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RESUMEN

Se disefi6 un ensayo de PCR miiltiplex (6-plex) que amplifica simultdneamente 6 exones del gen de la distrofina,
estos exones son los que presentan mayor frecuencia de mutacién. La proporcién de deleciones observada en este
estudio mediante el sistema 6-plex correspondi6 al 31,25%, ademis el 60% del total de las deleciones involucrd
los exones 44 al 52. Con el fin de identificar mujeres portadoras de DMD y DMB se utilizé el cdlculo de dosis
génica, a través de esta metodologia fueron identificadas 7 mujeres como portadoras y 15 como no portadoras de
delecién para los exones analizados, en este estudio no se encontré ninguna mujer como portadora de duplica-
ci6én. Con la utilizacién de polimorfismos dinucleotidicos (CA)n localizados en el interior del gen fue posible
establecer informacion sobre el cromosoma X que posiblemente estd afectado en el 63% de las mujeres
analizadas. )

Palabras clave: Identificacién de portadoras, dosis génica, polimorfismos (CA)n, PCR miltiplex, DMD, DMB.
ABSTRACT

A rehearsal of multiplex PCR (Polymerase chain reaction), was designed (6-plex) that amplifies 6 exons (51, 48,
45, 43, 19, 8) of the Dystrophin gene simultaneously, these exons is that present high mutations frequency. The
deletions proportion observed in this study by means of the system 6-plex corresponded to 31,25%, almost all the
detected deletions 60% involved the exons 44 at 52. With the propose of identifying carriers women of DMD and
DMB it was used dosage gene, through this methodology 7 women carriers and 15 were identified as not carries
deletions for the analyzed exons, in this study was not any woman carrier duplication. With the use dinucleotide
polymorphyisms (CA)n located inside the gene was possible to establish information on X chromosome that
possibly this affected in 63% of the analyzed women.

Key words: carriers identification, dosage gene, dinucleotide polymorphisms (CA)n, Multiplex PCR, deletions,
familial diagnosis, DMD, DMB.

INTRODUCCION

La Distrofia Muscular de Duchenne (DMD)
es una enfermedad hereditaria comtn en el
hombre, afecta a 1 de cada 3.500 varones na-
cidos vivos; presenta una herencia recesiva
ligada al sexo y se caracteriza por debilidad
muscular progresiva, pérdida de la capacidad
para caminar y lleva a la muerte al final de la
segunda década de vida (Abbs S, Clark S.,

