
Rev. Cienc. Salud. Bogotá (Colombia) 7 (2): 15-21, mayo-agosto de 2009  / 15

Artículos originales

Análisis de deleciones en 15 exones 
situados dentro y fuera del hot spot 

mutacional del gen de la distrofina en 
pacientes con distrofia muscular  

de Duchenne
Deletion Analysis of 15 exons located outside and inside a “Hot Spot”  

in the Duchenne Muscular Dystrophy gene in Duchenne’s Muscular 
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Resumen
Introducción. La distrofia muscular de Du-

chenne (DMD), y su forma alélica más leve, la 
distrofia muscular de Becker (DMB), es una en-
tidad de herencia recesiva ligada al X, que se pre-
senta con debilidad muscular, pérdida progresiva 
de las habilidades motoras y muerte precoz. Es 
causada principalmente por deleciones en el gen 
de la distrofina, el cual contiene 79 exones. 

Objetivo. Realizar un análisis ampliado para 
evaluar la presencia de deleciones en 15 exones 
del gen de la distrofina situados dentro y fuera del 
hot spot mutacional en 58 pacientes afectados 
con DMD/DMB sin mutación previamente 
identificada. 

Metodología. Amplificación, mediante PCR 
múltiplex, de 4 exones situados dentro y 11 fue-
ra del hot spot mutacional descrito para el gen de 
la distrofina en 58 pacientes afectados con DMD 
y determinar la frecuencia de deleciones en la 
población analizada.

Resultados. Se encontró deleción del exón 
16 en uno de los pacientes estudiados, hecho que 
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indica una frecuencia de 1,7%. No se observó 
ninguna deleción de los exones situados fuera 
del hot spot mutacional. 
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Conclusiones. La frecuencia de deleciones en 
los 15 exones del gen de la distrofina analizados 
es baja; sólo se presentó en el exón 16, el cual 
se encuentra localizado en el hot spot mutacio-
nal proximal del gen. Es importante analizar este 
exón en los afectados, en la medida en que aumen-
ta la tasa de detección de deleciones en un 1,7%. 
Se debe analizar otro tipo de mutaciones como 
puntuales y duplicaciones en los afectados.

Palabras clave: deleción, distrofina, distrofia 
muscular de Duchenne, distrofia muscular de 
Becker, mutación, Colombia.

Summary
Introduction. Duchenne and Becker Muscular 

Dystrophies (DMD/DMB) are X-linked recessi-
ve diseases characterized by progressive muscle 
weakness and wasting, loss of motor skills and 
death after the second decade of life. Deletions 
are the most prevalent mutations that affect the 
dystrophin gene, which spans 79 exons. 

Objective: Identify deletions on the dystro-
phin gene in 58 patients affected with DMD.

Methods: Through multiplex PCR identify 
deletions on the dystrophin gene in 58 patients 
with DMD and observe the frequency of this 
mutation in our population.

Results: We found deletions in 1.72% of pa-
tients (1 of 58 persons). Deletions were not the 
principal cause of disease in our population. It is 
possible that duplications and point mutations 
caused this illness in our patients.

Conclusions: The frequency of deletions in the 
15 exons analyzed from the dystrophin gene was 
low. The predominant types of mutation in our 
patients` samples were not deletions as has been 
observed in the literature worldwide, therefore, it 
is important to determine other types of mutations 
as are duplications and point mutations. 

Key words: DNA, dystrophin, Duchenne 
muscular dystrophy, Becker msucular dystro-
phy, mutation, Colombia

Introducción
La distrofia muscular de Duchenne (DMD), 

y su forma alélica más leve, la distrofia muscu-
lar de Becker (DMB), afecta a 1 de cada 3.500 
varones nacidos vivos en el mundo. Se debe a 
mutaciones tipo deleción, duplicación y muta-
ción puntual del gen de la distrofina, localizado 
en el brazo corto del cromosoma X, en Xp21. Esta 
entidad presenta un modo de herencia recesivo 
ligado al cromosoma X (1-7).

