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RESUMEN

Las distrofias musculares de Duchenne/Becker son enfermedades raras que reciben poca atencion en nuestro medio.
El objetivo del presente estudio fue implementar la técnica de amplificacion multiple dependiente de ligacion por sondas
(MLPA)y demostrar que tiene ventajas sobre la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa multiplex (PCR-multiplex).
Se analizaron muestras de 40 individuos con diagnéstico presuntivo de distrofia muscular de Duchenne/Becker, primero
por PCR-multiplex y luego por MLPA. Con la PCR-multiplex se detectaron 15 individuos con deleciones causales y
con la técnica MLPA se logr6 diagnosticar a 21 individuos, cuatro duplicaciones y 17 deleciones. En conclusion, la
técnica MLPA logra detectar mutaciones de tipo delecién y duplicacion de exones, consiguiendo un mayor nimero de
diagnosticos moleculares por alteraciones en el gen DMD.

Palabras claves: Distrofina; Reaccién en cadena de la polimerasa multiplex; Amplificacion multiple dependiente de
ligacién por sondas; Diagnostico genético (fuente: DeCS BIREME).

DETECTION OF MUTATIONS CAUSING DUCHENNE AND BECKER
MUSCULAR DYSTROPHIES: MULTIPLEX POLYMERASE CHAIN
REACTION VS. MULTIPLEX LIGATION DEPENDENT PROBE
AMPLIFICATION

ABSTRACT

Duchenne and Becker muscular dystrophies are rare diseases that receive limited attention in our field. The objective of
this study was to implement the Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification technique (MLPA) and to demonstrate
that it has advantages over the Multiplex Polymerase Chain Reaction (Multiplex PCR) technique. Samples from 40
individuals with a presumptive diagnosis of Duchenne and Becker muscular dystrophies were analyzed: first by Multiplex
PCR and then by MLPA. Fifteen individuals with causal deletions were detected with Multiplex PCR, while the MLPA
technique was able to diagnose 21 individuals, four duplications, and 17 deletions. In conclusion, the MLPA technique
can detect mutations of the exon deletion and duplication type, yielding a larger number of molecular diagnoses due to
alterations in the DMD gene.

Keywords: Dystrophin; Multiplex polymerase chain reaction; Multiplex ligation-dependent probe amplification; Genetic
diagnosis (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Todos los tipos de distrofia muscular son enfermedades
que producen debilidad muscular, las mas comunes son
la distrofia muscular de Duchenne (DMD) y la de Becker
(BMD) y son causadas por variaciones del gen DMD,

uno de los mas grandes del genoma humano (2.4Mb),
compuesto por 79 exones y siete promotores, ubicado
en la region Xp21.1 @. Dicho gen se expresa en musculo
esquelético, cardiaco, células neuronales y musculo
liso, y se traduce en distrofina, proteina que forma parte
del complejo proteico asociado a distrofina (DAP), cuya
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funcién es estructural, pues debe estabilizar el sarcolema
y proteger a las fibras musculares del dafio y necrosis
ocasionados por la contraccion a largo plazo (2.

La DMD (OMIM 310200) es la mas frecuente y tiene una
incidencia de 1 por cada 3500 nifios nacidos vivos ©.
Tiene un prondstico grave y expectativa de vida reducida.
La BMD (OMIM 300376) tiene una incidencia de 1 por
cada 30 000 nifios nacidos vivos y tiene una forma mas
leve de presentacion, con prondstico de vida cercano a
los 60 afios ©.

Los casos de DMD son mas graves debido a que la
distrofina se presenta muy reducida, no funcional o en
ausencia total, debido tedricamente a variaciones fuera del
marco de lectura en el gen DMD G4, Mientras que en
los casos de DMB, las variaciones se encuentran dentro
del marco de lectura, expresando una proteina incompleta
pero funcional y por lo tanto con mejor prondstico para el
paciente ¢4,

En Pert, como enlamayoriade paises en vias de desarrollo,
el diagndstico para DMD/DMB consta basicamente de
la identificacién de diferentes signos clinicos, como
dificultad para caminar, hipotonia, atrofia muscular, signo
de Gowers, escoliosis, contracturas articulares, y en
cuadros avanzados, insuficiencia respiratoria y/o cardiaca;
este diagndstico se apoya en el nivel de creatina quinasa
(CPK), elevada en varones si es mayor a 174 u/L; y en
la electromiografia (EMG), que mide la actividad eléctrica
de los musculos y distingue entre patrén neuromuscular
normal, miopatico o neuropatico .

