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Deleciones en el gen de la distrofina en 62 familias colombianas:. correlacion genotipo-
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RESUMEN

Introduccién: La correlacion genotipo-fenotipo se establecié mediante el andlisis de
deleciones del gen de la distrofina en pacientes con distrofia muscular de Duchenne y
Becker (DMD/DMB).

Objetivos. Establecer la correlacién entre el genotipo molecular y el fenotipo clinico de
los pacientes.

Materiales y métodos. Se analizaron 62 afectados mediante amplificaciones por PCR
multiplex de 18 exones ubicados en los dos puntos proclives dentro del gen.

Resultados: En la poblacién analizada, 19 pacientes mostraron delecion en €l gen dela
distrofinaconlos 18 exonesestudiados, esto corresponde a 31% de hombr esafectadoscon
delecion.

Conclusiones: Teniendo en cuenta la hipdtesis del corrimiento del marco de lectura
traduccional (CMLT) y la mutacion observada en |os afectados, se pudo determinar que
las mutaciones out frame, resultan en pacientes con el fenotipo severo o distrofia muscular
de Duchenne y las mutaciones in frame, resultan en pacientes con el fenotipo leve o
distrofiamuscular de Becker. Sepudo predecir un cuadro clinicode DMD o DMB en 79%
de los casos, o cual permite utilizar este sistema diagndstico como una herramienta
importante para ayudarlealos neurdlogosen lavaloracion clinica delos pacientesen los
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cuales se encuentra deleciones.

Palabras clave: Distrofia muscular Duchenney Becker (DMD, DMB); Reaccion en cadena de la
polimerasa multiplex (PCR); Corrimiento del marco de lectura; Herencia ligada con la X recesiva.

Lasdistrofiasmusculares(DM) son
entidades hereditarias que se caracteri-
zan por debilidad muscular progresiva,
pérdida de la masa muscular, hiporre-
flexia, fasciculaciones y discapacidad
fisica variable. Son causadas por la
mutacién de uno de varios genes. De
todas las DM, la distrofia muscular de
Duchenne (DMD) es la més comun,
afecta a uno de cada 3,500 nifios del
sexo masculino; se caracteriza por de-
bilidady adel gazamiento muscul ar pro-
gresivos en la infancia, pérdida de la
capacidad de caminar a fina de la

primera década de la vida y muerte a
finales de la segunda década’*.

La distrofia muscular de Becker
(DMB), esmenosfrecuentey se carac-
teriza por una progresion més lenta y
mayor sobrevida de 5 6 6 décadas™’;
60% de los casos se heredan de manera
recesiva ligada a sexo y las madres,
gue son portadoras de una mutacion
para la enfermedad, transmiten el gen
mutado alamitad desushijosqueseran
afectados y la mitad de las hijas serén
portadoras sanas y transmitiran la mu-
tacion ala siguiente generacioné.
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El gen mutado en |os pacientes con
DMD y DMB se localiza en €l brazo
corto del cromosoma X, en la banda
Xp21° consta de 2,300 kb y 79 exones,
se transcribe en un ARNm de aproxi-
madamente 14 kb, que codifica para
unaproteinade 427 kD y 3,685 amino-
&cidos llamada distrofina.

La ausencia o la disfuncion de la
distrofinacausariaDMD/DMB y se ha
propuesto que las fibras musculares de
los afectados carecen de lainteraccion
normal entre el sarcolemay la matriz
extracelular; la interrupciéon de esta
unién podria incrementar la fragilidad
osmdtica de las fibras musculares o
aterar los mecanismos reguladores de
los niveles de calcio, aumentar €l flujo
deiones Ca?* en el musculo, hipbtesis
sustentada en los hallazgos histo-
patoldgicos. En ambos casos, habra
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necrosis de las células musculares, 1o
queexplicariael cuadro clinico progre-
sivo de la enfermedad™.