El análisis molecular del gen en pacientes 
ha indicado que las deleciones y duplicaciones 
se presentan en el 66% de los casos; el resto 
corresponde a mutaciones puntuales (8). Las 
deleciones se distribuyen entre los exones 44 al 
52 y del 1 al 19 (9). El análisis de 18 exones, de 
un total de 79 presentes en el gen, ha permitido 

identificar de manera directa hasta el 98% de las 
deleciones (10-12). Sin embargo, en Colombia la 
frecuencia de deleciones en esas regiones es sólo 
del 31% (13). La baja frecuencia de deleciones 
en el hot spot descrito para otras poblaciones del 
mundo justifica el análisis en exones diferentes 
con el fin de encontrar el daño molecular del 
paciente. Este conocimiento permitirá brindar 
asesoramiento genético adecuado a las mujeres 
por línea materna del afectado. En el presente 
estudio se analizaron 15 exones del gen de la 
distrofina, localizados dentro y fuera del hot 
spot mutacional, en 58 pacientes afectados con 
DMD, con el fin de determinar la frecuencia de 
deleciones y establecer la correlación genotipo-
fenotipo mediante la hipótesis del corrimiento 
del marco de lectura (14).
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Materiales y métodos
Se analizaron 58 pacientes remitidos a la 

Unidad de Genética de la Universidad del Rosario, 
con diagnóstico clínico de distrofia muscular de 
Duchenne (DMD). Se diligenció y se obtuvo el 
consentimiento informado, previamente apro-
bado por el Comité de Ética de la Facultad de 
Medicina, para la recolección de muestras de 
sangre periférica anticoagulada con EDTA. La 
extracción de DNA se realizó usando el método 

de salting out, descrito por Miller en 1989. La 
evaluación de calidad y cantidad se efectuó 
a través de la técnica electroforética, con geles 
de agarosa, teñidos con bromuro de etidio. 
Mediante reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) múltiplex, se amplificaron 15 exones del 
gen de la DMD (4 dentro y 11 fuera del hot spot 
mutacional). Los exones fueron organizados en 
5 grupos, teniendo en cuenta, además de las con-
diciones óptimas de amplificación, el tamaño 
del producto amplificado esperado (Tabla 1). 

Tabla 1. Organización de los sistemas plex para los 15 exones analizados

Sistema 2 plex Sistema 2A Sistema 3B Sistema 4B Sistema 4C
Exón 25 (259 pb) Exón 4 (196 pb) Exón 72 (144 pb) Exón 28 (275 pb) Exón 16 (290 pb)
Exón 75 (344 pb) Exón 67 (286 pb) Exón 73 (202 pb) Exón 49 (439 pb) Exón 32 (253 pb)

v 77 (270 pb) Exón 62 (185 pb) Exón 34 (171 pb)
Exón 79 (349 pb) Exón 53 (212 pb)

Los primers están descritos en la base www.
dmd.nl/DMD_mPCR.html. Las condiciones de 
PCR fueron estandarizadas en mezclas de reac-
ción de 20 µl, que contenía: buffer 1X, primers 
1,0 mM, 2,5 MgCl

2 
ó 5,0 mM, según el plex, 

DNTPS 1,0 mM, 1,2 U de Taq ADN polimerasa 
y 100 ng de ADN. En cada montaje de PCR 
se analizaba de manera simultánea un control 
normal y un blanco de reacción. Los productos 
amplificados fueron corridos en geles de agarosa 
al 1,2%, teñidos con bromuro de etidio y visua-
lizados sobre transiluminador. Los productos 
amplificados se compararon con la migración 
obtenida para un patrón de peso molecular de 
50 pb (Figura 1). Las deleciones se detectaron en 
los pacientes a través de la observación de ausen-
cia de los productos amplificados esperados y la 
frecuencia fue determinada por conteo directo. 