Como DMD/DMB son enfermedades monogénicas,
todas las técnicas de diagndstico confirmatorias estan
relacionadas a la deteccion directa de la distrofina in situ,
como el andlisis inmunohistoquimico o Western blot “7), y
a la identificacién de las variantes patoldgicas del mismo
gen DMD, usando la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa multiplex (PCR-multiplex) (Test de Chamberlain,
Beggs o Kunkel) que detecta sdlo presencia/ausencia
de unos 9 a 11 exones por reaccion ®, o la técnica de
amplificacién multiple dependiente de ligacion por sondas
(MLPA) que detecta la presencia/ausencia y dosis de los 79
exones y el promotor Dp427c en dos reacciones ®. Ademas,
la secuenciacién Sanger detecta pequefias mutaciones en
todas las regiones del gen DMD (una reaccion por region)
y la secuenciacion de nueva generacion (NGS) detecta la
ausencia de grandes regiones (multiexénicas) y pequenas
mutaciones en todo el gen en una sola reaccién ©10),

El objetivo del presente estudio fue implementar la técnica
MLPA para el diagnéstico de DMD/DMB y demostrar su
ventaja sobre la PCR-multiplex, comunmente utilizada en
algunos centros hospitalarios del Peru.
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Motivacion para realizar el estudio. El presente estudio se realizd
por la dificultad que presenta el diagnéstico temprano y correcto de
la distrofia muscular de Duchenne/Becker.

Principales hallazgos. Gracias a este estudio se ha logrado
implementar una técnica nueva (MLPA) en el Perti para un mejor
diagndstico de la enfermedad.

Implicancias. Las distrofias musculares Duchenne/Becker son
enfermedades raras, y es por su baja incidencia que no genera
un gran interés, sin emba.rgo, es importante implementar nuevas
técnicas para el diagnostico de las mismas, asi como en su momento
se implement6 el diagnostico de las enfermedades metabolomicas
en los neonatos.

EL ESTUDIO

El presente estudio es de tipo descriptivo prospectivo,
comprende la primera parte de un proyecto de investigacién
denominado «Diagndstico genético molecular en pacientes
con Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) y Becker
(BMD) en Peru», que busca caracterizar genéticamente a
300 pacientes por diferentes técnicas moleculares durante
tres afios. El proyecto esta financiado por la Facultad de
Medicina Humana de la Universidad de San Martin de
Porres.

Durante el primer afio se reclutaron 60 pacientes
provenientes del Servicio de Genética y Errores Innatos
del Metabolismo del Hospital del Nifio y del Servicio de
Genética del Departamento de Especialidades Médicas del
Hospital Edgardo Rebagliati Martins. Para este estudio se
consideraron a 40 pacientes y a dos familias nucleares (de
los unicos dos pacientes que aceptaron toma de muestra).
Ademas, se utilizaron diez controles masculinos sanos del
banco de ADN del Centro de Investigacion de Genética y
Biologia Molecular (CIGBM), tal como se recomienda en
el protocolo de MLPA-DNA version MDP-v003 de MRC-
Holland (",

Se incluyeron a pacientes peruanos, varones (por ser
los afectados en una enfermedad ligada al X), menores
de 18 afios, diagnosticados clinicamente con distrofia
muscular que presentan pruebas de apoyo al diagndstico,
CPK elevada y electromiografia que evidencia un patrén
miopatico. Se excluyeron pacientes con informacion
clinica incompleta.

Se extrajo ADN (aproximadamente 500 uL) a partir de 3 mL
de sangre periférica, siguiendo el protocolo descrito por
Miller et al. («salting out») ("» estandarizado en el CIGBM.

Para la PCR-multiplex de nueve exones: exén 4 (186pb),
exon 44 (268pb), exén 12 (331pb), exén 8 (360pb), exdn
51 (328pb), exdn 17 (417pb), exén 19 (459pb), exdn 48
(505pb) y exon 45 (547pb) la amplificacion se realizé segun
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el protocolo descrito por Rojas, et al. ®. La deteccion
mediante electroforesis utilizé agarosa de alta sensibilidad
al 4%, con un programa de 30 voltios por 20 min, 60 voltios
por 40 min, 90 voltios por una hora y 120 voltios por dos
horas. La tincién fue con bromuro de etidio y las fotos se
consiguieron con un fotodocumentador Biorad Gel Doc XR.

