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GLOSARIO DE ABREVIATURAS.

e ADN: acido desoxirribonucléico.

ALT: alanina aminotransferasa.

e ARN: écido ribonucléico.

e ARNM: acido ribonucléico mensajero.

e AST: aspartato aminotransferasa.

e CK: creatin kinasa.

e DMB: distrofia muscular de Becker.

e DMD: distrofia muscular de Duchénne.

e DMDB: distrofia muscular de Duchénne Becker.

e dNTP: deoxinucledtido trifosfato.

e FDTA: fluorescense based DNA analysis technology (analisis de AND basado
en fluorescencia).

e FISH: hibridacién fluorescente in situ.

e MLPA: multiplex ligation dependent probe amplification.

e MPHA: multiplex amplifiable probe hybridization.

e Nt: nucleoétido.

e PCR:reaccion en cadena de la polimerasa.

e RFLP: fragmentos de restriccion proteica.

e RPA: ratio peak area (cociente de area de pico).

e RPMI: medio Roswell Park Memorial Institute.

e RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa.

e SCAIP: single condition amplification internal primer sequencing

e SNP: single nucleotide polimorhism (polimorfismo de un solo nucleétido).
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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

1.1. MIOPATIAS.

Las miopatias son un conjunto de enfermedades caracterizadas por el deterioro de la
funcién del musculo esquelético y, a veces, del musculo cardiaco por mecanismos muy
diversos entre los que se encuentran alteraciones en la transmision del impulso nervioso,
trastornos en la excitabilidad de la membrana muscular, alteraciéon en los mecanismos
de liberacion de energia y alteracion de las proteinas contractiles.

La clasificacion de las miopatias es compleja y cambiante, de entrada se describen
miopatias de base genética y otras de base adquirida. El patron de evolucion temporal,
el patron de afectacion muscular y la presencia o ausencia de antecedentes familiares
ayudan a distinguir entro los dos tipos principales. El inicio temprano de los sintomas
con una larga progresion sugiere procesos hereditarios, mientras que un inicio agudo o
subagudo del cuadro en edades mas avanzadas sugiere que se trata de una miopatia
adquirida.

Dentro de las miopatias se han caracterizado miopatias inflamatorias, infecciosas,
toxicas, asociadas a enfermedades sistémicas, hereditarias, congénitas, metabdlicas y
mitocondriales.

Las distrofias musculares se encuadran dentro del grupo de miopatias hereditarias.

1.1.1. DISTROFIAS MUSCULARES.

Se define como Distrofia Muscular al conjunto de desérdenes musculares progresivos y
hereditarios que producen debilidad y degeneracion de los musculos motores, pudiendo
también afectar al corazon y otros 6rganos. La afeccion puede aparecer a cualquier edad
segn el tipo de distrofia. El avance en las tecnologias de diagnostico molecular ha
permitido que las clasificaciones actuales se basen en las peculiaridades moleculares de
cada una de ellas mientras que los hallazgos histopatologicos y la clinica permiten el
establecimiento de los siguientes subgrupos:

» Distrofinopatias (Distrofia Muscular de Duchenne y Distrofia Muscular de
Becker).

» Distrofias miotdnicas, tipos 1 y 2.
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1. INTRODUCCION

» Distrofia Facio-escapulo-humeral.

» Distrofia oculo-faringea.

» Distrofia de cinturas (Limb Girdle Muscular Dystrophy).

1.1.1.1. DISTROFINOPATIAS.

Las distrofinopatias, dentro del grupo de las distrofias musculares, son miopatias
hereditarias en las que el mecanismo causal es la ausencia total o parcial de Distrofina
dentro del sistema muscular debido a mutaciones (deleciones, duplicaciones,
mutaciones puntuales) del gen DMD.

La Distrofia Muscular de Duchenne Becker (DMDB) es una distrofinopatia de etiologia
genética, degenerativa cuya evolucidon es lentamente progresiva, y se manifiesta por
debilidad principalmente de las cinturas escapular y pélvica e hipertrofia muscular
(Brooke et al, 1989). Dentro de ellas, se distinguen dos formas alélicas diferenciadas la
una de la otra por la severidad de la clinica y la edad de aparicion de los sintomas: la
Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) y la Distrofia Muscular de Becker (DMB).
Hay formas clinicas intermedias y otras mas raras de miocardiopatias aisladas, cuadros
de intolerancia al ejercicio o miopatias restringidas al musculo cuadriceps. Los estudios
complementarios muestran cifras elevadas de Creatin Kinasa (CK) sérica (entre 20 y
100 veces el valor normal), el electromiograma muestra datos de miopatia difusa e
inespecifica y la histologia se caracteriza por un patron de desestructuracion de la
arquitectura miofibrilar con cambios degenerativos. La cantidad de distrofina puede ser
variable, desde ausente en DMD a cantidades normales pero de estructura anormal en
DMB.

Aunque la prevalencia para estos cuadros no esta claramente establecida, la incidencia
de la DMD varia segln las series consultadas entre 1 de cada 3600 a 1de cada 6000
recién nacidos vivos varones (Emery AE, 1991); mientras que para la DMB la
incidencia exacta no esta bien determinada y se estima entre 1 de cada 18450 a 1 de
cada 30000 recién nacidos vivos varones (Bushby et al., 1991; Nigro et al., 1983).
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1. INTRODUCCION

1.1.1.1.1. DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE (DMD).

La DMD es la forma mas severa de distrofinopatia; se origina debido a la ausencia total
de Distrofina funcionante (Muntoni et al., 2003).

La DMD aunque presente desde el nacimiento, debuta clinicamente a la edad de 2 afios,
momento en el que se empieza a observar regresion en las habilidades para la marcha
con pasos inestables y caidas frecuentes.

La pérdida de fuerza muscular es progresiva y afecta de manera predominante a la
musculatura proximal de los miembros y los musculos flexores del cuello. Inicialmente
se observa debilidad progresiva de la musculatura gliteo-femoral, de cuadriceps y de
aductores, para continuar afectando a los musculos de los brazos, la cintura escapular, y
en algunos casos la musculatura facial (Eckardt et al., 1996). El paciente afectado
presenta un dato exploratorio caracteristico conocido como signo de Gowers: al
levantarse del suelo desde la posicidon sentado, utiliza los brazos para buscar apoyo
accesorio debido a la debilidad muscular de las extremidades inferiores.

Hacia los 5 afos de edad, el deterioro muscular es evidente en las pruebas de funcioén
muscular. Alrededor de los 6 afios y a consecuencia de la progresiva atrofia muscular
aparecen contracturas de los tendones de Aquiles y de las bandas iliotibiales,
circunstancia que obliga al paciente a caminar de puntillas y que acaba desencadenando
una postura lordotica de la espalda. Muy precozmente y de modo progresivo
desaparecen los reflejos propioceptivos debido a la sustitucion del tejido muscular
normal por tejido conjuntivo y grasa.

Entre los 8 y los 10 afios de edad, el paciente necesita muletas para caminar; en la
primera decena de la vida la evolucion del proceso hace que se haga necesario el uso de
silla de ruedas. Las contracturas articulares, la limitacion de la flexion de la cadera y la
limitacion de la extension de codo, rodilla y mufieca empeoran cuando el paciente
permanece sentado durante un periodo prolongado de tiempo sin ejercitar la
musculatura.

Las contracturas musculares y tendinosas se estabilizan y a consecuencia de éstas
aparece una escoliosis progresiva que puede causar dolor y que deriva en deformidad
toracica que altera todavia mas la funcion pulmonar, ya comprometida por la debilidad
de la musculatura respiratoria.

El deterioro intelectual es comin en DMD; el cociente intelectual de los pacientes esta
aproximadamente a una desviacion estandar por debajo de la media. El deterioro no
parece ser progresivo y afecta sobre todo a la capacidad verbal (Daoud et al., 2009).
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Finalmente, la alteracion muscular es generalizada, la respiracion se vuelve insuficiente,
hacia los 16 a 18 afios, los pacientes tienen alta predisposicion a infecciones pulmonares
graves que a veces son letales. La mayoria de pacientes mueren en la segunda decena de
la vida a causa de complicaciones respiratorias, aunque en la actualidad las medidas de
soporte fisico con rehabilitacion y el uso de farmacos han mejorado el pronostico vital.
Otras causas de muerte son aspiracion de alimentos y dilatacion géstrica aguda. Es poco
frecuente que la muerte tenga una causa cardiaca, a pesar de que en casi todos los
pacientes se detecten signos de miocardiopatia (tabla 1).

Tabla 1. Esquema de la evolucidn clinica de DMD en el tiempo.

Etapa amb ulatoria
tardia: marcha con
mucha dificultad,
dificultad para subir
escaleras, contracturas
Ehpamhhtorc: enel tendén de
temp rana: signo Aquiles, hipertrofia de
Gowers, caidas frecuentes, sm
marcha de puntilla
Etpapre. e . :
sintomatica: retraso " PROGRESION Etapano amhuhtoria Etapano !ﬂm?ﬁ*tfh
del desarrollo, temp rana: shandono de !n'nﬂmém_ g iraa
histonia fariliar, CK INICIO &\'I.Wtu:]ﬂm p;sm n'ﬂ“m*ﬁh ;:nn‘bms, uso
elevada lorddtica. escoliosis v ruedas, —
empeoraraiento de escoliosis

EMPEORAMIENTO

Edad en afios

1.1.1.1.2. DISTROFIA MUSCULAR DE BECKER (DMB).

La DMB es la segunda forma mas conocida de distrofia y desde el punto de vista clinico
es menos agresiva que la DMD.

El patrén anatémico de afectacion muscular es muy similar al de DMD. Se afectan los
musculos proximales, en especial los de las extremidades inferiores. A medida que la
enfermedad avanza, la debilidad se generaliza.

La hipertrofia muscular, sobre todo de las pantorrillas, es un signo clinico precoz y
destacado.

La mayoria de pacientes con DMB experimentan los primeros sintomas entre los 5 y los
15 afios de edad, aunque el cuadro clinico puede comenzar en el tercer o cuarto decenio
de la vida o incluso después. Por definicion, los pacientes con DMB pueden caminar
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hasta después de los 15 afios de edad, mientras que los pacientes con DMD pueden
necesitar silla de ruedas ya a los 12 afios.

En pacientes no diagnosticados, la enfermedad puede debutar con una reaccion similar a
la hipertermia maligna, después de una anestesia general. En casos raros, son los
sintomas asociados a cardiomiopatia los que revelan la enfermedad.

En la DMB puede haber afectacion intelectual, pero no es tan frecuente como en DMD.
La afectacion del miocardio en estos pacientes puede llegar a producir insuficiencia
cardiaca; de hecho, algunos afectados solo presentan como manifestacion clinica la
insuficiencia cardiaca. Otras formas de presentacion menos frecuentes incluyen
aumento asintomatico del nivel sanguineo de CK, mialgias sin debilidad y
mioglobinuria (Melacini et al., 1996).

Los pacientes con DMB tienen una esperanza de vida algo reducida, muchos afectados
con fenotipos medios tienen una esperanza de vida de 60 e incluso 70 afios.

1.1.1.1.3. DISTROFIA EN PORTADORAS.

La mayoria de mujeres portadoras de mutaciones en el gen DMD son asintomaticas; sin
embargo, entre un 2.5% y un 7.8% de estas portadoras presentan manifestaciones
clinicas que van desde cuadros de distrofinopatia de severidad media a cuadros
rapidamente progresivos; en estos casos se presenta un patron anatomo-patoldgico tipo
mosaico de distribucion no uniforme de afectacion de las fibras musculares, apreciando
zonas de fibras anormales al lado de zonas de fibras normales. La afectacion clinica en
el caso de portadoras de mutaciones tipo DMB es menos frecuente y de menor
severidad clinica que en el caso anterior (Soltanzadeh et al., 2010).

Las principales manifestaciones clinicas de las portadoras son mialgias y calambres en
el 5%, debilidad muscular en el 17%, miocardiopatia dilatada en el 5% y dilatacion del
ventriculo izquierdo en el 18% de los casos. Los estudios mas recientes han demostrado
que la afectacion cardiaca es de mayor severidad en los casos de pacientes portadoras de
mutacion tipo DMD (van Westrum et al., 2011). El seguimiento de las portadoras de
Distrofia debe incluir, por tanto, evaluacion cardiaca.

Cuando en una portadora aparece sintomatologia mas severa, se considera que las
manifestaciones clinicas estdn asociadas a inactivacion del cromosoma X sano por
diversos mecanismos que acaban produciendo ausencia de distrofina funcional, entre
ellas se encuentran:
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* Translocaciones que afectan al brazo corto del cromosoma X y que
desencadenan la inactivacion del cromosoma X con el gen DMD normal
(Boyd et al., 1986).

*  Mutacion del gen DMD en un Unico cromosoma X en mujeres con
Sindrome de Turner y que presentan clinica similar a los varones
afectados (Sano et al., 1987).

* Disomia uniparental del cromosoma X con una mutacion en el gen DMD
(Quan et al. 1997)

*  Mujeres fenotipicamente hablando con cariotipo 46 XY y DMD
originada por la concurrencia simultdnea de mutaciones en el gen de la
distrofina y en los genes de los receptores de androgenos (Katayama et
al., 2006), genéticamente son varones pero las alteraciones en los
receptores androgénicos las dotan de fenotipo femenino.

* Finalmente se han descrito dos casos de mujeres con cariotipo normal y
mutaciones en ambos cromosomas X a nivel del gen DMD (Fujii et al.,
2009; Soltanzadeh et al., 2010).

1.1.2. PATOGENIA DE LA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE
BECKER.

En 1975, Mokri y Engel (Mokri et al., 1975) propusieron que el defecto que conducia
al desarrollo de distrofia muscular era una alteracion en la composicion o en la funcion
de las proteinas de la superficie de la membrana de la fibra muscular que producia
pérdida de la funcioén de barrera de ésta. Esta hipotesis se basaba en la observacion de
que los afectados presentan un aumento de enzimas musculares (CK) especificas
liberadas tras la disrupcion del sarcolema.

También en 1975, Cullen y Fulthorpe (Cullen et al., 1975) observaron que en las zonas
de contraccion muscular intensa se produce una afluencia aberrante de calcio al interior
de la fibra muscular. El efecto del aumento del calcio intracelular hace que las fibras
afectadas se mantengan contraidas mientras que el resto de las fibras del musculo se
relajan. Esta circunstancia, mantenida en el tiempo, acaba produciendo la aparicion de
las lesiones descritas como lesion de tipo delta (disrupcion de la membrana plasmatica).
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En los pacientes con DMDB la biopsia muscular muestra necrosis y degeneraciéon por
grupos de las fibras musculares. Estas fibras aparecen rodeadas de macrofagos CD4+ y
linfocitos. También se han observado fibras nucleadas centrales inmaduras, producto de
la regeneracion del tejido por mioblastos; en las primeras fases de la enfermedad se
pueden ver en el musculo areas de fibras necrdticas y regeneradas. Posteriormente se
agota la capacidad regeneradora del musculo y gradualmente el tejido muscular se
sustituye por tejido conectivo. Las manifestaciones de DMDB se consideran resultado
del disbalance entre la necrosis de fibras y la regeneracion mioblastica.

1.1.2.1. HIPOTESIS MECANICA.

Las primeras descripciones anatomopatologicas de los musculos distroficos (lesion
delta) junto con los elevados niveles de enzimas musculares en pacientes con distrofia
hicieron pensar que la lesion que afectaba a estas estructuras era causada por
alteraciones en el sarcolema de las fibras musculares (Mokri et al., 1975 Cullen et al.,
1975).

Posteriormente, la identificacion del mecanismo de afectacion de distrofina y su
complejo asociado de proteinas aclard el mecanismo lesional: la ausencia de una o
varias de estas proteinas compromete la integridad de las fibras, particularmente durante
periodos de contraccion mantenida, la capacidad de mantener contracciones excéntricas
estd muy afectada en DMDB por lo que este tipo de ejercicios acabarian produciendo
dafio muscular inducido por el ejercicio (Deconinck et al., 1996; Deconinck et al.,
1998).

La afectacion de la distrofina y proteinas asociadas altera la correcta funcion del
llamado costamero (estructura formada por pequefios botones proteicos que mantiene la
adhesion y el intercambio correcto entre sarcolema, subsarcolema y matriz extracelular).
Los costameros tienen como mision distribuir las fuerzas contractiles generadas en el
sarcolema manteniendo constante la forma a lo largo de toda la fibra muscular
(Danowski et al., 1992).

Son varios los datos analiticos que hacen pensar que la membrana del miocito se altera
en la DMDB:

* Aumento en el sarcoplasma de proteinas como alblimina e
inmunoglobulinas, dato que sugiere que aumenta la permeabilidad de la
membrana.
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* El ejercicio mantenido aumenta la permeabilidad de la membrana
(modelos experimentales con ratones). Ratones artificialmente
inmovilizados con toxina botulinica presentan un marcado descenso del
desarrollo de signos de distrofia. La mayor degeneracion en afectados de
DMD se ve en aquellos musculos que mantienen “ejercicio-tension”
continuos como los proximales de las extremidades, mientras que los
sometidos a menos tension muestran menos signos de degeneracion.

1.1.2.2. HIPOTESIS DEL CALCIO.

La homeostasia del calcio es de vital importancia para muchos aspectos de la funcion
muscular. En las biopsias de pacientes con DMD se encuentran fibras musculares
hipercontraidas y aumento de los niveles de calcio intracelulares en estas fibras. El
aumento de permeabilidad de la membrana, al parecer, debido a un aumento de la
mecanosensibilidad de los receptores voltaje independientes para los canales de calcio
hace que aumente la afluencia de calcio al interior de la fibra.

El aumento sostenido del calcio en el citosol produce la activacion de proteasas, sobre
todo calpainas (tiolproteasas no lisosomales con actividad tipo papaina dependiente de
calcio, responsables de protedlisis neutra calcio dependiente) que provocan la
destruccion de los constituyentes de la membrana, por lo que ain aumenta mas la
entrada de calcio en la célula y se puede acabar desencadenando la muerte celular
(Carafoli et al., 1998; Raymackers et al., 2003).

Teniendo en cuenta esta hipotesis se han estudiado varios tratamientos en ensayos
clinicos con distintos bloqueantes del calcio para DMD pero no han demostrado
beneficio clinico; sin embargo y teniendo en cuenta la activacion de proteasas calcio
dependientes, la sobreexpresion de calpastatina (inhibidor endoégeno de calpaina) ha
demostrado que reduce la necrosis en los musculos de ratones mdx (ratones de
laboratorio con distrofia muscular) (Spencer et al., 1990; Spencer et al., 2002).

1.1.2.3. HIPOTESIS VASCULAR.

La observacion de necrosis de fibras musculares en multiples afectados de DMD ha
hecho suponer que la alteracion en la vascularizacion de la fibra debia tener un papel
importante dentro de la fisiopatologia de la enfermedad. Sin embargo, los estudios
anatomico-bidpsicos no han demostrado anormalidades en las paredes de los vasos
(Koehler et al., 1977; Fidianska et al., 1987; Miike et al., 1987).
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El 4cido nitrico (NO) tiene efecto vasodilatador en el musculo esquelético y se piensa
que esta molécula puede ser relevante en la patofisiologia de DMD. Una familia de NO
sintetasas (oxido nitrico sintetasa neural, n-NOS) produce NO en las células
musculares, estas enzimas normalmente estan ligadas a la distrobrevina y la sintrofina.
En musculos deficientes en distrofina, la NO sintetasa esta desanclada de la su fijacion
subsarcolémica y flota libre en el citoplasma, ademas se reduce su contenido; esto hace
que durante el ejercicio, cuando se necesita incremento del oxigeno en pacientes con
DMDB se produzca isquemia muscular (Sander et al., 2000; Crosbie et al., 2001). Por
otra parte, se han estudiado ratones en los que se ha bloqueado la produccion de NO
sintetasas y estos no desarrollan enfermedad muscular; la n-NOS no tiene un papel
directo dentro de la patologia, pero contribuye al dafio celular y en modelos
experimentales se ha demostrado que altera el pH intracelular y favorece la aparicion de
inflamacion muscular (Goudemant et al., 1998; Wheling et al., 2001).

1.1.2.4. HIPOTESIS DE LA REGULACION GENICA.

En la DMD juegan un papel esencial la distrofina y las proteinas del complejo asociado
a la distrofina (CAD). Se han descrito varios genes implicados en la produccion y
regulacion de las proteinas del CAD (Goldspink et al., 1999). La inyeccion de células
madre en musculos deficitarios en distrofina, no sélo restaura parcialmente la molécula
y su complejo proteico asociado, sino que también restaura la expresion de los genes
encargados de la codificacion de las anteriores proteinas (De Bari et al., 2003). Sin
embargo, no esta totalmente comprobado que los genes hasta ahora identificados
tengan un papel en los cambios evolutivos de la distrofia.

Se han relacionado gran nimero de genes con moléculas de sefializacion intracelular,
como la calcineurina, la protein quinasa activadora de mitosis p38, quinasa c-Jun N-
terminal (JNKSs, son quinasas activadas por mitdgenos y responden a estrés, radiaciones
ultravioletas, choque térmico,...) y otras quinasas, que se ha demostrado que estan
suprarreguladas por mecanismos de estrés especifico en los corazones de ratones mdx
(Nakamura et al., 2001). Ademas, estudios recientes han demostrado que hay patrones
de expresion similares en pacientes distroficos y en sujetos sanos después de ejercicio
mantenido (Timmons et al., 2005). Esto sugiere que el perfil de suprarregulacion
genética en la DMD puede ser la consecuencia de mecanismos compensatorios
principalmente relacionados con la activacion de sefales para vias de integrinas. Se
desconoce aun la importancia de estos hechos en el tratamiento de la DMD.
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1.1.2.5. HIPOTESIS DE LA GLICOSILACION.

La glicosilacion es un proceso esencial para el correcto ensamblaje y funcionamiento
de las proteinas de la arquitectura muscular y se han implicado recientemente en la
patogénesis de la DMD. La glicosilacion de componentes del complejo asociado a
distrofina, como los a distroglicanos, controla la interaccion con otros componentes de
la matriz extracelular.

La glicosilacion de a distroglicanos es una caracteristica comun en cuatro diferentes
formas de distrofias musculares hereditarias causadas por la afectacion de genes que
codifican glicotransferasas, esto produce el desanclaje de las proteinas de la fibra
muscular y la matriz extracelular; y la pérdida de esta interaccion causa degeneracion
muscular progresiva y otros desdrdenes en la migracion de las neuronas. Estos procesos
se han constatado en la enfermedad musculo-ojo-cerebro de Fukuyama (Muntoni et al.,
2002). Sin embargo, hasta la fecha, no hay evidencia clara del papel que pudiera tener
la glicosilacion aberrante en las distrofinopatias.

1.1.2.6. REMODELACION DE TEJIDOS.

Las caracteristicas secundarias de las deficiencias de distrofina tienen gran importancia
en la determinacion del grado de severidad de la enfermedad; por ejemplo: la presencia
de mutaciones nulas que producen la inactivacion total del gen DMD produce,
inicialmente, una enfermedad progresiva en humanos y perros pero muy lentamente
progresiva en ratones con hipertrofia muscular, lo cual hace considerar la importancia
de los factores epigenéticos en DMD vy su relevancia en el planteamiento de objetivos
terapéuticos. El uso de esteroides anabolizantes en el tratamiento de pacientes DMD
tiene efecto protector de la masa muscular. También se ha descrito el aumento de la
masa muscular de tipo hiperpléasico con el uso de factores de crecimiento (el factor de
crecimiento de la insulina tipo 1) (Barton et al., 2002; Gregorevic et al., 2002).

