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RESUMEN
Objetivo: Identificar el estado de portadora de mujeres gestantes con historia familiar de distrofia muscular
tipo Duchenne mediante andlisis molecular indirecto y diagnosticar si sus fetos varones estaban afectados
0 no con esta enfermedad
Métodos: Se analizaron 9 muestras de DNA correspondientes a 3 gestantes, 2 fetos, 2 conyuges, 1 varon
afectado y 1 varon sano. A través de la reaccion en cadena de la polimerasa, se amplificaron secuencias
de los polimorfismos de repeticiones cortas en tandem (STRs) de los intrones 44, 45, 49, 50, y 3’DYS del
gen de la distrofina;
Ambiente: Unidad de Genética Médica de la Universidad del Zulia (UGM-LUZ).
Resultados: se pudieron elaborar los haplotipos respectivos en las personas clave de la familia afectada,
que permitieron identificar en las 3 gestantes al cromosoma X portador de la mutacion responsable de
esta enfermedad, logrando diagnosticar 1 feto varon afectado con distrofia muscular tipo Duchenne y 1
feto femenino no portadora.
Conclusion: Las nuevas técnicas diagndsticas a nivel molecular en gestantes con enfermedades hereditarias
permiten el diagndstico in titero de enfermedades genéticas.
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SUMMARY
Objective: To perform the molecular diagnosis of Duchenne muscular dystrophy carrier status in pregnant
women and male fetuses affected or not.
Methods: Molecular analysis for Duchenne muscular dystrophy was performed in 9 DNA samples from 3
pregnant women, 2 fetuses, 2 spouse, 1 affected and 1 healthy male. Using the polymerase chain reaction.
Was amplified fragments STRs (short tandem repeat) of introns 44, 45, 49, 50 y 3°DYS of the dystrophin
gene; so, we were able to build the haplotypes for each one of the key members in the familie affected.
Setting: Medical Genetic Unit of the University of Zulia (UGM-LUZ).
Results: The study allowed us to identify, in the 3 pregnant women, the mutant X chromosome responsible
of Duchenne muscular dystrophy, thus, prenatal diagnosis was possible with the following results:1 affected
male fetuse with Duchenne muscular dystrophy y 1 not carrier female fetuse.
Conclussion: The new molecular diagnostic techniques at molecular level in pregnant patients with
hereditary diseases permit the diagnostic of genetic diseases.

Key words: Prenatal diagnosis. Duchenne muscular dystrophy. Polymerase Chain Reaction. Mutation.
Polymorphism.

INTRODUCCION

La distrofia muscular tipo Duchenne (DMD), es
una enfermedad severa hereditaria, su mecanismo de
transmisién esrecesivo ligado al cromosoma X, afecta
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a 1 de cada 3 500 varones nacidos vivos (1,2).
Se caracteriza por degeneracién de las fibras
musculares esqueléticas, debilidad muscular
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progresiva, compromiso cardiaco, lo que conduce a
invalidez dentro de los primeros 10 afios de vida y
muerte por insuficiencia respiratoria o cardiaca en la
segunda década de la vida (3).

El gen de la DMD se localiza en el brazo corto
del cromosoma X en la regién Xp2l, tiene una
longitud de 2,5 megabases (Mb). Codifica una
proteina del citoesqueleto llamada distrofina (1).
Aproximadamente 50 % a 60 % de los afectados tienen
unadelecion de uno o mas exones y aproximadamente
el 6 % tiene duplicacion de exones (4-6).

El diagnéstico a través del andlisis del acido
desoxirribonucleico (DNA), consiste en detectar las
mutaciones mds frecuentes y si no estdn presentes
realizar analisis indirecto, se ha desarrollado una
estrategia, basada en el estudio de la segregacion
familiar de polimorfismos presentes en el DNA,
independientes de la naturaleza de la mutacién
responsable de la enfermedad, lo que ha hecho
posible identificar al cromosoma X portador del gen
defectuoso. De esta manera, es posible establecer el
diagnoéstico indirecto molecular tanto de portadoras
como del estado de afectacién de nuevos casos
familiares de DMD incluido el diagnéstico prenatal
(7-9).

El objetivo de este trabajo fue identificar el estado
de portadora de mujeres gestantes con historia familiar
de DMD mediante andlisis molecular indirecto y
diagnosticar si sus fetos varones estaban afectados
0 no con esta enfermedad.