La MLPA consta de cuatro pasos: denaturacion del ADN,
hibridacion con las sondas, ligacion de estas y amplificacion
de los fragmentos que previamente han hibridado y ligado.
Se realiz6 segun el protocolo de MLPA-DNA version
MDP-v003 (), con pequefias modificaciones (la hibridacion
durd de 16 a 20 horas vy la ligacién de las sondas durd 40
minutos). Se utilizaron los mixes de sondas comerciales:
P034 y P035 (MRC-Holland), que en conjunto analizan
los 79 exones del gen DMD y el promotor Dp427c. Los
amplificados se corrieron por electroforesis capilar en un
equipo ABI-3500, 1 uL de muestra mas 9 uL de formamida
HiDi y 0,2 uL de Liz 500. Se us6 un capilar de 50 cm y
POP 7, y las condiciones fueron de 1,6 KV de voltaje de
inyeccion y 15 s de tiempo de inyeccion.

Siguiendo lo recomendado en el inserto de los mixes
de sondas P034 y P035 se procedieron a confirmar las
deleciones de un solo exd6n, mediante una reaccion
en cadena de polimerasa (PCR) de dos exones a la vez

(el exdn que tiene supuestamente la delecion y un exén
control adicional).

Los datos extraidos de la electroforesis capilar se analizaron
mediante el software libre Coffalyser.Net v.140721.1958
(www.mlpa.com), también recomendado por la MRC-
Holland (". Este andlisis se realizd sobre el radio del DQ
(dosaje de la fluorescencia captada por cada fragmento).
Se evalud la presencia o ausencia de cada fragmento
y la dosis en que se presentan, en comparacion con las
muestras control.

Antes de la obtencion de la muestra, los padres o
apoderados de los participantes firmaron voluntariamente
un consentimiento informado. El protocolo de investigacion,
asi como el formato de consentimiento fue aprobado
por el Comité Institucional de Etica en Investigacién de
la Universidad San Martin de Porres, el cual respeta las
normas éticas concordantes con la declaracion de Helsinki
(actualizada al 2013).

HALLAZGOS

De las 40 muestras analizadas mediante PCR-multiplex,
15 (37,5%) presentaron deleciones de uno o mas exones
del gen DMD, causales de distrofia muscular (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa multiplex (PCR multiplex) y de la técnica de
amplificacion multiple dependiente de ligacion por sondas (MLPA) en los 40 pacientes analizados

Codigo de : PCR Multiplex' : MLPA i Codigo de — PCR Multiple3( : MLPA :
paciente Tipo de Exén Tipo de Exon paciente Tipo de Exon Tipo de Exén
Mutacion  Afectado Mutacién Afectado Mutacion Afectado  Mutacion  Afectado
DMD-01 Delecion Exon 45 Delecion Exén 45 DMD-33  Delecidon Ex6n48-51  Delecion Exdn 48-52
DMD-02 Ninguna - Duplicacion Exon 3-11 DMD-34  Ninguna - Ninguna -
DMD-05 Delecion  Exdn 48-51 Delecion Ex6n48-54 DMD-35 Delecién Exon 51 Delecion Exon 51
DMD-08 Ninguna - Ninguna DMD-36  Ninguna Ninguna -
DMD-09 Ninguna - Delecién Exo6n 21 DMD-37  Ninguna Ninguna -
DMD-10 Ninguna - Ninguna DMD-38  Ninguna Ninguna -
DMD-11 Ninguna - Ninguna - DMD-39 Delecion Ex6n45-48  Delecion  Exo6n 45-50
DMD-13 Delecion Exén 4 Delecion Exon 4-7 DMD-40  Deleciéon  Exon 8-44 Delecion ~ Exén 5-44
DMD-14 Delecion  Exdn 48-51 Delecion Ex6n48-52 DMD-41  Ninguna - Ninguna -
DMD-18 Delecion Exon 44 Delecion Exon 44 DMD-43  Ninguna - Ninguna -
DMD-21 Ninguna - Duplicacion  Ex6n 18-30 DMD-44  Ninguna - Ninguna -
DMD-22 Ninguna - Ninguna DMD-45 Delecién Ex6n45-48  Delecion  Exo6n 45-50
DMD-23 Ninguna - Duplicacion Exon 2 DMD-48  Delecion Exon 45 Delecion  Exon 46-47
DMD-24 Delecién  Exon 48-51 Delecién Exén 46-53 DMD-49  Ninguna Ninguna
DMD-25 Delecién Ex6n 8 Delecién Exo6n 8-9 DMD-50  Ninguna Duplicacion Exén 2
DMD-26 Ninguna - Ninguna DMD-51  Delecion Exon45-48  Delecion  Exon 45-50
DMD-29 Ninguna - Ninguna - DMD-52  Ninguna - Ninguna -
DMD-30 Ninguna - Ninguna DMD-55  Delecién Exon 48 Delecién  Exdn 46-50
DMD-31 Ninguna - Ninguna - DMD-56  Ninguna - Ninguna
DMD-32 Ninguna - Ninguna DMD-58  Ninguna Delecion  Exon 46-47
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Estas deleciones se evidencian por la falta de las bandas
correspondientes a determinados exones en comparacion
con el control (Figura 1). En las pruebas realizadas a las
madres y/o hermanas de dos pacientes, no se encontrd
ninguna variacion del patron de bandas con respecto al
control.

