28
(75%) de las deleciones y 1/28 (3,6%) du-
plicacion; por R.C.P. cuantitativo, se estu-
diaron 69 hembras con riesgo de portadoras
de las cuales en 20 (28,9%) se confirmé el
estado de portadora.

El objetivo de este trabajo es estable-
cer los haplotipos de polimorfismos de STRs
de los loci 44, 45, 49, 50 y 3’'DYS del gen de
la Distrofina para determinar el estado de
portadoras y no portadoras de Distrofia
Muscular tipo Duchenne/Becker en familias
venezolanas.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 112 individuos (26 afec-
tados con DMD/DMB, 18 varones sanos 'y 68
mujeres con riesgo de portadoras) prove-
nientes de 15 familias venezolanas no rela-
cionadas que fueron referidas a la Unidad
de Genética Médica de la Facultad de Medi-
cina de La Universidad del Zulia (Maracai-
bo-Venezuela). El diagnéstico del propésito
se bas6é en su fenotipo, creatininquinasa
(CK), electromiografia, estudio anatomo-
patolégico de misculo y analisis molecular
del gen de la Distrofina (estuche de 9-plex:
exones 4, 8, 12,17, 19, 44, 45, 48, 51; estu-
che de 5-plex: exones Pmf+1, 13, 43, 50,
52), previamente publicados (57). Los cri-
terios de inclusién para considerar la con-
dicién de portadora obligada fueron: ma-
dre con 2 6 mas hijos afectados, o un hijo
afectado y antecedentes familiares de la
enfermedad o madre sin hijos afectados
pero con dos hijas portadoras obligadas;
portadora a riesgo (probables y posibles)
es la madre con CK normal, un hijo afecta-
do e hijas con CK elevado, o hembras por
linea materna de afectados con CK normal
o CK elevado.

A cada individuo se le extrajeron 6 mL
de sangre periférica que se anticoagulé con

acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
(500 mM) Para la extraccion de ADN se uti-
lizaron los pasos de solucion de lisis y diges-
tién con proteinasa K de la técnica Fenol-
Sevag (68) y se complementd con la técnica
inorganica (69). A cada ADN se le determi-
né su concentracion a través de un espec-
trofotometro (UV/VIS) Spectrometer
Lambda Perkin-Elmer y se conservé a
-20°C.

La mezcla de reaccion para la amplifi-
cacion de polimorfismos de (CA)n ligados
al gen de la Distrofina se realizé bajo las si-
guientes condiciones:

Intrones 44 y 49
2,5 uL de buffer Taq DNA Polimerasa,
1,5 uL MgCl, (1,5 mM), 0,5 uL dNTPs (0,2
mM), Taq ADN Polimerasa (0,5 unidades),
2,5 uL. de dada uno de los siguientes inicia-
dores (15 pmol):
— 44/A: 5-TCCAACATTggAAATCACATT

TCAA-3’

— 44/B: 5-TCATCACAAATASATSTTTCA-
CAG-3’

— 49/A: 5°-C¢TTTACCAGCTCAAAATCTC
AAC-3’

— 49/B:  5-CATATSATACSATTCgTSTTT

TgC-3’
— 100 nanogramos (ng) de ADN genomi-
co en un volumen final de 25 uL.

Intrones 45 y 50
2,5 ul de buffer Taq DNA Polimerasa,
1,5 uL MgCL, (1,5 mM), 0,5 uL dNTPs (0,2
mM), Taq ADN Polimerasa (0,5 unidades),
2,5 uL de cada uno de los siguientes inicia-
dores (15 pmol):
— 45/A: 5-gA8gCTATAATTCTTTAACTTT
88C-3’
- 45/B: 5’-CTCTTTCCCTCTTTATTCATg
TTAC-3’
— 50/A: 57-AAggTTCCTCCAgTAACAGATT
Tgg-3’
~ 50/B: 5'- TATgCTACATAgTATgTCCT
CASAC-3’
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— 100 nanogramos (ng) de ADN genomi-
co en un volumen final de 25 uL.

Las muestras fueron colocadas en un
termociclador bajo el siguiente programa:
A. 94°C por 4 minutos, B. 94°C por 30 se-
gundos, 62°C por 30 segundos, 65°C por 2
minutos, C. Ir al paso B. Por 25 ciclos, D.
65°C por 7 minutos, E. 4°C.

Extremo 3’: 3DYS

2,5 uL de buffer Taq DNA Polimerasa,
1,5 uL MgCL, (1,5 mM), 0,5 uL dNTPs (0,2
mM), Taq ADN Polimerasa (0,5 unidades),
2,5 uL de cada uno de los siguientes inicia-
dores (15 pmol):

~ 3DYS/A:  5'-gAAAASATTSTAAACTAA
AgTgTgCTTTA- 3’
~ 3DYS/B:  5-88ATSCAAAACAATgCsC

TTg CCTCTCA-3.