Mathew C.G., Bobrow M., 1991. Alvarez M.,
Herndndez P.M., Perzzuno J.A., 1994. Koenig
A., Beggs A.H., Moyer M., Scherpf S.,
Heindrich K., Bettecken T., Meng G., Muller
C.R.,Lindloft M., Kaariainen H,. Chapelle A.,
Kiurus A., Savontaus M.L., GilgenKrantz H.,
Recan D., Chelly J,, Kaplan J.C., Covone A.,
Archidiscono N., Romero G., Liecht-Gallati
S., Schneider V., Braga S., Moser H., Darras
B.T., Murphy P., Francke U., Chen J.D.,
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Morgan G., Denton M., Greenberg C.R.,
Van Ommen G.J.B., Kunkel L.M., 1989.)
La Distrofia Muscular de Becker (DMB),
presenta caracterfsticas similares pero me-
nos severas, permite una mayor sobrevida
y su frecuencia es menor, aproximadamen-
te 1 de cada 30.000 nifios nacidos vivos
(Laing N., Siddique T, Bertlett R., Yamaoka
L., Hung W.Y., Pericak- Vance M.A., Roses
A.D.,1989., Bakel I., Holt S., Craing I,
Boyd Y., 1996. Bannerjee M. and Verma I.,
1996. Boyd Y., Munro P., Worton R.,
Monaco T., Kunkel L.,'Craig I., 1988.
Fichebeck K., 1989. Shomrat R., Driks N.,
Legum C., Shiloh Y., 1992) La DMD y
DMB es causada por una variedad de muta-
ciones como deleciones, duplicaciones y
mutaciones puntuales. Las deleciones de
uno o mas exones del gen de la Distrofina
son las mds frecuentes, un 65%, seguidas
de duplicaciones (15%) y el resto son mu-
taciones puntuales. El gen de 2,4 Mb se lo-
caliza en el brazo corto del cromosoma X
en la regién p21, estd constituido por 79
exones, produce un RNAm de 14 Kb y co-
difica una proteina de 427 Kd y 3.685
amonidcidos denominada Distrofina (Abbs,
S,. 1996. Anderson M. and Kunkel L., 1992.
Chamberlain F., Gibbs R.A., Rainer J.E.,
Caskey T., 1992. Gokgoz N., Cursio C.,
Bresolin N., Scariato, 1993. Ohledieck K.,
Matsumura K., Lonasescu V., Towbin J.A.,
Bosch E.P.,, Weinstein S.L., Sernett S.W.,
Campbell K.P., 1993.) Por tratarse de una
enfermedad con herencia recesiva ligada al
cromosoma X, la mayorfa de mujeres de fa-
milias con afectados son portadoras y pre-
sentan una probabilidad del 50% de tener
hijos afectados y 50% de tener hijas porta-
doras (Chamberlain J., Gibbs RA, Nguyen
P, Rainer J, Caskey J, 1998. Clutkow J,
Hyser CL, Edwars J.A., Reffner R., Czymy
J., 1987. Gutmann D.H., Fischbeck K.,
1989. Hejtmancik J.F., Tsao C.C., Harris
S.G., Ward P.A., Caskey C.T., 1986 ). El
andlisis de portadoras es un aspecto muy
importante pues permite establecer si la

mutacidn es heredada o es una mutacién de
«novox», en ambos casos el conocimiento del
estado portador o no portador genera diver-
sas expectativas frente al asesoramiento
genético (Fassati A., Tedeschi S., Bordoni,
Amboni P., Curcio C., Bresolin N., Sacariato
G., 1994. Fenner C., Boyce EM., Kunkel
.LM., 1991. Loannou P., Cristopoulos G.,
Panayides K., Kleanthous M., Middleton L.,
1992, Shu Y., Roberts R.G., Bobrow M.,
Mathew C.G. 1993). Las estrategias utili-
zadas en este estudio para el andlisis de mu-
jeres portadoras fueron el cdlculo de dosis
génica y los polimorfismos ADN. A través
de dosis génica fue posible identificar a siete
mujeres portadoras y 15 no portadoras de
delecidn para los exones analizados; ade-
mds, se contruyeron haplotipos mediante los
polimorfismos (CA)n SK12 y D45 locali-
zados en el intron 44 y 45 respectivamente,
obteniéndose una informatividad del 63%
en las familias analizadas. El anélisis
molecular utilizado en este estudio, propor-
cion6 datos confiables para la identificacién
de mujeres pertenecientes a familias con
afectados de DMD/DMB.

METODOLOGIA
Muestras de DNA

La extraccion de DNA se realiz6 mediante la
técnica de desalamiento (Prieto J.C., Keyeux
G., Camacho M., 1997. Restrepo C., Correal
M.C., Gonzédlez A., Lombo T., Gémez Y.,
Silvia T., 1997) a partir de 5 ml de sangre
periférica de 52 personas (23 afectados y 29
mujeres por linea materna).

Amplificacién por PCR miiltiplex

Se utilizé un juego de 6 pares de primers, este
juego 6-plex fue dividido en dos sistemas: el
5-plex-1 que amplificé los exones 45, 48, 19,
51y 8, yel 5-plex-2 que amplificé los exones
43, 45, 48, 19 y 51; la amplificacidon de los
exones se realiz6 de manera simultdnea para
cada persona en un volumen final de 35 mL,
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que contenfa 1X de buffer taq 10X, 7,5pM de
primer 5-plex, 1,2mM de dNTP’s, 3,5mM de
MgClI2, 0,05U/mL de taqg DNA polimerasa
(Pharmacia) y 7,1ng/mL de DNA. Las mues-
tras fueron denaturadas inicialmente a 94°C
durante 7 minutos, posteriormente se ampli-
ficaron en un termociclador programable bajo
el siguiente programa: denaturacién a 94°C
por 30", alineamiento a 52°C por 30" y una
extensién a 65°C por 4' durante 20 ciclos. La
extensién final se realizé a 65°C durante 4.
Obtenidos los productos amplificados se co-

rrieron las muestras mediante electroforesis

en geles de poliacrilamida al §%.