1.1.2.7. HIPOTESIS INFLAMATORIA.

Los musculos de los pacientes con DMD presentan cambios inflamatorios de menor
importancia que los apreciados en otras distrofias como la Facio-escapulo-humeral.
Los factores que conducen a estos fenomenos inflamatorios resultan de la coordinacién
de numerosos componentes de la respuesta inflamatoria cronica, incluidos citoquinas,
quemocinas, adhesion leucocitaria, marcadores especificos de invasion celular y
sistemas de activacion del complemento. In vivo, depleciones de los CD4+ y CD8+ T o
macrofagos reducidos en nimero en ratones mdx ilustran el papel de este tipo de
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células en el agravamiento de este tipo de enfermedad (Spencer et al., 2002). En
particular, la suprarregulacion de quemocinas selectivas puede ser un proceso
determinante en la respuesta inflamatoria del musculo distrofico. La conjugacion de las
sefales de la respuesta inmune Yy la sobreexpresion local de los genes de la matriz
extracelular son evidentes en DMD. Los musculos de los ratones mdx presentan
pequefios nucleos de fibrosis en comparacion con las amplias areas de necrosis de los
pacientes con DMD, estos hallazgos sugieren que la regulacion del colageno a nivel
post-transcripcional media el aumento de areas de fibrosis en DMD. A pesar de ello, la
relacion entre respuesta inmune y la afectacion de la matriz extracelular estd aun por
clarificar.

El papel de los corticosteroides para ralentizar la evolucién del cuadro clinico de DMD
esta relacionado con el efecto anti inflamatorio de estos farmacos, de modo que el uso
terapéutico en estos casos produce retraso en la progresion de los sintomas, aumento del
periodo de deambulacion de los pacientes y previene la aparicion de escoliosis (Merlini
et al., 2003; Yilmaz et al., 2004).

37



1. INTRODUCCION

1.2. DISTROFINA.

La distrofina es una proteina subsarcolémica de gran tamafo (427kDa), implicada en el
anclaje de las proteinas de la fibra muscular al sarcolema y que forma parte del
citoesqueleto del miocito (Broderick et al., 2005).

El citoesqueleto en la célula eucariota es una red tridimensional de filamentos que
contribuye a la integridad de la célula; mantiene anclados los organulos celulares en
posicidon correcta, actlla como sistema de transporte entre las distintas estructuras
intracelulares y da soporte mecdnico para mantenimiento de la forma celular. Es una
estructura dindmica. Una contraccion muscular efectiva conlleva la interaccion de miles
de fibras musculares que se contraen y se relajan reiteradamente, entre una accion y otra
la recuperacion de la forma y funcion tiene que ser total. En el caso del tejido muscular,
el citoesqueleto es el encargado de mantener la arquitectura celular de las fibras tras el
proceso de contraccion. El citoesqueleto estd compuesto por proteinas estructurales
entre las que se encuentra la familia de las espectrinas, principalmente compuesta por
proteinas de unidn a la actina o a-actinas, y proteinas de anclaje a la membrana como la
espectrina y la distrofina.

Las espectrinas son moléculas proteicas largas y flexibles (200-260nm de largo por 3-6
nm de ancho); forman heterotetrdmeros con dos subunidades o y dos subunidades J3,
estas subunidades se ensamblan por los extremos con conformacion antiparalela para
formar dimeros aff y dan lugar a tetrdmeros en los que se asocia el extremo amino de
una subunidad a con el carboxilo de una subunidad . (Bloch et al., 1989).

La distrofina pertenece a la superfamilia de proteinas [ espectrinas/o actinas
caracterizadas por poseer un extremo HN2 terminal fijador de actina F seguido de un
numero variable de unidades repetidas llamadas repeticiones spectrin-like. La funcion
principal de la distrofina es de tipo mecénico: estabiliza el sarcolema durante el tiempo
de contracciéon mantenida de la fibra muscular permitiendo luego la recuperacion de la
forma del miocito (Muntoni et al., 2003).

En 1989, Campbell y Kahl (Campbell et al., 1989) demostraron que la distrofina se
asocia a glucoproteinas de la membrana, y en 1990 Ervasti (Ervasti et al., 1990)
describi6 el denominado “Complejo de Proteinas asociadas a la Distrofina”
(Dystrophin-Associates Proteins Complex o DAP) entre las que habia tanto proteinas de
membrana como sarcoplasmaticas. Estos hallazgos confirman que la distrofina actaa
como anclaje entre las proteinas del citoesqueleto y las proteinas integrales de la
membrana. Los miultiples componentes de este complejo se han identificado
progresivamente gracias a los trabajos concurrentes de los equipos de Campbell
(Campbell et al., 1989) en Estados Unidos, y el de Ozawa en Japén (Ozawa et al.,
2010).

Segin Ozawa, las proteinas del sarcolema se clasifican en tres complejos:
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* El complejo distroglicano, constituido por a distroglicano (156 kDa) y
B distroglicano (43 kDa). La porcién o se encuentra glicosilada en la
membrana celular (extracelular) y la porcion B puede unirse tanto a
utrofina como a distrofina (proteina de transmembrana).

* El complejo sarcoglicano, formado por 5 proteinas de transmembrana: o
sarcoglicano (50 kDa), B sarcoglicano (43 kDa), y sarcoglicano (35 kDa),
0 sarcoglicano (35 kDa) y sarcospan (25kDa), todas ellas proteinas
glicosiladas salvo la ultima.

* El complejo de las sintrofinas (intracitoesquelético).

En 1996 Blake (Blake et al., 1996) describe la utrofina, proteina muy similar a la
distrofina que se expresa en edad fetal, antes de que se exprese la distrofina y se localiza
en el subsarcolema. Cuando se empieza a expresar la distrofina disminuyen los niveles
de utrofina. En el musculo adulto normal la utrofina sélo se localiza en la placa
neuromuscular y en las uniones miotendinosas colaborando en el mantenimiento de la
membrana y en el agrupamiento de receptores de acetil colina (ACh).

1.2.1. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA DISTROFINA.

La distrofina estd organizada en cuatro regiones moleculares diferenciadas segun las
secuencias de aminodcidos y la capacidad de cada una de ellas para la fijacion de
distintas proteinas (figura 1):

Extremo NH, (extremo N-terminal) de 232 a 240 aminoacidos segin la
isoforma, estd presente en todas las proteinas de la familia de las espectrinas.
Tiene tres lugares de unién a la actina F y presenta una secuencia de
aminoacidos similar a la de a actina (Jarrett et al., 1995; Koening el al., 1987;
Koening et al., 1990).

Dominio central, porcion mdas larga de la proteina, compuesto por
aproximadamente 3000 aminodcidos, estad formada por 24 unidades repetitivas
de triple hélice de 109 aminoacidos cada una, con estructura similar a la
espectrina. En esta porcion se localizan cuatro regiones bisagra ricas en prolina
que separan el dominio en tres subdominios y que aportan a la molécula de
capacidad plastica. Al final de la unidad niimero 24 se situa la ultima region
bisagra, inmediatamente seguida por la region WW situada en el dominio rico
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en cisteina. Se ha descrito un cuarto lugar de union para actina localizado dentro
de las unidades 11-17.

Dominio rico en cisteina: consta de 280 aminodcidos y tiene 15 residuos de
cisteina; esta region es el principal punto de union para B distroglicano que, a su
vez, estd conectado a la laminina 2 de la matriz extracelular a través del o
distroglicano de transmembrana. Tiene varios componentes, entre ellos el
dominio WW que es el primer lugar de interaccion entre la distrofina y el
extremo amino terminal del B distroglicano. La region WW actia como
modulador de la fijacion a proteinas y estd implicada en gran cantidad de
procesos de sefializacion y regulacion. Dentro de este dominio se localiza
también la region ZZ que se caracteriza por poseer un numero conservado de
residuos de cisteina predictores del numero de lugares de union de la proteina
con metales catidnicos divalentes como el Zinc, el dominio ZZ es muy parecido
a otros tipos de dedos de zinc encontrados en proteinas citoplasmaticas y
nucleares. En la distrofina, este dominio se une a la calmodulina a través de
canales calcio dependientes.

Extremo COOH (extremo C-terminal), de 420 aminoacidos y un solo residuo de
cisteina; esta presente unicamente en distrofina, utrofina y apodistrofina. Se fija
a o actina y tiene la capacidad de proporcionar sitios adicionales de union a la
actina F.
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Figura 1. Representacion esquematica de las proteinas implicadas en las distrofias musculares
congénitas, su localizacién e interacciones.

1.2.2. TIPOS DE DISTROFINAS.

El gen DMD codifica varias isoformas de la distrofina, proteinas de distinta longitud
que contienen diferentes segmentos de la secuencia base de la proteina. Las distintas
isoformas son transcritos codificados por ARN’s mensajeros distintos generados
mediante tres mecanismos distintos:

* A través de PROMOTORES TISULARES especificos para cada tipo de
tejido.

* Por mecanismos de splicing que hacen que se excluyan exones del
transcrito original o se inviertan posiciones de los exones de dicho
transcrito.

«  Por mecanismos de POLIADENILACION, mediante sefiales diferentes
de adicion de poli-A (secuencia larga de poliadenilato, tramo de ARN
donde todas las bases son adeninas). En células eucariotas, la
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poliadenilacion es parte del proceso de maduracion del ARNm y forma
parte del proceso de expresion normal del gen.

1.2.2.1. DISTROFINAS SEGUN PROMOTORES.

La diferenciacion en tejidos de las distintas isoformas de distrofina se realiza mediante
técnicas de analisis con anticuerpos o inmunohistoquimica. La nomenclatura para cada
isoforma consta del prefijo Dp (dystrophin protein), seguido por un numero que
corresponde al nimero de aminoacidos que tiene la proteina, la inicial del tejido donde
se expresa y el diferente patron de splicing que la genera. Dentro de ellas se encuentra la
Dp427m, que es la distrofina mas frecuentemente descrita en tejido muscular, se
caracteriza porque el exon 1 codifica un Unico extremo N terminal y se produce en
musculo esquelético y corazoén. Otras distrofinas descritas atendiendo a este mecanismo
de produccion son la Dp4711 (linfoblasto), Dp427c (neuronas del cortex e hipocampo),
Dp427p (células de Purkinje), Dp260, Dpl40 (SNC vy riiién), Dpl16 (nervios
periféricos) y Dp71 (pulmon).

1.2.2.2. DISTROFINAS POR SPLICING ALTERNATIVO.

El splicing del ARN de la distrofina es un proceso que ocurre con bastante frecuencia y
da lugar a isoformas de distrofina con variaciones minimas con respecto a la genuina,
por lo que es muy dificil distinguir una isoforma con promotor especifico en el tejido o
si se ha producido debido a un splicing en el transcrito. Los primeros casos de splicing
los describi6 Feener (Feener et al, 1989) al analizar musculos y cerebros humanos, las
formas de splicing descritas incluian los exones 68, 71, 78, 71-78, 71-72-78 y 71-72-73-
74-78.

Estos fendmenos han sido descritos en las isoformas especificas Dp140 y Dp71.

1.2.2.3. DISTROFINAS POR POLIADENILACION.

Feener (Feener et al., 1989) describi6 un lugar de poliadenilacion alternativo en el
intron 70 en los tejidos cerebral y muscular. Una nueva conformacion del extremo 3’
puede generar la traslacion de un codon stop en el sitio donante del splicing del exén
70; de modo que la proteina codificada puede perder algunos aminodcidos que se
encuentran caracterizados en la isoforma completa.
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En 1998 Tinsley (Tinsley et al., 1998) describe la isoforma Dp40 tras la secuenciacion
del DNA de una rata con Schwannoma; en esta isoforma se genera un codén stop que
produce el empalme directo del exén/intron 70 al final del gen DMD.

Mediante estos mecanismos se generan gran cantidad de proteinas especificas de tejido
(distrofinas de tejido).

1.2.2.4. FORMAS CORTAS DE DISTROFINA.

El gen de la distrofina (figura 2) incluye cuatro promotores internos que favorecen la
formacion de distrofinas cortas, deficientes para la fijacion terminal de actina, pero que
poseen la porcion rica en cisteina y el fragmento C-terminal que contienen los lugares
de fijacion para los distroglicanos, distrobrevina y sintrofina, Cada uno de estos
promotores internos usa un unico primer exon entre los exones 30, 45, 56 y 63 para
generar productos proteicos de 260 kDa, 140 kDa, 116 kDa y 71 kDa.

La proteina Dp260 se expresa en altas concentraciones en la retina, donde coexiste con
las formas largas completas de la distrofina cerebral y muscular.

La Dp140 se expresa en cerebro, retina y tejido renal.

La Dp116 s6lo se expresa en el adulto en nervios periféricos.

La Dp71 se detecta mayoritariamente en tejidos no musculares incluido cerebro, retina,
rifion, pulmon e higado y esta presente en corazon pero no en musculo esquelético.
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Figura 2: Organizacion del gen DMD, localizado en Xp21, las lineas negras verticales representan
los 79 exones del gen. Las flechas indican los distintos promotores: cerebro (B), muasculo (M) y
células de Purkinje (P); R, B3, Sy G representan a los promotores retinianos (Dp260), promotor
cerebral (Dp140), promotor en las células de Schwann (Dp116) y promotor de otros tejidos (Dp71).
B: composicion de los dominios de distintos tipos de distrofina; el dominio amino terminal se
contintia con el dominio spectrin-like, el dominio rico en cisteina y el extremo C-terminal.
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1.3. DIAGNOSTICO DE DISTROFINOPATIAS.

El diagnodstico de una distrofia requiere rapidez para proporcionar cuanto antes al
afectado las medidas terapéuticas y de soporte necesarias para minimizar el impacto de
la enfermedad, lo debe realizar un especialista en enfermedades neuromusculares. El
asesoramiento familiar en estos casos es imprescindible y requiere la colaboracion de
especialistas en Genética Clinica.

En ausencia de historia familiar se sospecha DMD en los nifios de entre 16 y 18 meses
que no han iniciado la deambulacion, si se constata un aumento injustificado de
transaminasas y si el paciente presenta un signo de Gowers positivo. En el caso de que
exista historia familiar, la sola sospecha de que pueda existir funciéon muscular anormal
justifica realizar pruebas diagnosticas de apoyo (Bushby et al., 2010). En nifios de edad
inferior a 5 aflos con exploraciéon muscular normal no se puede descartar la sospecha de
DMD, sin embargo, a medida que se incrementa la edad el deterioro se va haciendo
evidente, de modo que un nifio con 10 afios que permanece con funcién muscular
normal raramente padecerda DMD. Una vez realizado el diagndstico de sospecha clinico
se debe confirmar mediante la realizacion de pruebas complementarias que dependen de
la disponibilidad para cada hospital, de modo que estudios moleculares de deteccion de
deleciones y duplicaciones del gen DMD serian los més aconsejables al no entrafiar los
riesgos asociados a la realizacion de biopsia muscular; ademés si mediante una biopsia
muscular se detectan alteraciones en la cantidad de distrofina (ausencia o reduccion) es
necesario realizar diagndstico molecular confirmatorio por lo que la realizacion de la
biopsia no obvia la realizacion de estudios moleculares, independientemente de la
importancia de éstos para el consejo genético y el asesoramiento familiar.

1.3.1. EVALUACION CLINICA.

La evaluacion clinica de un paciente con distrofia muscular incluye:

* Evaluacion del modo de caminar: marcha de pato con aumento de la base de
sustentacion y balanceo del tronco.

* Deteccion de alteraciones articulares: pie equino en casos avanzados, desnivel
escapular, presencia o no de escoliosis, asimetria de pliegues gliteos y popliteos,
retropié pronado o supinado.

* Deteccion de alteraciones musculares: pseudohipertrofia gemelar y mas
raramente en biceps, deltoides y cuadriceps.
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* Deteccion de alteraciones de los movimientos: Signo de Gowers, se usa para
diagnostico y control evolutivo de la capacidad muscular del paciente.

* Deteccion de alteraciones en la flexibilidad: medicion de los arcos de movilidad
de extremidades inferiores y superiores.

* Evaluacion de la presencia de contracturas musculares en extremidades
superiores e inferiores.

* Valoracion de la dependencia para las actividades de la vida diaria: permite
dilucidar el grado de autonomia y evolucion del cuadro clinico.

1.3.2. EXAMENES DE LABORATORIO.

Los datos de laboratorio mas relevantes son:

* Niveles de CK, se usa para el diagnéstico diferencial de distinto tipo de
alteraciones musculares. Sus cifras también aumentan en mujeres
portadoras de DMDB.

* La alanina transaminasa (ALT), aspartato transaminasa (AST) y aldolasa
aumentadas apoyan el diagndstico.

En etapas tempranas de la distrofia todas las cifras de enzimas (CK, ALT, AST y
aldolasa) aparecen elevadas, pero disminuyen gradualmente a medida que el tejido
muscular va siendo sustituido por tejido graso y fibroso.

Ademas, para la evaluacion de las condiciones generales del paciente se solicitan
estudios generales de laboratorio: examen de orina, hemograma, coagulacion basica y
bioquimica basica.

1.3.3. ESTUDIOS RADIOLOGICOS.

Los estudios radioldgicos de torax, columna dorso-lumbar y pies se solicitan para
determinar las medidas rehabilitadoras necesarias y permiten realizar un control
evolutivo del paciente.
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1.3.4. ESTUDIOS DE ELECTRODIAGNOSTICO.

Tradicionalmente en el diagnostico de DMDB se realizan estudios de neuroconduccion
motora y sensitiva para valorar los nervios periféricos mediano, cubital, peroneo y tibial
para apoyar el diagnodstico de miopatia: en los casos de afectacion miopatica la
conduccion nerviosa no tiene que verse afectada aunque en la evolucidn, la disminucion
del trofismo muscular produce disminucion en la amplitud de los potenciales de accion
con duracion aumentada de los mismos.

El electromiograma (EMG) en pacientes con sospecha de DMD se debe realizar en los
musculos que particularmente se encuentren mds afectados: supraespinoso, deltoides,
biceps, supinador largo,... El musculo en reposo presenta fibrilaciones y ondas positivas
que ponen de manifiesto la inestabilidad de la membrana; en la fase de contraccion
voluntaria maxima se produce un patron miopatico con potenciales de accidon
polifasicos de duracion y amplitud disminuidas y frecuencia aumentada. La progresion
de la enfermedad interfiere los patrones que se hacen inespecificos porque se reduce el
reclutamiento y el misculo puede volverse eléctricamente silente. A pesar de ello, estos
hallazgos son inespecificos y ocurren en todas las miopatias. En la practica el EMG se
usa en raras ocasiones para el diagnostico de distrofinopatias (Pagon et al., 1993).

1.3.5. ESTUDIO BIOPSICO.

Se realiza a partir de porciones musculares que se consideren poco afectadas por la
patologia; los fragmentos se obtienen a partir de deltoides, biceps braquial o vasto
lateral.

Las muestras obtenidas se examinan con tinciones especiales para la deteccion de
distrofina y sarcoglicanos, se les aplican técnicas de inmunohistoquimica e
inmunoblotting para la distrofina. Estas pruebas determinan qué tipo de proteina tiene
el paciente, su tamafio y su capacidad funcional; se pueden encontrar desde pacientes
con musculos totalmente deficitarios a distintos grados de ausencia parcial de distrofina.

La biopsia no se realiza en algunos casos en los que la situacion clinica del paciente no
lo permite por la probabilidad de complicaciones graves, se puede producir incluso el
fallecimiento durante la exploracion por complicaciones anestésicas. Una resultado de
biopsia positivo obligada a la realizacién de pruebas de diagnostico genético, por eso
para la confirmacién del cuadro en muchos casos se opta por el diagnostico molecular
en lugar de la biopsia.
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1.3.6. ESTUDIO MOLECULAR: CONFIRMACION DIAGNOSTICA.

En 1983 se identifica el gen DMD en el brazo corto del cromosoma X (Xp21) (Davies
et al.,, 1983). Es el gen mas largo identificado hasta el momento, con 2.5 Mb de
longitud que ocupa un 0.1% del total del genoma humano. En 1985 Ray (Ray et al.,
1985) realiza el mapeo detallado del brazo corto del cromosoma 21 y en 1987 Koenig
(Koenig et al., 1987) consiguen clonar el gen DMD.

Los cuadros de DMDB presentan herencia ligada al cromosoma X, los varones tienen
sintomatologia clinica y las mujeres son portadoras y transmisoras de la enfermedad. A
pesar de esta circunstancia se han descrito casos de mujeres afectadas por clinica de
distrofinopatia en grado variable.

En 1935, Haldane (Haldane, 1935) postula que en una enfermedad genética con
herencia ligada a X la proporcion de nuevas mutaciones en recién nacidos de madres no
portadoras es (1-f)u/(2pu+v), donde p es el ratio de mutacion en células germinales
femeninas, v el ratio de mutaciones en células germinales masculinas, y f la capacidad
reproductiva de los afectados. En DMD, el parametro f es igual a 0 (los afectados por
DMD rara vez llegan a edad reproductiva), por lo que la proporcién de nuevas
mutaciones depende del ratio de mutaciones para ambos sexos, si los ratios de
mutaciones en varones y mujeres es igual, un tercio de todos los recién nacidos en una
generacion lo seran por mutaciones de novo. Tanto la DMD como la DMB son
enfermedades de herencia recesiva ligada al cromosoma X, si uno de cada tres pacientes
esta afectado por mutaciones de novo, una de cada tres madres no es portadora, por lo
que en una siguiente gestacion el riesgo de tener un nuevo vardn afectado es nulo,
estudios posteriores han demostrado que esto no ocurre asi y a finales de los afios 80
diversos autores (poner referencias) describen la presencia de mosaicismos de lineas de
células germinales y estiman que el riesgo de recurrencia en madres no portadoras
(investigando la transmision de haplotipos de riesgo) se situa entre el 14 y el 20%.

El gen consta de 79 exones que suponen el 0.6% del contenido total del mismo, el resto
de las porciones son intrones de gran tamafio. Debido a la extension del gen, el rango de
mutaciones detectado es alto en comparacion con el rango de mutaciones estimado en
humanos (1)(10'4 mutaciones/generacion frente de 1x10™ a 1x107 para el resto de genes
humanos, Blake et al., 2002).

En 1987 se determina que la causa principal de la DMDB son deleciones en alrededor
del 65% de los casos, que afectan a uno o mas exones (Koening et al., 1987). El resto de
los casos se han atribuido a duplicaciones (5-10%) (den Dunnen et al., 1989; Hu et al.,
1990) o mutaciones puntuales (25-35%) (Roberts et al., 1992). La causa ultima de la
aparicion de sintomas clinicos en DMDB es la presencia en las fibras musculares de una
proteina distrofina con una capacidad funcional limitada o la ausencia total de la misma.
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En la actualidad, cualquier sospecha clinica de DMDB (por sintomas, datos bioquimicos
y/o electromiograficos) se confirma mediante la realizacion de técnicas de diagndstico
molecular para filiar deleciones, duplicaciones o mutaciones puntuales tanto en los
varones afectados como en mujeres portadoras.

1.3.6.1. “TEORIA DEL MARCO DE LECTURA".

En 1988, Monaco (Monaco et al., 1988) postula la llamada “Teoria del Marco de
Lectura” que explica las diferencias fenotipicas entre los pacientes con DMD y DMB.

“Si una mutacién produce un cambio en la expresion de un transcrito interno de
modo que no se altera el inicio del marco de lectura, se obtendra una distrofina con
variacion en el tamafio, pero funcional, y esto produciria fenotipo menos severo de
DMB; por otra parte, si la mutacion traslada el inicio del marco de lectura, se ven
afectados tanto el transcrito de ARNm como la distrofina final, se vera severamente
afectada la funcion proteica y el fenotipo resultante sera mas severo, de DMD.”

La disrupcion del marco de lectura origina un transcrito ARN andémalo que produce
interrupcion prematura de la traduccion desde ARN a proteina o una proteina de corta
longitud; se origina pues una proteina truncada con alteraciones en los dominios ricos
en cisteina y en el extremo C-terminal que pierde la capacidad para actuar como puente
entre las proteinas del citoesqueleto. En la DMB el marco de lectura no se altera y la
proteina originada es parcialmente funcional, se producen proteinas anomalas, mas
cortas, pero que conservan cierta capacidad funcional y en las que se preservan los
dominios terminales de anclaje a las proteinas del citoesqueleto (Monaco et al., 1988;
Malhotra et al., 1988).