Sehadescrito heterogenei dad muta-
ciona en e gen de la distrofina que
incluye deleciones, duplicaciones y
mutaciones puntuales. La literatura
mundia muestra que 66% de todas las
mutaciones corresponden a deleciones
oduplicacionesde uno o masexonesen
e gen'*'? |as deleciones tienen una
distribucion no a azar alo largo de la
secuencia nucleotidicay se agrupan en
dosregionesprocliveso hot spots: 80%
seconcentranenlaregiondelosexones
44 al 52 (cerca de la mitad afectan al
exon 44)13; 20% restante comprenden
los exones 1 a 1946, Debido a agru-
pamiento de las del eciones en dos pun-
tos proclives, se ha establecido que €l
andlisis de 18 delos 79 exones del gen
deladistrofina, permiteidentificar 98%
detodaslasmutacionesdel tipo delecion
enel gen'™1%; 33% deloscasos, lamuta-
cionimplicalaalteracién de un nucles-
tido Unico o de unos pocos nucled-
tidos'®2,

Lacorrel acién genotipo-fenotipo se
ha establ ecido mediante gjercicios me-
ramente hipotéticos que relacionan el
efecto delamutacién conel fenotipode
los pacientes. La hipétesis del corri-
mientodel marcodelecturatraduccional
(CMLT) propone que una vez ha ocu-
rrido delecion, el gen resultante serd el
fruto de la reunién de los segmentos
proximal presentandose dos alternati-
vas. se preservael marco delectura(in
frame); en este caso se conservan los
dominios aminoterminal de union con
la actina y carboxiterminal de union
con los sarcoglicanos y distroglicanos
delamembrana?-? quepermitenquese
dé una proteina medianamente funcio-
nal con defectos en sus dominiosinter-
nos, y causaunaformalevedelaenfer-
medad o DMB, o contrariamente, la
delecién creaun corrimiento del marco
de lectura (out frame); en estos casos,
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aunque se conserva la region amino-
terminal, e corrimiento en el marco de
lecturadistorsionalaproteinaatal gra-
do que se produce una cadena polipep-
tidica diferente y no funcional, que
impide que la proteina gerza su fun-
cion en la membrana del sarcolemay
originaDMD con €l cuadro clinico se-
vero de la enfermedad®-2.

Para evaluar los fendbmenos out
frame e in frame de las mutaciones que
causan CMLT, se clasificaron |os bor-
des de los exones como uno de tres
tipos(1, 2y 3), segun laposiciéndelos
tripletes codificantes (Cuadro 1); una
delecién que une dos exones con bor-
des del mismo tipo conserva €l marco
de lectura; por el contrario, una muta-

Cuadro 1
Estructura del gen de la distrofina humana. Bordes intron/exon
Exon Dominio Extremo 5 Extremo 3 Exon Dominio Extremo5  Extremo 3
borde borde borde borde

1 UTR/N - 1 41 R15 3 3
2 N 1 3 42 R16 3 3
3 N 2 3 43 R16 3 3
4 N 3 3 44 R17 2 3
5 N 3 3 45 R17 3 2
6 N 3 2 46 R18 2 3
7 N 2 1 47 R18 3 3
8 N/H1 1 3 48 R19 3 3
9 H1 3 3 49 R19 3 3
10 H1/R1 3 3 50 R19/H3 3 1
11 R1 3 2 51 H3/R20 1 3
12 R2 2 3 52 R20 3 1
13 R3 3 3 53 R20/R21 1 3
14 R2/R3 3 3 54 R21 3 2
15 R3 3 3 55 R22 2 3
16 R3 3 3 56 R22 3 2
17 H2 2 2 57 R23 2 2
18 R4 3 3 58 R23/R24 3 1
19 R4 1 1 59 R24 1 3
20 R4/R5 3 3 60 R24/H4 3 3
21 R5 1 1 61 H4 3 1
22 R6 3 3 62 H4 1 2
23 R6 3 3 63 H4 2 1
24 R7 3 3 64 H4 1 1
25 R7 3 3 65 CYS 1 2
26 R8 3 3 66 CYS 2 1
27 R8 3 3 67 CYS 1 3
28 R9 3 3 68 C 3 2
29 R9 3 3 69 C 2 3
30 R10 3 3 70 C 3 2
31 R10 3 3 71 C 2 2
32 R11 3 3 72 C 2 2
33 R11 3 3 73 C 2 2
34 R12 3 3 74 C 2 2
35 R12 3 3 75 C 2 3
36 R13 3 3 76 C 3 1
37 R13 3 3 77 C 1 1
38 R14 3 3 78 C 1 3
39 R14 3 3 79 C/UTR 3 -
40 R15 3 3

N=dominio amino-terminal
C= dominio C-terminal R1-R24= dominio Rod
Tomado de Roberts et al., 19934