METODOS

Se estudiaron a 3 gestantes: 2 hermanas y 1 prima
hermana, referidas a la consulta de diagndstico
prenatal de la Unidad de Genética Médica de LUZ
(UGM-LUZ), pertenecientes a una familia con
antecedente de DMD, estudiada previamente en la
UGM-LUZ,

Descripcion de los casos

Primer paciente: gestante de 33 afios de edad,
natural de Ciudad Ojeda, Estado Zulia, Venezuela;
I gesta, con embarazo de 15 semanas; antecedente
de 3 primos hermanos y un sobrino con DMD. Su
pareja tiene 35 afios de edad.

Segundo paciente: gestante de 21 afos de edad,
natural de Ciudad Ojeda, Estado Zulia, Venezuela; I1
gesta,paral,conembarazode 12 semanas; antecedente
de 1 hijo y 3 primos hermanos con DMD. Su pareja
tiene 24 afos de edad.

Tercer paciente: gestante de 22 afos de edad,
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natural de Cabimas, Estado Zulia, Venezuela; Il gesta,
para I, con embarazo de 17 semanas; antecedente de
2 hermanos, 1 primo hermano y 1 primo segundo con
DMD. Su pareja tiene 21 afios de edad.

El diagnéstico de DMD en los familiares
afectados fue realizado previamente, de acuerdo
a las manifestaciones clinicas, examen fisico,
niveles plasmaédticos de creatininquinasa (CK),
electromiografia, estudio anatomopatolégico de
musculo y andlisis molecular mutacional directo,
primero con estuche de PCR 9 plex: 4,8,12,17, 19,
44,45 48,51 y después con 5 plex: Pmf + 1, 13,43,
50, 52 (10) e indirecto del gen de la distrofina.

A 2 gestantes se les realiz6 amniocentesis bajo
monitorizacién ecografica entre las 15 y 17 semanas
de gestacidn, sin complicaciones, se obtuvieron entre
12 y 15 cm?® de liquido amnidtico y se extrajo DNA
directamente de amniocitos sin cultivar y amniocitos
cultivados, mediante la técnica descrita por Old (11).
A la otra gestante no se le realiz6 porque resulté no
portadora.

Se obtuvo DNA de 7 muestras, a partir de 200 uL.
de sangre periférica anticoaguladacon EDTA 500 mM
segun técnica CTAB/DTAB (12). Dichas muestras
inclufian a las 3 gestantes, a 2 conyugues, un familiar
varén afectado y un familiar varén sano.

Para la realizacion de este trabajo, se conté con el
consentimiento informado de las gestantes estudiadas
y la aprobaciéon del Comité de Bioética de la UGM-
LUZ.

Analisis molecular

Previo al andlisis mutacional indirecto del
gen de la distrofina, a los 2 fetos se les realizé la
identificacion de género mediante andlisis de la
presencia de secuencias exclusivas del cromosoma Y
(13), confirmado posteriormente a través de cariotipo
fetal segin técnica convencional.

Para el andlisis de polimorfismos STRs en los
intrones 44, 45, 49, 50 Y extremo 3” (3DYS) en el
gen de la distrofina, se realizé PCR, (8), se utilizaron
los iniciadores: 44/A: 5°-TCC-AAC-ATT-GGA-
AAT-CAC-ATT-TCA-A-3", 44/B: 5°- TCA-TCA-
CAA-ATA-GAT-GTT-CAG-37, 45/A: 5"-GAG-
GCT-ATA-ATT-CTT-TAA-CTT-TGG-C-3", 45/B:
5"-CTC-TTT-CCC-TCT-TTA-TTC-ATG-TTA-C-3",
49/A: 5°-CGT-TTA-CCA-GCT-CAA-AAT-CTC-
AAC-37,49/B 5°-CAT-ATG-ATA-CGA-TTC-GTG-
TTT-TGC-3",50/A:5"-AAG-GTT-CCT-CCA-GTA-
ACA-GAT-TTG-G-37, 50/B: 5°- TAT-GCT-ACA-
TAG-TAT-GTC-CTC-AGA-C-3",3DYS/A:5"-GAA-
AAG-ATT-GTA-AAC-TAA-AGT-GTG-CTT-TA-3",
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3DYS/B: 5-GGA-TGC-AAA-ACA-ATG-CGC-
TTG-CCT-CTC-A-3". Los productos amplificados
se caracterizaron en geles de poliacrilamida al
5 %. Parala visualizacion de las bandas del producto
amplificado se utilizé6 un método de tincién con
nitrato de plata.

Con el analisis molecular de la familia, se realizd
la construccién de los haplotipos de cada uno de sus
integrantes.

RESULTADOS

Se estudiaron 9 individuos: 3 gestantes en edades
comprendidas entre 21 y 33 afios de las cuales s6lo
1 cumplia con criterios de ser portadora obligada y
el resto no lo eran, 2 fetos, 1 familiar varon sano, 1
familiar varén afectado y 2 conyugues.