Se ha estimado que aproximadamente el 91% de pacientes registrados en la base de
datos Leiden con mutaciones en el gen DMD siguen en su expresion fenotipica la regla
anteriormente mencionada.

A nivel de ARN esta regla llega al 99.5% de los pacientes: el gen DMD del 99.5% de
los pacientes estudiados producen ARNm que dan lugar a proteinas andmalas cortas o
truncadas. Las mutaciones sin sentido habitualmente causan DMD debido a un stop
prematuro en la traduccidn de la proteina. Se han descrito un nimero minimo de casos
en los que una mutacion sin sentido causa un fenotipo de DMB; la explicacion para
estos casos es que la mutacion se localiza en el fragmento necesario para el
reconocimiento del exén por mecanismos de splicing, y esta circunstancia de salto de
exon produce que se restaure nuevamente el marco de lectura (Ginjaar et al., 2000;
Flannigan et al., 2010).

49



1. INTRODUCCION

1.3.6.2. TIPOS DE MUTACIONES DEL GEN DMD.

La distribucion de las mutaciones en la base de datos Leiden (www.dmd.nl, Aartsma-
Rus et al., 2006) con mas de 4700 pacientes analizados es la siguiente:

- Deleciones 72%.

- Duplicaciones 7%.

- El resto (20% aproximadamente) de los casos aportados presentan pequeiias
deleciones, inserciones o mutaciones puntuales.

La alteracion mas frecuente del gen de la distrofina son las deleciones intragénicas que
suponen aproximadamente el 65% de las mutaciones del gen DMD. Las deleciones Yy,
mas raramente, las duplicaciones pueden ocurrir en cualquier localizacion dentro del
gen DMD; a pesar de ello, hay dos zonas de especial concentracion de mutaciones
denominadas “zonas calientes”; localizadas en torno a la parte central del gen y al
extremo 5" terminal:

La zona donde mas mutaciones se han descrito incluye los exones 45 a 53.

Las duplicaciones se localizan con mas frecuencia en otra zona de menor tamafio
comprendida entre los exones 2 a 20 (www.dmd.nl). El mecanismo que explica por qué
las mutaciones se enmarcan en estas dos zonas calientes en el gen DMD no est4 bien
establecido, y se cree que tiene que ver con la disposicion especial de la cromatina en el
brazo corto del cromosoma X (Xp21).

En un 20% de los casos las mutaciones son deleciones de pequefio tamafio, inserciones
o mutaciones puntuales. La gran mayoria de ellas conllevan rupturas del marco de
lectura o producen codones sin sentido; ademas en un alto porcentaje se producen
mecanismos de splicing del ARNm que alteran los lugares habituales de splicing o
producen la activacion de lugares de splicing cripticos.

Las mutaciones tipo missense localizadas en el dominio rico en cisteina que se une al f3
distroglicano causan DMD, mientras que las mismas localizadas en el extremo N-
terminal y de las que se espera que rompan la estructura tridimensional de los
fragmentos fijadores de actina, se han descrito en 2 pacientes con fenotipo DMB.

Las deleciones en la zona caliente 45-53 afectan a parte del dominio central y las
deleciones en la zona caliente 2-20 pueden eliminar lugares de fijacion a la actina y
parte del dominio central.

50



1. INTRODUCCION

En el extremo N-terminal de la distrofina se sitlian los lugares de fijacion a actina, que
son muy importantes para el mantenimiento de la arquitectura de la fibra muscular; en
caso de mutacidn tipo missense, un solo cambio de aminoacido en esta zona hace que el
fenotipo obtenido sea de DMD, se produce una reducida cantidad de distrofina que es
incapaz de ejercer su funciéon de molécula puente. Sin embargo, en pacientes con
delecion de exones del 3 al 25 que no afectan al marco de lectura se producen
cantidades normales de una distrofina corta pero con capacidades funcionales normales.

Se han descrito deleciones en el dominio central de la distrofina de gran tamafio pero
con fenotipo clinico medio (figura 3); el ejemplo mas notable ha sido la identificacion
de un paciente con una delecion dentro de marco del 46% que afecta a la codificacion
de la distrofina y tiene clinica de DMB; estas observaciones sugieren que el dominio
central no es mas que un “espaciador” entre el dominio rico en cisteina y el extremo C-
terminal, y la alteracion de esta region lo Gnico que supone es un acortamiento del
puente entre dos regiones funcionales sin efecto real sobre el funcionamiento de la
proteina.

En los pacientes con clinica de DMD se han descrito muy pocas mutaciones tipo
missense, sin embargo, si se han descrito dos sustituciones de aminoacidos en el
dominio rico en cisteina con repercusion fenotipica severa: la sustitucion de un residuo
de cisteina en posicion 3340 por una tirosina reduce las cantidades de distrofina
detectables, esta mutacién cambia uno de los residuos coordinadores del dominio ZZ
afectando a los lugares de union de la distrofina con el B distroglicano; y en otro caso
constatado se produce la sustitucion de un aspartato por una histidina en la posicion
3335, esta mutacion también cambia la afinidad del sitio de fijacion al B distroglicano y
aunque se detecta distrofina en cantidades y posiciones adecuadas, el fenotipo mostrado
por el paciente es severo. Curiosamente, el dominio rico en cisteina nunca se altera en
pacientes con DMB, parece ser que es un dominio critico para la funcion de la
distrofina.

Se ha descrito un minimo nimero de casos con afectacidén del extremo C-terminal, se
detectan cantidades de distrofina de corta longitud pero no funcional, por lo que se
produce un fenotipo de enfermedad severo; hechos que ponen de manifiesto la crucial
importancia tanto del dominio rico en cisteina como del C-terminal y sus presumibles
implicaciones en la interaccidon de la distrofina y las proteinas del complejo de proteinas
asociado a distrofina.

Finalmente se han descrito casos de miocardiopatia ligada a cromosoma X causada por
mutaciones en el gen DMD; no se produce distrofina en las células miocardicas pero se
mantiene la expresion de la misma en las células del musculo esquelético. Esta
alteracion estd producida por mutaciones del promotor especifico M del musculo
cardiaco.
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COOH Full length

COOH Shorter but partly functional

In-frame deletion

COOH Truncated and unstable

Outof-frame deletion

Figura 3: Efectos de distintas mutaciones en la Distrofina. Proteina completa en la imagen superior.
Una delecion que mantiene el marco de lectura y no afecta al dominio rico en cisteina ni al extremo
COOH en la imagen del centro. Una delecién que altera el marco de lectura y no afecta al dominio
rico en cisteina ni al extremo COOH en la imagen del centro. Una delecion que altera el marco de
lectura, afecta al dominio rico en cisteina y al extremo COOH y produce una distrofina inestable
gue se degrada rapidamente en el masculo, en la imagen inferior.

1.3.6.3. EXCEPCIONES A LA TEORIA DEL MARCO DE LECTURA.

A pesar de lo enunciado en el apartado anterior, también hay casos descritos en la
literatura en los que las mutaciones analizadas no siguen la “Teoria del Marco de
Lectura™: pacientes con DMB con mutaciones que afectan al marco de lectura, pacientes
con DMD con mutaciones que no afectan al marco de lectura, pacientes en los que se
describen eventos de salto de exon y pacientes con ciertas mutaciones puntuales
(Muntoni et al., 2003).

El diagnostico molecular y asesoramiento genético en estos pacientes es complicado,
especialmente en nifios de corta edad sin historia familiar previa. La razon de la
discrepancia en los fenotipos observados no esta del todo bien explicada, segin el tipo
de salto de exdén se puede crear un ARNm grande que respete el marco de lectura y
produzca una proteina funcional. En estos pacientes la biopsia muscular puede ayudar a
verificar si hay o no distrofina funcionante, informacién que se debe usar para
asesoramiento clinico en la prediccion de la severidad del cuadro.

Los mecanismos por los cuales se produce el salto de exon en pacientes con mutaciones
que suponen la ruptura del marco de lectura no son muy conocidos y se consideran
causados por multiples factores. Los eventos de salto de exén limitados a unas cuantas
fibras musculares se han identificado en ratones deficitarios mdx y en aproximadamente
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el 50% de los nifios con DMD. Sin embargo, gran cantidad de pacientes con mutaciones
que afectan al marco de lectura son capaces de producir una cantidad apreciable de
distrofina. Los saltos de exon ocurren, con mas frecuencia en regiones particulares del
gen DMD sin relacion directa con el tipo y tamaio de las deleciones que ocurran en los
exones, la gran mayoria de los intrones de este gen son de gran tamafio, y casi
invariablemente, los puntos de ruptura van a ocurrir dentro de zonas intronicas, de modo
que pacientes con mutaciones similares pueden tener puntos de ruptura intronicos
diferentes; las secuencias intronicas asi afectadas pueden modificar los fendémenos de
splicing en el gen: la mutacion se localiza en la parte del intron necesaria para que la
maquinaria de splicing produzca un salto del exén y, el salto del exdn en estos casos,
hace que se pueda restaurar el marco de lectura y se produzca una distrofina mas corta,
pero funcional.

A partir de la clonaciéon de la cadena complementaria de ADN para la proteina
distrofina se han creado infinidad de sondas para el screening del gen DMD. Fue el
equipo de Monaco (Monaco et al., 1986) en 1986 el primero en describir porciones del
ADN complementario (ADNc) para el gen DMD. La clonacién completa de la cadena
ADNC del gen la realiza el equipo de Koenig (Koenig et al., 1987) en 1987 y se propone
el modelo gendmico preliminar de organizacion del gen tanto en poblacién sana como
en afectados. Estos estudios revelan rapidamente que aproximadamente el 64% de las
mutaciones son grandes deleciones y un 6% se deben a duplicaciones. La localizacion
de las mutaciones mediante southern blot y las técnicas de PCR multiplex demostraron
que la gran mayoria de ellas se concentran en las dos zonas calientes del gen (Exones
del 2 a 20 y del 45 a 53; Koenig et al., 1988). Entre los afios 1988 y 1990 Chamberlain
(Chamberlain et al., 1988) y Beggs (Beggs et al., 1990) proponen el analisis mediante
PCR multiplex como técnica de diagnoéstico molecular: es un andlisis directo que
permite la deteccion rapida de deleciones en 18 exones del gen DMD; de las deleciones
diagnosticadas con southern blot, mas del 95% se pueden detectar también mediante
técnicas de PCR multiplex, ganando en rapidez diagnostica y seguridad en el consejo
genético de la mayoria de las familias de afectados (Chamberlain et al., 1992).

En 1991 Gallano (Gallano et al., 1991) realizaron los primeros estudios en Espafia en
familias afectadas y describieron que un 41% de ellas estaban afectadas de deleciones,
cifra que suponia un incremento en el 81% sobre el nimero de las deleciones
previamente diagnosticadas usando técnicas de ADN complementario (ADNCc).

En 1995 Prior (Prior et al., 1995) describen el espectro de pequefias mutaciones que
afectan al gen DMD mediante el uso de PCR heteroduplex, demostrando que la
distribucion de las mutaciones puntuales no se cifie a las denominadas zonas calientes
del gen DMD, sino que éstas siguen un patrén de distribucion aleatorio.
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1.3.6.4. SECUENCIA DE DIAGNOSTICO MOLECULAR EN DISTROFIA
MUSCULAR DE DUCHENNE BECKER.

El estudio de mutaciones del gen DMD se debe iniciar por la deteccion de grandes
deleciones del mismo, por ser éstas la causa mas frecuente de patologia. Hay técnicas
que permiten analizar deleciones, duplicaciones y algunas mutaciones puntuales
simultaneamente. Si tras este tipo de estudios no se detectan alteraciones moleculares,
deben investigarse cambios en nucledtidos (sustituciones, inserciones o deleciones de
bases) pero dado el gran tamafo del gen, este tipo de estudios son complejos.
Recientemente el analisis HR-MCA (High Resolution Melting Curve Analysis) se ha
validado como método de presecuenciacion para la deteccion de variantes de pequeio
tamafio en pacientes y portadoras (Almomani et al., 2009).

Los test mas usados actualmente para el diagnostico de mutaciones del gen DMD son:

PCR Multiplex

+ Single condition amplification/Internal Primer sequencing (SCAIP)

Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA)

*  Multiplex Amplifiable Probe Hybridisation (MAPH)

MLPA es el método de diagndstico molecular mas empleado actualmente para la
caracterizacion de la DMDB, permite la deteccion simultdnea de deleciones y
duplicaciones de los 79 exones del gen DMD, esta técnica es de una utilidad muy
superior a la de otros métodos, tales como southern-blot, PCR cuantitativa, MAPH
(Multiplex Amplificable Probe Hybrydisation) o la hibridacion in situ fluorescente
(FISH), tanto en el diagndstico del caso indice como en el de portadoras (Gatta et al.,
2005). Presenta limitaciones a la hora de la deteccion de mutaciones puntuales que
pueden ponerse de manifiesto como deleciones en un solo exon del gen DMD ya que la
sonda correspondiente a ese exon no puede hibridar con el mismo y produce la pérdida
del pico de electroforegrama correspondiente al mismo, es por ello que en el caso de
que se diagnostiquen deleciones de un solo exon mediante MLPA se requiera
confirmacion mediante otra técnica de diagndstico molecular.

La caracterizacion exacta de las mutaciones (punto exacto de mutaciones puntuales,
extension de deleciones y duplicaciones,...) se hace cada vez mas qutil tanto para el
establecimiento de la correlacion fenotipo-genotipo como para la probable aplicacion de
terapia genética.
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Si el test genético pone de manifiesto mutaciones en el gen DMD no es necesario
realizar biopsia muscular confirmatoria. Si el paciente presenta elevacion de las cifras
de CK en suero y signos y sintomas de DMD pero el test genético es negativo, el
siguiente paso diagnodstico es la realizacion de la biopsia muscular.
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Tabla 2. Algoritmo para confirmacion diagnéstica de DMDB.

S1 hay histona S1no hay histona familiar:
familiar previa ausenciade deambulacién en
cualquier pacientes entre 1 6-18 meses, Paciente con un
sospechade signo de Gowers a cualquier aumento no
disfunadn edad (especialmenteen > 5 justificado de
muscular afios) transaminasas

Screening para DMD: notable
aumento delosvaloresde CK en

suero
Para confirmar el diagnostico ‘
Deteccién d l No DMD:
_Jeteccionde Ausencia de distrofina considerar
delecionfduplicacidn en el « bionsi 1 diaendstico
on DMD ——————» ¢n biopsiamuscular gnos
2 alternativos
Secuenciacidn del gen DMD: se —
encuentra mutacdn
No —
Se confirma el Si
L——» dingnostico de
DMD

Después del diagnostico:

* En pacientes diagnosticados mediante biopsia muscular, es obligatorio
realizar test genético.

* En pacientes diagnosticados mediante test genético, la biopsia muscular
es opcional para distinguir fenotipos incompletos de la enfermedad.

* Los pacientes con diagnostico positivo se redirigen para evaluacion y
tratamiento multidisciplinar.

* Se recomienda consejo genético para cualquier mujer de la familia en
riesgo.
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* Es necesario ofrecer a la familia y al paciente el apoyo de asociaciones
de enfermos y familiares.
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1.4. ESTUDIO FAMILIAR. ASESORAMIENTO GENETICO.

La DMDB es una enfermedad incurable de mal pronoéstico en el caso de las formas mas
severas, por tanto, es necesario un diagndstico precoz y fiable que permita un adecuado
asesoramiento genético para asi minimizar las posibles repercusiones de la patologia a
nivel personal y familiar. El diagnéstico de un afectado de mutacién requiere la
realizacion del estudio familiar completo por parte de un genetista o asesor genético y
debe incluir la elaboraciéon de un genograma con el registro de todos los pacientes
afectados ya conocidos, aquellos que presentan clinica compatible pero aun no tienen
diagnodstico confirmatorio, las relaciones interfamiliares entre ellos y si hay o no
consanguinidad entre los progenitores o sus predecesores.
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Tabla 3. Algoritmo diagnéstico en DMDB.

ESTUDIOS DIAGNOSTICO
Anamnesis
Exploracidnfisica

Inform esprevios

Andlisis Biogquimicos
Pruebasdeimagen

Arbol genealdgco

Diagnéstico certero Sospecha diagnostica

v

Consentimiento
informado

v

E studio genético-
molecular

:

Confirm acion
diagndstica

Y

CALCULO DE RIESGO

l

TRANSMISION DE LA INFORMACION (oral v escrita):

Caracteristicasclinicasde la enferm edad, curso probable y
posibles tratamientos

Resultado del estudio genético

Probabilidad de estar afectado, de ser portador, de transmitir
la enfermedad

Posibilidades de diagndstico prenatal, preim plantacional,
presintom dtico, de portadores
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1.4.1. CONSEJO GENETICO.

El consejo genético es el procedimiento destinado a informar a una persona sobre:

» Las posibles consecuencias de los resultados de un andlisis o cribado genéticos,
sus ventajas y riesgos.

* En el caso que sea necesario, asesorarla en relacion con las posibles alternativas
del analisis.

» Tiene lugar antes, después o en ausencia de una prueba o cribado genéticos
(Ley de Investigacion Biomédica, 14/2007, art°3; Council of Europe, chapter IV,
article 8, Estrasburgo 2008).

El consejo genético considera el riesgo de apariciéon (ocurrencia) y el riesgo de
repeticion (recurrencia) de una enfermedad genética en una familia. Incluye tres pasos
fundamentales: diagnostico, evaluacion del riesgo y transmision de la informacion.

Un porcentaje importante de los diagnosticos de DMDB se deben a mutaciones “de
novo” no diagnosticadas previamente en una familia. La elaboracién de célculos de
recurrencia en estos casos depende de la combinacion de las probabilidades tedricas con
los antecedentes reproductivos de la madre.

La secuencia de estudio familiar viene condicionada por el diagnostico molecular
positivo para DMDB de un varon y sus antecedentes familiares.

1.4.1.1. MUTACION DE NOVO EN UN VARON.

Las mutaciones “de novo” en varones sin historia familiar de la enfermedad suponen
un reto diagndstico por las consecuencias a nivel de asesoramiento genético que
suponen: es el varon caso indice el que presenta los sintomas de DMDB pero la
alteracion molecular puede estar ya presente en su progenitora o en su abuela sin haber
dado clinica de distrofia, y éstas pueden haberla transmitido a descendientes femeninas
con una probabilidad del 50% para cada gestacion, que a su vez tendrian un 50% de
probabilidad de tener varones afectados de DMDB; es fundamental la caracterizacion
molecular de las familiares de primer grado del caso indice.

Si se detecta una mutacion “de novo” en un varoén se realiza estudio de la mutacion en
la madre del paciente y en sus hermanas; si el estudio es negativo en la madre, existe un
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riesgo del 4,3% de que la mutacidon vuelva a ocurrir en un siguiente embarazo con feto
vardn debido a la posibilidad de que exista mosaicismo germinal en las células maternas
(Helderman-van der Enden et al., 2003) (figura 4).

e

Figura 4. Genograma de una familia con mutacion “de novo” diagnosticada en el
hijo varon. El estudio materno es negativo. En este caso, se estima que el riesgo de
recurrencia seria, en el supuesto de futuro feto varon, un 4,3% de presentar
alteracion molecular y en caso de feto femenino 4,3% de ser portadora de la
misma.
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1.4.1.2. MUTACION EN MADRE PORTADORA DE VARON AFECTADO.

Si la mutacion se diagnostica en la madre pero no en la abuela del caso indice
estariamos ante un caso de mutaciéon “de novo” materna, por lo que las hermanas del
afectado tendrian una posibilidad del 50% de ser portadoras de la mutacién (figura 5).

O

- O

O
/

Figura 5. Genograma de una familia en las que se diagnostica mutacion en el hijo varén y en su
madre. Al ser la madre portadora de la mutacion el riesgo de recurrencia se estima para un
supuesto futuro feto varén en 50% y en caso de feto femenino 50% de ser portadora de la misma.
El riesgo para los hermanos de la mujer portadora se estima en 4,3% al no poder descartarse la
presencia de mosaicismo germinal en la abuela del caso indice.
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1.4.1.3. MUTACION EN VARON DE FAMILIA CON MUTACION CONOCIDA.

Si el paciente procede de una familia en donde ya se conocian casos de enfermedad en
todas las generaciones y el diagndstico molecular indica que la madre y varios de sus
familiares son portadores o afectados se hace la deteccion de la mutacidon previamente
conocida; en estos casos se puede realizar el diagnostico prenatal con muestra
procedente de vellosidad corial o liquido amnidtico dependiendo de la edad gestacional
del feto y segun su sexo: el feto masculino es obligado el estudio molecular, mientras
que en feto femenino se puede demorar el estudio de portadora hasta la edad juvenil (16

X

afios) (figura 6).

omMODO ¢
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Figura 6. Genograma de una familia con multiples antecedentes familiares. En este caso, el riesgo
de recurrencias para cualquier futuro feto varén cuya madre sea portadora se estima en el 50%o, y
en caso de feto femenino 50% de ser portadora de la mutacién.
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1.5. DIANOSTICO PRENATAL DE DMDB.

De modo general se admite que es necesario el estudio invasivo de una embarazada con
sospecha de enfermedad genética independientemente de la edad cuando el riesgo de
que el feto presente alteraciones severas sea, al menos, del mismo nivel que el riesgo de
aborto o de otras complicaciones asociadas al procedimiento diagnostico en si mismo.

En el afio 1985 Bakker (Bakker et al., 1985) realiza el primer diagnostico prenatal de
una portadora y su feto afectado de mutacion mediante el uso de longitud de fragmentos
de restriccion proteica (RFLPs).

El diagnostico prenatal ante una paciente gestante pueden generar las siguientes
situaciones:

- Embarazada con antecedentes clinicos en familiares varones de DMDB sin
diagndstico molecular en ella ni en la familia: se realiza la deteccion de mutaciones en
la gestante y si es positiva y el feto es varon se realiza estudio invasivo (en vellosidad
corial o liquido amnidtico segun la semana de gestacion en la que se encuentre).

- Embarazada con antecedentes familiares y diagnostico molecular previo
positivo: si el feto es varon se realiza prueba invasiva y test genético, si el feto es
femenino se realizara el estudio de portadora cuando alcance la edad de 16 afos.

- Embarazada con historia previa de hijo con DMDB por mutacion “de novo™: se
oferta también la prueba invasiva en estos casos por el riesgo de recurrencia en el caso
de que pudiera tratarse de mosaicismo germinal (en vellosidad corial o liquido
amniotico). En el caso de feto femenino, el estudio se demora hasta los 16 afios.
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1.6. DIAGNOSTICO PREIMPLANTACIONAL.

El diagnodstico genético pre-implantacional consiste en el estudio in vitro de las
mutaciones del gen DMD en ovocitos y embriones de aquellas parejas con diagnostico
molecular positivo previo y que desean descendencia libre de enfermedad y de mutacion
y que no desean interrumpir el embarazo. El analisis molecular se realiza a partir de
biopsia de corpusculos polares o de embriones (blastomero o trofoectodermo):

- Biopsia de blastomero: el tercer dia tras la fecundacion, en etapa de 8 células.
Lo habitual es tomar una sola célula y analizarla para no interferir con la viabilidad del
embrion.

- Biopsia de blastocistos: el quinto dia tras la fecundacion, con el inconveniente
de que la transmision del blastocisto se realiza en el sexto dia post-fecundacion, por lo
que el analisis debe realizarse de modo urgente.

- Biopsia del cuerpo polar o diagnostico genético antes de la concepcion: analiza
el genoma de las células de origen materno y no requiere la manipulacion posterior de
embriones.