De las 40 muestras analizadas mediante MLPA, 21
(52,5%) fueron diagnosticados, de los cuales 17 (42,5%)
corresponde a deleciones y 4 (10%) a duplicaciones de
uno o mas exones del gen DMD (Tabla 1). Ademas, las
cuatro deleciones de un solo exdn fueron verificadas por
una PCR de dos exones. Al realizarse esta prueba a los
familiares (madres y/o hermanas) de los mismos individuos
escogidos anteriormente, estas resultaron ser portadoras.

En el pedigree de la familia A, mediante PCR-multiplex
el paciente DMD-05 (Il-1) tiene deleciones de los exones
48 y 51 del gen DMD (Figura 2), y mediante MLPA se
determind que la delecién realmente abarca desde el exén
48 hasta el 54. El paciente tiene un hermano menor (lI-3)
que también presenta la mutacién confirmada por ambas

Figura 1. Electroforesis que muestra resultados de la PCR-multiplex;
al lado izquierdo el marcador de 100-1000pb, al lado derecho
un individuo control que presenta las nueve bandas esperadas
correspondientes a los exones analizados por esta prueba. Los
individuos DMD-41, DMD-50 y DMD-58 presentan las nueve bandas
al igual que el control; en el individuo DMD-39 no se observan las
bandas correspondientes a los exones 45 y 48, y en el individuo
DMD-55 no esta presente la banda correspondiente al exén 48
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técnicas, mientras que la hermana (II-2) y la madre (I-2)
son portadoras de la mutacion, detectadas solo por MLPA
(Figura 3).

En el pedigree de la familia B, mediante PCR-multiplex el
paciente DMD-18 (II-1) tiene una delecién del exén 44 del
gen DMD y mediante la técnica MLPA se confirmd que solo
presenta la delecion de ese exdn. Tiene dos hermanos
menores (II-2 y 11-3) que también presentan la misma
mutacion confirmada por ambas técnicas, mientras que la
madre (I-2) es portadora de dicha mutacion, detectada sélo
por MLPA (Figura 3).

DISCUSION

Actualmente en los centros hospitalarios del Peru, son poco
recomendables las pruebas inmunohistoquimicas o de
Western blot, ya que para ellas son necesarias muestras
de biopsia muscular, consideradas muy invasivas. La PCR-
multiplex se encuentra implementada desde hace varios
afos, la MLPA y el NGS no son de uso rutinario para el
diagnéstico y la secuenciacion Sanger se utiliza para el
descarte de una mutacion ya conocida, ya que implica un
mayor gasto de tiempo y dinero ©920),

En el presente estudio se demuestra que la MLPA
diagnostica 15% mas de casos que la PCR-multiplex;
ademas, la MLPA confirma el 100% los casos detectados
por PCR-multiplex y de estos un 80% se ampliay consigue
un diagnéstico mas exacto en cuanto al verdadero
tamarfio de la mutacion. Estas ventajas permiten un mejor
diagnéstico de la distrofinopatia que padece el paciente, y
permite brindar un correcto prondstico de la enfermedad.
Estos resultados se corresponden con lo reportado por
Schwartz & Duno (4, Lalic, et al. '®, Janssen, et al. ('®),
Lai, etal. "y Guo, et al. "®, quienes también confirmaron
los resultados. Esto permite inferir que la técnica MLPA,
para el analisis del gen DMD, es un método reproducible,
facil de manejar y mas sensible que la PCR-multiplex.