Identificacion de deleciones en afectados
a través de electroforetogramas

y deteccién de portadoras por analisis
de dosis génica

Se realiz6 una electroforesis vertical en un
secuenciador automdtico de DNA Alf-expres
(Pharmacia), a 1.500 voltios por 110 minu-
tos. Se obtuvieron los electroforetogramas
donde se establecieron los pesos moleculares
exactos de cada uno de los exones presentes
en los afectados. Ademds se establecid el drea
especifica para cada producto amplificado en
por lo menos dos mujeres (madre y hermana)
y un control normal. La cuantificacién de la
dosis génica se calculd teniendo en cuenta lo
establecido por Yau S.C y cols. 1996 (Yau
S.C., Abbs S.J., 1993).

Deteccion de polimorfismos (CA)n
en afectados, madres y hermanas
de familias con DMLX

Para el andlisis con polimorfismos (CA)n,
se utilizaron primers o iniciadores marca-
dos con Cy5 (SK12, D45 y un control
(NUR)) y se utilizé 1a técnica descrita por
Kochling S., et al., 1996 (Kochling S., Den-
Dunnden J.T., Dworniczak B., Horst J.,
11995.) y modificada segin los siguientes
pardmetros: 1X de buffer taq 10X, 0,6pM
de primer, 0,4pM de primer de control

(NUR), 0,6mM de dNTP’s, 1,5mM de
MgCl2, 0,1U0/mL de taqg DNA polimerasa y
5ng/ml, de DNA. Las muestras fueron
denaturadas inicialmente a 94°C por 4/,
posteriormente se amplificaron en un
termociclador programable bajo el siguien-
te programa: denaturacién a 94°C por 30",
alineamiento a 62°C por 30" y una exten-
sién a 70°C por 4' durante 30 ciclos. La ex-
tensién final se realizé a 65°C durante 4'.
Los productos obtenidos fueron llevados al
secuenciador de DNA, utilizando las si-
guientes condiciones: 1500 V, 38mA, 34W
y 110 minutos. Con los datos obtenidos des-
pués de la electroforesis vertical se cons-
truyeron los haplotipos de cada familia, para
esto fueron designados niimeros en orden
ascendente de acuerdo al tamafio (pb) de
cada fragmento, de esta manera, el fragmen-
to de menor tamafio fue designado como 1
y asi sucesivamente.

RESULTADOS

Identificacién de mutaciones del tipo delecién
mediante amplificacién por PCR miltiplex.

De las 23 familias incluidas en este estudio,
se analizaron 16 a través del sistema 6-plex
(5-plex-1 y 5-plex-2); identificdndose

deleciones en 5 familias con una proporcién

total de 31,25 (Figuras 1 a 4).

Ficura 1. Patr6n Electroforético Sistema 5-
plex-1. L1: Hermana 36; 1.2: Madre 36; L3:
Afectado 36; L4:-Madre 6; L5: Afectado 6;
L6: madre 3; L7: Afectado 3 (Del 48); L8:
Control; L9: Blanco; L10: Marcador pBR322
cortado con Hae III.
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Ficura 2. Patrén Electroforético Sistema 5-
plex-1. L1: Madre 8; L2: Afectado 8; L3:
Madre 11; L4: Afectado 11; L5: Hermana 12;
L6: Afectado 12 (Del 8); L.7: Madre 12; L8:
Blanco; L9: Control; 1.10: Marcador pBR322
cortado con Hae III.