Este tipo de diagndstico no esta universalmente extendido, depende de los recursos y de
la legislacion de cada pais y de las opciones en la cartera de servicios de los distintos
centros sanitarios.
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1.7. TRATAMIENTO DE LA DMDB.

En el momento actual no hay tratamiento especifico para la DMDB, el uso de las
distintas armas terapéuticas depende de la evaluacion inicial del paciente de modo que
se personaliza la atencion en funcion de la clinica de inicio y la posterior evolucion del
cuadro. El manejo integral, con el objetivo de optimizar la calidad de vida, es de vital
importancia en estos enfermos.

El tratamiento es multidisciplinar y se ven implicados gran cantidad de especialidades
sanitarias:  rehabilitacion,  ortopedia, cardiologia, neurologia, neumologia,
gastroenterologia/nutricion, anestesia, psicologia y genética.

1.7.1. EVALUACION INICIAL Y SEGUIMIENTO.

Antes de iniciar el tratamiento se hace una revision meticulosa del paciente; con
distintas pruebas y basidndose en escalas se evaltan la fuerza muscular, el rango de
movimientos de las articulaciones y se realizan pruebas de respuesta motora con
medicion de tiempo, escalas de funcion motora y actividades de la vida diaria.

Es imprescindible la reeducacion de todo el nacleo familiar, el soporte psicologico y la
adecuacion fisica del entorno que rodea al paciente.

1.7.2. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO (Bushby et al., 2010).

1.7.2.1. CORTICOSTEROIDES.

La corticoterapia prolonga la supervivencia y mejora la calidad de vida de los pacientes
con DMDB (Houde et al., 2008; Manzur et al., 2008).

La PREDNISONA estabiliza las membranas celulares y de ahi su efecto
antiinflamatorio en estos casos. La dosis habitual es de entre 0.75 y 1.5 mg/kg/dia;
actualmente se inicia la terapia con 0.75 mg/kg/dia y después de 3 meses se instaura
una dosis de mantenimiento que oscila entre los 0.5-0.6 mg/kg/dia que se puede
mantener durante 3 afios mas. En algunas ocasiones esta medicacion se usa en dias
alternos.

Se ha demostrado que la terapia con corticoides prolonga la deambulacion de los
pacientes durante 2 afios mas. Sin embargo los efectos secundarios incluyen el aumento
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de peso, hipertension, cambios de comportamiento, retardo de crecimiento, aspecto
cushingoide y cataratas.

El DEFLAZACORT, derivado sintético de la prednisolona, se usa en Europa pero no
esta disponible en Estados Unidos; parece tener menos efectos secundarios que la
prednisona sobre todo en relacion a la ganancia de peso, teniendo ambos farmacos un
efecto similar en la deceleracion de la degeneracion muscular. La dosis de deflazacort
mas efectiva es la de 0.9 mg/kg/dia y se considera como de primera eleccion por
presentar menos efectos secundarios con respecto al aumento de peso.

INICIO Y DURACION DEL TRATAMIENTO: se recomienda el inicio con dosis bajas
de corticoides al diagndstico de la enfermedad, aunque no esta totalmente aclarada su
eficacia tan tempranamente. De modo habitual se indica el tratamiento en pacientes
entre 5y 15 afos.

A los niflos con DMD mayores de 5 afos se les debe ofertar el tratamiento con
prednisona hasta que se aprecie empeoramiento o estabilizacion de los sintomas
motores. Hay que considerar el equilibrio entre beneficios y efectos secundarios para
cada paciente.

La eficiencia del tratamiento con corticoides se mide con test periddicos de funcion
muscular, de funcion pulmonar y una evaluacion anual de la capacidad de
deambulacion. Ademas ha de evaluarse la aparicion de efectos secundarios (aumento
de peso, sindrome de Cushing, estatura corta, retardo del crecimiento y aumento de la
frecuencia de fracturas...).

La dosis optima de corticosteroides debe mantenerse mientras los efectos
secundarios detectados no sean muy severos. La dosificacion se puede ir
modificando en funcién de la evolucion clinica del paciente y su respuesta
terapéutica.
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1.7.2.2. OTROS FARMACOS.

Por consenso, se recomienda s6lo el uso de corticoterapia en DMDB pero esta
extendido el uso de otros fArmacos de los que no existe evidencia suficiente como para
ser recomendados. Entre estos se encuentran la toxina botulinica para las contracturas,
creatina, carnitina, aminoacidos, co-enzima Q10, extractos herbales,...

1.7.3. REHABILITACION.

La rehabilitacion va encaminada a la prevenciéon de contracturas musculares y
articulares, el mantenimiento de la potencia muscular en la medida de lo posible y evitar
la aparicion de alteraciones en el raquis. En cada fase del proceso se tomaran una serie
de programas de ejercicio que se recomienda realizar de 4 a 6 veces por semana.

En estadios avanzados, los ejercicios se complementan con ortesis, cirugia de
correccion y silla de ruedas cuando el paciente pierde la capacidad de deambulacion.

1.7.4. TRATAMIENTO DE COMPLICACIONES CARDIACAS.

En pacientes afectados de DMDB es recomendable la evaluacion de la funcion cardiaca
en el momento del diagndstico o a la edad de 6 afos, mediante electrocardiografia,
ecocardiografia y/o Resonancia Magnética Nuclear cardiaca. En varones en los que se
ha diagnosticado tempranamente miocardiopatia puede producirse remodelado
ventricular, Jefferies (Jefferies et al., 2005) estudié una serie de pacientes de DMDB
con edad media de 15 afos, cuando se detectdé miocardiopatia dilatada se inicid
tratamiento con un IECA; si en el control a los 3 meses del inicio del tratamiento no se
aprecio mejoria, se afiadié un B-bloqueante que consiguio evitar y hacer regresar en un
porcentaje alto de los casos la alteracion cardiaca (66%) y detuvo la evolucion del
cuadro en otros (8%), en un 26% de los casos este tratamiento carecié de efecto.

No esta totalmente claro si este tratamiento hace regresar la miocardiopatia o sélo
enmascara las manifestaciones de la misma (Duboc et al., 2005103). La mayoria de
especialistas tratan a sus pacientes con IECA y/o B bloqueantes. En casos de fracaso
cardiaco también se incluyen tratamientos con diuréticos y digoxina. Se ofrece el
trasplante cardiaco a pacientes con miocardiopatia dilatada severa y DMB con pocas
manifestaciones clinicas de enfermedad muscular.
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1.7.5. EVALUACION Y SOPORTE PSICO-SOCIAL.

El diagnostico de un paciente con DMDB altera el los habitos de vida familiares y
relacionales del grupo familiar, por lo que es imprescindible una adecuada evaluacion
psicologica y asesoramiento por parte de especialistas entrenados en el manejo de
pacientes y sus familiares. Hay, por tanto una serie de intervenciones psico-sociales
recomendables en los pacientes afectados y sus familiares: entrenamiento paterno,
terapia individual, terapias de familia, terapias de grupo, andlisis dirigidos de conducta,
terapia con antidepresivos, estabilizadores del animo y estimulantes e intervenciones
para la mejor interaccion social. Todas ellas van encaminadas a promocionar el
bienestar del paciente y sus familiares, y favorecer la independencia y el autocuidado en
la medida de lo posible.
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1.8. NUEVAS TERAPIAS EN DMDB.

A pesar de que actualmente el tratamiento de la DMDB es meramente sintomatico la
esperanza de vida se ha incrementado desde 14.4 afios en 1960 a 25.3 afios en 1990
(Eagle et al., 2002) y en algunos pacientes la supervivencia se prolonga hasta los 40
anos.

Las terapias ain en fase experimental que pretenden la restauracion de la distrofina
ausente estan focalizadas en dos tratamientos basados en técnicas de Medicina
Personalizada, en las que el tratamiento se aplica en funcién de la mutacion especifica
detectada.

El tratamiento con salto de exdén es especialmente prometedor, recientemente se ha
iniciado un ensayo de fase III con 180 pacientes de 10 paises diferentes. Este
tratamiento se basa en la manipulacion de la maquinaria de splicing con
oligonucleotidos sin sentido (AON) de modo que uno o mas exones se salten con el
objetivo de restaurar el marco de lectura y se sintetice una proteina lo mas parecida
posible a la distrofina y que produzca un fenotipo medio de la enfermedad (Goemans et
al., 2011).

Otros estudios y ensayos terapéuticos que se estan realizando en la actualidad son
farmacos estabilizadores de membranas (Drisapersen, PRO044 y PRO045,
Eterlipsen,...), firmacos que actian sobre la inflamacion y la fibrosis (HGT4510, IGF-1
Increlex, SARM,...), farmacos que mejoran el flujo sanguineo (Tadafil,
Isosorbide+Ibuprofeno), Farmacos que mejoran la funcién cardiaca (Idebenona Catena,
Lisinopril, Eplerone, Carvedilol,...).
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2. RESUMEN, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

El 1 de diciembre de 1999 se aprobd el primer Plan de Accion Comunitaria sobre las
Enfermedades poco comunes, incluidas las de origen genético. Este programa establecio
la definiciéon de enfermedad rara para todas aquellas cuya cifra de prevalencia se
encontraba por debajo de la cifra de 5 casos por cada 10.000 personas en la Comunidad
Europea. Sin embargo, esta definicion cambia para otros paises y asi en los EEUU se
utiliza una cifra global de casos (menos de 200.000 casos para todo el pais). Otros
paises prefieren utilizar una definicion mas restrictiva como menos de 4 casos por cada
10.000 en Japon o incluso menos de 2 casos por 10.000 habitantes; a pesar de que la
Union Europea marcé esta definicion para todo su territorio, muchos paises, sobre todo
el Reino Unido, Dinamarca y Suecia mantienen criterios diferentes. EIl Comunicado de
la Comision emitido a finales de 2007, recomienda entre muchas de las acciones,
utilizar una tnica definicion para toda la Unién Europea, evitando asi desigualdades de

actuacion en la provision de los servicios sanitarios.

La Unién Europea también incluye en esta definicion las condiciones raras (evolucion o
fenotipo diferente) de enfermedades no raras y afiade un aspecto no ligado a la cifra de
prevalencia, consistente en que tanto si es una enfermedad como una condicion, debe
tener un alto impacto en la mortalidad y/o producir graves deficiencias en la persona

afectada.

Las ultimas estimaciones acerca del porcentaje de enfermedades genéticas incluidas
bajo esta definicion informan de que al menos un 75% de las enfermedades raras
tendrian este origen. La DMDB es considerada como una enfermedad rara, actualmente

se estima que la prevalencia es de 5 por cada 100000 habitantes.

Las distrofias musculares de Duchenne y Becker (DMDB) son las entidades clinicas de
origen genético mas frecuentes entre las denominadas distrofinopatias, que se producen
por alteraciones de la proteina distrofina esencial para la interaccion entre el
citoesqueleto de la fibra muscular y la matriz extracelular. Son entidades clinicas
caracterizadas por el devastamiento fisico y mental que producen en los afectados y su
caracter hereditario. Es de vital importancia dilucidar en los estudios familiares la
mutacion causante de la patologia y el mecanismo de transmision con el objeto de
realizar un adecuado consejo genético en cada caso. Las mujeres portadoras, transmiten

la mutacion a su descendencia con una probabilidad del 50%.
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Desde el punto de vista socio-sanitario el diagnostico y tratamiento de una “enfermedad
rara” supone cerca del 20% de los ingresos anuales de una familia afectada, y estos
gastos se reparten entre la adquisicion de medicamentos y otros productos sanitarios
(50%), el tratamiento médico (43%), las ayudas técnicas y de ortopedia (30%), el
transporte adaptado (27%), la asistencia personal (23%) y la adaptacion de la vivienda
(9%). Se estima que el coste que pacientes y familiares deben afrontar en la DMDB es
de 94171 €, siendo esta cifra muy superior a las estimadas para otras enfermedades raras
como el Sindrome de X Fragil (59824 €), el Sindrome de Prader Willi (57772€), la
Fibrosis Quistica (37343€), la Histiocitosis (30537€), la esclerodermia (18288€), la
Epidermolisis Bullosa (33903€) y la hemofilia (19746€) (Lopez J et al., 2012).

El gen responsable de la enfermedad se localiza en el brazo corto del cromosoma X
(Xp21), tiene un tamafio de 2.4 Mb y esté integrado por un total de 79 exones. Es una
enfermedad con transmision ligada al cromosoma X, por tanto esta patologia afecta a
los varones, mientras que las mujeres son portadoras y transmisoras (patron de herencia
recesivo ligado a sexo). La incidencia en los distintos estudios es de 1:3500 en caso de
Duchenne y 1:18000 en caso de Becker de entre todos los recién nacidos vivos varones.
En 2014 Mah (Mah et al., 2014) realiza un andlisis de los datos de prevalencia de
DMDB (4.78 y 1.53 por 100000 para DMD y DMB respectivamente), concluyendo que
no se pudo realizar un analisis de la incidencia de la misma por la escasez y disparidad
de datos obtenidos. Estudios sobre la incidencia en Espafia y, en especial, en Andalucia
siguen siendo una asignatura pendiente; por lo que los datos que actualmente se siguen
manejando corresponden a los obtenidos por Emery en 1991 (Emery AE, 1991). Los
datos recogidos en Orphanet en 2014 estiman la prevalencia mundial en 5 por 100000

para DMD, no hay datos para DMB.

Se han descrito en la literatura 4000 variaciones conocidas del gen DMD. La mayoria
de las mutaciones identificadas son deleciones (65-85%), duplicaciones (5-10%) o
mutaciones puntuales (25-30%) @3:6:D entre las que se incluyen deleciones de pequefio
tamafio, inserciones y mutaciones puntuales. Las deleciones se producen con mayor
probabilidad en dos zonas exonicas conocidas como “zonas calientes”: la comprendida
entre los exones 44 al 53 y, en segundo lugar, la comprendida entre los exones 2 al 20.

Desde el afio 1987 se conoce que la mayoria de las mutaciones causantes de la
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enfermedad de Duchenne se localizan, no de forma aleatoria, sino en 18 regiones
preferentes del gen. El andlisis de estas regiones usando distintos métodos (southern-
blot, PCR cuantitativa, Multiplex Amplificable Probe Hybrydisation -MAPH- o
hibridacion in situ fluorescente) permite detectar alteraciones en solo un 20-30% de los
79 exones del gen DMD. El desarrollo reciente de la Multiplex Ligation dependent
Probe Amplification (MLPA), técnica mas empleada para el estudio de casos indice y
de portadoras, permite la deteccion de deleciones y duplicaciones en todos los exones
del gen DMD. Sin embargo, es importante confirmar la delecion de un Unico exén
porque pueden existir mutaciones de pequeio tamafio (polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP’s), mutaciones puntuales) que pueden originar un falso positivo para la

delecion usando la técnica de MLPA.

Haldane en 1935 afirma que un tercio de los pacientes afectados de DMD/DMB lo son
por mutaciones de novo esporddicas en familia sin historia previa y esta proporcion
depende del sexo del paciente. Es crucial determinar si la mutacion de un paciente es de
novo o ha sido heredada de su madre para ofrecer el asesoramiento genético adecuado

en cada caso.
De acuerdo con lo anteriormente expuesto nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Evaluar la eficacia de la tecnologia Multiplex Ligation Probe Amplification en la
deteccion de deleciones y duplicaciones del gen de la distrofina en el diagndstico
molecular de varones afectados y de mujeres portadoras de Distrofia Muscular de

Duchenne Becker.

2. Determinar la incidencia de Distrofia Muscular de Duchenne Becker en Andalucia
debido a la falta de datos existentes a este respecto, por su importancia en los costes
socio-sanitarios de esta enfermedad basados en los datos recopilados en este trabajo

desde 2005 a 2013.

3. Diagnosticar y establecer el porcentaje de varones afectados por mutaciones de novo
en el gen DMD ya que su conocimiento supone un dato fundamental en relacion a un

adecuado asesoramiento genético.
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3. MATERIAL Y METODOS.

3.1. POBLACION DE ESTUDIO.

En el presente trabajo se han estudiado un total de 186 muestras de sangre
periférica de pacientes, extraidas por venopuncién en tubo anticoagulado con EDTA
(acido etilendiamonotetracético) entre Febrero de 2005 y Mayo de 2013. También se
han estudiado 4 vellosidades coriales obtenidas mediante técnica invasiva de mujeres
gestantes con feto varon, portadoras y previamente diagnosticadas de mutaciones en el
gen DMD. Los pacientes provienen de los Servicios de Neuropediatria y de Neurologia
de hospitales de Huelva, Malaga, Jaén, Almeria y Granada. Las muestras han sido
procesadas y analizadas en el Servicio de Genética de la Unidad de Gestion Clinica de

Laboratorio del Hospital Universitario San Cecilio-Granada.

Los varones estudiados incluyen pacientes de fenotipo variable y con datos
clinicos, bioquimicos, electromiograficos o anatomopatoldgicos de sospecha de DMDB.

Los hallazgos clinicos en estos pacientes incluyen:
» Alteraciones en desarrollo motor.
* Aumento de enzima creatin kinasa (CK).
* Aumento injustificado de transaminasas.
» Caidas frecuentes.

* Antecedentes familiares de distrofia en pacientes varones asintomaticos
(hijos de madres portadoras de mutaciones del gen DMD o familiares de

pacientes con diagnostico molecular o clinico de distrofia).

» Patron electromiografico compatible con distrofia.

Las mujeres estudiadas en este trabajo incluyen:

» Familiares de hasta tercer grado de pacientes con diagndstico molecular de

distrofia.
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* Mujeres con alteraciones motoras.
* Mujeres con aumento injustificado de CK.
* Mujeres con hipertransaminasemia injustificada.

* Mujeres con antecedentes familiares en varones de distrofia sin diagndstico

molecular previo en la familia.

Los estudios se han realizado segun las guias de actuacion de la Declaracion de
Helsinki en cuanto a consideraciones éticas y todos los pacientes o sus representantes
legales, en caso de minoria de edad, han firmado consentimiento informado para
realizacion de estudios genéticos segln el “Procedimiento de consentimiento informado
de la Junta de Andalucia”. En cuanto a la obtencion de muestras mediante realizacion de

técnicas invasivas en gestantes se ha seguido igual protocolo.
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3.2. TECNICA INVASIVA: BIOPSIA DE VELLOSIDAD CORIAL.

En la consulta de Asesoramiento Genético Prenatal se evalua a pacientes gestantes con
alteraciones moleculares previamente diagnosticadas. En este caso, tanto el Genetista
como el Obstetra informan a la paciente de la técnica que se va a emplear para la
obtencion de la muestra, qué se pretende diagnosticar y las complicaciones asociadas a
la técnica de extraccion. La realizacion de una técnica invasiva y un estudio molecular
precisa que se adjunte un volante de solicitud de estudio de mutaciones del gen DMD
debidamente cumplimentado, una breve historia clinica en la que se detalle la alteracion
molecular a detectar y un consentimiento informado. En el caso de que la gestante
presente Rh negativo, se administra una dosis de inmunoglobulina anti-D para evitar

complicaciones derivadas de incompatibilidad Rh.

El lugar de puncion se identifica mediante la realizacion de una ecografia
transabdominal. Se limpia la zona de puncién con gasa impregnada en alcohol
antiséptico y se inyecta anestesia local. Se extraen varias vellosidades coriales que se
examinan en placa de Petri para eliminar cualquier posible resto de tejido materno que
pudiera contaminar la muestra, se vierte en tubo estéril de 20 ml de fondo conico con
medio de transporte RPMI (medio Roswell Park Memorial Institute) facilitado por el

laboratorio.

Una vez realizada la extraccion, se realiza un control ecografico para comprobar la

ausencia de complicaciones inmediatas derivadas de la técnica.

La muestra se envia de modo inmediato al laboratorio de Biologia Molecular. Si el
envio no es posible antes de las 24 horas siguientes, la muestra se conserva a
temperatura entre 2-10°C (nunca congelada) protegida de la luz solar y no se debe

demorar el envio mas de 72 horas.
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3.3. FASE PREANALITICA: RECEPCION Y REGISTRO DE LAS MUESTRAS.

En la Unidad de Genética se recepcionan las muestras acompafiadas de la solicitud y el
consentimiento informado correspondiente. Las muestras se registran en el sistema
informatico OMEGA 3000 y se digitalizan los documentos acompanantes (volante de
solicitud, consentimiento informado e historia clinica resumida). Se garantiza la
proteccion de datos y archivos de acuerdo con la Ley Oficial de Proteccién de Datos

(LOPD).
Se siguen los siguientes pasos:

* Se comprueba la correspondencia de la solicitud de analisis molecular con la
muestra recibida y los datos del paciente. La identificacion del paciente se
realiza siempre que es posible mediante el NUSHA (niimero unico de

historia de salud de Andalucia).

* Se comprueba que el documento de consentimiento informado estéd

correctamente datado y firmado.

* Se identifica cada una de las muestras con un numero de registro

personalizado para el laboratorio de genética.

* Se comprueba la idoneidad de la muestra y, en el caso de presentar algun
criterio de rechazo, se contacta con el servicio solicitante y se recomienda la
extraccion y el envio de una nueva muestra, dejando constancia de tal
circunstancia en el registro de incidencias analiticas del Laboratorio de

Biologia Molecular.
* (Causas de rechazo de las muestras:
» Identificacion inadecuada del paciente.
* Ausencia de consentimiento informado.
* Contenedor de muestra inadecuado.
» Transporte inadecuado.

* Contenedor de muestra alterado o manipulado.
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* En el caso de tratarse de estudios en biopsia de vellosidad corial la
presencia de restos deciduales maternos puede constituir motivo de

rechazo.
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3.4. FASE ANALITICA.

3.4.1. PREPARACION DE MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA PARA
LA EXTRACCION DEL ADN.

El ADN para el analisis genético se extrae de leucocitos de sangre periférica obtenida
mediante venopuncion y colectada en tubo anticoagulado con EDTA (figura 7). Previo
al proceso de extraccion, se realiza la homogenizacion de la muestra mediante agitacion

suave durante 20 minutos.

Figura 7. Tubo EDTA empleado para la muestra de sangre periférica que se emplea para la
extraccion de ADN.

3.4.2. PREPARACION DE MUESTRAS DE VELLOSIDAD CORIAL PARA
LA EXTRACCION DE ADN.

El ADN genomico se extrae a partir de 3-5 gr de vellosidad corial limpia (figura 8), con
una pipeta Pasteur estéril se coge una pequeia cantidad de tejido y se traspasa a un tubo
eppendorf de 2.5 ml; esta porcion de tejido fetal requiere digestion previa a la

extraccion de ADN.
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Figura 8. Tubo estéril para transporte de vellosidades coriales empleadas para estudios prenatales.

Protocolo de Digestién de Vellosidades Coriales:

- De la muestra de vellosidad corial, con pipeta Pasteur estéril y en un tubo de
1.5 ml se ponen una o dos vellosidades limpias, sin restos hematicos ni medio de

transporte.

- Al tubo se afiaden 180 pL de buffer ATL (Animal Tissue Lysis) y 20 pL de

Proteinasa K junto a las vellosidades.

- Se cierra adecuadamente el tubo para evitar contaminacion y se aplica vortex

suave para homogeneizar la mezcla.

- Se coloca el tubo en la estufa de incubacion a 56°C durante, al menos, 8 horas.
Una vez terminada la digestion, se comprueba que el producto de la digestion de las
vellosidades esta limpio y no presenta restos tisulares, el producto resultante se emplea

para realizar la extraccion de ADN.
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3.4.3. EXTRACCION DEL ADN DE LAS MUESTRAS DE SANGRE
TOTAL Y VELLOSIDAD CORIAL.

Para realizar la extraccion de ADN se usa el extractor automatico QIAcube® (figura 9),
que es una metodologia rapida y de resultados inmediatos completamente automatizada.
Una vez preparadas las muestras se procede a la extraccion de ADN gendmico segun el
protocolo del extractor automatico. En estos casos, se emplea el mismo protocolo de

extraccion para muestras sanguineas y muestras de vellosidad corial.