Cys=dominio rico en cisteina

H1-H4= 4 regiones «hingue»
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€ion que redine dos exones con tipos de
borde diferentes modifica el marco de
lectura, conduciendo a la terminacién
temprana de la proteina o una proteina
anormal, por una mutacion del tipo
missense 0 nonsense?’. La mayoria de
las mutaciones del tipo delecion, que
afectanel marcodelecturatraduccional,
compromenten e dominio distal rod o
remueven la regién aminoterminal de
la proteina; estas deleciones se han re-
lacionado con el fenotipo severo de la
enfermedad (DMD); en estos pacien-
tes, por lo general, no se encuentra
distrofina en la membrana del sarco-
lema?.

En el presente trabajo se establecio
en una cohorte de afectados colombia-
nos con DMD o DMB, unacorrelacion
hipotéticaentre el genotipo-fenotipo a
comparar el cuadro clinico de los afec-
tadosconloshallazgosmolecularesy el
andlisis segun la hipétesis del corri-
miento del marco delectura(CMLT)%.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 62 casos indice con
DMD/DMB, remitidos por €l Instituto
Franklin Delano Roosevelty laAsocia-
cién Colombiana de Distrofia Muscu-
lar (ACDM) provenientesdediferentes
regiones de Colombia. Se registraron
los datos personales y familiares (ge-
nealogia), asi como los resultados de
estudios de laboratorio (CPK, biopsia
muscular y el ectromiografia); deacuer-
do con laevolucion clinicay los estu-
dios paraclinicos se estableci6 el diag-
noésticoclinicodel paciente, fueraDMD
o DMB.

Despuésdeobtener el consentimien-
to informado de cada participante, se
obtuvo por venopuncién un tubo de 5
ml de sangre periféricatotal, de donde
se extrgjo el ADN genémico por €l
método de desalamiento®?, Luego se
hizolaamplificacionpor PCRmuUltiplex
para 18 exones, con los iniciadores o

primers disefiados por Chamberlain et
al.** y Restrepo et al.®! Las regiones
amplificadas fueron el promotor (PM)
ylosexones3,4,6,8,12,13,17,19, 43,
44, 45, 47, 48, 50, 51, 52 y 60 (Gréfica
1). Los primers utilizados para la am-
plificacion de los diferentes exones se
sintetizaron en la casa comercial
INVITROGEN en escaladesintesisde
100 nm, la solucién de trabajo que se
empled correspondiaadilucionesde 10
pm/ml. La mezcla de la reaccion de
PCR sellevé a un volumen final de 50
pl, mediante las siguientes concentra-

prm

1]
[

ciones finales: amortiguador Taq
polimerasa 1X (con 200 mM Tris-HCl
pH 8.4; 500 mM KCIl); 3.0y 6.0mM de
MgCl, (2.3y 5.7 plex, respectivamen-
te); 0.4 mM de cada dNTP (Promega);
5U de Taq ADN polimerasa(Promega)
y 50ngde ADN. Loscebadores corres-
pondientessemezclaron en sistemasde
7plex, 5plex, 3plex y 2plex en concen-
traciones de trabajo de 10 pml, la con-
centracion final en la mezcla de reac-
cion de PCR correspondié a 1.2 uM.
Las muestras se corrieron en un
termociclador PT100 M JResearch bajo
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1. Marcador de peso molecular Puc18 cortado con Msp1l
2. Producto amplificado esperado con 5 plex: pm (535 pb), 43
(357 pb), 50 (271 pb), 13 (238 pb) y 52 (113 pb)
3 3. Producto amplificado esperado con 4 plex: 3 (410 pb), 6 (202
pb), 47 (181 pb) y 60 (139 pb)

I 4.
(268 pb)

Producto amplificado esperado con 2 plex: 8 (360 pb) y 44

5. Producto amplificado esperado con 7 plex : 45 (547 pb), 48

(506pb), 19 (459pb), 17 (416pb), 51 (388pb), 12 (331 pb), y

4 (196 pb)

6. Marcador de peso molecular

&0

I Puntos proclive

™

Gréfica 1. Izquierda: esquema del gen de la distrofina con la posiciéon relativa de los
exones amplificados, de azul 5-plex, fuccia 4 plex, amarillo 2 plex y verde 7 plex.
Derecha: tamafio y posicion relativa de los productos amplificados en el gel que se
esperan obtener después de realizar la PCR
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Cuadro 2
Programas de termociclador
5y 4 plex 7y 2 plex
Temperatura (°) Tiempo Temperatura (°) Tiempo