Ficura 3. Patrén Electroforético Sistema 5-
plex-2 . L1: Marcador pBR322 cortado con
Hae ITT; L2: Blanco; L3: Control; L4: Afecta-
do 3 (Del 48); L5: Madre 3; 1L6: Afectado 7
(Del 19, 43); L7: Hermana 7; 1.8: Afectado
12; L.9: Madre 12; 1L10: Hermana 12.

Frcura 4. Patrén Electroforético Sistema 5-

plex-2 . L1: Madre 11; L2: Afectado 11; L3:
Madre 31; L4: Afectado 31; L5: Tia 24; L6:
Madre 24; L7: Afectado 24 (Del 48); L8: Con-
trol; L9: Blanco; L10: Marcador pBR322 cor-
tado con Hae III.

Identificacién de portadoras por calculo
de dosis génica

Con el fin de realizar el cédlculo de dosis
génica se tuvieron en cuenta los rangos y
pardmetros establecidos por Yau S.C. et al,,
1996 (Yau S.C., Abbs S.J ,1993). De esta
forma se compararon las dreas de cada uno
de los exones frente a controles, para de-
terminar si en la madre o mujer por linea
materna, existia una mutacién del tipo
delecidn (rango = 0,33-0,61; rango = 1,56~
2,88) o duplicacién (rango = 1,5; rango =
0,67) o, si por el contrario, el exén presen-
taba una dosis normal (valor entre 0,77-
1,27). Mediante el cdlculo de dosis génica
se identificé a siete mujeres como porta-
doras de delecién lo que constituye el 30%
y 15 mujeres como no portadoras para los
exones analizados, lo que corresponde al
70%. En este estudio no se encontré nin-
guna portadora de duplicacién. La Figura
5 muestra un electroforetograma de tres fa-
milias estudiadas y la Tabla 1 muestra los
valores obtenidos por cédlculo de dosis
génica.

Amplificacién de polimorfismos (CA)n
de los intrones 44 y 45 del gen de la
distrofina

La amplificacién del polimorfismo (CA)n
SK12 en el intrén 44 y del polimorfismo
(CA)n D45 en el intrén 45 del gen de la
distrofina, gener6 productos comprendidos en-
tre 177-185 pb y 158-180 pb, respectivamen-
te (Tabla 2 y Figura 6).

A partir de los alelos encontrados con los
polimorfismos (CA)n fueron construidos los
haplotipos de las familias con DMLX in-
cluidas en este estudio. (Figura 7). En la
Tabla 3 se muestra la deteccidn de portado-
ras de DMLX mediante cdlculo de dosis
génica y andlisis con polimorfismos (CA)n
SK12 y D45 localizados en los intrones 44
y 45 respectivamente.
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Ficura 5. Electroforetograma obtenido a partir del sistema 5-plex-2 de las familias 3,7 y 38.La
ausencia de pico determina delecién en el exdn del afectado (Linea 29, 31 y 34). Por célculo de
dosis génica, las mujeres de estas familias (Lineas 30, 32 y 33) son portadoras obligatorias de la

enfermedad.

Tasra 1. Férmulas y pardmetros para deteccién de portadoras por cilculo de dosis génica.

PICO AREA DMLX3 MADRE

Exén  Control 900E, DMILX3 Madre 43 19 45 48 51
43 881 338 - 1,1 0,88 1,8 0,87
19 339 124 0,95 - 0,84 1,7 0,83
45 114 52 1,1 1,1 — 2,0 0,99
48 345 73 0.55 0,58 1,48 - 0,48
51 362 159 1,1 1,2 1,0 2,0 -

) PICO AREA DMLX7 HERMANA

Exén  Control 888xx DMLX7 Hmna 43 19 45 48 51
43 327 129 - 0.33 0,62 0.62 0.48
19 140 191 2,7 . 2.1 2,1 1,6
45 126 30 1.6 0.46 - 0,99 0,78
48 . 170 108 1,6 0,47 1.0 - 0,78
51 181 147 2.0 0,6 1,27 1,27 -

