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INTRODUCCIÓN

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una
enfermedad neuromuscular determinada genética-

Identificación de deleciones en el gen DMD
mediante PCR múltiple en pacientes mexicanos
con distrofia muscular de Duchenne/Becker

Norma Celia González-Huerta,* Edgar Hernández-Zamora,*
María de la Luz Arenas-Sordo,* Rosa Elena Escobar-Cedillo,**
Antonio Miranda-Duarte,* Norberto Leyva-García*

RESUMEN

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) presenta una frecuencia de 1:3,500 varones vivos; el gen está localiza-
do en Xp21.2, con un tamaño de 2.5 Mb y 79 exones. La distrofia muscular tipo Becker (BMD) es una variante alé-
lica y es menos frecuente. Las mutaciones más frecuentes son deleciones que se presentan en 50 a 65% de los
casos, y se localizan en regiones específicas denominadas hot spots. El objetivo de este trabajo fue identificar de-
leciones en el gen DMD mediante la amplificación de 17 exones y un promotor (Pm) en 17 pacientes con diagnósti-
co clínico de DMD/BMD, mediante reacción en cadena de la polimerasa múltiple de Chamberlain y Beggs, que
detecta 98% de las deleciones, nueve de las cuales se asocian al hot spot menor y nueve al mayor. Se encontró que
10 casos presentaron deleción, el 30% en el hot spot menor en los exones 8, 12 y 13; 60% en el hot spot mayor en
los exones 48 y 50; y 10% en ambos. Los resultados moleculares en conjunto con los bioquímicos, electromiográfi-
cos y la historia familiar en cada uno de estos pacientes permiten realizar un diagnóstico específico, así como es-
tablecer criterios para la detección de portadoras con otras metodologías.

Palabras clave: Distrofia muscular, gen DMD, distrofina, reacción en cadena de la polimerasa,
PCR múltiple, Duchenne, Becker.

ABSTRACT

Duchenne´s muscular dystrophy (DMD) presents a frequency of 1:3500 male live births. The gene is located in
Xp21.2. It’s has 2.5 Mb and 79 exons. Becker’s muscular dystrophy (BMD) is a less frequent, allelic variant. The
most frequent mutations are deletions that are present in 50 to 65% and are located in specific regions called hot
spots. The purpose of this work was to identify deletions by amplifying 18 exons in 17 patients with clinical diagno-
sis of DMD/BMD by means of Chamberlain and Beggs multiple PCR that detects 98% of the deletions, nine of which
are associated with the minor hot spot and 9 with the major. Ten cases presented deletion, 30% in the minor hot spot
in the 8, 12 and 13 exons and 60% in the major in the 48 and 50 exons. The molecular results as a group with the
biochemistric, electromyographic exams and family history of each patient allows us to make a specific diagnosis
and establish criteria for the detection of carriers with other methodology.

Key words: Muscular dystrophy, DMD gene, dystrophin, multiplex PCR, Duchenne, Becker.

mente con un patrón de herencia recesivo ligado al
cromosoma X. Se estima que afecta 1 en 3,500 varo-
nes nacidos vivos y se caracteriza por debilidad
muscular. Las manifestaciones clínicas de la enfer-
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medad se observan entre los tres y cinco años de
edad, y los pacientes quedan confinados a usar silla
de ruedas alrededor de los 12 años. Usualmente la
muerte ocurre en la segunda década de su vida, por
complicaciones cardiorrespiratorias.1-3

La distrofia muscular tipo Becker (BMD) es una va-
riante alélica con una prevalencia de 1 en 30,000.1-4

La BMD tiene un curso menos severo y una supervi-
vencia más larga. Mantienen una capacidad ambula-
toria a la edad de 16 años o mayores.5

El gen responsable para DMD y BMD se localiza
en el brazo corto del cromosoma X en la banda p21.2
(Xp21.2) y tiene un tamaño estimado de ~2.5 Mb.
Está constituido por 79 exones y seis promotores
(Pm).4,6 El transcrito es de 14 Kb y codifica para una
proteína denominada distrofina, por lo que también
se conoce como gen de la distrofina, que se encuen-
tra principalmente en músculos esquelético, cardiaco
y liso en el ser humano.2,6