Paso 1 94 30" 94 30"
Paso 2 54 30" 50 30"
Paso 3 65 4 65 4
Denaturacion inicial 94 6’ 94 6’
Elongacion final 65 7 65 7
N° ciclos 30 30

Grafica 2. Gel page 8%. Resultado de la amplificacion con el sistema 4 plex. Columna 1.
Marcador de peso molecular Puc18 (fragmentos de 501, 489, 404, 353,242,190y 110 pb).
Columna 2. Blanco de amplificacién (no se observan bandas). Columna 3. Control
normal de amplificacién con sistema 4 plex, se observan cuatro bandas correspondien-
tes alos exones 3: 410 pb, exén 6: 202 pb, ex6n 47: 181 pb, exdn 60: 139 pb. Columna
4. Paciente DM1: delecion ex6n 47. Columna 5. Paciente DM8: completo. Columna 6.
Paciente DM10: completo. Columna 7. Paciente DM12: deleciéon exones 3. 6. Columna
8. Paciente DM14: completo. Columna 9. Paciente DM17: delcién exones 3y 6. Columna

10. Paciente DM29 con delecién exon 3.

las condiciones estandarizadas (Cua-
dro 2).

L osproductosamplificadosseveri-
ficaron en un gel de agarosa al 2%
(SIGMA) y confirmados en geles de
poliacrilamida al 8%, que se tifieron
con bromuro de etidio; las bandas de
amplificacion se compararon con €l
patrén de peso molecular (pucl8) (Gra-
ficas 2, 3, 4 y 5). Los resultados se
analizaron sobre transiluminador
SIGMA y seobtuvoimpresionfotogra-
fica directa con camara instantanea y
rollos Polaroid en blanco y negro.

RESULTADOS

En 48 de las 62 familias analizadas
el fenotipo del caso indice correspon-
di6 aDMD, mientras que €l delos 14
(22.6%) restantes fue DMB. En los 48
casosdeDM D seobservarondeleciones
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en14(29%), mientrasquehubodelecion
en 5 (36%) delos 14 casoscon diagnés-
tico DMB. Del total de 62 familias, 19
presentaron del ecidn, por o quesepue-
de afirmar que 31% de la poblacion
colombianaestudiadacon DMD/DMB
presentan deleciones en el gen de la
distrofina (Cuadro 3).
Enlamayoriadelosafectadoshubo
correlacion entre el corrimiento (out
frame) o no corrimiento (in frame) del
marco de lecturatraducciona y €l cua-
droclinicosevero(DMD)yleve(DMB),
respectivamente. Los afectados DM1,
2,312,18, 24, 39, 43, 46 y 65 mostra-
ron deleciones del tipo out frame con
fenotiposDMD. Por otraparte, losafec-
tados con deleciones in frame, como
loscasosDM7, 29, 57, 58y 79 presen-
taron DMB. La correlacién del global
del genotipo con el fenotipo fue 79%,
pues los casos DM 9, 17, 44 y 55

presentaron el fenotipo severo pero tu-
vieron mutaciones in frame.

En un informe preliminar de este
estudio®, se presentaron |os resultados
analizados con dos sistemas miltiplex
uno de 9 exones y otro de 5 exones,
donde se analizaron 17 de las 27 fami-
lias por biologiamolecular, encontran-
do un porcentaj e de del eciones detecta-
bles en 50% de las familias analizadas.

DISCUSION

El hallazgo de unamutacion en una
secuencia especifica de ADN, permite
clasificar correctamente un diagnésti-
co genérico deDM enunadelasdistin-
tas enfermedades especificas, p.e.,
DMD/DMB®, En € caso especifico de
DMD/DMB, ademéas de confirmar el
diagnéstico clinico, € hallazgo de mu-
taciones especificas del gen de la
distrofina permite establecer en lama-
yoria de los casos, una correlacién
genotipo-fenotipo, ayuda a predecir €l
cuadro clinico del paciente, informa-
cion que es esencial parael médico, €
paciente y sus familiares™.