PICO AREA DMLX38 MADRE
Exén Control DMLX38 Madre ] 19 45 48 51
8 43 27 - 0,59 19 3,0 1,1
19 52 55 1,6 - 2,8 2.8 1,9
45 33 11 0.33 0,33 - 1,7 0,63
48 51 10 0,33. 0,33 0,59 - 0,36
51 72 39 0,86 0,51 1,6 2.8 -
Rangos '
Ex6n copia doble 077-127 Normal - No portadoras para los exones analizados .
Ex6n copia simple  0,33-0, lecidn
prasmEle 15528 Delecion Fortadoras de DMLX
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TabLa 2. Deteccién de portadoras de delecién o duplicacién en el gen de la distrofina
por cilculo de dosis génica.

Cilculo de dosis génica (DQ)
(Area de 1a muestra E45/Area de la muestra E48)

DQB548=
(Area del control E45/Area del control E48)
D= (1612/4374)
(2583/3042)

DQE4S-48: O, 43
(Area de la muestra F45/Area de la muestra E48)

DQE$5=
(Area del control E45/Area del control E48)
DQE45= (4374/1612)
(3042/2583)
DQ&4= 2,303
Pardmetros
Ex6n analizado Media DQ Rango
Normal 1.0 1.01 (0.77-1.27)
Delecién 0.5 0.47 (0.33-0.61)
2.0 2.21 (1.56-2.88)
Duplicacién 1.5
0.67
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35 T DIS HERMANA TG

off

;

j

28
E

]

oML
+ o N £ i

35 | PIZAFECT.10
) M ] mexes
=iy t Hermana DIS
. M ITPIZMAMAS
DMLX1
~—— E]mmsxﬂ

250
38| PI2HERMANA 19 £100.
3
E‘] DHLX1S 5 %
+ Madre 5X12 - .

£2500
T MARCADOR EXTERN £50.0
" . oULX1S l :gg
* e Hermana 5K12 00T

,,,,, #2500

?‘ ® 300,
" Marador

Externo

100 120 148 166 180 300 200 40 380 283 300

Ficura 6. Electroforetograma que muestra los alelos de los polimorfismos (CA)n presentes en
el gen de la distrofina de los miembros de esta familia con distrofia muscular. El correspondien-
te pedigree se muestra en la figura 7d.
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Ficura 7. Arboles genealGgicos de familias con DMLX.

a.

La madre I2 del afectado es homocigota para el polimorfismo SK12 y heterocigota para el
polimorfismo D45; por consiguiente el cromosoma X afectado es el que muestra el alelo
5:1.

"La madre 12 y la hermana I12 del afectado, son homocigotas para el polimorfismo SK12 y

heterocigotas para el polimorfismo D45, ademds presentan delecién del exon 8 por consi-
guiente el cromosoma X afectado es el que muestra el alelo 4:4.

La'madre 12 y la hermama 112 del afectado, son heterocigotas para los dos polimorfismos
(SK12, D45), por consiguiente el cromosoma X afectado es el que muestra el alelo 5:7.

Lamadre 12 ylatiaII3 del afectado, son heterocigotas para los dos polimorfismos (SK12,
D45) ademds, presentan delecién del exon 48, por consiguiente el cromosoma X afectado
es el que muestra el alelo 4:1.
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DISCUSION

En este estudio se combinaron 6 juegos de
primers o iniciadores (6-plex) en dos sistemas
de amplificacién (5-plex-1 y 5-plex-2). Con
este nuevo sistema fueron detectadas
deleciones en 5 de 16 casos lo que constituye
el 31,25%; ademds, el 60% del total de las
deleciones observadas involucran los exones
44 al 52. El disefio del sistema 6-plex se de-
bié a que segin Hofffman er al, 1989
(Hoffman E., Pengoraro E., Scacheri P., Burns
R., Taber J., Weiss L., Spiro A., Battner P.,
1996) a nivel de estos exones se concentra el
80% de las deleciones del gen, igualmente
segiin estudio realizado por Restrepo, CM y
cols. 1997 (Beggs A. and Kunkel .M., 1931-
1932), en el que fueron empleados los siste-
mas 7-plex, 5-plex, 4-plex y 2-plex se obser-
v6 una proporcion total de deleciones corres-
pondiente al 39,2% de las cuales el 54,54%
correspondié a deleciones ubicadas en los
exones 44 al 52 (Prieto J.C., Keyeux G.,
Camacho M,. 1997. Restrepo C., Correal
M.C., Gonzilez A., Lombo T., Gémez Y.,
Silvia T., 1997. Silvia E., 1998). Por lo tanto,
con el disefio de este nuevo sistema se identi-
fic6 el 92% de las deleciones que son obser-
vadas con el uso combinado de los sistemas
multiplex, esto implica que el sistema 6-plex
puede ser utilizado con la misma eficacia y ge-
nera una reduccién en el tiempo y en los costos.