Entre el 50 y 65% de los pacientes presentan dele-
ción de uno o más exones del gen DMD, el 6% tienen
duplicación y el resto tienen otra variedad de mutacio-
nes, incluyendo las puntuales.1,7-9 Las deleciones son
diferentes en extensión y posición, sin embargo exis-
ten al menos dos regiones que presentan mayor pro-
babilidad de presentar deleciones, denominadas hot
spot (“puntos calientes”).3,9 El hot spot menor se en-
cuentra dentro de los primeros veinte exones y el hot
spot mayor abarca una zona intermedia del gen
aproximadamente desde el exón 44 hasta el 52, en
dirección 5´ → 3´ (Figura 1).3,9-11 Las deleciones pue-
den ser fácilmente detectadas en varones afectados
por la ausencia de señal de hibridación mediante la
técnica de Southern blot con sondas cADN 12-14 o por
ausencia de producto de amplificación mediante reac-
ción en cadena de la polimerasa (PCR). Chamberlain
y colaboradores aplicaron la PCR como un método

rápido y eficiente para la detección de deleciones,
analizaron seis exones (8, 17, 19, 44, 45 y 48) en una
reacción de amplificación múltiple.15 Posteriormente,
adicionaron tres exones (4, 12 y 51) dentro de la reac-
ción, incrementando la detección de las deleciones
hasta el 80%.16 Una amplificación de otros nueve exo-
nes (Pm, 3, 6, 13, 43, 47, 50, 52 y 60) fue desarrolla-
da por Beggs y asociados como una reacción comple-
mentaria, incrementando la detección de las delecio-
nes hasta el 98%.17,18

El estudio del gen DMD en conjunto con los exá-
menes bioquímicos, electromiográficos y los antece-
dentes familiares de cada paciente, permiten realizar
un diagnóstico integral y específico. El objetivo de
este trabajo fue identificar las deleciones más fre-
cuentes en el gen DMD mediante la amplificación de
17 exones y un promotor en pacientes con diagnós-
tico clínico de DMD/BMD.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se estudiaron 17 pacientes de la Clínica de Enferme-
dades Neuromusculares y el Servicio de Genética
del Centro Nacional de Rehabilitación, que presenta-
ron manifestaciones clínicas, bioquímicas y electro-
miográficas probables de DMD/BMD.

Se solicitó el consentimiento informado de los pa-
dres y a cada paciente se le extrajeron 5 mL de san-
gre mediante punción venosa directa de la vena me-
diana o la cefálica. La recolección de la muestra se
realizó en tubos de vidrio con EDTA, para la extrac-
ción de ADN, la cual se realizó con el método salino.19

Una vez obtenido y cuantificado el ADN, se realizó
la amplificación con 18 pares de iniciadores descritos
previamente por Chamberlain y Beggs,15-18 en un ter-
mociclador (Gene Amp PCR System 9700, PE
Applied Biosystems). Para la amplificación de los

Chamberlain Beggs

Pm 3 4 6 8 12 13 17 19 43 44 45 47 48 50 51 52 60

Hot spot mayorHot spot menor

Gen de la distrofina
79 exones

2.5 Mb

3’5’

Figura 1.

Representación de los sitios
hot spot menor y mayor del
gen de la distrofina.
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exones descritos por Chamberlain se utilizó solución
amortiguadora 1X (KCl 50 mM, Tris-HCl 20 mM pH
8.4), 1.5 mM de desoxinucleótidos trifosfatados (dN-
TPs), 0.1 pM de cada iniciador, 6.7 mM de MgCl2, 5
U de Taq polimerasa, y 250 ng de ADN en un volu-
men final de reacción de 50 µL. El programa de am-
plificación fue una desnaturalización inicial a 94o C
cinco minutos, seguido por 26 ciclos, un minuto de
desnaturalización a 94o C, un minuto de alineamien-
to a 55o C, cuatro minutos de extensión a 68o C y una
extensión final de cinco minutos a 68o C.15,16

Para la amplificación de los exones descritos por
Beggs, se utilizó solución amortiguadora 1X, 1.5 mM de

dNTPs, 0.1 pM de cada iniciador, 6.7 mM de MgCl2,
5 U de Taq polimerasa y 250 ng de ADN en un volumen
final de reacción de 50 µL. El programa de amplifica-
ción fue una desnaturalización inicial a 94o C cinco min,
seguido por 25 ciclos, 35 segundos a 94o C, 30 segun-
dos a 64o C, cuatro minutos de extensión a 65o C y una
extensión final de siete minutos a 65o C.17,18

Los productos de PCR fueron almacenados a 4o C.
Posteriormente, 5 µL de cada uno, 5 µL de un produc-
to amplificado de un individuo control negativo, 5 µL
del control positivo, 5 µL de un blanco de reactivos y
2 µL de marcador de peso molecular (100 pb DNA
Ladder Life Technologies) se sometieron a electrofo-
resis en geles de agarosa al 3%, teñidos con bromuro
de etidio.