Como se ha descrito antes, hay dos
regiones proclives a deleciones en el
gen de la distrofinat®. En la presente
cohorte se observaron deleciones del
gen de la distrofina en 19 de 62 casos
indice (31%). Al igual queenlalitera-
tura, en estetrabgj o seobservaque 90%
de las deleciones se presentaron en las
dosregiones proclives: en losexones 1
a 19 se observaron 32%, mientras que
58% presentaron deleciones en los
exones 44 a 53. Dos (10%) afectados
mostraban deleciones que comprome-
tian ambas regiones proclives, pero no
escaparon a diagnostico con el grupo
de cebadores que amplifican los 18
exones propuestos en la literatura’®.

Lafrecuencia global de deleciones
descritas en €l presente trabajo es mas
bajaquelamediacal culada(70%)%3y
la de varias poblaciones individuales
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Cuadro 3
Resultados y correlaciéon genotipo-fenotipo
N° estudio Resultados Fenotipo Tipo de Fenotipo
observado mutacion esperado
DM 1 Del: 47-50 Duchenne Out frame Duchenne
DM 22 Del: 48-50 Duchenne Out frame Duchenne
DM 3 Del: 48-50 Duchenne Out frame Duchenne
DM 4 Completo Duchenne
DM 5 Completo Becker
DM 7 Del: 12-45 Becker In frame Becker
DM 8 Completo Duchenne
DM 9 Del: 8-19 Duchenne In frame Becker
DM 10 Completo Becker
DM 11 Completo Duchenne
DM 12 Del 3-17 Duchenne Out frame Duchenne
DM 14 Completo Becker
DM 15 Completo Duchenne
DM 16 Completo Becker
DM 17 Del: 3-19 Duchenne In frame Becker
DM 18 Del 52 Duchenne Out frame Duchenne
DM 19 Completo Duchenne
DM 20° Completo Duchenne
DM 222 Completo Duchenne
DM 23 Completo Duchenne
DM 24 Del:48-50 Duchenne Out frame Duchenne
DM 25 Completo Duchenne
DM 26 Completo Duchenne
DM 28 Completo Becker
DM 29 Del 3 Becker In frame Becker
DM 30 Completo Duchenne
DM 31 Completo Duchenne
DM 32 Completo Duchenne
DM 33 Completo Duchenne
DM 36 Completo Duchenne
DM 37 Completo Duchenne
DM 39 Del 8-51 Duchenne Out frame Duchenne
DM 40 Completo Duchenne
DM 43 Del 6 Duchenne Out frame Duchenne
DM 44 Del 48-51 Duchenne In frame Becker
DM 45 Completo Duchenne
DM 46 Del 51 Duchenne Out frame Duchenne
DM 47 Completo Duchenne
DM 48 Completo Duchenne
DM502 Completo Becker
DM 51 Completo Duchenne
DM 52 Completo Duchenne
DM 53 Completo Becker
DM 54 Completo Duchenne
DM 55 Del 8-19 Duchenne In frame Becker
DM 572 Del 48 Becker In frame Becker
DM58 Del 45-48 Becker In frame Becker
DM62 Completo Duchenne
DM 63 Completo Duchenne
DM 64 Completo Duchenne
DM 65 Del 50 Duchenne Out frame Duchenne
DM 67 Completo Becker
DM 68 Completo Duchenne
DM 69 Completo Duchenne
DM 70 Completo Duchenne
DM 73 Completo Duchenne
DM 74 Completo Duchenne
DM 75 Completo Duchenne
DM 76 Completo Duchenne
DM 772 Completo Duchenne
DM 78 Completo Becker
DM 79 Del 46-47 Becker In frame Becker

a Familias con dos afectados; b. familia con tres afectados. En 19 de los 62 casos se encontraron
deleciones detectables; en 10 de €ellos la mutacién fue del tipo out frame es decir, una mutacion con
corrimiento del marco de lectura; mientras que los otros 9 tuvieron mutacién in frame, en los cuales no
hubo corrimiento del marco de lectura.