La deteccién de portadoras descrita en este
trabajo se basa en el andlisis molecular me-
diante dosis génica y polimorfismos (CA)n.
Laextraccién, cuantificacién y amplificacién
del DNA es un factor importante para llevar a
cabo la identificacién de portadoras por and-
lisis de dosis génica, ya que si la cantidad de
ADN de las muestras y los controles difiere o
si el nimero de ciclos de amplificacién en la
PCR es superior a 24, se pueden generar
errores en el cdlculo de la dosis génica,
obteniéndose valores equivocos en la asigna-
cién de portadoras (Abbs S. and Bobrow M.,
1992. Chamberlain J., Gibbs R.A., Rainer
IE., Caskey C.T., 1990. Gilliland G., Ambini

P, 1990. Kitoh Y., Matsuo M., Nishio H.,
Takumi T., Nakamura H., 1992. Yau S.C.,
Bobrow M., Mathew C.G., Abbs S.J., 1996).
Por esta razon, en el presente estudio, fue ne-
cesario mantener condiciones similares de
extraccién y cuantificacién de muestras de
DNA y ademds, se utilizaron 20 ciclos con el
fin de obtener un producto amplificado con-
trolado. Dentro de los valores obtenidos en el
célculo de dosis génica (Tabla 1) se observan
valores de delecién que se ajustan a los ran-
gos establecidos por otros investigadores (Yau
S.C., Bobrow M., Mathew C.G., Abbs S.J.,
1996. Yau S.C., Abss S.J., 1993). El andlisis
de dosis génica es un método altamente pre-
ciso en la deteccién de portadoras, sin embar-
go, es bastante exigente tanto en la cuanti-
ficacién de DNA como en el resultado de la
amplificacién. Por esta razdn, si los célculos
NO Son precisos es necesario repetir los ensa-
yos (Yau S.C., Bobrow M., Mathew C.G.,
Abbs S.J., 1996. Yau S.C., Abbs S.J., 1993).
En este estudio fueron analizadas 23 familias
de las cuales solamente 16 mostraron pre-
cisién en los célculos a través de los dos
ensayos. Las familias que no pudieron ser
incluidas en el cédlculo de dosis génica
(30%), presentaron productos amplificados
débiles y no observables. En estudios de de-
teccién de portadoras realizados por Yau y
cols. 1996 (Yau S.C., Bobrow M., Mathew
C.G., Abbs S.J.,, 1996), se muestra que en
aproximadamente el 25% de los casos es ne-
cesario repetir los ensayos debido a que uno o
mds valores de dosis génica no corresponden
a cada uno de los rangos, esto puede deberse
a fallas en cuantificacién de ADN, amplifica-
ciones débiles, amplificaciones no uniformes,
degradacién de muestras, niimero de ciclos de

. amplificacién superiores a 24 y presencia de

inhibidores de 1la PCR.