RESULTADOS

La edad promedio de los pacientes fue de 6.88 ±
2.34 años, el resto de las características clínicas, así
como los exones que presentaron deleción, se
muestran en el cuadro I. De los 17 pacientes estudia-
dos, 10 (59%) presentaron una o más deleciones y,
de éstos, 30% se presentaron en el hot spot menor,
60% en el mayor y 10% en ambos (Figuras 2A y 2B).
Las deleciones encontradas se presentaron con ma-
yor frecuencia en el hot spot mayor (Figura 3).

Los exones que se encontraron con deleción fue-
ron: 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 47, 48, 50, 51 y 52. De és-
tos, los que con mayor frecuencia presentaron dele-
ción fueron el 48 y el 50, seguidos del 8, 12 y 13.
Los primeros estuvieron ausentes en siete pacien-
tes (41%) y los segundos en tres sujetos (18%)
(Cuadro I, Figuras 3 y 4).

Figura 3.

Frecuencia de deleciones en
los hot spots.

Figura 2. A: Porcentaje de deleciones en todos los pacientes
estudiados con diagnóstico de DMD/DMB. B: Porcentaje de
deleciones en los hot spots.
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Cuadro I. Datos clínicos y resultado molecular de la detección de deleciones
en el gen de la distrofina en pacientes con diagnóstico de DMD/BMD.

Número Edad EI Deleción de
de caso (años) AHF RM AA (años) G PH exón DPM HN

1 6 – – – nr Nr + s/d r –
2 7 – + – nr Nr + s/d r +
3 12 – nr + 6.0 Nr + 3, 48, 50 n –
4 10 – – – 3.0 + + 50 l –
5 7 – – – – + + 48, 50, 51 – –
6 5 + + – 2.0 + + 8, 12, 13 l –
7 4 + – – 2.0 + + 8, 12, 13. r +
8 5 – + + 5.0 + + 3, 4, 6, 8, 12,13, 17 r +
9 9 – – – 7.0 + + 50 r –

10 9 – – – 1.5 + + s/d r –
11 3 + – – 1.3 + nr s/d r –
12 6 – + app 2.0 + + 47, 48 nr nr
13 4 – nr – 1.0 + nr s/d r –
14 7 – – – 2.0 + nr s/d l –
15 7 – + – 1.0 + + s/d r –
16 7 – – pp 1.0 + + 48, 50 n –
17 9 – nr pp 1.4 + + 48, 50,51,52. r –

Fuente: Archivo Clínico.  Abreviaturas: AHF = Antecedentes heredofamiliares. RM = Retraso mental.
AA = Amenaza de aborto. app = amenaza de parto prematuro. pp = parto prematuro. EI = Edad de inicio. G = Signo de Gowers.
PH = Pseudohipertrofia. DPM = Desarrollo psicomotor. n = normal. l = ligeramente retrasado. r = retrasado. HP = Hipoxia neonatal.
+  = Positivo. –  = Negativo. nr = No reportado. s/d = Sin deleción.

Figura 4.

Representación
esquemática de las
deleciones identificadas en
el gen de la distrofina en
pacientes con diagnóstico
de DMD/BMD mediante
PCR múltiple.
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Figura 5.

Productos de amplificación con
los iniciadores descritos por
Chamberlain.

Figura 6.

Productos de amplificación
utilizando los iniciadores
propuestos por Beggs.

En la figura 5 se presenta la fotografía de un gel
de agarosa al 3%, con los productos de amplificación
utilizando los iniciadores propuestos por Chamber-
lain; muestra resultados de algunos de los pacientes.
De la misma manera, la figura 6 presenta la fotogra-
fía de un gel de agarosa al 3%, con los productos de
amplificación utilizando los iniciadores propuestos
por Beggs, mostrando algunos de los pacientes.