Resultados
Un paciente presentó deleción en el exon 16 

(Figura 2), lo cual indica una frecuencia para la 
población de estudio de 1,72% (1 afectado de 58 
analizados). De acuerdo con la hipótesis de co-
rrelación genotipo-fenotipo, esta deleción, que 
lleva a la unión de los exones 15 y 17, produci-
ría una mutación in frame, la cual no afectaría 
el marco de lectura, por lo que se espera para el 
paciente un fenotipo de distrofia muscular de 
Becker (DMB). Sin embargo, el cuadro clínico 
correspondía a distrofia muscular de Duchenne 
(DMD), es decir, la forma severa, lo que indica 
una pérdida de correlación entre el genotipo y 
el fenotipo.
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Figura 1. En el carril 1 plex 2, exones 25 y 75; en el carril 2 plex 3B, exones 72, 73 y 77; en el carril 
3 plex 3C, exones 4, 65 y 67; en el carril 4 plex 4B, exones 28, 49, 62, 79; en el carril 5, marcador de 
peso molecular (50-500pb); en el carril 6 plex 4C, exones 16, 32, 34, 53 y en el carril 7, exón 16.

Figura 2. Amplificación del Plex 4C. Carril 1: blanco; carril 2: marcador de peso molecular (50-500 pb); 
carril 3: control normal; carril 4: paciente con DMD y deleción del exon 16. 

Discusión 
Dentro de las distrofias musculares, las de 

Duchenne y Becker son las más frecuentes. Las 
mujeres portadoras son sanas aunque presentan 
el 50% de riesgo de tener hijos afectados. Los 
pacientes con DMD sufren un deterioro progre-
sivo, e incluso la muerte, en la primera década 

de vida. A pesar de los numerosos intentos por 

establecer terapéuticas definitivas a través de 

metodologías como terapia génica y uso de oli-

gonucleótidos antisentido, hasta el momento no 

se han logrado resultados efectivos (15). 

En otros países, mediante la amplificación 

de 17 exones que incluyen el hot spot del gen de 

la distrofina, se ha hallado deleción en casi el 

90% de los afectados. En Colombia, el análisis 
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de estos mismos exones, sin embargo, sólo lo-
gra una tasa de detección del 31%, semejante 
a la descrita para otras poblaciones en América 
Latina (16-18). 

Teniendo en cuenta esta observación pre-
liminar, se hizo necesario estudiar el compor-
tamiento mutacional en exones diferentes, en 
búsqueda de ampliar el poder de detección de 
la mutación causante de DMD/DMB en los pa-
cientes colombianos. En el presente estudio se 
analizaron pacientes afectados en quienes no 
se ha logrado hallar la deleción con el panel de 
17 exones comúnmente usados. El estudio am-
pliado indicó una frecuencia de deleción de tan 
sólo 1,72%, de manera que, haciendo un análisis 
combinado con el estudio previo realizado por 
nuestro grupo, la frecuencia de deleciones que 
se alcanza analizando 32 exones del gen de la 
distrofina, es de casi 33%. Es probable que el 
daño molecular en el resto de los pacientes co-
rresponda a duplicación del gen o a mutaciones 
puntuales, los cuales ocurren en un 10 y 40%, 
respectivamente. En países como Argentina y 
Venezuela se han reportado bajas frecuencias 
de deleciones (17, 18), lo cual puede represen-
tar una característica propia, producto de la mezcla 
étnica que se ha dado como consecuencia de la in-
fluencia de españoles, amerindios y africanos 
que colonizaron estas latitudes. 

El resultado del presente trabajo indica que 
el exón 16 debe incluirse dentro del análisis 
molecular de los afectados, ya que por sí solo 
aumenta el poder de detección de deleciones en 
un 1,72%. 