En el andlisis mediarte polimorfismos DNA
se observé que el polimorfismo (CA)n D45 pre-
sentd 10 alelos y el polimorfismo (CA)n SK12
present6 5 alelos; en otras poblaciones estos
polimorfismos han presentado 13 y 6 alelos res-
pectivamente, esta diferencia radica en que el
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grado y distribucidn de los alelos difieren de
una poblacién a otra (Passos-Bueno M.R.,
Bakker E., Kneppers L.J., Takata R.I, Rapaport
D., Den-Dunnen J.T., Zattz M., Van Ommen
GI.B., Coral, R., Arenas D., Cisneros B.,
Pefialoza L., Salamanca F, Koffman S., Mer-
cado R., Méndez J., Martinez C., Montafiez C.,
1997, Kondo E., Kayoko S., Tatsushi T., Osawa
M., Yamamoto T., Kobayashi M., Fukayama
Y., 1996. Coral R., Arenas D., Cisneros B.,
Pefialoza L., Salamanca F, Koffman S., Mer-
cado R., Montafiez C., 1997, Beggs A. and
Kuntel L.M., 1997).

La informatividad generada a partir del uso
de los dos polimorfismos correspondié al
63%:; siendo el polimorfismo (CA)n D45 el
mds informativo (45%) y el SK12 el menos
informativo (31%) para las familias analiza-
das (Tabla 3). Este grado de informacién se
basa en que a partir de estos polimorfismos se

identifica el cromosoma X que estd afectado.
(Figura 7). En estudios realizados por Arenas
et al., 1996 (Arenas D., Coral R., Cisneros B.,
Pefialoza L., Salamanca F., Koffman S., Mer-
cado R., Méndez J., Martinez C., Montafiez
C., 1995), se reporta para la poblacién mexi-
cana un 77% de efectividad en la asignacién
de portadoras utilizando el polimorfismo
(CA)n D45 y cinco marcadores mas. Igualmente
se han reportado estudios para otras poblaciones
utilizando marcadores similares, secuenciacién
y dosis génica, en donde la efectividad del
polimorfismo (CA)n D45 es mayor (Isakac H.,
Wenger G.D., Snyder P.J., 1987. Tuffery S.,
Bareil C., Demaille J., Clausters M., 1996,
Schtwartz L., Tarleton J., Popovich B., Seltzer
W.K., Hoffman E., 1992). ‘

La explicacidn de esta diferencia se establece
en que la informatividad de estos marcadores
difiere de un grupo étnico a otro, de esta for-

TasLaA 3. Fragmentos observados del polimorfismo (CA)n SK12 (Intrdn 44) y D45
(Intrén 45) y niimeros asignados a cada fragmento.

Polimorfismos (CA)n  SK12 del intrén 44 Polimorfismo (CA)n D45 del intrén 45
Alelo Tamafio (pb) Alelo Tamafio
1 177 1 158
2 179 2 164
3 181 3 166
4 183 4 168
5 185 5 170
6 172
7 174
8 176
9 178
10 180

Tasra 4. Deteccion de portadoras de DMLX a través de cilculo de dosis génica y
polimorfismos (CA)n

Nimero de casos (29)

No informativas No analizadas

Estrategia molecular
Portadoras  No portadoras  Informativas
Cédlculo dosis génica 7 15
Polimorfismo (CA)n
SK12
D45

. 7
18 11
9 20
13 16
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ma por ejemplo, un marcador 3' terminal del
gen de la distrofina presentd para la pobla-
cién caucdsica un 46% de heterocigosidad y
en familias mexicanas no presenté ninguna
informatividad, concluyendo que esta diferen-
cia se presenta por el alto mestizaje en la po-
blacién mexicana (Coral R., Arenas D.,

Cisneros B., Pefialoza L., Salamanca F.,

Koffman S., Mercado R., Montafiez C., 1997,
Niemann S., Slomski R., Rininsland F.,
Ellemeyer U., Kiatkowska JI., 1992).

A partir de los resultados obtenidos en este
trabajo hace una contribucién en el estudio
de portadoras, ya que este es el primer trabajo
realizado en Colombia aplicando estrategias

moleculares como la dosis génica y el andli--

sis de polimorfismos (CA)n, ademds se am-
plian las perspectivas del estudio de portado-
ras en familias con DMD/DMB e igualmente
se generan herramientas para un mejor y més
preciso asesoramiento genético frente a la
inexistencia de tratamientos que permitan cu-
rar o evitar la progresién de la enfermedad.
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