Las muestras fueron colocadas en un
termociclador bajo el siguiente programa:
A. 94°C por 7 minutos, B. 94°C por 60 se-
gundos, 65°C por 40 segundos, 72°C por 2
minutos, C. Ir al paso B. Por 20 ciclos,
D. 72°C por 10 minutos, E. 4°C. Verifica-
cion y analisis de los productos amplifica-
dos: Electroforesis de 5 uL del producto
amplificado en gel de agarosa al 2% a 100
voltios por 35 minutos, tincién en solucién
de bromuro de etidium y visualizacion en
pantalla de luz ultravioleta (UV), posterior-
mente, se tomaron 2,5 uL del producto de
la amplificacion y se mezclaron con colo-
rantes de azul de bromofenol y xilencianol,
la mezcla se coloco en gel de poliacrilami-
da al 5% en condiciones desnaturalizantes
(poliacrilamida/urea: 19:1) a 2300 voltios
hasta verificar una migracion de 36 centi-
metros. Para la visualizacion de las bandas
del producto amplificado se utilizé6 un mé-
todo de tincién con nitrato plata (nitrato
de plata, formaldehido 37%, tiosulfato de
sodio y carbonato de sodio anhidrido)
(70).

RESULTADOS

De los 112 individuos que se estudia-
ron, 26 eran varones afectados, 18 varones
sanos (11 varones sanos con antecedentes
familiares de DMD/DMB y 7 varones sanos
no relacionados sin antecedentes familiares
de DMD/DMB) y 68 mujeres a riesgo.

De las 68 mujeres, 27 (39,7%) resulta-
ron sanas no portadoras, 27 (38,23%) por-
tadoras y en 14 (22,06%) no se pudo obte-
ner un diagndstico definitivo.

De las 15 familias, 9 (60%) tenian an-
tecedentes familiares de DMD/DMB y 6
(40%) no tenian antecedentes. Se detecta-
ron deleciones por RCP con los estuches de
9y S-plex en 5 (33%) de las 15 familias. En
la Fig. 1 se muestra los productos amplifica-
dos de STRs de los intrones 44, 45,49, 50y
3’DYS de una de las familias en estudiadas.

Familia 95-9377 (Fig. 2)

No hay antecedentes familiares de
DMD/DMB. No se detectaron deleciones
por RCP con los estuches de 9 y 5-plex en el
proposito. Los loci 44, 45, 49, 50 y 3’'DYS
mostraron 2, 4, 4, 2 y 3 alelos diferentes,
respectivamente. El haplotipo de Polimor-
fismos de (CA)n ligado a DMD/DMB fue
A2-(del)-A1-A3-A3. Basandose en esto, se
descart6 que la madre fuera portadora obli-
gada (II;), ya que ella era heterocigota para
el locus 45 (A2/A4) y el propésito tenia de-
lecionado el intron 45, por lo que la condi-
cién de mosaicismo germinal no puede des-
cartarse. Ademads, se diagnosticaron 2 no
portadoras (II, y IIg). Probablemente el pro-
posito es una mutacion de novo.

Familia 79-1974 (Fig. 3)

Hay antecedentes familiares de
DMD/DMB: un tio materno muerto (II;) y
dos primos hermanos (III, , I1I;), por lo que
se asume deben presentar la misma muta-

Investigacion Clinica 43(4): 2002
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Fig. 1. Deteccion de portadoras de distrofia muscular Duchenne/ Becker a través del analisis de loci
STRs ligados al gen de la distrofina en familias venezolanas.
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Fig. 2. Familia # 95-9377. Deteccién de portadoras de distrofia muscular Duchenne/Becker a través
del analisis de loci STRs ligados al gen de la distrofina en familias venezolanas.
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Fig. 3. Familia 79-1974. Deteccién de portadoras de distrofia muscular Duchenne/Becker a través
del andlisis de loci STRs ligados al gen de la distrofina en familias venezolanas.

cion. Se detectaron deleciones de los exo-
nes 50, 51 y 52 con los estuches de 9 y 5-
plex por RCP en el propésito, ademas la de-
lecioén del intron 49 y 50 en el presente tra-
bajo. Los loci 44, 45, 49, 50 y 3’'DYS mos-
traron 3, 4, 2, 2 y 2 alelos diferentes, res-
pectivamente. Los loci 49 y 50 presentaron
2 alelos cada uno, de los cuales un alelo
para los loci 49 y 50 estaban delecionados
I1, y II, por lo que sus condiciones son he-
micigotas para ese alelo, basado en la hete-
rocigosidad de III, y las deleciones de III,
III,. El haplotipo de Polimorfismos de
(CA)n ligado a DMD/DMB fue A3-
A4-(del)-(del)-A2. Sobre la base de esto, se
diagnosticaron 3 portadoras obligadas (II, y
I1,), 2 no portadoras (IIl, y III5). El diagnos-
tico prenatal realizado en (IIl5) utilizando
estos polimorfismos demostr6 que IV, era
un varén sano.