Para citar un ejemplo, en el paciente DMD-24, la PCR-
multiplex detecta la ausencia de los exones 48 y 51. Con
MPLA se descubre que la verdadera mutacion comprende
una delecion desde el exdn 46 hasta el exén 53. Esto es muy
importante, ya que de darse el resultado de PCR-multiplex
como una delecion del exén 48 al 51 no se altera el marco
de lectura y por lo tanto se infiere que la proteina a formarse
estaria alterada pero funcional, tratandose de un posible
caso de DMB. Sin embargo, al conocerse que la verdadera
mutacién es desde el exon 46 hasta el 53 si se altera el
marco de lectura de la proteina parando tempranamente la
traduccion en el exén 45 por lo que se infiere una proteina
muy pequefia que no presentaria su extremo terminal C.
Esto evitaria la interaccién de la distrofina con los miembros
del DAP, ocasionando el cuadro clinico de Duchenne.
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Figura 2. Esquema de diagrama de cajas exportado del Coffalyser. A. Resultado de un individuo control (varén), se observa que para todos
los exones el radio (DQ) se encuentra aproximadamente en uno (puntos negros) lo que indica que el paciente presenta el nimero de copias
esperado de cada exdn (una copia de una). B. Resultado del paciente DMD-05 (varén), se observa que para los exones del 48 al 54, el
radio (DQ) es aproximadamente O (puntos rojos) lo que indica que el paciente presenta delecion de estos exones (ninguna copia de una). C.
Resultado de la hermana del paciente DMD-05, se observa que para los exones del 48 al 54 el radio (DQ) es aproximadamente 0,5 (puntos
rojos) lo que indica que la paciente es una portadora de la mutacion (una copia de dos)

Otro punto importante es que a diferencia de la PCR-
multiplex, que soélo es capaz de detectar deleciones, con la
MLPA se diagnostican tanto deleciones como duplicaciones,
que en el presente estudio se encuentran en un 43% y 10%,
respectivamente. Estos porcentajes son diferentes a los
reportados por diferentes autores en distintas poblaciones,
aunque la mas resaltante es la base de datos internacional
LOVD (Leiden Open Variation Database) que, actualizada
a mayo 2019, con datos de 14 260 variantes patogénicas
en 37 626 casos indica que las mutaciones patoldgicas en
el gen DMD se presentan como deleciones en un 64%,
duplicaciones en un 12% y pequefias mutaciones (de uno
0 mas nucledtidos) en el 23% de los casos ().

Adicionalmente, la MLPA, al cuantificar el nimero de
copias, también puede detectar mujeres portadoras de
la enfermedad ©. En familias con un individuo afectado,
puede estudiarse también a las mujeres (hijas o tias
maternas) para saber si son portadoras de la mutacién
que causa la enfermedad. Esto reviste importancia porque
se puede brindar asesoria genética a la familia, a fin de
que ésta tome decisiones informadas respecto a futuros

21 2.2

Figura 3. Analisis de pedigree de la familia A (paciente DMD-05)
y de la familia B (paciente DMD-18). Los cuadrados blancos son
varones sanos, los cuadrados azules son varones afectados y los
circulos blancos con punto azul son mujeres portadoras

embarazos. Esto debido a que una mujer portadora, tiene
un 50% de probabilidad de heredar la mutacion; por lo tanto,
si tiene un hijo varén este tiene un 50% de probabilidad de
estar afectado y si es mujer, un 50% de ser portadora (19,

En conclusion, la técnica de MLPA diagnostica con
mayor precision que la PCR-multiplex los casos de DMD/
DMB, detecta tanto deleciones como duplicaciones de
cualquiera de los 79 exones del gen DMD, e identifica
mujeres portadoras asintomaticas. Aunque el tamafio de
la muestra sea una limitante, estos resultados propician la
implementacién de latécnica MLPAen el CIGBM, y podemos
recomendarla para diagnéstico molecular de DMD/DMB.
Esta prueba es de facil reproduccién en un laboratorio
que cuente con un termociclador y un secuenciador, y
aunque es mas costosa que la PCR-multiplex, tiene mayor
sensibilidad y permite la deteccion exacta del tamafio de las
deleciones/duplicaciones en este gen.
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