Gréfica 3. Gel page 8%. Resultado de la
amplificacion con el sistema 5 plex. Co-
lumnal.Marcador pucl8.Columna2: Blan-
codeamplificaciéon (no seobservaproduc-
to amplificado). Columna 3: Control nor-
mal de amplificacién con el sistema 5 plex
presentacinco bandas correspondientes a
los productos amplificados del PM: 535 pb
y de los exones 43: 357 pb, 50: 271 pb, 13:
238 pb y 52: 113 pb, Columna 4: Paciente
DM6: Patron de amplificacion completo.
Columna 5: DM7 delecion exones 13y 43.
Columna 6: Paciente DM8 completo. Co-
lumna 7: DM9 delecion exén 13. Columna
8: DM10: Patrén de amplificacion comple-
to; el paciente no presenta delecion en
ninguno de los exones analizados.
(Cuadro 4); sinembargo, essimilar con
los porcentgjes informados en otros
estudios de Latinoamérica que inclu-
yen series publicadas en Argentina® y
Venezuela®; esto obliga a pensar que
para la poblacion colombiana €l por-
centaje esperado de duplicaciones,
mutaciones puntuales e inversiones,
debe ser mas alto que el promedio des-
crito anivel mundial6®,

En el Cuadro 3 se observa que los
afectados con grandes deleciones que
no interrumpen e marco de lectura,
presentan la forma leve o DMB, de
donde se concluye que la severidad de
laenfermedad se determina més por el
efecto intragénico que tiene la muta-
cion sobre la proteina que por la exten-
sion de la delecion.

Del total de casos analizados se
observo concordanciaentreel genotipo
y €l fenotipo en 79% vy al igual que en
otras poblaciones, las mutaciones out
frame correspondieron a fenotipo se-
vero de laenfermedad®®® (Cuadro 5).
La excepciones a estas correlaciones
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Cuadro 4

Comparacion de deleciones en pacientes DMD/DMB de diferentes poblaciones?

Poblacion Proporcion de pacientes Deleciones en la region Deleciones en los exones
con deleciones (%) proximal (exones 1-20) (%) centrales (44-53) (%)
Chinos 45.0 46.0 54.0
Alemanes 59.7 7.5 92.5
Japoneses 43.0 21.3 76.6
Rusos 41.0 26.7 73.5
Turcos 45.6 10.8 89.2
Israelitas 37.0 22.0 78.0
Griegos 54.4 26.5 73.5
Espafoles 38.5 20.0 80.0
Hindues (Norte) 72.7 15.9 81.8
Brasil 87.5° 47.5 52.5
Argentina 32.0¢ 34.0 64.0
Venezuela 37.0¢ 23.0 77.0
Colombia (presente estudio) 31.0¢ 32.0 58.0

a. Tomado de Singh V, et al.*®
d. Delgado LW et al.®®

b. Werneck LC, et al.*?
e. La sumatoria de los porcentajes en la poblacién no es igual a 100, esto se debe a que

c. Baranzini SE et al.?®

dos pacientes (DM7 y DM39) quienes representan 10%, tuvieron una delecién que involucra los dos puntos calien-
tes, por tanto no se incluyeron sus deleciones dentro de ninguno de los dos puntos proclives.

Cuadro 5
Correlacion genotipo-fenotipo
Frecuencia de correlacién Poblacion Investigadores
genotipo-fenotipo (%)
75 India Mittal A et al.*
80 India Mittal B et al.*”
92 Japén Takeshima Y, Matsuo M.#
92 Caucésicos americanos Koenig M et al.?
90 Caucésicos americanos Monaco AP et al.*®
79 Colombia Presente estudio

pueden ser el resultado de alteraciones
enlos patrones de splicing, mutaciones
inframequegeneran codonesprematu-
ros de parada, restituciones del marco
de lectura en mutaciones out frame en
los exones del 3 a 7, entre otras®L.
En la poblacion colombianalas ex-
cepciones a la correlacion genotipo-
fenotipo se dieron en pacientes con
mutacionesin frame, cuyo fenotipo fue
DMD, 3 deellos con delecidn del exdn
19. El fenotipo se puede explicar si se
tieneen cuentaqueal interior delas 88
pb que forman parte el exén 19, se
encuentra una secuencia de control de
52 pb, que actliacomo sefial en cispara
laregulacion del splicing del ARN he-
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terogéneo nuclear, conduciendo el buen
ensamblaje del spliceosoma, para que
se dé un correcto ARN mensajero, que
codifica para la distrofina®. Los ele-
mentos que actlian en cis, interactlian
con elementostrans (como ribonucl eo-
proteinas pequefias nucleolaresy otras
proteinas auxiliares) y también dirigen
el ensambl gjecorrecto del spliceosoma.
El exdn 19 ademas, tiene una regién
ricaen purinas, que corresponde a una
secuenciadereconoci miento deexones
(ERS). Las ERS son necesarias para el
splicing del exéninmediatamente ante-
rior* y promueven la inclusion (del
ex6n 18) dentro del ARNm maduro por
medio de una seleccidn correctade los