{ |

| &

Figura 9. Imagen del QlAcube® para la extraccion automatica de ADN.

Se identifican cada uno de los tubos y elementos que se van a usar durante el
procedimiento con el numero de muestra a la que se le va a realizar la extraccion: tubo
de 2.5 ml, tubo de 2 ml con tapdén de rosca, tubo de 1.5 ml y columna de QIAgen. Todos
estos elementos forman parte de unos adaptadores especiales (uno por muestra) para el
rotor de QIAcube. Se requiere ademas un tubo eppendorf de 2.5 ml con la cantidad de

proteasa necesaria segin las muestras que se procesen (figura 10).
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Tuabo eppendorf Tuabo de 2 ml con Tabo eppendorf Coluomna Qiagen:
de2.5 ml (tubo de tapon de rosca: se de 1.5 ml: contiene secolocaen la
recogida): se vierten 200 pl de la la proteasa posicion 1 del
colocaen la nmuestra necesaria segin el adaptador del rotor
posicion 3 del (sangre/vellosidad n° de nmestras
adaptador del rotor corial)

Figura 10. Material desechable necesario para la extraccion de ADN de sangre periférica y
vellosidad corial.

Tabla 4. Cantidades de proteasa necesarias para la extraccion de ADN segun el nimero de
muestras a procesar.

Ndmero de Volumen de NUmero de Volumen de
muestras Proteasa (pL) muestras Proteasa (uL)
2 68 7 176
3 90 8 198
4 111 9 219
5 133 10 241
6 155 12 284

En el tubo de 2 ml con tapon de rosca se afiaden 200 pL de cada una de las muestras

(sangre total o producto de digestion de la vellosidad corial).

Los tubos de recogida (2.5 ml) y columnas de centrifugacion se colocan en las
posiciones correctas en cada adaptador del rotor (figura 11) tal y como se describe en el

protocolo. La tapa de la columna de centrifugacion y la del tubo de coleccién se insertan
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en las ranuras del borde del adaptador. Para facilidad de uso y alta seguridad del
proceso, los adaptadores del rotor solo pueden encajar en los cubos de la centrifuga del
QIAcube en una posicion. El tubo con la proteasa se coloca en el extractor en la
posicion A, y la tapa del tubo se introduce en la ranura correspondiente. Se comprueban
los niveles de buffers (buffer ATL, buffer AE, buffer AW1, buffer AW2 y alcohol)
(figuras 12, 13 y 14). Cada vez que se procesa una tanda de muestras se cambia el agua
desionizada estéril autoclavada. Se colocan protectores de salpicaduras de silicona en la
parte superior del bastidor agitador para prevenir la contaminacion cruzada y dos

bastidores de puntas estériles en la mesa de trabajo: puntas de 200 y 1000 pl.

Figura 11. Imagen y esquema del adaptador para el rotor de QlAcube®. En la posicion 1 indicada
en la figura esquematica se coloca la columna con filtro, en la posicién 3 se coloca el tubo que
contendrd el eluido de ADN.
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Figura 12. Zona de trabajo de QlAcube® en la que se muestran la disposicién de los distintos
elementos que se usan en la extraccion automatizada de ADN.
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Figura 13. Esquema de colocacién de muestras en el area de trabajo (rotor y gradilla de muestras)
de QlAcube®.
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Figura 14. Rotor orbital con cubas de centrifuga donde se colocan los adaptadores.

Se selecciona el protocolo de trabajo “dna 200 pL elution” en la pantalla de

QIAcube® siguiendo las instrucciones que en cada momento va marcando.

La extraccion de ADN con el extractor automatico sigue los mismos pasos que en un
procedimiento manual: lisis, lisado, lavado y eluido. Las muestras se someten a lisis en
el agitador orbital que se calienta durante el proceso. Cada lisado se transfiere a una
columna de centrifugado en el rotor adaptador correspondiente. El lisado se lava
previamente, se transfiere a la posicion media del adaptador. Los acidos nucleicos se
unen a la membrana de silice o resina de purificacion de la columna de centrifugado y
se lavan eliminando posibles contaminantes. La columna de centrifugacion se transfiere

a un tubo de recogida para la elucidn de los 4cidos nucleicos purificados.

3.4.3.1. Valoracidn de la concentracion y la pureza del ADN extraido.

Una vez realizada la extraccion de ADN se determina la concentracion del mismo en
cada eluido y su pureza para garantizar la calidad del andlisis posterior; los protocolos
de trabajo para MLPA recomiendan una concentracion de ADN superior a 20 ng/uL.
Las concentraciones de ADN de las muestras se determinan mediante

espectrofotometria con analizador NanoDrop 2000 Spectrophotometer® (figura 15).
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Figura 15. Espectrofotometro NanoDrop 2000 Spectrophotometer®.

La cuantificacion de ADN se realiza midiendo la absorbancia (A) a una longitud de
onda de 260 nm, una unidad de absorbancia equivale, aproximadamente, a 50 ng/uL de
ADN de doble hebra. Para determinar la pureza del ADN se calcula la relacion entre la
absorbancia a 260 nm y la absorbancia a 280 nm (Aj¢0/Azs0) que debe estar entre 1.7 y
1.9, si este cociente fuera menor indica contaminacion por proteinas no ADN y habria

que realizar un proceso de purificacion o realizar una nueva extraccion.
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3.5. MULTIPLEX LIGATION PROBE AMPLIFICATION (MLPA): ANALISIS DE
LAS MUTACIONES EN EL GEN DE LA DISTROFINA.

3.5.1. FUNDAMENTO DE LA TECNICA.

La MLPA (figura 16) es una técnica descrita por Schouten en 2002 (Schouten et al.,
2002), fundamentada en un procedimiento de cuantificacion relativa en una reaccion de
PCR multiple. Se usa para determinar el nimero de copias de 50 secuencias de ADN en
una sola carrera multiplex. Cada reaccion de MLPA resulta de la combinacion de una
unica PCR de amplificacion de fragmentos entre 64 y 500 nucleétidos de longitud

tipificados y cuantificados mediante electroforesis capilar.

La técnica se basa en el uso de dos sondas de oligonucleotidos; si la sonda secuencia
diana esté presente en la muestra, las dos sondas de oligonucledtidos hibridan proximas
la una a la otra. Los oligonucledtidos hibridados se unen mediante la accion de enzimas
ligasas termoestables. El producto de ligamiento se amplifica por PCR (reaccion que
permite incluso la amplificacion de un solo par de sondas). El producto del amplificado
(130-490 nucledtidos) se analiza mediante electroforesis capilar; se obtiene un
electroforegrama caracteristico en el que cada pico obtenido representa el producto
amplificado correspondiente a cada exdn. Las dreas para cada pico cuantifican la

cantidad de producto de PCR obtenido para cada sonda.

Las alteraciones detectables mediante MLPA hacen referencia a variaciones relativas
producto de la comparacion de los datos obtenidos para la muestra problema con los
datos de las muestras de control por lo que las condiciones de anélisis en ambos tipos
de muestras tienen que ser idénticas y cada vez que se realiza el andlisis de mutaciones
mediante esta técnica, junto a las muestras problema se analizan tres muestras control de

individuos sanos no afectados de mutacién previamente seleccionados.

El andlisis final de los fragmentos obtenidos tras la PCR se realiza en un equipo de

electroforesis capilar.
La MLPA es una técnica de andlisis que permite de modo general:
» Detectar cambios en el nimero de copias.

» Determinar el estado de metilacion de regiones de promotores y marcadores.
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* Cuantificar de modo relativo el ARN mensajero.

* Detectar nuevas mutaciones puntuales y SNP’s (polimorfismos de un solo

nucleotido, discriminacion de secuencias que difieren en un solo nucleétido).

La técnica de MLPA presenta limitaciones para el diagnostico de DMDB en el caso de
pacientes afectados de una sola mutacidon puntual en un exén: un cambio puntual de
nucledtido impide que se produzca la hibridacion de la sonda complementaria en el
exon donde se sitia el cambio por lo que no se obtendria amplificacion para ese exon y
puede parecer que estamos ante la delecion de un exon, en estos casos en los que se
diagnostica la delecion de un solo exdn es necesario realizar pruebas confirmatorias
mediante otros métodos de analisis, en nuestro caso esta confirmacion se realizd

mediante gel de electroforesis horizontal (agarosa).

1 y 2: Desnaturalizacion ¢ Hibridacion

Primer de PCR Enci
Primer de PCR (secuencia Y) j © (secuencia X)
Sondas de Hibridacién
5; 2 3 > 3
;
3 Blanco A BlancoB 7
3:Ligamiento
X
Y X Y
St Sl Ligasa temocstable
3 Blanco A Blanco B 5

4:PCR, todoslos productos de ligamiento son amplificados por PCR usando s6lo un par de primers

5: Andlisis de los fragmentos obtenidos mediante electroforesis capilar

Figura 16. Esquema resumen de la reaccion MLPA.
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3.5.2. MATERIAL REQUERIDO PARA REALIZAR LA TECNICA MLPA.

El material necesario para realizar la técnica MLPA es el siguiente:

» Termociclador de tapa caliente (99-105°C), GeneAmp PCR system 2400®-
Applied Biosystems.

* Equipo de electroforesis capilar, ABI PRISM® 310 de Applied Biosystem.
e Tubos de 200 pL para PCR (MicroAmp® Applied Biosystems).
* Equipamiento estandar de laboratorio.

* Kit de MRC Holland®.

3.5.3. SELECCION DE MUESTRAS DE CONTROL.

Los calculos derivados de la reaccion de MLPA requiere la elaboracién de tablas de
normalizacién de las muestras analizadas. Para que estas tablas de calculo sean
verdaderamente informativas los datos que se usan para la comparacion tienen que tener
condiciones idénticas de andlisis ya que la variabilidad entre ensayos es, para MLPA,
bastante notable. En cada reaccion se realiza el analisis de las muestras problema junto
con tres muestras de pacientes controles sanos. La normalizacion requiere la
comparacion intramuestral e intermuestral de las areas obtenidas para cada pico en

muestra y controles.

También se emplean dos muestras negativas, sin ADN, para control de la reaccion de

MLPA.

3.5.4.KIT MLPA MRC HOLLAND®.

Para el andlisis de las muestras se he empleado tecnologia de MRC Holland (MS-

MLPA protocol version MSP-003; ultima actualizacion: 23-01-2012).
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Tabla 5. Contenido del kit SALSA® MLPA de MRC Holland empleado en el anélisis.

Componentes Volumen Ingredientes
SALSA MLPA Buffer 180 uL KCl, Tris-HCI, EDTA y PEG-6000; pH 8.5
SALSA Ligasa-65 115 uL Glicerol, BRIJ  (0.05%), EDTA, -

mercaptoetanol (0.1%), KCI, Tris- HCI; pH 7.5.

Enzima Ligasa-65 (origen bacteriano)

Buffer Ligasa A 360 uL NAD (origen bacteriano); pH 3.5

Buffer Ligasa B 360 uL Tris-HCI, detergentes no ionicos, MgCl,; pH
8.5

SALSA PCR primer mix 240 uL Oligonucleotidos sintéticos, uno de los cuales se

marca con fluor6foro FAM, dNTP’s, Tris-HCI,
KCl, EDTA, BRIJ (0.04%); pH 8.0

SALSA Polimerasa 65 pL Glicerol, BRI (0.5%), EDTA, DTT (0.1%),
KCl, Tris-HCI, enzima Polimerasa (origen
bacteriano); pH 8.0

Probemix 160 pL Oligonucledtidos sintéticos, oligonucleotidos

purificados por bacterias, Tris-HCI, EDta; pH

8.0
SALSA PCR Buffer 480 uL Tris-HC, KCIl, detergentes no ionicos, Trizma,
MgCl,; pH 8.5
SALSA Enzyme Dilution 2x240 pL Tris-HCI, KCI1, EDTA, detergente no ioénico; pH
Buffer 8.5

Todos los componentes deben conservarse entre -25 y -15°C, protegidos de la luz en el envase original

Las sondas MRC Holland estan caracterizadas como P034 (Salsa MLPA P034-A3
DMD®) y P035 (Salsa MLPA P035-A3 DMD®) de la casa comercial MCR Holland,
ambas contienen sondas para cada uno de los 79 exones que forman parte del gen de la
distrofina en el brazo corto del cromosoma 21. Ademas, lleva incluida una sonda
especifica para un promotor tisular del gen, el DP427c (es el promotor para una

isoforma de la distrofina que se localiza a nivel cerebral).

La mezcla P034 contiene 45 sondas diferentes con productos de amplificado entre 129 y
490 nucleoétidos, asi como 10 fragmentos de control que generan la amplificacion de
productos de menos de 120 nucledtidos de tamafio. Entre los fragmentos de control se
incluyen dos (de 105 y 118 nucleotidos de longitud respectivamente) que son sondas

especificas para el cromosoma Y.
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La mezcla PO35 contiene 45 sondas diferentes con productos de amplificado entre 129 y
490 nucledtidos, y 9 fragmentos de control que generan la amplificacion de productos
de tamafio inferior a 120 nucleotidos. Entre los fragmentos control se incluye uno (105
nucleétidos de longitud) especifico para el cromosoma Y. Incluye los oligonucledtidos

necesarios para el analisis de los exones

Las 80 sondas se han dividido en dos “probemix” (mezcla de sondas): P034 y P035,
entre las dos comprenden la totalidad de exones del gen DMD y permiten la deteccion
tanto de pérdidas (delecion) como de ganancias (duplicacion) de material genético de
uno o mas exones. La delecion de exdn en un vardn se muestra como total ausencia de
amplificacion de la sonda para dicho exén en la reaccion (no hay hibridacion posible) y
no aparece el pico de area correspondiente en el electroforegrama tras la secuenciacion;
en mujeres heterozigotas se produce una reduccion en la sefial de la sonda en el

electroforegrama de entre el 35 y el 50% de la sefal normal.

3.5.5. PROCEDIMIENTO PARA LA DETECCION DE DELECIONES Y
DUPLICACIONES DEL GEN DMD.

Se lleva a cabo en cuatro pasos: desnaturalizacion, hibridacion, ligado, PCR y andlisis
de fragmentos por electroforesis capilar.

3.5.5.1. DESNATURALIZACION.

* Se desnaturalizan las muestras de ADN problema y ADN controles con los que

se va a trabajar. Por cada muestra, es necesario preparar dos tubos de PCR.

* Se numeran dos tubos de 200 puL por muestra que se usaran para la PCR, cada
uno de ellos con el nimero de identificacion de la muestra y el subindice 4
correspondiente a las sondas de P034 y el otro con la identificacion de la
muestra y el subindice 5 correspondiente a las sondas de P035; se realiza el
mismo proceso de tubo doble para los tres controles sanos y el control negativo

que no contiene ADN.

* Se requieren 50 ng de ADN para la reaccion de PCR. Teniendo en cuenta el
calculo de la concentracion de ADN para cada muestra se ajusta el volumen
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necesario para cada una de ellas, en general no conviene usar mas de 5 pL de
muestra en los tubos de PCR para no saturar ni salinizar el medio (puede afectar
al proceso de PCR). El control negativo (no contiene ADN) se prepara con 5 pL

de agua desionizada estéril.

Se introducen los tubos de PCR etiquetados en el termociclador y se realiza un
programa de DESNATURALIZACION: se calientan los tubos a 98°C durante 5

minutos.

3.5.5.2. HIBRIDACION.

Para la reaccion de hibridacion se emplean MLPA buffer y Probemix

Se preparan los reactivos MLPA Buffer y Probemix necesarios, se mantienen en
un recipiente con hielo mientras se usan, se aplica vortex antes de usar cada uno
de ellos, y una vez usados se vuelven a almacenar protegidos de la luz entre -15

y -25°C.

Se preparan dos master mix de hibridacion (carrera 4 y carrera 5) en hielo, en

tubos de 1.5 ml.
* Master mix 4:
* Sonda P034 (Probemix).....1.5 pL por muestra
* MLPA buffer....... 1.5 uL por muestra
* Master mix 5:
* Sonda P035 (Probemix).....1.5 uL por muestra
« MLPA Buffer....... 1.5 pL por muestra

En el termociclador se mantienen los tubos a 25°C durante 5 minutos, y cuando
quedan 10 segundos para terminar el programa se pausa la reaccidon y se afiaden
3 uL de master mix a cada tubo de PCR. Se dejan las muestras hibridando de 16
a 20 horas a 60°C.
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3.5.5.3. LIGADO.

* Para el ligado se emplean Ligasa 65, polimerasa, buffer ligasa A y buffer ligasa
B del kit. La ligasa 65 y la polimerasa deben permanecer en hielo una hora

previa a su uso. Hay que aplicar vortex a buffer ligasa A y B antes de usarlos.
* Enun tubo se prepara la master mix de ligado que contiene, por muestra:
* 3 uL de Buffer ligasa A
* 3 uL de Buffer ligasa B
* 25 uL de agua desionizada estéril
* 1 uL de Ligasa-65
* Se mezcla bien todo pipeteando arriba y abajo, no se aplica vortex.

* Una vez concluido el paso de hibridacion se baja la temperatura de 60°C a 54°C
y se afladen 32 pL de la master mix de ligado a cada tubo; se mezcla bien

pipeteando arriba y abajo.

* Una vez afiadida la mezcla, se realiza un programa de Ligado con el
termociclador: 54°C durante 15 minutos (para que se efectie el ligado) y 98°C

durante 5 minutos (para inactivar la ligasa) y luego se pausa la reaccion a 4°C.

* Se puede conservar el producto de ligado refrigerado a 4°C.

3.3.5.5.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

» Para la reaccion de PCR se emplea la PCR primer mix del Kit MRC Holland®,

PCR buffer, polimerasa, enzime dilution buffer y agua desionizada estéril.
* Se aplica vortex a la PCR primer mix antes de su uso.

* Para reducir la viscosidad de la polimerasa, se atempera durante 10 segundos

entre las manos.

* Se numeran e identifican nuevo tubos de PCR de 200 pL para PCR por cada

una de las muestras y los controles y se afiade en cada uno de ellos:
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* 4 uL de PCR buffer

* 3.75 uL de agua desionizada estéril
* 1 pL de PCR primers

* 2 uL de Enzime Dilution Buffer

* 0.25 pL de polimerasa

A cada nuevo tubo de PCR se le anaden 10 pL del ligado para cada muestra

obtenido en la reaccion de hibridacion anterior.
Se mezcla en cada tubo pipeteando arriba y abajo.

Se programa termociclador: 95°C durante 45 segundos, 60°C durante 45
segundos, 72°C durante 90 segundos (37 ciclos), 72°C durante 20 minutos y se

pausa la reaccion a 4°C para conservar el producto.
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Tabla 6. Esquema de la programacién del termociclador para la reaccion de MLPA.

1. Desnaturalizacion

1.98°C 5 minutos

2.25°C Pausar

2. Reaccion de Hibridacion

3.95°C 1 minuto
4. 60°C Pausar
5.20°C Pausar

3. Reaccion de Ligacion y Ligacion-Digestion

6. 48°C Pausar

7. 48°C 30 minutos

8. 98°C 5 minutos

9.20°C Pausar

4. Reaccion de PCR

10. 35 ciclos 95°C 30 segundos
60°C 30 segundos
72°C 60 segundos

11.72°C 20 minutos

12. 15°C Pausar

102




3. MATERIAL Y METODOS

3.5.5.5. ANALISIS DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS MEDIANTE
ELECTROFORESIS CAPILAR.

Los productos amplificados se analizan mediante electroforesis capilar en un analizador

genético ABI PRISM® 310 de Applied Biosystem (figura 17).

- po—
TN Camte My

Figura 17. Imagen de Secuenciador ABI PRISM® 310.

Material necesario para el analisis de fragmentos:

* Agua desionizada estéril.

«  Formamida desionizada (Hi Di™ Applied Biosystem).

«  Marcador de peso molecular GeneScan® ROX 500™ Applied Biosystem.
* Buffer con EDTA 10X.

«  POP-4™ (Performance Optimized Polymer 4, Applied Biosystem).
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* Capilar de silice (ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer Capillary de 47 cm de
longitud, 50um de didmetro).

» Jeringa de vidrio de 1 ml.

* Dos viales de 4 ml cada uno para contener el buffer y el agua desionizada

estéril.
* Gradilla de plastico con 48 pocillos.
* Tubos de 0.5 ml para las muestras.
* Tapones de goma con ranura superior.
* Microcentrifuga (Centrifuge 5410® Eppendorf).
* Termociclador (GeneAmp® PCR System 9600).

* Analizador genético ABI PRISM® 310 de Applied Biosystem.

3.5.5.5.1. Preparacion de los productos amplificados.

Previamente a la electroforesis se mezclan en un tubo para secuenciador de 0.5

ml los siguientes productos:

1 uL del producto amplificado.
13.5 pL de formamida desionizada.
0.5 uL del marcador de peso molecular GeneScan® ROX 500™.

Los tubos de 0.5ml se someten a vortex durante 15 segundos y luego se
centrifugan a 5000 r.p.m. durante 30 segundos. Los tubos posteriormente se
llevan al termociclador para su desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos e

inmediatamente después se enfrian rapidamente en hielo hasta ser procesados.
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3.5.5.5.2. Preparacion del equipo.

Figura 18. Imagen del bloque de metacrilato y jeringa de vidrio del ABI PRISM 310.

Antes de inyectar las muestras en el analizador ABI PRISM 310 es necesario realizar

una puesta a punto del mismo; se llevan a cabo los siguientes pasos:

» [Establecer comunicacion entre el analizador y el ordenador: se procede al

encendido del ordenador y una vez iniciado éste, se enciende ABI PRISM 310.

* Se abre en la pantalla de inicio del ordenador el software de recogida de datos
“ABI PRISM™ 310 Data Collection”, programa que recoge el dato crudo del
analisis de los fragmentos en cada carrera. El dato crudo es la fluorescencia
detectada por la camara CCD de los fragmentos marcados, separados en el
capilar por electroforesis y excitados por el laser al pasar por la ventana de

deteccion.

* Colocar el bloque de metacrilato limpio y seco (figura 18).
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Figura 19. Imagen interior del ABI PRISM 310 con sus distintos componentes: capilar de silice, la
gradilla con los tubos de PCR, el bloque de metacrilato, el vaso con Buffer EDTAy la jeringa de
vidrio que contiene el polimero.

* Colocar el capilar, antes es necesario limpiar la ventana del capilar con un papel
empapado en etanol absoluto. Tras limpiar la ventana se introduce el capilar en
la valvula que lo conecta con el bloque de metacrilato hasta llegar a la primera
interseccion y se aprieta bien la valvula; es importante no rebasar esta primera
interseccion para que el polimero pueda penetrar en el capilar. A continuacion se
situa la zona de lectura del capilar en la ventana del laser, se introduce el otro
extremo en la parte que contiene el electrodo negativo o catodo y se desliza
hasta que queden a la misma altura. Por ltimo se sujeta el capilar con una cinta

adhesiva contra la placa térmica (figura 19).

» Establecer la posicion de la jeringa y el “autosampler”(zona para la colocacion

de la gradilla con las muestras). Realizar la calibracion del “autosampler”.

* Preparar 15 ml de buffer 1X y llenar los viales de buffer del catodo y del anodo

hasta la marca.

* Rellenar el capilar y el bloque de metacrilato con el polimero. El polimero

utilizado para el andlisis de fragmentos es el POP-4 y debe mantenerse entre 4 y
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8°C. Media hora antes de su uso se saca del frigorifico para que se atempere.
Con la jeringa bien limpia se toma el volumen de polimero necesario en funcion
del nimero de muestras a analizar, se enrosca la jeringa bien para evitar la
pérdida de polimero y se llenan los conductos del bloque de metacrilato evitando

la formacion de burbujas de aire.

3.5.5.5.3. Programacion de las muestras.

Hoja de muestras (“sample sheet”).