Con el analisis molecular de la familia, se realizd
la construccion de los haplotipos de cada uno de
sus integrantes en primer grado o segundo grado
segun sea el caso; las diferencias detectadas por los
polimorfismos entre dos regiones homélogas de un
mismo par cromosomico permitieron seguir en un

arbol genealdgico la herencia de cada uno de los
miembros de dicho par, e identificar el cromosoma
X portador de la mutacién, al compararlo con su
correspondiente familiar afectado (I19) o familiar sano
(IT 8) (Figura 1). Se logré diagnosticar 1 gestante no
portadora (II 2) y las 2 gestantes restantes (Il 4) y (II
10) resultaron portadoras (Figura 1).

Serealizaron por andlisis molecular 2 diagnésticos
de género fetal,confirmados también por citogenética.
Se identificé 1 feto varon afectado (III 3) y un
feto femenino no portadora (III 5) al comparar el
correspondiente haplotipo con el haplotipo del familiar
afectado (IT 9) y el del familiar sano (II 8) (Figura
1). Estos resultados fueron confirmados después del
nacimiento, analizando muestras sanguineas de los
recién nacidos y a través de su evolucidn clinica.

DISCUSION

Losavances ennuevas técnicas diagndsticas anivel
molecular en gestantes con enfermedades hereditarias
han permitido satisfactoriamente el diagndstico in
dtero de multiples enfermedades génicas.
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Figura 1. Genealogia mostrando haplotipo de polimorfismo de STRs ligados al gen de la distrofina en la familia estudiada

con antecedente de distrofia muscular tipo Duchenne.
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La adopcién de una estrategia para realizar
diagnéstico prenatal y de portadoras depende
principalmente de la tecnologia conocida y la
disponibilidad de recursos del laboratorio particulary
esunaspecto importante del asesoramiento genéticoy
establecerel diagnostico,complicaciones,evolucion,
prondstico, riesgo de recurrencia en base al tipo de
herencia, posible tratamiento,rehabilitacién y manejo
de afectados con DMD, son fundamentales para un
correcto asesoramiento genético.

Ladeteccién de mujeres portadoras de DMD es de
granimportancia,debido aque en estas enfermedades
el mecanismo de transmision hereditario es recesivo
ligado al cromosoma X, y generalmente sélo se
manifiestan en varones, transmitiéndose a través de
mujeres portadoras asintomaticas y ellas tienen un
riesgo de 50 % de tener un hijo varén afectado y
50 % de tener una hija portadora en cada embarazo
(15), por lo que la identificacién de género fetal es
el primer paso que se realiza antes de efectuar el
diagnoéstico in tdtero de estas enfermedades. En este
trabajo se diagnosticaron por andlisis molecular 1 feto
masculino y otro femenino confirmados por analisis
citogenético.

Dentro del gen de la distrofina se han localizado
diversos bloques repetitivos de STRs con diferentes
niveles de informacién, por lo que pueden ser
utilizados en el estudio de genes de enfermedades
hereditarias y desarrollo del mapa genético humano
(8). Elanalisis de los polimorfismos STRs localizados
en los intrones 44, 45,49, 50 y 3’ DYS del gen de la
distrofinay através de laelaboracién de los haplotipos
respectivos en los familiares clave,se pudo demostrar
el estado de portadoras en 2 gestantes y el de no
portadoraen 1 gestante,resultando las 3 heterocigotas
informativas paraal menos 2 6 3 de los polimorfismos
analizados, lo cual permitié realizar el diagndstico de
feto afectado con DMD en 1 caso y de feto femenino
no portadora en el otro caso. El uso combinado de
estos polimorfismos en las gestantes estudiadas gener6
resultados de 100% de heterocigotas (3/3).

Los resultados generales dieron un 66,66 %
(2/3) de fetos sanos, lo que generd una reduccién
importante de los niveles de ansiedad en las parejas
por el resto del tiempo de gestacién, impidié ademas
la realizacién de abortos ante el diagnéstico de feto
sano, y con respecto a los padres del feto de sexo
masculino afectado con DMD, los ayudd a tomar
una decision informada.

Este trabajo constituye el primer aporte en el
Estado Zulia y a nivel nacional de diagndstico
prenatal de DMD a través del andlisis molecular
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de polimorfismos intragénicos ligados a este gen.
Existe un reporte de descarte prenatal de la distrofia
muscular de Duchenne, a través de estudio del
tejido muscular fetal por microscopia de luz y
electrénica, asi como determinacion histoquimica
enzimatica (deshidrogenasa lactica y succinica) e
inmunohistoquimica (distrofina 1, distrofina 2 y
espectrina) (16).
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