Gréfica 4. Amplificaciéon 2 plex. 1. Puc 18
cortado con MSPI. 2: Blanco. 3: Control
normal: exon 8 (360 pb) y ex6n 44 (268
pb). 4: DMD 2: completo.5: DMD 8: Com-
pleto. 6: DMD 9: deleci6n exén 8. 7: DMD
10: Completo. 8: DMD 7: Delecién ex6n
44,

sitios de corte. Esto sugiere que las
deleciones que afectan los ERS, pro-
mueven una maduracion errénea del
ARNmM, que a su vez conduce a un
producto proteico alterado. Una iso-
forma conocida de la distrofina es la
distrofina Kobbee producida por un
gen que contiene una delecion de esa
regiéon de 52 pb dentro del exén 19,
produciéndose un error en €l splicing,
aun cuando lassecuenciasb’ y 3’ termi-
nales del exdn estén presentes®.
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Gréfica 5. Amplificacion 7 plex. 1. Puc 18
cortado con MSPI. 2: Blanco de amplifica-
cion. 3: Control normal 7 plex: Exén 45 (547
pb), Exén 48 (506 pb), Exén 19 (459 pb),
Exén 17 (416 pb), Exén 51 (388 pb), Ex6n 12
(331 pb), Ex6n 4 (196 pb). 4. DMD 15: com-
pleto; 5.DMD 17: Deleci6on exones 17,19, 12
y 4. Carril 6: DMD 52: Completo.

El otro paciente (DMD)* tuvo una
delecioninframe que afectd losexones
48 a 51; sin embargo, el fenotipo de
este paciente es severo (DMD), esto se
puede atribuir a la generacién de un
codon de parada prematuro como con-
secuencia de la delecién, lo cua se
puede corroborar mediante €l andlisis
de laexpresion del ARNm?*24,

En conclusion, y porque este es €
trabaj o con mayor nimero de pacientes
informadosen Colombia, sepuedeafir-
mar quelos af ectados col ombianos con
DM D/DMB presentan un menor nime-
ro de mutaciones por deleciones que la
media universal y que inversamente,
los casos debidos a otro tipo de muta-
ciones son mas frecuentes aunque alin
no se han estudiado en el pais. Las
deleciones se localizan en los dos pun-
tos proclivesen el gen de ladistrofina,
como se hadescrito en otros estudios y
€l juego de 18 primers propuesto en la
literatura es adecuado para la identifi-
cacion de deleciones en Colombia. Por
ultimo, la correlacion entre el genotipo
y el fenotipo fue posible en la mayor
parte de los pacientes, bajo lahipotesis
del CMLT y se puede utilizar como
herramientaparaestabl ecer el diagnés-
tico y prondstico de los afectados.
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SUMMARY

Introduction: A genotype-pheno-
type correlation was established by
dystrophin gene deletion analysis in
Duchenne and Becker muscular dys-
trophies patients (DMD/BMD).

Objectives. To establish a corre-
| ation between molecular genotypeand
clinical phenotype in a Colombian
population.

Materials and methods: A PCR
(Polymerase Chain Reaction) ampli-
fication of 18 exons (included in the
two hot spots regions) was performed
in 62 affected families.

Results: Nineteen patients showed
deletions in several exons of the
dystrophin gene. This corresponds to
31% of analyzed males in the present
population.

Conclusions: For eachDMD/DMB
affected male with deletion in the
dystrophin gene, a correlation between
disease severity and extent of deletion
was established. The data showed that
most out-frame deletions cause DMD
phenotype, whilethein-framedeletions
resultsin BMD phenotype. This corre-
lation was described by Koenig in his
“open reading frame hypothesis’. In
the present study it was possible to
establish a direct correlation between
mutation state and clinical severity in
79% of patients. Thismay helpclinical

evaluation of DMD/DMB patients.

Key words: Duchenne and Becker
muscul ar dystrophy (DMD/DMB);
Multiplex polymerase chain reaction
(PCR); Open reading frame
hypothesis; X-linked diseases.
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