Una vez preparadas las muestras antes de comenzar la electroforesis capilar se programa
la lista de trabajo (figuras 20 y 21) en el software de recogida de datos ABI PRISM®
310 Data Collection Version 3.1.0. Se configura una nueva hoja de trabajo donde se
introduciran los datos de cada muestra (nimero de muestra y fecha de andlisis) asi como
su posicion en la gradilla. La primera posicion (Al) siempre se reservard para un test de
color. A continuacion se indicard que trabajaremos con cuatro colores. Por ultimo se
guarda la hoja en su carpeta correspondiente y se procede a la realizacion de la lista de

inyeccion.

Create new ;

@ @ T T

Sequence GeneScan®  Sequence Sequence
Injection  Injection  Smpl Sheet Smpl Sheet
List List 48 Tube 96 Tube

Figura 20. Carpeta para la creacion de la Hoja de Muestra.

107



3. MATERIAL Y METODOS

310 Data Collection, Software - Version 3.1.0

File Eclit Instrument ‘Window Help
EAD:\ippliedBio\310\Sample Sheets\Sample Sheet-Mon May 16 11-35-09 CEST 2011.gss
GeneScan Sample Sheet
i Sample Hame Collection Hame | Col...| Std Sample Info Comments
A1 |TEST =nones=
<
A3 |D@252-4 16-05-11 =hione=
€
A5 |D@252-5 16-05-11 =none=
€
A¥ |D@@291-4 16-03-11 =nones
€
A9 |D@231-5 16-05-11 =hiones
€
A1 D@7 20C+4 16-05-11 =hione=
€
B2 |Di@720C+5 16-05-11 =niong=
El

Figura 21. Hoja de muestras “sample sheet”.

3.5.5.5.4. Lista de inyeccion.

A continuacion se crea la lista de inyeccion de las muestras (figuras 22 y 23) con las que
se va a trabajar, configurando el archivo desde la carpeta creada en el paso anterior.

Create new :

T fu fu %l

Sequence  GeneScan® GeneScan®
Smpl Sheet Smpl Sheet  Smpl Sheet  Smpl Sheet
48 Tube 96 Tube 48 Tube 96 Tube

Injection
List

Figura 22. Carpeta que contiene la lista de inyeccion de las muestras a analizar.

Es posible modificar el orden de inyeccion de las muestras e incluso repetir algunas de
las mismas, modificando algunos de los pardmetros como el tiempo de inyeccion. La
primera columna indica los datos de las muestras. La segunda columna especifica el
modulo de analisis, el cual contiene las funciones especificas ejecutadas para el proceso
de analisis de las muestras. Para nuestro caso el mddulo seleccionado es el GS STR
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POP 4 (Iml) D y la matriz: ROX 500 4 colores. El protocolo de trabajo establece los
siguientes parametros configurables:

Tabla 7. Esquema de los parametros configurables con el software Data Collection en el protocolo
de trabajo de MLPA para Duchenne.

Modulo GS STR POP4 (Iml) D
Segundos de inyeccion 10

Voltaje de inyeccion (KV) 15

Tiempo de carrera (Run Time) 30

Matriz Fibrosis Quistica

N° Colores 4

Polimero POP 4

Temperatura 60°C

Voltaje y tiempo de inyeccion: Estos parametros pueden modificarse para regular la
cantidad de ADN que entra en el capilar. Si la muestra produce baja sefial, se puede
aumentar el tiempo de inyeccion, esto produce la inyeccion de mas cantidad de muestra

y se aumenta la sefial fluorescente.

Voltaje de electroforesis: Se ha usado el polimero POP4, cuyo voltaje estandar es de
319V/cm. El capilar de silice tiene una longitud de 47 cm, el voltaje total que se
consigue es de 15K para una intensidad de corriente de 7-9 pA. Con estas condiciones
fisicas un fragmento de 400 pares de bases tarda unos 40 minutos en llegar a la ventana

de deteccion.
Temperatura de electroforesis: La temperatura 6ptima para el analisis son 60°C.

Tiempo de electroforesis: El tiempo de electroforesis es un 10% mayor a la media del

tiempo necesario para que ocurra la migracion del fragmento de tamafio.
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i 310 Data Collection Software - Yersion 3.1.0
File Edit Instrument ‘%indow  Help

E=3Manual Control [—[x]

Function *26 “ale Range
Execute
= eaa | 20010 76.0 G

[Temperatura Set

Madule

Sample Sheet:  Sample Sheet-Thu May 16 13-5. ~ | [ B Run | 1l | -]

Length to Detector: cm  Operator: |

Inj.# | Tube & Sample Hame ‘ Module Inj. Secs Inj. KW Run kv Run °C Run Time | Matrix File Auto Anlz Analysis Parameters
1 |A1-TEST ‘Sed Fill Capillary mdd 0 0.0 0.0 1] 0 Matrix_Fibrosis_guistica_0... r =none= <1
2 |A1-TEST Test CCD 4-Color mdd a 00 0n 0 1 |Matrix_Fibrosis_guistica_0 r [=nane:= =1
3 |A3-D@371-4 5S STR POP4 (1 mL) Dumncld 10 15.0 15.0 G0 30 |Matrix_Fibrosis_ouistica_0... I =hahes =1
4 |A5-D@3T1-5 G STR POP4 (1 mL) D.mold 10 15.0 150 &0 30 Mstrix_Fibrosis_guistioa_D r l=none= <
5 |AT-D@372-4 G5 STR POP4 (1 mL) Dutncid 10 15.0 15.0 =) 30|Metrix_Fibrosis_ouistica_0... r =hahes =1
6 |AD-D@3725 GS STR POP4 (1 mL) D.tncid 10 15.0 15.0 &0 30Matrix_Fibrosis_guistios_0... r =nane= <«
7 |a11-D@37i-4 55 STR POP4 (1 mL) D mod 10 15.0 15.0 &0 50Matrix_Fibrosis_guistica_0 r =nane= =
& |B2-D@3T3-5 5S STR POP4 (1 mL) Dumncld 10 15.0 15.0 G0 30 |Matrix_Fibrosis_ouistica_0... I =hahes =1
9 |B4-D@374-4 G STR POP4 (1 mL) D.mold 10 15.0 150 &0 30 Mstrix_Fibrosis_guistioa_D r l=none= <
10 [BE-D@374-5 G5 STR POP4 (1 mL) Dutncid 10 15.0 15.0 =) 30|Metrix_Fibrosis_ouistica_0... r =hahes =1
11 |BS - D@BC+4 S STR POP4 (1 mL) D.nckd 10 15.0 15.0 (=1 30 Matrix_Fibrosis_guistica_0. .. I =hahe:= =1
12 |B10 - D@304C+5 G5 STR POP4 (1 mL) Dutncid 10 15.0 15.0 =) 30|Metrix_Fibrosis_ouistica_0... r =hahes =1
13 |B12 - D@a13c+4 S STR POP4 (1 mL) D.nckd 10 15.0 15.0 (=1 30 Matrix_Fibrosis_guistica_0... r =hahe:= =1
14 |C1 - D@A13C+5 GS STR POP4 (1 mL) D.meld 10 15.0 15.0 &0 50Matrix_Fibrosis_guistica_0 r =nane= =
15 |C3-Dpc-4 5S STR POP4 (1 mL) Dumncld 10 15.0 15.0 G0 30 |Matrix_Fibrosis_ouistica_0... I =hahes =1
16 |C5-D@C-5 G STR POP4 (1 mL) D.mold 10 15.0 150 &0 30 Mstrix_Fibrosis_guistioa_D r l=none= <
17 A;I ‘- TEST ‘Sea Fill Canillary md4 a 0.0 oo o OlMztrix Fibrosis auistica 0. r =hahes= =1

Figura 23. Lista de inyeccion para analisis MLPA de Duchenne.

Antes de comenzar con la inyeccion de las muestras se realizan se llena el
capilar de polimero y se realiza un test de colores (test CCD-4 color) para comprobar la

indemnidad de la membrana del capilar.

* El relleno del capilar de polimero se realiza con la funcion “Seq fill capillary”.
En la lista de inyeccion se anade esta funcion previa a la realizacion del test de

cuatro colores.

* A continuacion se realiza el test de cuatro colores “Test CCD 4- Color” (figura
24) cuya funcion es comprobar que la ventana del capilar estd limpia y colocada
correctamente. Este test tiene una duracion de cinco minutos y en el debemos
comprobar que la linea basal de los cuatro colores estd entre 800 y 2500 en
escala vertical (intensidad de fluorescencia). Si no es asi se procederé a limpiar
el capilar y a repetir el test hasta que salga entre los valores anteriormente

indicados.
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Figura 24. Test de 4 colores realizado previo a la electroforesis capilar.

Una vez completada la lista de inyeccion y habiéndose alcanzado la temperatura

de electroforesis (60°C) se inicia el analisis electroforético pulsando el icono “run”.

3.5.5.5.5. Cierres de ABI PRISM.

Al finalizar la electroforesis es muy importante seguir el siguiente orden para cerrar el

analizador:
e Cerrar “Data Collection”.
* Apagar ABI PRISM.

* Apagar el ordenador.
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3.6. ANALISIS DE LOS RESULTADOS: EVALUACION DE
ELECTROFOREGRAMAS.

3.6.1. CALIDAD DE ANALISIS.

El analisis relativo de los datos obtenidos requiera, en primer lugar, evaluar el patroén de
picos de MLPA que ha generado esos datos (electroforegramas). De este modo, se
pueden detectar alteraciones técnicas o instrumentales que pueden alterar el resultado
obtenido y que pueden falsear el andlisis posterior. En algunos casos, si se aprecian este
tipo de alteraciones, se repite el proceso electroforético o el proceso completo de

reaccion MLPA.
Lo primero a evaluar es el “raw data” obtenido:

* Abrimos el software de andlisis de datos Gene Mapper® Software de

Applied Biosystem.

* Seleccionamos en la base de datos del equipo la carpeta del analisis

correspondiente.

» Serealiza un chequeo del “raw data”
« (Presentan los patrones de picos inclinaciones anormales?
* Hay una linea de base muy alta?
» ;Hay presencia de picos con morfologia anormal?
* /Se observan picos de anchura excesiva aberrante?
» ;Se presentan varios patrones de picos diferentes?
* ;Hay uno o mas picos por debajo de la sefial minima recomendable?

+ ;Hay uno o mas picos con sefiales por encima de la sefial de

fluorescencia del secuenciador?
+ (Hay picos aberrantes que interfieren la deteccion de patrones?

Si la respuesta e todas las preguntas de chequeo es “no” se puede

proceder al andlisis de las muestras.
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3.6.2. EVALUACION DE CALIDAD INTERNA.

Para comprobar la calidad interna de los resultados obtenidos se evaltian los fragmentos

de control que incluye la preparacion situados entre los nucledtidos 64 y 105(tabla 8):

Tabla 8. Esquema de los fragmentos a evaluar para comprobar la calidad interna de la
electroforesis capilar.

Nomenclatura

Longitud (nucleotidos)

Objetivo

Control 92 nt

92

Reaccion de ligacion, se comporta de modo
similar a otras reacciones MLPA, sirve como
punto de referencia para control del resto de

fragmentos

Fragmentos Q

64, 70, 76, 82

Alertan de que la cantidad de ADN es demasiado
escasa. Sefales mayores de 1/3 del control 92 nt

indican que la cantidad de ADN es insuficiente

Fragmentos D

88, 96

Detectan problemas en la desnaturalizacion.
Sefiales inferiores al 40% del control 92 nt
indican que ha ocurrido un problema durante la

desnaturalizacion de la muestra

Fragmentos X e Y

100, 105

Evitan el posible cambio de muestras

3.6.3. MUESTRAS DE CONTROL SIN ADN.

En las muestras usadas como control negativo que no portan ADN, sélo los fragmentos

Q van a dar sefial, sin embargo pueden aparecer pequefios picos inespecificos que en la

mayoria de los casos no van a influir en los resultados de la reaccion MLPA.
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3.6.4. MUESTRAS DE CONTROL NEGATIVO.

Los datos de electroforegramas (figura 25) obtenidos para las muestras de control

negativo van a usarse para la normalizacion de los datos.

La intensidad de fluorescencia captada por el secuenciador depende de muchos factores
(degradacion de fluorocromo, variabilidad entre capilares, calibracion adecuada de las
pipetas,...), por ello es necesaria la normalizacion para obtener resultados utiles tras la

reaccion de MLPA.

Para el calculo del nimero de copias de ADN y correcta interpretacion de los resultados

tras la reaccion son necesarios dos pasos:

* Una normalizacién intra-muestral en la que cada pico detectado se compara con

los todos los picos obtenidos para esa misma muestra.

* Una normalizacion inter-muestral en la que la sefial relativa de cada pico de la
muestra se compara con las sefiales de todos y cada uno de los picos de todas
las muestras incluidas en la misma carrera. El ratio final obtenido se denomina
cociente de dosis de la muestra.
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Figura 25. Electroforegrama para sondas P034 y P035.

Los picos correspondientes a los amplicones obtenidos tras la secuenciacion
capilar (figura 26) estdn identificados y asignados a los exones especificos

representados en el eje “x” de la gréfica.
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Figura 26. En el eje de abscisas se marcan las posiciones relativas correspondientes a los amplicones
para cada exon.
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3.6.5. INTERPRETACION DEL COCIENTE DE DOSIS.

El protocolo de trabajo del fabricante recomienda realizar mediante software
informatico un calculo relativo del area de cada uno de los picos (RPA) obtenidos en el
electroforegrama dividiendo cada medida de area de cada pico (As) entre la suma de las
areas (D As) de los 45 picos obtenidos en el electroforegrama de la muestra. El area
relativa de cada pico (As/d As) para cada exon se divide después entre el area relativa
de los correspondientes picos obtenidos en los controles (Ac/d As). Para que los datos
obtenidos sean comparables, todas las determinaciones de picos para muestras y
controles se tienen que realizar en la misma carrera de electroforesis. En nuestro caso,
para simplificar el célculo se ha usado como plantilla una hoja de célculo Excel

(Microsoft®).

Para minimizar el riesgo de falsos negativos e incrementar la sensibilidad en la
deteccion de deleciones y duplicaciones, el resultado de un test para una muestra se
considera normal y fiable cuando los RPA desviados no superan el 25% del ratio
esperado, de modo que todos estaran cercanos al ratio de 1. Se considera que la muestra

es patoldgica cuando:

* En pacientes varones si uno o mas exones tienen RPA igual a 0%, que indica

delecion del correspondiente exon.

* Uno o mas RPA se incrementan hasta el 200% (150-200%) del valor esperado

en pacientes varones, que indica duplicaciones del correspondiente exon.

* Uno o mas exones tienen RPA en torno al 50% (>75%) del valor esperado en

pacientes mujeres, indica que es portadora de delecion del correspondiente exon.

* Uno o mas exones tienen RPA incrementado aproximadamente al 150% (125-

175%) del valor esperado, indica que es portadora de duplicacion.

» El diagnostico es mas fiable cuando la mutacion detectada compete a dos o mas

exones consecutivos.

Para favorecer la interpretacion de los datos, los graficos de analisis de RPA se hacen en
dos partes: grafica de carrera para la sonda P034 del MLPA (incluye los exones 1-10,
21-30, 41-50 y 61-70) y grafica de la carrera para la sonda P035 del MLPA (incluye los
exones 11-20, 31-40, 51-60 y 71-79) (figura 27).
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Figura 27. Graficos de RPA para las sondas P034 y P035 para una muestra de control sano.
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3.6.6. INTERPRETACION DE RESULTADOS.

3.6.6.1. PACIENTE CONTROL SANO.

En anali

obtenido

sis de un paciente sano mediante MLPA la imagen del electroforegrama

presenta una distribucion de picos uniforme y completa: todos ellos estan

presentes y presentan areas similares a las de un control sano (figura 28). Al elaborar el

grafico de RPA se advierte que estin presentes todos los exones en las barras

representativas, y su altura esta en torno a 1(tabla 9).

Figura 28.

Tabla 9

3 1 L |
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Electroforegrama correspondiente a un paciente sano, sin deleciones ni duplicaciones del
gen DMD.

. Representacién esquematica del electroforegrama y el grafico RPA para pacientes sin
alteraciones en el niumero de copias en el gen DMD.

CONTROL SANO ELECTROFOREGRAMA RATIO PEAK AREA (RPA)

Control sano: los

todos ell

RPA
correspondientes a
los exones presentan
os una altura
en tormo a 1.
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3.6.6.2. PACIENTES CON DELECIONES.

En el andlisis de un varén con deleciones la imagen del electroforegrama obtenido
presenta una distribucion de picos en la que se aprecia la ausencia del grafico
correspondiente al amplicon o amplicones del exon o exones corresponientes (figura
29). Al elaborar el grafico de RPA se advierte que estan ausentes algunos de los exones

en las barras representativas, y su altura es 0, el resto de exones presenta una altura

! |
Ll
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normal (tabla 10).

Figura 29. Electroforegrama correspondiente a un paciente varén con delecion de varios genes del
gen DMD (indicados mediante flechas).

En el andlisis de una mujer con deleciones la imagen del electroforegrama obtenido
presenta una distribucion de picos en la que se aprecia una disminucion de alrededor del
50% del area del grafico correspondiente al amplicon o amplicones del exén o exones
correspondientes (figura 30). Al elaborar el grafico de RPA se advierte que los exones
delecionados presentan una altura en torno a 0.25-0.5, el resto de exones presenta una

altura normal (tabla 10).
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Figura 30. Electroforegrama correspondiente a una paciente mujer con delecion de varios exones
del gen DMD (indicados mediante flechas).
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Tabla 10. Representacion esquematica del electroforegrama y el grafico RPA para pacientes con
deleciones en el gen DMD.

DELECIONES ELECTROFOREGRAMA RATIO PEAK AREA (RPA)

Varon con delecion:
los RPA
correspondientes a
exones delecionados
presentan una altura
de 0, no se pueden
ver en el
electroforegrama

Mujer portadora de
delecion: los RPA
correspondientes a

exones delecionados

presentan una altura 05
entre 0,25 y 0,50. L

3.6.6.3. PACIENTES CON DUPLICACIONES.

En el andlisis de un varon con duplicaciones la imagen del electroforegrama obtenido
presenta una distribucion de picos en la que se aprecia que el tamafo del area del
grafico correspondiente al amplicon o amplicones del ex6n o exones duplicados
presenta un incremento en torno a 175-200% (figura 31). Al elaborar el grafico de RPA
se advierte que estdn aumentados de tamafio algunos de los exones en las barras
representativas, y su altura se situa en torno a 1,5-2, el resto de exones presenta una

altura normal (tabla 11).
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Figura 31. Electroforegrama correspondiente a un paciente vardn con varias duplicaciones del gen
DMD.

En el andlisis de una mujer con duplicaciones la imagen del electroforegrama obtenido
presenta una distribucion de picos en la que se aprecia que el tamano del area del
grafico correspondiente al amplicon o amplicones del exon o exones duplicados
presenta un incremento en torno a 150-175% (figura 32). Al elaborar el grafico de RPA
se advierte que estan aumentados de tamafio algunos de los exones en las barras
representativas, y su altura se sitdla en torno a 1,5-1,75, el resto de exones presenta una

altura normal (tabla 11).

Figura 32. Electroforegrama correspondiente a una paciente mujer con duplicacién de varios
exones del gen DMD.
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Tabla 11. Representacion esquematica del electroforegrama y el grafico RPA para pacientes con
duplicaciones en el gen DMD.

DUPLICACIONES ELECTROFOREGRAMA

RATIO PEAK AREA (RPA)

Varoén con
duplicacion: los 2
RPA 15
correspondientes a
exones duplicados L
presentan una altura 05
entre 1,75 y 2.
0
Mujer portadora de
duplicacion: los RPA 2
correspondientes a L

exones duplicados
presentan una altura 1
entre 1,5 y 1,75.
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3.7. CONFIRMACION DE DELECION UNICA EN VARON.

En el caso de que se estudie un vardn en el que solo se ha diagnosticado una delecion
es necesario confirmar que se trata de una verdadera delecion de un ex6n completo ya
que mutaciones puntuales pueden producir defecto en la hibridacion de las sondas
correspondientes a ese exon; se trata de un falso positivo para esa delecion. En este
trabajo esta circunstancia se ha solventado realizando a los varones con delecion de un

exon realizando electroforesis en gel de agarosa del mismo.

Tras la extracciéon de ADN, en los casos que se constata una sola delecion se realiza una
PCR para el ex6n delecionado segun los pares de cebadores disefiados por Chamberlain
(Chamberlain et al., 1992) (tabla 12). Los exones estudiados han sido el 45, el 48, el 51
y el 52. La secuencia de cebadores empleados se detalla en la tabla 12. Las condiciones
finales de amplificacion han sido: buffer para PCR 1X, 1.5mM MgCI2, 0.08mM de
cada dNTPs, 0.5 mM de cada cebador, 250 ng de ADN y 0.05U de Taq polimerasa. El
perfil térmico usado ha sido: 96°C por 5 minutos, 94°C por 30 segundos, 60°C por 45
segundos, 73°C por 45 segundos y 72°C por 10 minutos; se han realizado 40 ciclos.

Los productos amplificados se verificaron en gel de agarosa al 2%, tefiiddo con bromuro
de etidio, analizando los resultados con un transiluminador del que se obtiene una

impresion fotografica.

Tabla 12. Resumen de los oligonucle6tidos empleados.

EXON SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS
(primers 5°-37)
45 F: 5’ AAACATGGAACATCCTTGTGGGGAC3’
R: 3’CATTCCTATTAGATCTGCTGCCCTACS’
48 F: 5 TTGAATACTTGGAAATCCCAACATG3’
R: 3’CCTGAATAAAGTCTTCCTTACCACACS’
51 F: 5 GAAATTGGCTCTTTAGCTTGTGTTTC3’
R: 3’GGAGAGTAAAGTGATTGGTGGAAAATCS’
52 F: 5’ AATGCAGGATTTGGAACAGAGCGTCC3’
R: 3’ TTCGATCCGTAATGATTGTTCTAGCCTC5’
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4. RESULTADOS.

4.1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA MEDIANTE
TECNOLOGIA MULTIPLEX LIGATION PROBE AMPLIFICATION PARA
DIAGNOSTICO DE DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE BECKER.

Desde Mayo de 2005 a Mayo de 2013 se han realizado en nuestro laboratorio 190
estudios para deteccion de mutaciones del gen DMD empleando los protocolos de
analisis de MLPA previamente expuestos, de ellos 84 estudios (44.21%) se han
realizado en varones de edades comprendidas entre 1 y 52 afios, y 106 estudios
(55.78%) se han realizado en mujeres de edades comprendidas entre 1 y 72 afios. Se han

analizado un total de 296 cromosomas X (figura 33).

En relacion con el sexo, el porcentaje de pacientes de sexo femenino estudiadas es
superior al de pacientes de sexo masculino. Esto se explica porque al ser diagnosticada
una mutacién en un varon caso indice se realiza el estudio de portadoras de mutacion
primero en sus madres, y si estos estudios resultan positivos (las madres son

portadoras), se estudian familiares de hasta tercer grado.

Estudios en )
mujeres ~

.

Estudios en
varones

Figura 33. Grafico de distribucion de porcentajes segun sexo de los estudios MLPA realizados en
nuestro servicio desde Mayo de 2005 a Mayo de 2013.

127



4. RESULTADOS

4.2. VALIDEZ DE LA TECNOLOGIA MLPA EN EL DIAGNOSTICO DE
DELECIONES Y DUPLICACIONES DEL GEN DMD EN VARONES AFECTADOS
Y EN MUJERES PORTADORAS/NO PORTADORAS.