El paciente afectado con la deleción del exón 
16, presentaba un cuadro clínico con característi-
cas típicas de la enfermedad, hallazgo que difiere 
de lo reportado por Schwartz et al, quienes des-
cribieron el caso de un hombre con deleción en 
este mismo exón, sin ninguna manifestación clí-

nica. Lo anterior les llevó a hipotetizar que este 
segmento de ADN codifica para un segmento 
de proteína que no es funcionalmente importan-
te. De ser así, esperaríamos que el paciente de 
este estudio no estuviera afectado a pesar de te-
ner la deleción. La explicación más probable para 
esta divergencia es que la longitud de la deleción 
en nuestro paciente sea mayor e involucre los 
exones 14 y/o 15, los cuales no se analizaron, y 
sea la deleción conjunta de estos exones la res-
ponsable del fenotipo expresado (19).

El hallazgo de una mutación en una secuen-
cia específica de ADN permite clasificar correc-
tamente un diagnóstico genético de distrofia 
muscular en una de las distintas enfermedades 
específicas (DMD/DMB) (20). En el caso espe-
cífico de DMD/DMB, además de confirmar el 
diagnóstico clínico, el cual puede ser confundido 
con otras enfermedades que, como Pompe, cur-
san con una manifestacion similar. El hallazgo 
de mutaciones específicas del gen de la distrofina 
permite establecer, en la mayoría de los casos, 
una correlación genotipo-fenotipo, lo cual ayuda 
a predecir el cuadro clínico del paciente, infor-
mación esencial para el médico, el paciente y sus 
familiares (14). Por otro lado, el conocimiento 
de la mutación determinante de la enfermedad 
permite realizar la detección de las mujeres 
portadoras, en riesgo de tener hijos afectados, 
quienes podrán ser asesoradas desde el punto de 
vista genético. En aquellas familias en las que la 
mutación no se ha identificado, será necesario 
recurrir a métodos indirectos para la identifica-
ción de las portadoras, los cuales, a pesar de ser 
muy útiles en estos casos, no dejan de ser indirec-
tos y contar con múltiples limitaciones obviadas 
con el diagnóstico directo de la mutación causal 
de la enfermedad (21, 22). 

Estudios previos han indicado que la con-
cordancia entre genotipo y fenotipo se da en el 
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79% de los casos, de tal manera que es posible 
encontrar, como en el presente trabajo, pa-
cientes en quienes su fenotipo se esperaba más 
benigno o, por el contrario, de mayor severidad 
respecto al expresado. Estas discrepancias se han 
explicado principalmente por la alteración de si-
tios de reconocimiento de splicing, generados 
por la deleción no sólo del exón sino del intrón 
involucrado y por la presencia de deleciones de 
mayor extensión, no evidenciadas en la PCR 
múltiplex. Dado que en el presente análisis no 
se evaluaron los exones 14 y 15, no se puede ase-
gurar que la extensión de la deleción no los haya 
involucrado (13).

Dentro de las distrofias musculares, las más 
frecuentes son la DMD/DMB, las cuales afectan 
a 1 de cada 3.500 niños nacidos vivos. Es una 
entidad degenerativa y letal, sin cura conocida. 
La frecuencia de deleción de los 15 exones ana-
lizados fue de 1,72%; el análisis conjunto de 32 
alcanza una detección de 33%, lo cual indica 

que para nuestra población deben ser tenidos 
en cuenta otros tipos de mutación como causan-
tes principales de la enfermedad. Este hallazgo 
permite demostrar que para nuestro medio no 
se justificaría realizar el diagnóstico molecular 
con el análisis de 32 exones, debido a que és-
te no aumenta el poder diagnóstico en forma 
considerable; sin embargo, se debe incluir en el 
panel usualmente aplicado el estudio del exón 
16, que demuestra, para nuestra población, una 
frecuencia de deleción de 1,72%. La detección de 
la mutación causante de la enfermedad permiti-
rá confirmar el diagnóstico clínico y reconocer 
portadoras en las mujeres por línea materna del 
afectado, en quienes el asesoramiento genético 
es importante para establecer sus opciones repro-
ductivas. La correlación genotipo-fenotipo pue-
de ser útil para el abordaje médico del paciente 
y para explicar su posible pronóstico de vida; sin 
embargo, es necesario conocer que esta concor-
dancia se presenta en el 79% de los casos. 
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