Familia 85-4614 (Fig. 4)
No hay antecedentes familiares de
DMD/DMB. Se detecté en el propésito (II1,)

delecion del exon 45 con el estuche de 9-
plex por RCP y delecién del intron 45 en el
presente trabajo. Los loci 44, 45, 49, 50 y
3’DYS mostraron 3, 2, 2, 2 y 1 alelos dife-
rentes, respectivamente. El haplotipo de Po-
limorfismos de (CA)n ligado a DMD/DMB
fue Al-(del)-A2-A2-A2. Basandose en esto,
I1,, I, v II; son no portadoras; no se descar-
ta mosaicismo germinal en IL,. Se diagnosti-
¢6 que III, no era portadora, por su hetero-
cigosidad para los alelos 44, 45, 49 y 50,
donde el haplotipo A3 - A4 - Al - A3 - A2 fue
heredado de su padre. Igualmente el anali-
sis de ligamiento demostré que el origen
del cromosoma que porta la mutacién géni-
ca proviene del abuelo materno. La condi-
cién de mutaciéon de novo en el propésito
no puede descartarse.

Familia 95-9284 (Fig. 5)

No hay antecedentes familiares de
DMD,/DMB. Se detecté en el propésito (II1;)
delecion del exon 45 con el estuche de 9-plex
por RCP y delecién del intron 45 en el pre-
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HAPLOTIPO DE
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Fig. 4. Familia 85-4614. Deteccion de portadoras de distrofia muscular Duchenne/Becker a través
del analisis de loci STRs ligados al gen de la distrofina en familias venezolanas.
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Fig. 5. Familia 95-9284. Deteccion de portadoras de distrofia muscular Duchenne/Becker a través
del analisis de loci STRs ligados al gen de la distrofina en familias venezolanas.
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Fig. 6. Familia 95-9090. Deteccion de portadoras de distrofia muscular Duchenne/Becker a través
del analisis de loci STRs ligados al gen de la distrofina en familias venezolanas.

sente trabajo. Los loci 44, 45, 49, 50 y 3’D-
YS mostraron 2, 2, 3, 3 y 2 alelos diferen-
tes, respectivamente. El haplotipo ligado a
DMD/DMB fue Al-(del)-A3-A1-A2. Basan-
dose en esto, no se obtuvo diagnéstico de-
finitivo de portadoras, ya que Ilg result6 ser
heterocigota para el alelo 45; Aunque III,
porta el haplotipo heredado por IIl,, ella es
heterocigota para el alelo 45 por lo que se
descarta la condicién de portadora; por
otra parte, IIl, y III; no portan el haplotipo
lisgado a la enfermedad descartandose tam-
bién la condiciéon de portadora. Probable-
mente el propésito es una mutacién de
novo. No se descarta el mosaicismo germi-
nal en la madre (IIg) ya que es heterocigo-
ta para el alelo 45 el cual estd ausente en
el propésito (I11,).

Familia 95-9090 (Fig. 6)

Hay antecedentes familiares de
DMD/DMB. No se detectaron deleciones
con los estuches de 9 y 5-plex por RCP. Los
loci 44, 45, 49, 50 y 3’DYS mostraron 2, 4,

2, 4 v 4 alelos diferentes, respectivamente.
El haplotipo (A2-2-A2-5-2) de Il esta liga-
do a DMD/DMB. La condicién de I, es de
portadora obligada por tener dos hijos
afectados. Sobre la base de esto, se diag-
nosticaron 3 portadoras obligadas (I, II; y
IIly); 5 no portadoras (IIs, III,, III5, IIl, y
1L,,).

DISCUSION

La DMD/DMB es una de los primeros
motivos de consulta en la Unidad de Gené-
tica Médica de la Facultad de Medicina de
La Universidad del Zulia (71). La ocurren-
cia de una enfermedad genética y/o malfor-
macion congénita en una familia, origina
angustias e incertidumbre acerca de ‘algo’
de lo cual muchos médicos generales y/o
especialistas desconocen. La apariciéon de
estas enfermedades genera un reto para el
Genetista al momento de dar el asesora-
miento genético. Establecer el diagnéstico,
complicaciones, evolucion, pronéstico, ries-
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go de ocurrencia o recurrencia basandose
en el modo de herencia, posible tratamien-
to, rehabilitacion y diagndstico prenatal,
son fundamentales para un correcto aseso-
ramiento genético.