4.2.1. VARON CON DELECION COMPLETA DE VARIOS EXONES Y
MADRE PORTADORA.

Se muestra el caso de un paciente varon de 7 afnos que es remitido para estudio de
MLPA del gen DMD por presentar alteraciones en la marcha con caidas frecuentes e
hipertrofia de gemelos. Como dato bioquimico destaca el aumento de CK en varias
determinaciones sucesivas. En la historia familiar consta que un hermano de la madre
fallecio con 17 afios con alteraciones musculares que lo confinaron a una silla de ruedas,
no se habia realizado en este caso estudio de mutaciones del gen DMD. El estudio
molecular realizado demuestra la deleciéon completa de los exones 8 al 44 del gen

DMD.

En el electroforegrama se observa la ausencia de los picos correspondientes a los
exones delecionados (marcados con flechas, figura 34). Los resultados del
electroforegrama se confirman de manera mas clara a través de los graficos RPA (figura
35) en los que se puede apreciar un valor igual a cero para los exones delecionados tal y

como se expresa en material y métodos.
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Figura 34. Electroforegrama de vardn afectado de delecion completa de los exones 8-44.

Figura 35. Grafica RPA del paciente anterior en la que se observa ausencia total de las barras
correspondiente a exones delecionados.

Después del resultado obtenido se solicita muestra materna para confirmar el estado de
portadora de la madre. El resultado para la mujer fue positivo portando las mismas
deleciones que se habian identificado en su hijo. Las mujeres tiene el doble dosis génica
para el cromosoma X (tienen dos cromosomas X) por lo tanto, los picos de los
amplicones para cada exon delecionado en el electroforegrama materno muestran un
area correspondiente a la mitad de la esperable, o sea, el 50% de la dosis génica (figura

36) pues presentan uno de los cromosomas X sano, sin alteraciones en el gen y en el que
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se produce amplificacion para el exon estudiado. En el grafico RPA los exones sin
mutacion se reprentan en una barra de altura cercana a 1 (100% de dosis génica) para
los exones delecionados las barras presentan una altura comprendida entre 0,5 y 0,75

(50% de la dosis génica) (figura 37).
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Figura 36. Electroforegrama correspondiente a la madre portadora de las deleciones del caso
anterior (8-44).
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Figura 37. Grafica RPA de la paciente anterior en la que se aprecia la mitad de altura en los exones
delecionados, tienen la mitad de dosis génica correspondiente y su valor se sitla en torno a 0,5
(50%0).
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4.2.2. VARON CON DELECION COMPLETA DE VARIOS EXONES Y
MADRE NO PORTADORA.

Se muestra el caso de un varén de 3 afios de edad para el que se solicita el estudio de
MLPA para el gen DMD al presentar clinica compatible con DMD y que cursa con
Gowers positivo, alteraciones en la marcha, hipertrofia gemelar y aumento de CK. En

este caso no se constatan antecedentes familiares de patologia muscular.

En el electroforegrama (figura 38) se observa la ausencia de los picos correspondientes
a los exones 8, 9 y 10 (marcados con flechas). En la grafica de RPA (figura 39) se

observa ausencia de los valores RPA de los exones correspondientes.

120 160 200 240 280 320 360 400 440 480

5400
5100
4800
4500
4200
3900
3600
3300
3000
2700
2400
2100
1800

1500

: AL
“\LCLLLCLLLALLL EEELLLAALARA AL LR ERE KA

Figura 38. Electroforegrama afectado de delecién completa de los exones 8-10.
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Figura 39. Gréafica RPA del paciente anterior en la que se aprecia ausencia total de las barras
correspondientes a exones delecionados.
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Después del resultado obtenido se solicita muestra materna para confirmar el estado de
portadora de la madre. En el electroforegrama materno se observa la presencia de los
picos correspondientes a los exones 8, 9 y 10 delecionados en su hijo (figura 41). La
cuantificacion de las dosis génicas correspondientes a dichos exones mediante RPA
(figura 42) muestran valores cercanos a 1 para todos los exones, incluidos los exones 8,
9 y 10, lo que supone que los valores en el electroforegrama pertenecen a dos
cromosomas X (dosis génica del 100%) y que la madre no porta en ninguno de ellos las

deleciones identificadas en su hijo.
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Figura 40. Electroforegrama correspondiente a la madre portadora de las deleciones del caso indice
anterior.

Figura 41. Gréafica RPA de la paciente anterior en la que se aprecia una altura normal en los exones
que en su hijo aparecen delecionados, tienen de dosis génica completa y su valor se sit(la en torno a
1 (100% de dosis génica).
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4.2.3. VARON CON DUPLICACION Y HERMANA PORTADORA.

Se muestra el caso de un varon de 9 afios de edad para el que se solicita el estudio de
MLPA para el gen DMD al presentar clinica compatible con DMD y que presenta
Gowers positivo, alteraciones en la marcha, hipertrofia gemelar y aumento de CK. No

se constatan antecedentes familiares de patologia muscular.

En el electroforegrama (figura 42) se observa un aumento de area del pico
correspondiente a los amplicones de los exones 48, 49 y 50 (marcados con linea roja).
En la grafica de RPA (figura 43) la barra correspondiente a los exones duplicados
presenta una altura en torno a 2. Una duplicacidon supone que el vardén para este exon
presenta dosis génica doble, una ganancia del 100% para ese exdn, por ello, en la
grafica RPA estos exones aparecen con un valor entre 1,75y 2 (175% a 200% de dosis

génica).
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Figura 42. Gréafica RPA de la paciente anterior en la que se aprecia una altura normal en los exones
gue en su hijo aparecen delecionados, tienen de dosis génica completa y su valor se sit(la en torno a
1 (100% de dosis génica).

Figura 43. Gréafico RPA donde se muestra el aumento de altura de las barras representativas de los
exones 48, 49 y 50 hasta una altura de 2 (200% de dosis génica).
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Simultaneamente al estudio del vardén se solicitd en su hermana. En este caso, el
resultado para la nifia fue positivo y se diagnosticaron las duplicaciones que se habian
identificado en su hermano para los exones 48, 49 y 50. Las figuras del
electroforegrama muestran los amplicones para los exones duplicados con un area
superior a la esperable (figura 44) y en el grafico RPA para todos los exones duplicados

presentan una altura comprendida entre 1,50 y 1,75 (figura 45).
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Figura 44. Electroforegrama de mujer afectada por la duplicacion de los exones 48, 49 y 50. En este
caso se ha sombreado el &rea bajo la curva de los exones duplicados.

Figura 45. Grafico RPA donde se muestra el aumento de altura de las barras representativas de los
exones 48, 49 y 50 hasta una altura de 1,5 (150% de dosis génica).
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4.2.4. VARON CON DUPLICACION DEL EXON 2 Y MADRE NO
PORTADORA.

Se muestra el caso de un varén de 4 afios de edad para el que se solicita el estudio de
MLPA para el gen DMD al presentar clinica compatible con DMD y que presenta
Gowers positivo, alteraciones en la marcha, hipertrofia gemelar y aumento de CK. No

se constatan antecedentes familiares de patologia muscular.

En el electroforegrama (figura 46) se observa un aumento de area del pico
correspondiente al amplicon del exén 2 (marcado con linea roja). En la grafica de RPA
(figura 47) la barra correspondiente al exon 2 presenta una altura en torno a 2. Una
duplicacién supone que el varén para este exdén presenta dosis génica doble, una
ganancia del 100% para ese exon, por ello, en la grafica RPA este ex6n aparece con un

valor entre 1,75y 2 (175% a 200% de dosis génica).
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Figura 46. Electroforegrama del caso anterior afectado de duplicacion del exon 2, se aprecia la
altura y el incremento de area del exon afectado.
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Figura 47. Grafico RPA donde se muestra el aumento de la barra correspondiente al exén 2 hasta
una altura de 2 (200% de dosis génica).

Después del resultado obtenido se solicita muestra materna para confirmar el estado de
portadora de la madre. En este caso, el resultado para la mujer fue negativo y no se
diagnosticd la duplicacion que se habia identificado en su hijo. Las figuras del
electroforegrama materno muestran los amplicones para todos los exones con un area
correspondiente a la esperable (figura 48) y en el grafico RPA para todos los exones

presentan una altura normal comprendida entre 0,75 y 1 (figura 49).
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Figura 48. Electroforegrama correspondiente a la madre no portadora de la duplicacién del caso
indice anterior.
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Figura 49. Gréafica RPA de la paciente anterior en la que se aprecia una altura normal en el exén
gue en su hijo aparecen duplicado, tienen de dosis génica completa y su valor se sitlla en tornoa 1
(100% de dosis génica).
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4.2.5. ESTUDIOS EN VARONES CON DELECION EN UN UNICO EXON.

En el caso de los varones diagnosticados de delecion de un solo exon, la técnica MLPA
presenta una limitacién debido a que mutaciones de pequefio tamafio en el exon impiden
la hibridacién y posterior ligado de las sondas correspondientes empeladas en su
deteccion lo que produce como resultado u falso positivo en la delecién del exon.
Aunque el kit diagndéstico empleado incluye oligonucledtidos que cubren la gran
mayoria de polimorfismos (SNP: single nucleotide polymorphisms) encontrados en el
gen DMD puede ocurrir con muy poca probabilidad alteraciones en el gen no previstas.
Por esto, en estos casos hemos empleado una técnica complementaria para confirmar el
diagnostico consistente en la amplificacion por PCR y electroforesis de estos exones en
geles de agarosa enfrentados a controles sanos. Se ha realizado el estudio para los
pacientes con delecion tnica de los exones 45, 48, 51 y 52: en todos los casos (9
pacientes) se ha comprobado la ausencia total de la banda correspondiente al exon

estudiado (figuras 50 y 51).
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Figura 50. Las cinco flechas en blanco de la izquierda marcan los cinco pacientes varones con
delecién Unica del exdn 48, enfrentados a controles sanos para los exones 45 (en rojo), 48 (en
blanco), 51 8en verde) y 52 (en amarillo). No se produce amplificacién de la banda correspondiente
al exén delecionado.

Figura 51. Las cuatro flechas coloreadas de la izquierda marcan los cuatro varones con delecion
Unica, un paciente con delecion del exén 45 (en rojo), un paciente con delecion del exén 51 (en
verde) y 2 pacientes con delecion del exén 52 (en amarillo) enfrentados a controles sanos para los
exones 45 (en rojo), 48 (en blanco), 51 8en verde) y 52 (en amarillo). No se produce amplificacion de
la banda correspondiente al exén delecionado.
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4.3. RESULTADOS DEL EMPLEO DE LA MULTIPLEX LIGATION PROBE

AMPLIFICATION COMO METODO DE DIAGNOSTICO DE MUTACIONES DEL
GEN DE LA DISTROFINA.

4.3.1. RESULTADOS EN VARONES.

De los 84 estudios realizados en varones, 38 pacientes (45.23%) han presentado

mutaciones detectables con MLPA del gen DMD y 46 pacientes (54.77%) no han
presentado mutacion detectable con MLPA (figura 52).
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Figura 52. Grafico de distribucion de porcentajes segun resultados positivos 0 negativos de los
varones estudiados.

De entre los 38 varones afectados de mutacion en el gen de la distrofina, en 34 (89.47

%) se ha diagnosticado delecion de exones y en 4 (10.52%) duplicacion de exones
(figura 53).

100.00% T"'""é’g’.j;@;o"““'-

80,00% .‘I

60,00% il__

40,00% 1 —
|

20,00% +—
|

0.00% _,

10520

Deleciones T~ _—
- \1/..
Duplicaciones

Figura 53. Distribucion del porcentaje de deleciones y duplicaciones en los varones con resultado
positivo de entre el total de estudios realizados en varones.
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4.3.1.1. DELECIONES EN VARONES.

En el caso de los 34 varones con estudio positivo para deleciones, 25 pacientes
presentaron la delecion de 1 a 5 exones (73,53%), 6 pacientes presentan delecion de 6 a
10 exones (17,65%), un paciente presenta delecion de 15 exones (2,94%), un paciente
presenta delecion de 37 exones (2,94%) y un paciente presenta delecion de 51 exones
(2,94%) (figura 54).
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Figura 54. Porcentajes de pacientes seguin el nimero de exones delecionados de los varones
estudiados con resultado positivo para deleciones.

Los datos recogidos en la tabla 13 y en la figura 55 ponen de manifiesto que la gran
mayoria de las deleciones encontradas en los pacientes se sitilan en dos areas entre los
exones 3-16 y 45-52 correspondientes a las llamadas “zonas calientes” del gen DMD.
De entre todos los exones, el afectado con mayor frecuencia corresponde en nuestra
serie de casos al exon 48, no se han detectado alteraciones de tipo delecion en los

exones comprendidos entre el 56 y 78 ni en el exon 2.
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Tabla 13. Deleciones de los pacientes varones estudiados.

ID. PACIENTE EXONES DELECIONADOS N* EXONES
DELECIONADOS
165 51 1
184 52 1
219 48 1
229 45 1
304 52 1
308 48 1
316 48 1
317 48 1
318 48 1
158 48, 49 2
223 1, PROMOTOR 2
254 49, 50 2
260 3,4 2
300 49, 50 2
334 49, 50 2
171 46, 47, 48 3
240 45, 46, 47 3
250 45, 46, 47 3
251 45, 46, 47 3
161 45, 46,47, 48 4
177 49, 50, 51, 52 4
275 45,46, 47, 48 4
287 45, 46,47, 48 4
266 3,4,5,6,7 5
289 3,4,5,6,7 5
182 12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19 8
188 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 8
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ID. PACIENTE EXONES DELECIONADOS N* EXONES
DELECIONADOS
269 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52 8
320 8,9,10,11, 12,13, 14, 15,16 9
340 3,4,5,6,7,8,9,10, 11 9
310 45, 46,47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54 10
346 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 15
292 8 al 44 37
163 3 al 52 y promotor 51
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Figura 55. Representacion esquematica de los exones delecionados en varones del gen DMD.
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4.3.1.2. DUPLICACIONES EN VARONES.

De los 4 varones con estudio positivo para duplicaciones, 3 pacientes presentan la
duplicacion de 1 a 5 exones (75%), y un paciente presenta la duplicacion de 27 exones

(25%) (figura 56 y tabla 14).

Del6 a 20 exones |

100%%

Figura 56. Porcentajes de pacientes seglin el nimero de exones duplicados de los varones
estudiados con resultado positivo para duplicaciones.

Tabla 14. Duplicaciones de los varones estudiados.

ID. PACIENTE EXONES DUPLICADOS N' EXONES
DUPLICADOS
283 52 1
341 2 1
204 48, 49, 50 3
344 19 al 44 26

4.3.1.3. ESTUDIOS EN VARONES CON RESULTADO NEGATIVO.
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De los 46 varones a los que no se les detectdé mutacion alguna mediante la técnica
MLPA, 15 fueron diagnosticados de DMD ya que presentaban signo de Gowers
positivo, hipertrofia gemelar, trastorno de la marcha, datos electromiograficos, datos
anatomo-patoldgicos y/o datos bioquimicos compatibles con DMDB y actualmente
presentan graves problemas para la marcha (tabla 15). Estos datos hacen suponer que
pueden presentar algiin tipo de mutaciones no detectables mediante MLPA del tipo de
pequenias deleciones, inserciones o mutaciones puntuales, incluso en uno de estos

pacientes se diagnosticd como portador de un “coddn stop”.

En 4 pacientes se acabo diagnosticando otra miopatia distinta de DMDB, y en los 22
pacientes restantes no se aportaron datos clinicos suficientes o carecian de historia
clinica. Los 5 pacientes restantes a los que no se les diagnosticé mutacion son hermanos
de casos indice diagnosticados (tabla 15).

Tabla 15. Tabla resumen de pacientes con antecedentes familiares, datos clinicos y evolutivos, datos

en electromiograma y biopsia muscular compatible con DMDB. Pacientes con otras miopatias y con
datos clinicos incompletos.

ANTECEDENTES .
DATOS BIOPSIA EVOLUCION
EDAD CLINICA ELECTROMIOGRAMA P
FAMILIARES LABORATORIO MUSCULAR CLINICA
Aumento de CK . A_ctualmente en
. Ausencia silla de ruedas
15 - Compatible - parcial de y programa de
con DMB Aumento de . S
. distrofina ventilacion
transaminasas g
mecanica
Actualmente
involucion en
Compatible Ausencia de habilidades
! . con DMD Aumento de CK . distrofina motoras, sigue
programa de
Rehabilitacion
Aumento de CK
16 ) Compatible ) Ausencia de
con DMD Aumento de distrofina
transaminasas
Aumento de CK
10 ) Compatible Analisis genético en laboratorio externo: presencia de “codon
con DMD Aumento de stop” en gen DMD
transaminasas
. Compatible Ausencia de
11 Si con DMD Aumento de CK - distrofina -
. Compatible Ausencia de
10 Si con DMD Aumento de CK - distrofina -
Aumento de CK
20 Compatible Patrén miopdtico Ausencia de | Actualmente en
B con DMD Aumento de topatt distrofina silla de ruedas
transaminasas
10 . Compatible Aumento de CK . . Actualmente en
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ANTECEDENTES .
DATOS BIOPSIA EVOLUCION
EDAD CLINICA ELECTROMIOGRAMA P
FAMILIARES LABORATORIO MUSCULAR CLINICA
con DMD silla de ruedas
Compatible Ausencia Actualmente en
9 |44 Si P Aumento de CK Patron miopatico parcial de programa de
con DMB . e,
distrofina Rehabilitacion
10124 . Aumento de CK . Pacientes .
Si . Ausencia hermanos, sin
Compatible A .
Patron miopatico parcial de datos de
con DMB Aumento de . L
11 |22 . distrofina evolucion
Transaminasas .
clinica
. . Actualmente en
12 |15 - Compatible Aumento de CK Patrén miopatico Aqsencm de programa de
con DMD distrofina e
Rehabilitacion
Aumento de CK
13 121 ) Compatible ) Ausencia de | Actualmente en
con DMD Aumento de distrofina silla de ruedas
Transaminasas
Compatible Ausencia Sin datos de
14 19 Si P Aumento de CK - parcial de evolucion
con DMB . ..
distrofina clinica
Aumento de CK Pendiente de
. Actualmente en
15 13 ) Compatible ) resultado de roerama de
con DMD Aumento de biopsia programa ¢
X Rehabilitacion
transaminasas muscular

Pacientes con diagnostico de otras miopatias

Distrofia de cinturas: 3 pacientes

Miopatia de Steinert: 1 paciente

Pacientes con datos clinicos incompletos/ausentes

22 pacientes remitidos por sintomas inespecificos entre los que se encuentran
disminucion de fuerza, calambres, hirpertransaminasemia, hiperCKemia, antecedentes

familiares poco claros, retraso psico-motor,...

Hermanos de casos indice diagnosticados de

mutaciones

S pacientes

Tomando en consideracion a los 15 pacientes no diagnosticados mediante MLPA con

clinica compatible con DMDB y por tanto afectados de mutaciones distintas a

deleciones o duplicaciones tales como pequefias deleciones, inserciones 0 mutaciones

puntuales del gen DMD, el niimero de pacientes afectados de deleciones, duplicaciones

y otras mutaciones en la muestra estudiada seria:

34 pacientes afectados por deleciones que supone un 64.5% del total de casos

clinicos positivos.

4 pacientes afectados por duplicaciones que suponen el 7.54% del total de casos

clinicos positivos.
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e 15 pacientes afectados de otras mutaciones que suponen el 28.30% del total de

los 53 varones afectados de DMDB (figura 57).
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Figura 57. Gréfico que incluye el porcentaje del total de pacientes que tienen clinica compatible con
DMDB.
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4.3.2. RESULTADOS EN MUJERES.

De los 212 cromosomas X estudiados correspondientes a 106 mujeres, 39 (36,79%) se
diagnosticaron como portadoras de mutaciéon y en 67 (63,21%) no se detectaron ni

deleciones ni duplicaciones (figura 58).
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Figura 58. Grafico de distribucion de porcentajes segun resultados positivos o0 negativos de las
mujeres estudiadas.

De las 39 mujeres afectadas de mutacion en el gen de la distrofina, 35 (89.74 %) se

diagnosticaron de delecion de exones y 4 (10.25%) de duplicacion de exones (figura
59).
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Figura 59. Grafico de distribucion de porcentajes segun el resultado de los estudios MLPA
realizados en mujeres que presentan deleciones y duplicaciones.
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IV.4.3.1. DELECIONES EN MUJERES.

En el caso de las 35 mujeres con estudio positivo para deleciones, 25 pacientes
presentaron la delecion de 1 a 5 exones (71,43%), 6 pacientes presentan delecion de 6 a
10 exones (17,14%), 3 pacientes presentan delecion 11 a 15 exones (8,57%) y una

paciente presenta delecion de 51 exones (2,86%) (figura 60).
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Figura 60. Porcentajes de pacientes segin el nimero de exones delecionados de las mujeres
estudiadas con resultado positivo para deleciones.

Los datos recogidos en la tabla 16 y en la figura 61 ponen de manifiesto que la gran
mayoria de las deleciones encontradas en las mujeres se sitian en dos areas entre los
exones 3-16 y 45-52 correspondientes a las 1llamadas “zonas calientes” del gen DMD.
De entre todos los exones, el afectado con mayor frecuencia corresponde en nuestra
serie de casos al exon 48, no se han detectado alteraciones de tipo delecion en los
exones comprendidos entre el 56 y 78 ni en el exén 2. Como era de esperar los datos

son superponibles a los obtenidos en los varones.
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Tabla 16. Deleciones en las mujeres estudiadas.

ID PORTADORA EXONES DELECIONADOS N° EXONES
DELECIONADOS
162 48 1
166 50 1
168 48 1
172 48 1
175 48 1
220 48 1
230 45 1
305 52 1
306 52 1
311 45 1
314 48 1
315 48 1
187 49, 50 2
222 1 y promotor 2
224 49, 50 2
225 49, 50 2
351 3,4 2
336 49, 50 2
241 45, 46, 47 3
350 45, 46, 47 3
228 45, 46, 47, 48 4
277 3,4,5,6,7 5
290 3,4,5,6,7 5
342 3,4,5,6,7 5
185 12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19 8
193 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 8
195 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 8
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ID PORTADORA

236

264

265

355

357

365

299

164

EXONES DELECIONADOS

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55
45 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54
45 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54
5,6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17
5,6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17
5,6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17
8 al44

3 al 52 y promotor
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DELECIONADOS

8

10

10

15

15

15

37
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Figura 61. Representacién esquematica de los exones delecionados en mujeres del gen DMD.

Los datos son superponibles a los obtenidos para los estudios en varones.
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4.3.2.2. DUPLICACIONES EN MUJERES.

De las 4 mujeres con estudio positivo para duplicaciones, 3 pacientes presentan la
duplicacién de 1 a 5 exones (75%), y una paciente presenta la duplicacion de 17 exones

(25%) (figura 62 y tabla 17).

Del6 a 20 exones

Del a5 exones

100%%

Figura 62. Porcentajes de mujeres segun el nimero de exones duplicados de las mujeres estudiadas
con resultado positivo para duplicaciones.

Tabla 17. Deleciones en las mujeres estudiadas.

ID. PORTADORA EXONES DUPLICADOS N' EXONES DUPLICADQOS
205 48, 49, 50 3
255 48, 49, 50 3
256 48, 49, 50 3
328 61 al77 17
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4.3.3. ESTUDIOS FAMILIARES.

De las 106 mujeres estudiadas (tabla 18), 39 fueron portadoras de mutaciones

detectables mediante MLPA, entre ellas se incluyen:
e 20 mujeres madres de varones con mutacion positiva.
e 7 hermanas y primas de varones con mutacion positiva.
e 4 tias maternas de varones con mutacion positiva.
e & abuelas maternas de varones con mutacion positiva.