DISCUSIÓN

De acuerdo con la literatura, aproximadamente el 65%
de los pacientes con DMD/BMD presentan deleción
de uno o más exones;20-22 de los 17 pacientes estudia-
dos en nuestra serie, 10 presentaron deleciones, lo
que corresponde al 59% (Figura 2A), muy cercano a
lo informado.3,21,22 De las deleciones encontradas en
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nuestra muestra, el 30% se presentaron en el hot spot
menor, 60% en el mayor; el caso número 3, que repre-
senta el 10%, tuvo en ambos (Figura 2B), por lo que
este paciente fue el idóneo para ser el control de am-
bas reacciones 9-plex (Figura 4). El paciente descrito
en los cuadros I y IV como caso 8, fue el que presen-
tó mayor número de exones ausentes en la región 5’
que corresponden al hot spot menor.

El caso 3 presentó deleciones tanto en el exón 3
que corresponde al hot spot menor, como en los exo-
nes 48 y 50 del hot spot mayor; es un caso particular
debido a que las deleciones se presentan en exones
muy separados. Una posibilidad por la cual se dé
este hecho podría ser que debido al tipo de herencia;
es decir, que en primer lugar el paciente haya here-
dado una mutación de la abuela y la segunda de la
madre, esto es una doble mutación, o bien que la pri-
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mera sea heredada y la segunda adquirida. Final-
mente, también planteamos la posibilidad de que
exista una mutación en alguno de los intrones que
flanquean al exón 3, y que este hecho provocara que
alguno de los iniciadores no se uniera de manera
adecuada al ADN y con ello no se diera la amplifica-
ción del correspondiente exón.

Se observaron pacientes que presentaron dele-
ción sólo en los exones descritos por Chamberlain
(casos 4 y 9, Figura 4) y no para los exones descritos
por Beegs (Figura 6). Además, tal como se indica en
las figuras 4 a 6; los casos 1, 2, 10, 11, 13, 14 y 15
no presentaron deleción en ninguno de los sitios hot
spots y, sin embargo, presentaron características clí-
nicas, bioquímicas y electromiográficas de DMD/
BMD. En estos casos, debido a la metodología em-
pleada, no se puede descartar que existan delecio-
nes diferentes22 a las estudiadas u otras mutaciones
a lo largo de todo el gen de la distrofina.23-25

Las deleciones que con más frecuencia encontra-
mos en este estudio, tomando en cuenta a los 17 pa-
cientes, se presentaron en los exones 8, 12 y 13, y en
menor frecuencia en los 3, 4, 6 y 17, con respecto al hot
spot menor. En el hot spot mayor las deleciones más
frecuentes fueron en los exones 48 y 50, lo cual con-
cuerda con lo informado por Coral-Vázquez y colabora-
dores en otro grupo de pacientes mexicanos;3,22,26 tam-
bién encontramos que las menos frecuentes se pre-
sentaron en los exones 47, 51 y 52 (Figura 3).

Las manifestaciones clínicas de los pacientes es-
tudiados mostraron lo ya referido en la literatura; el
retraso mental y el retraso psicomotor, no parecen
tener relación con el número o tipo de exones que
presentan deleción.5

En cuanto a los antecedentes heredofamiliares, se
encontró que el mayor número de casos podrían co-
rresponder a mutaciones de novo (82.36%), las cua-
les podrían tener lugar en las gónadas del abuelo de
los pacientes, condicionando así mujeres portadoras
en casos no familiares. El 17.64% fueron casos fami-
liares, no acorde a lo descrito en literatura internacio-
nal, pero sí con lo informado por Alcántara y asocia-
dos en población mexicana, los cuales describen que
62.2% fueron mutaciones de novo.22

Un dato importante es que la amenaza de aborto
sólo se presentó en dos casos, uno de los cuales fue el
que mayor número de deleciones presentó (Cuadro I).

El uso de PCR múltiple es una herramienta que
puede detectar cerca del 98% de las deleciones, de
forma rápida y confiable, y además permite el aseso-
ramiento apropiado a los pacientes, que en conjunto
con los estudios clínicos, bioquímicos y electromio-

gráficos es suficiente para establecer un diagnóstico
específico; sin embargo, tiene limitaciones, pues no
puede ser utilizado para la detección de las portado-
ras, debido a que son heterocigotas. Por ello, es ne-
cesario complementar estos resultados con métodos
moleculares diferentes, si se desea estudiar a las
mujeres posibles portadoras y así poder ofrecer con-
sejo genético a las familias de los pacientes afecta-
dos, haciendo hincapié en la prevención,27-32 ya que
no existe hasta el momento tratamiento para este
padecimiento.
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