La mujer portadora de una mutacion
recesiva ligada al cromosoma X tiene un
riesgo de tener 50% de varones sanos y 50%
de varones enfermos, 50% de hijas no porta-
doras y 50% de hijas portadoras de la muta-
cién, en cada gestacion. Por lo tanto, la
ocurrencia de enfermedades recesivas liga-
das al cromosoma X establece un reto para
el investigador, al tener que determinar en-
tre las mujeres de una familia por lineca ma-
terna: (portadoras obligadas o probables)
cudles de ellas son portadoras de la muta-
cion y cudles no. Por otro lado, esto es atin
mads necesario cuando se requiere realizar
diagnostico prenatal en las portadoras
(obligadas y probables).

En aproximadamente ¢l 40% de los pa-
cientes con DMD/DMB no se detecta muta-
cion, por lo que el andlisis de ligamiento a
través de marcadores polimérficos ligados
al gen mutado se hace imprescindible para
el diagnostico indirecto y asesoramiento de
mujeres portadoras en la familia. Los STRs
de (CA)n localizado en los intrones 44, 45,
49, 50 y 3’'DYS del gen de la Distrofina pue-
den ser utilizados para estos estudios; los
cuatro primeros se encuentran en una re-
gion de alta frecuencia de mutacion que a
menudo estdn delecionados en el paciente,
lo que permite el diagnostico de afectados y
de portadoras por deteccion de hemicigosi-
dad en la mujer con riesgo, solo si, la mujer
es heterocigota para dichos alelos, basando-
se en los haplotipos de sus padres, sin ex-
cluir el mosaicismo germinal. En esta inves-
tigacion se pudo establecer que la madre Il
en la familia 95-9284 ¢s heterocigota para
el alelo mutado (intron 45) por lo que no es
portadora obligada de la mutacién, no obs-
tante la condicion del mosaicismo germinal
en ella no puede excluirse. En la familia 79-

1974 la hemicigosidad para los alelos 49 y
50 en II, y II, pudo establecerse por los ha-
plotipos de III,, III, y III,. Aparte de esto, en
la familia 85-4614 pudo establecerse el ori-
gen del cromosoma portador de la muta-
cion segregado a partir del abuelo materno.
Hay investigaciones que sugieren que en al-
gunos casos la mutacion pudo originarse
durante la espermatogénesis del abuelo ma-
terno (72), basados en el hecho que la mis-
ma es continua, y que cada vez que la esper-
matogonia se divide duplica su ADN y por
tanto existe la posibilidad que ocurra la mu-
tacion; esta mutacion es segregada a sus hi-
jas (portadoras) y éstas a su vez la transmi-
ten a sus hijos e hijas, con el consiguiente
desenlace.

De las 68 mujeres, 27 (39,7%) resulta-
ron sanas no portadoras, 27 (39,7%) porta-
doras y en 14 (20,58%) no se pudo obtener
un diagnostico definitivo.

on la utilizacion de estos polimorfis-
mos de (CA)n, se pudo establecer el diag-
nostico en 54 (79,4%) de las 68 mujeres; de
las cuales 27 (39,7%) fueron portadoras
obligadas, 27 (39,7%) no portadoras y en 14
(20,58%) no se obtuvo diagnéstico definiti-
vo. Miller y col. (65) reportaron que en el
37% de los casos lograron establecer haplo-
tipos y diagnosticos. Nuestros resultados,
sin embargo, difieren poco de los de otras
investigaciones en poblaciones argentina y
asiatica, quizas nuestra mezcla étnica es
mas heterogénea (caucasica, negroide y
mongoloide) y la utilizacién de un nimero
suficiente de loci STRs localizados a lo lar-
go del gen de la Distrofina pudiera aumen-
tar ¢l porcentaje de diagnostico de portado-
ras.

El ntimero de alelos observados para
cada locus en cada una de las familias esta
en relacion directa con el nivel de heteroci-
gosidad. Esta es una de las caracteristicas
utilizadas para la aplicacion de estos loci de
STRs, lo cual pudo ser detectado en la in-
vestigacion. Sin embargo, deben establecer-
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se los tamanos (pb) de los diferentes alelos
de los diferentes loci en toda la muestra
para definirse con mayor exactitud su nivel
de heterocigosidad en poblacion venezolana
(en proceso).

En conclusion, la determinacion de los
haplotipos de los loci de STRs de los intro-
nes 44, 45, 49, 50 y 3’'DYS del gen de la Dis-
trofina en estas familias, permiti6 el diag-
nostico de portadoras (obligadas y proba-
bles) o no portadoras e hizo posible el diag-
noéstico prenatal, estableciendo las bases
para un adecuado asesoramiento genético
en los miembros de cada familia.
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