De las mujeres madres de casos varones con mutacion positiva (38 varones), se ha
realizado estudio secuenciado hijo-madre en 24 casos, en los 14 casos indice restantes
no se ha tenido acceso a muestra materna por las siguientes razones: en 4 casos la madre
habia fallecido, en 2 casos la madre vivia fuera de Espafa y en 8 casos la muestra
materna no llegd a nuestro laboratorio, a pesar de recomendar su estudio en el informe

del caso indice.
Las mujeres restantes estudiadas con estudio negativo (67 mujeres), incluyen:

e 4 mujeres madres de varones con mutacion positiva que no son portadoras de la

misma.
e 25 hermanas y primas de varones con mutacion positiva.
e 11 tias maternas de varones con mutacidn positiva.
e 4 abuelas maternas de varones con mutacion positiva.
e 14 mujeres familiares de afectados ya fallecidos.

e 4 mujeres, hijas de varones afectados clinicamente de Distrofia Muscular de

Becker.

e 5 nifias con valores de CK tres veces superior al rango de normalidad y clinica

muscular inespecifica no sugerente de DMDB.

Todos estos datos quedan resumidos en la tabla 18.
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Tabla 18. Resumen de las mujeres estudiadas mediante MLPA.

POSITIVOS NEGATIVOS

MADRES: madres de varones con mutaciones 24 20 4

HERMANAS Y PRIMAS: hermanas y primas de 32 7 25

varones con mutaciones y madre portadora

TIAS: tias maternas de varones con mutaciones y 15 4 11

madre portadora

ABUELAS: abuelas de varones con mutaciones y 12 8 4

madre portadora

CLINICA EN FAMILIARES FALLECIDOS: mujeres 14 14

en las que se constatan antecedentes clinicos

HIJAS DE DMB: hijas de varones afectados por 4 4
clinica de DMB
AUMENTO DE CK: nifias con aumento de CK y 5 5

clinica muscular

39 67
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4.3.3.1. ESTUDIOS DE CASOS INDICE POSITIVOS Y SUS MADRES.

Los resultados de los 24 estudios familiares que incluyen madre-caso indice varén se
muestran en la tabla 19. En cuatro de estos estudios no se ha diagnosticado la mutacioén
del caso indice en la madre: un varén con delecion de los exones 45-47, otro con
delecion de los exones 3-4, otro con delecion de los exones 8-16 y un ultimo varén con
duplicacién del exon 2, lo que supone un 16,66% del total de los casos familiares

estudiados (figura 63).

b

Portadoras

83,33% ENo portadoras
B o

Figura 63. Porcentaje de portadoras y no portadoras diagnosticadas en estudios madre-hijo.

El hecho de no diagnosticar una mutacion relacionada con DMDB en la madre de un
varon afectado supone que se trata de una mutacién “de novo” en el vardn. Este
hallazgo es relevante puesto que supone que en estos casos no se puede descartar la
existencia de mosaicismos germinales que permitan la recurrencia del caso en una

siguiente gestacion de la madre no portadora.
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Tabla 19. Resumen de los estudios caso indice-madre realizados.

Exones afectados en varones Exones afectados en mujeres

42 48-49 - 48-49 -

7 46-48 - 46-48 -

6 48-55 - 48-55 -

15 1- - 1- -

promotor promotor

21 45-47 - 4547 R

19 3-7 - 3-7 -
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Exones afectados en varones Exones afectados en mujeres

15 61-77 - 61-77 -

2 49-52 - 49-52 -
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5. DISCUSION

5. DISCUSION.

La Unién Europea define una Enfermedad Rara (ER) como aquella cuya prevalencia es
menor de 5/10000 habitantes en la comunidad y sobre la que falta conocimiento acerca
de ciertos aspectos cientificos. Se estima que en Europa hay del orden de 20 a 30
millones de personas afectadas por este tipo de patologias, y en Espafia, unos 3 millones
de personas (Comité espafiol de representantes de personas con discapacidad- Cermi.es,

2002; Izquierdo-Martinez et al., 2003).

Dentro de las Enfermedades Raras se incluyen gran cantidad de patologias con
etiopatogenia distinta, de evolucion crénica con morbi-mortalidad prematura y
generadoras de un alto grado de discapacidad que produce un deterioro significativo en
la calidad de vida de los afectados (Posada de la Paz M et al., 2002). Las enfermedades
raras son problemas importantes para la salud publica en Espafia, sobre todo en

términos de carga economica de la enfermedad.

A pesar de recibir el calificativo de raras, estas enfermedades consumen gran cantidad
de recursos sanitarios y familiares, de modo que se estima que una familia invierte el
20% de su presupuesto anual en el cuidado de un miembro afectado de DMDB. Segun
los datos publicados en el Proyecto IMSERSO 167/10 del afio 2012 los costes medios
anuales para un afectado de Distrofia Muscular de Duchenne se sittian en 94171€, muy
por encima de los estimados para patologia como la epidermolisis bullosa (33903€), la
esclerodermia (18288€) o la fibrosis quistica (37343€). Considerando la magnitud de
los costes de estos pacientes, la investigacion del coste-efectividad de las diferentes

intervenciones para estas patologias deberia ser prioritaria.

Se estima que en Espafia puede haber unas 20000 familias afectadas por este tipo de
patologias (Cermi.es, 2002), lo que supone un gran nuimero de afectados directa o

indirectamente por la enfermedad.
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El rapido avance que estd produciéndose en el terreno de la Biologia Molecular esta
cambiando muchos aspectos hasta ahora tradicionales en este tipo de patologias, ya que
muchas de ellas tienen un componente genético y hereditario. En la era post-genémica
de los ultimos veinte afios, la descodificacion de la informacion encriptada en la
secuencia gendmica humana ha permitido la extension del conocimiento sobre las bases
moleculares de las Enfermedades Raras, esto hace necesario la creacion de test que
permitan el diagndstico rapido, seguro y fiable de estas patologias a nivel molecular.
Por ello, ha aumentado enormemente el nimero de laboratorios dedicados a diagndstico

e investigacion en Genética Molecular.

La disponibilidad de nuevas técnicas y herramientas de la biologia molecular, la
imaginacion y osadia de los investigadores y la necesidad de abordar los estudios
genéticos a través de nuevas aproximaciones condujo a mitad de los afios 80 del pasado
siglo a proponer un proyecto que diera como resultado el conocimiento de la estructura
e todos los genes humanos. Con el apoyo del NIH (National Institutes of Health) y del
Departamento de Energia de los Estados Unidos nace finalmente el 1 de Octubre de

1990 el “Proyecto Genoma Humano”.

El conocimiento de la secuencia del genoma humano ha contribuido como ningtn otro
acontecimiento cientifico al conocimiento de los genes responsables de las
enfermedades, al establecimiento y clasificacion de los mecanismos de las
enfermedades de origen genético, al desarrollo de nuevas técnicas diagndsticas y ha
abierto las puertas a la investigacion de nuevas estrategias terapéuticas. Todos estos
acontecimientos estan transformando la préctica de la medicina moderna al mismo
tiempo que las nuevas técnicas desarrolladas gracias al “Proyecto Genoma Humano”
ofrecen oportunidades sin precedentes para el estudio de la biologia humana y de las

enfermedades por vias completamente nuevas.

En la actualidad es posible conocer las diferencias entre un gen normal y el gen
responsable de una enfermedad, lo que ha permitido disefiar pruebas especificas que

detectan esas diferencias y asi poder diagnosticar a nivel molecular la enfermedad.
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Recientemente el andlisis de los fragmentos de ADN obtenidos por Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) ha sufrido un gran avance ya que se han podido detectar,
cuantificar y en cierta manera automatizar estos procesos gracias a una nueva tecnologia
basada en la deteccion del la fluorescencia del ADN marcado (Fluorescence Based
DNA Analysis Technology, FDTA). Esta combinacién de tecnologia PCR/FDTA ofrece
el potencial suficiente para automatizar y caracterizar a bajo costo las mutaciones

genéticas.
Esta tecnologia permite realizar:

- Secuenciacion automatica de 600 bases con 98,5% de exactitud en un tiempo
total de 2,5 horas.

- Medicion de tamafios de diferentes fragmentos de DNA con una resolucion
de 2 bases en un tiempo de unos 20 minutos.

- Cuantificacion de productos RT-PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa
con transcriptasa inversa) de hasta 1000 pares de bases con una precision
mayor del 4%.

- Deteccidon automdtica de fragmentos de ADN marcados con fluorescencia

mediante electroforesis capilar.

El uso de la tecnologia PCR/FDAT junto con la electroforesis capilar aumenta
significativamente tanto la resolucion como la sensibilidad de los ensayos, lo que
permite trabajar con cantidades de ADN mucho menores con un menor nimero de

ciclos para la amplificacion por PCR.

Para el diagnoéstico de la Distrofia Muscular de Duchenne Becker se han empleado
distintas metodologias entre las que se encuentran el southern-blot, la PCR cuantitativa,
la hibridacién fluorescentes in situ (FISH) e Hibridaciéon multiplex (MAPH); pero estas
técnicas solo han conseguido el diagnostico de regiones concretas del gen DMD (cubren
un 20-30% de los 79 exones del gen) por lo que resultan insuficientes para un

diagnostico adecuado (Chamberlain et al., 1988).
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En nuestro laboratorio se ha usado la tecnologia PCR/FDTA desde el afio 1998 para el
diagnostico de Distrofia Muscular de Duchenne Becker: primero se usaron técnicas para
la deteccion de alteraciones en el numero de copias de exones del gen DMD en las
denominadas zonas calientes (exones 3, 4, 6, 8, 12, 17, 19, 43, 44, 45, 47, 48, 51, 52, 60
y promotor cerebral, Chamberlain et al., 1988; Arauzo et al., 1999).

Posteriormente, en el afio 2005 se introduce la tecnologia considerada fundamental en el
diagnéstico de las deleciones y duplicaciones del gen DMD en varones afectados y en
portadoras, la Multiplex Ligation Probe Amplification, MLPA (Gatta et al., 2005). La
mejora que supuso el uso de la tecnologia MLPA en el rendimiento diagndstico es
evidente comparando los datos previos obtenidos desde 1998 a 2005 con los actuales:
mediante el uso de PCR multiplex se diagnosticaron desde 1998 a 2005 un 43,39% de
los varones estudiados, mientras que mediante el uso de MLPA hemos podido realizar

un diagnostico fiable en el 45,23% de estos varones.

La validez de la técnica MLPA como método diagnostico de DMDB ha sido
ampliamente refrendada por multitud de estudios (Jansen et al., 2005; Gatta et al.,

2005), tanto en el diagnostico de casos indice como de portadoras.

El conocimiento de la frecuencia de una Enfermedad Rara es esencial para la
planificacion asistencial y la organizacion de los recursos sanitarios. El estudio de la
epidemiologia de las Distrofias Musculares constituye una asignatura pendiente a nivel
mundial, pero especialmente en Espana (Camacho et al., 2015) donde no existen datos
sobre la incidencia ni la prevalencia de estas enfermedades. Aunque se publican gran
cantidad de articulos cientificos sobre la Distrofia Muscular de Duchenne Becker la
gran mayoria de ellos se centran de forma habitual en aspectos fisiopatoldgicos,
diagnosticos o terapéuticos. En este sentido, el trabajo publicado por Emery en 1991
contintia siendo una referencia a la hora de hablar de prevalencia e incidencia de la
Distrofia Muscular de Duchenne. Las busquedas que incluyen "Duchenne, incidencia y

Espafia" en la web PubMed.gov no reportan un solo articulo.
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La incidencia estimada para la DMD es de 1/3500 varones (Emery AE, 1991), frente a
esta cifra clasica Mah et al. en 2014 han publicado el resultado de un metaanalisis que
incluye 31 estudios realizados en Norteamérica y Europa y en el que se estima la
prevalencia de DMD en 4,78 por 100.000 varones, pero la incidencia no pudo analizarse
por la disparidad entre estudios y la escasez de publicaciones en este sentido (Mah et al.,

2014).

Durante el periodo de tiempo incluido en nuestro estudio, nacieron en las provincias
estudiadas 133.230 varones, de acuerdo a los datos proporcionados por el Instituto
Nacional de Estadistica, lo que supone que la incidencia de la enfermedad, teniendo en
cuenta solo los 38 pacientes con diagnodstico molecular positivo mediante MLPA seria
de 1 de cada 3.506 varones nacidos vivos. Esta cifra coincide con los datos publicados
por autores como Emery (Emery et al., 1991), y dista un poco maés de la cifra de 1 de
cada 4685 publicada por Helderman- van der Enden en 2012 (Helderman-van der Enden
et al., 2012). Otros datos de incidencia aportados en la literatura son las de Nigro, 1:
4608 (Nigro et al., 1983), Williams, 1: 3424 (Williams et al., 1983) y van Essen 1: 4215
(van Essen et al., 1992).

Hay que considerar que estos datos hacen referencia a la incidencia de la enfermedad
debido solo a deleciones y duplicaciones de los exones comprendidos en las zonas
calientes (zonas entre los exones 2-20 y 45-53). Nuestros resultados aportan por primera
vez datos de la incidencia de esta enfermedad en la poblacion andaluza tomando en
consideracion los enfermos afectados de deleciones y duplicaciones en todos los exones

del gen DMD.

Si se consideran ademas los 15 pacientes diagnosticados de DMD por su clinica la
incidencia de la enfermedad en nuestra poblacion seria de 1 de cada 2.514 varones
nacidos vivos. Aunque la cifra de varones estudiados en nuestra serie pudiera parecer
escasa, teniendo en cuenta los 133.230 varones nacidos los datos de calculo reflejan que
en nuestra poblacion de estudio la incidencia est4 acorde con lo reportado hasta este

momento por la literatura cientifica.

La edad media del diagndstico en nuestro estudio fue de 8,55 afios (DS 6,88 afios), para
otros autores la edad media del diagndstico se situa en torno a los 5 afios de edad (Magri

etal., 2011).
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Teniendo en cuenta los 15 pacientes varones con clinica y biopsia muscular compatible
con DMD/DMB susceptibles de portar mutaciones no diagnosticables con MLPA tales
como pequefias deleciones, inserciones y mutaciones puntuales, junto a los 38 pacientes
diagnosticados con la tecnologia MLPA, el porcentaje de las mutaciones detectadas en
los 53 pacientes corresponde en un 64.15% a deleciones, un 7.54% a duplicaciones y un
28.30% a pequenas deleciones, inserciones o mutaciones puntuales del gen DMD, datos
que coinciden con lo publicado en la “Leiden DMD Mutation database”, que considera
los siguientes porcentajes: 72% para deleciones, 7% para duplicaciones y en torno a un

20% para pequefias mutaciones no detectables mediante MLPA.

Si tiene relevancia diagnosticar una alteracion molecular en un varoén afectado por
DMD, tanto o mas importante es realizar un diagnostico en los familiares del mismo a
la hora de realizar un asesoramiento genético adecuado. Por ello, en estos casos, el
diagnodstico de una mutacidon en una madre es de vital importancia: la probabilidad de
transmitir la mutaciéon a su descendencia para una madre portadora es del 50%, por
tanto los hijos tendrian un 50% de probabilidad de padecer DMD vy las hijas una
probabilidad del 50% de ser portadoras y transmisoras de la patologia a su

descendencia.

En nuestro estudio se han diagnosticado como portadoras de mutacioén un 36,79% de las
mujeres estudiadas: 89,24% de deleciones y 10,25% de duplicaciones. En estos casos
con patréon de transmision clasico se debe realizar el estudio de portadoras en las
familiares de primer grado de la madre. Aunque habitualmente una mujer portadora no
suele presentar sintomas (salvo que sufra inactivacion del cromosoma X sano) se han
descrito manifestaciones clinicas entre el 2,5% y 7,8% de las mismas (Soltanzadeh et
al., 2010). Entre las manifestaciones que una portadora puede presentar estan
alteraciones musculares menores o medias como calambres o pérdida de fuerzas y
miocardiopatia (Bushby et al., 2010), por lo que se requiere un control cardiaco y

neuroldgico regular acorde con la sintomatologia de la paciente.

Se han realizado 24 estudios de madre-hijo resultando que 20 de las madres (83,33%)
eran portadoras de la mutacion diagnosticada en su hijo. En las 4 madres restantes
(16,66% de los casos) no se consiguid diagnosticar la mutacion, por lo que se supone

que dicha mutacién ha ocurrido "de novo".

Desde que Haldane predijo en el afio 1935 que la proporcion de casos de mutaciones
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espontdneas en el gen de la distrofina suponia un tercio de todos los enfermos de esta
patologia y dada la importancia de este hecho se han llevado a cabo estudios tratando de
comprobar las predicciones de Haldane con resultados diferentes. En algunos casos la
proporcion de mutaciones esporadicas se acercan a lo predicho por Haldane (Caskey et
al., 1980), mientras que otros autores encuentran que la frecuencia de estos casos es
superior (Lane et al., 1983) o inferior situdndose en torno a un 20% (Barbujani et al.,
1990). En nuestro estudio, el porcentaje de varones afectados por una mutacién

esporadica (16.6%) es una cifra cercana a la reportada por Barbujani et al., 1990.

La ocurrencia de una mutacion de novo durante el desarrollo del cigoto puede tener
distintas consecuencias en el ulterior desarrollo del individuo dependiendo del momento
en el que se produzca dicha mutacion: la mayoria de los pacientes con Distrofia
Muscular de Duchenne y mutacion de novo la presentan en todas las células (somaticas
y germinales), en estos casos se determina que el origen de la mutacion estd en una de
las células germinales de uno de los progenitores y que €stas han sufrido la mutacion
durante el periodo de meiosis, el cigoto derivado formado contiene la mutacion en todas
sus fases y en todas sus células. Si la mutacion ocurre de modo espontaneo durante las
mitosis del cigoto habra una proporcion de células somaticas y germinales del paciente
afectado que portaran la mutacién (Erickson 2010) y otras que no, dependiendo del
momento de la division celular en el que ocurra la mutacion, en estos casos se habla de
mosaicismo somatico y/o germinal y en el mismo individuo se pueden encontrar células
germinales y somaticas portadoras o no de la mutacion. El riesgo de recurrencia de
mutacion en el caso de mosaicismo germinal en mujeres no portadoras se estima entre el

4,3 y el 10% (Helderman- van den Enden 2009, van Essen 1992).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el asesoramiento familiar de una madre no
portadora es, al menos, tan importante como el de una madre portadora ya que no se
puede descartar la presencia de mosaicismos germinales que podrian originar la

recurrencia del cuadro en una siguiente gestacion.

Una mujer portadora de una mutacion puede recurrir a técnicas de seleccion de
embriones libres de mutacion mediante Diagnostico Genético Preimplantacional. En el
caso de que una pareja obtenga una gestacion espontaineamente, tengan un hijo afectado

y no se haya diagnosticado a la madre como portadora y puesto que existe un riesgo de
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recurrencia de un 4,3% se aconseja el andlisis de la mutacidon en muestra prenatal. El
descubrimiento de la mutacion en el feto puede ser motivo de interrupcion voluntaria de
embarazo de acuerdo con el marco legal vigente (Titulo II de la Ley Organica 2/2010 de

salud sexual y reproductiva y de la interrupcion voluntaria del embarazo).

En la bibliografia cientifica, solo hay datos para los porcentajes de mosaicismo germinal
en 7 de las 63 patologias en las que se ha documentado este hecho, dos de ellas son
autosomicas dominantes, la acondroplasia (riesgo de recurrencia de 0,02%, Mettler and
Fraser, 2000) y la osteogénesis imperfecta (riesgo de recurrencia de 5-7%, Cohn et al.,
1990), las otras cinco patologias son enfermedades ligadas al cromosoma X: Sindrome
de Lisencefalia ligada a X (Gleeson et al., 2000), Sindrome de Rett (Mari et al., 2005)y
Hemofilia B (Ketterling et al., 1999) el riesgo se ha estimado en un 11%, y en un13%
para Hemofilia A (Leuer et al., 2001). En estudios realizados considerando haplotipos
de riesgo se ha constatado que el riesgo de transmision de Distrofia Muscular de
Duchenne cuando se hereda el haplotipo de riesgo varia seglin las publicaciones entre el
14% (Bakker et al., 1987) y el 20% (van Essen et al., 1992). De acuerdo con estos datos
se aprecia que el riesgo de recurrencia de mutaciones con madres no portadoras para
enfermedades ligadas al cromosoma X es muy superior al de patologias con otro tipo de
herencia. El célculo del porcentaje de recurrencia en el estudio de Helderman-van der
Enden et al., 2012 se ha realizado estudiando la transmision de los haplotipos de riesgo
a los descendientes y dividiendo el niimero total de veces que se ha transmitido el
haplotipo de riesgo con la mutacion entre el nimero de veces que se ha transmitido el
haplotipo de riesgo (con o sin la mutacion) en las familias con mutaciones de novo y
han obtenido un riesgo 8,6%; para familias en las que no se ha estudiado el haplotipo el

riesgo genérico de recurrencia sigue estimado en 4,3%.

Puesto que no existe en la actualidad tratamiento efectivo de esta enfermedad, debe
ponerse mas énfasis en su prevencion para lo que es imprescindible poder llevar a cabo
no solo la deteccion de mutaciones del caso indice sino también la identificacion de
mujeres portadoras para poder realizar un consejo genético adecuado, ya que resulta
crucial determinar en familias con un varon afectado si la enfermedad deriva de
mutaciones de novo o bien si el defecto genético es heredado de una madre portadora de
dicha mutacion con el objeto de aconsejar a la madre en el caso de mutaciones de novo
la conveniencia de realizar un diagndstico prenatal en un futuro embarazo debido al
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riesgo real de tener otro hijo afectado. Para estos estudios, se ha demostrado que la
técnica MLPA permite caracterizar adecuadamente la alteracion molecular, dejando en
torno a un 28% de los pacientes sin diagnostico molecular cierto. El gran desarrollo de
las tecnologias moleculares ha permitido que se prefiera el uso de éstas previo a la
realizacion de pruebas cruentas como la biopsia  muscular, que puede ser

potencialmente letal en estos pacientes.

El diagndstico de una mutacion en un paciente afectado también permite la inclusion del
mismo en los ultimos ensayos clinicos que optimizan el uso de nuevas terapias, para
ello se ha de inscribir al afectado en un “registro de pacientes”. Este registro, en Espaia,
aun se encuentra en fase de elaboracion por parte de un equipo multidisciplinar
formado por neuropediatras y genetistas. Son muchos los avances que se estan
produciendo en el terreno de la firmaco-genética y la medicina personalizada Desde el
punto de vista del tratamiento,. El término medicina personalizada hace referencia a la
practica de la medicina en la que el paciente recibe el tratamiento médico mas
apropiado, con dosis y combinacion de drogas ajustadas a los hallazgos genéticos.
Actualmente se encuentran en marcha 21 ensayos clinicos de tratamientos para la
distrofia muscular en distintas fases, en algunos de ellos se ensayan con farmacos ya
conocidos a distintas dosis y en otros se ensayan terapias genéticas de ultima

generacion.
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6. CONCLUSIONES

1. La aplicacion de la tecnologia MLPA en el diagnéstico de la Distrofia Muscular
de Duchenne Becker permite la deteccion de deleciones y duplicaciones en
todos los exones del gen de la distrofina, tanto en varones afectados como en
mujeres portadoras. La eficiencia de esta tecnologia con la que se han detectado
un 45,23% de los varones estudiados es superior a la deteccion de deleciones y
duplicaciones con técnicas que solo exploran los exones de las zonas calientes
del gen, con las que solo se consigue detectar un 43,39% de los varones

estudiados.

2. Se determina por primera vez la incidencia de la Distrofia Muscular de
Duchenne Becker en Andalucia que corresponde a 1 de cada 3506 varones
nacidos vivos, de los que el 89,47% estaban afectados de deleciones y el 10,52%
de duplicaciones. El conocimiento de la incidencia de la Distrofia Muscular de
Duchenne Becker es un dato de importancia en relacion a la estimacion de los

costes socio-sanitarios de esta enfermedad.

3. Se determina por primera vez en Andalucia que aproximadamente el 17% de
varones afectados por mutaciones en el gen de la distrofina lo son debido a
mutaciones esporadicas, siendo este un dato de extrema utilidad para establecer

un adecuado asesoramiento genético.
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