ORIGINAL

Identificacion de deleciones en el gen de la distrofina
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IDENTIFICACION DE DELECIONES EN EL GEN DE LA DISTROFINA Y DETECCION
DE PORTADORAS EN FAMILIAS CON DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE/BECKER

Resumen. Introduccion. Del 60 al 65% de las mutaciones que causan distrofia muscular de Duchenne/Becker (DMD/DMB)
corresponden a deleciones en el gen de la distrofina. La identificacion de deleciones confirma el diagndstico y permite la de-
teccion precisa de portadoras, que es el recurso principal de prevencion. En el sudeste de México se desconoce la frecuencia
y distribucion de las deleciones del gen DMD. Objetivos. Identificar deleciones del gen DMD y detectar portadoras en fami-
lias con DMD/DMB del sudeste de México. Pacientes y métodos. Se incluyeron 26 familias cuyo propdsito mostré signos cli-
nicos de DMD/DMB. Las deleciones se determinaron en el ADN de 40 varones mediante reaccion en cadena de la polimera-
sa (PCR) muiltiple de 22 segmentos del gen. La deteccion de portadoras se aplico a 33 familiares femeninos con PCR median-
te polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion de los marcadores Pert 87.8/Taq 1, pERT 87.15/Bam HI, y PCR sim-
ple para el VNTR MPIP mediante andlisis de ligamiento. Resultados. Las deleciones se identificaron en el 67,5% de pacien-
tes con DMD y se localizaron en el extremo 5’y en la region central, exones 44 al 52, del gen. En la deteccion de portadoras,
el 73,33% de las familias resulto informativo. Los marcadores 87.8/Taq I y MPIP arrojaron el mayor poder de informacion,
con el 26,67 y el 33,33%, respectivamente. De 33 mujeres, 21 (63,64%) resultaron portadoras, una (3,03%) no portadoray 11
(33.33%) no fueron informativas. Conclusion. La frecuencia de deleciones fue del 67,5%. Se determiné el estado de portador
en el 66,67% de las mujeres analizadas. Los marcadores pERT 87.8/Taq 1 y MPIP arrojaron el mayor poder de informacion.
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INTRODUCCION

Las distrofias musculares tipo Duchenne (DMD) y Becker (DMB)
son enfermedades neuromusculares que se heredan en forma re-
cesiva ligada al cromosoma X. Se caracterizan por debilidad
muscular progresiva y por degeneracion lenta de las fibras mus-
culares esqueléticas [1]. La incidencia de la DMD es de 1 de ca-
da 3.500 varones nacidos vivos, mientras que la DMB afecta a 1
de cada 30.000 [2]. Ambas enfermedades son clinicamente pa-
recidas; sin embargo, pueden distinguirse porque, en la DMB,
la edad de aparicién es tardia, el curso de la enfermedad es be-
nigno y tiene mayor sobrevida. De acuerdo con criterios tradi-
cionales, aquellos sujetos confinados a silla de ruedas antes de
los 12 o 13 afios se clasifican como DMD, y aquéllos que toda-
via deambulan por los 16 se consideran DMB. El término ‘feno-
tipo intermedio’ se aplica a aquéllos que dejan de deambular en-
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tre los 12 y 16 afios [3]. No existe tratamiento curativo, por lo
que el abordaje clinico estd dirigido a retrasar la progresion de
la enfermedad y mejorar la calidad de vida. Al respecto, se ha
demostrado que los nifios con DMD tienen una buena percep-
cién de la calidad de vida a pesar de las limitaciones impuestas
por la enfermedad, en concordancia con sus cuidadores [4].

En ambos padecimientos hay deficiencia de la proteina dis-
trofina, debido a mutaciones en el gen que la produce, denomi-
nado DMD [1-3]. El gen defectuoso en los varones afectados
puede ser el resultado de una mutacién nueva en la linea ger-
minal de la madre o puede ser heredada de una mujer portado-
ra [5]. El gen DMD se localiza en la banda Xp21, consta de
2.400 kb y 79 exones [6]. Su producto primario, la distrofina, es
una proteina del citoesqueleto de alto peso molecular (427 kDa)
y 3.685 aminodcidos, que pertenece a la familia de las espectri-
nas [7]. Los aminoécidos se encuentran organizados en cuatro
dominios: uno aminoterminal, que se asocia con la actina; un
dominio en varilla, que consiste en hileras largas flexibles de 24
repetidos o-hélice; una region rica en cisteina, y un dominio
carboxiloterminal unico [1,6]. La funcién bioldgica de la dis-
trofina no se ha determinado completamente, pero se sugiere
que debe ser puramente mecénica, para mantener la integridad
estructural de la membrana muscular durante la contraccién y
relajacion, o bien puede tener otras funciones, como proporcio-
nar soporte a la unién de las proteinas del complejo transmem-
branal [8].

Aproximadamente, del 60 al 65% de las mutaciones que
causan DMD y DMB son grandes deleciones, las cuales se dis-
tribuyen principalmente en la regién central del gen denomina-
da ‘punto caliente mayor’ (exones 44 al 52) y en el extremo 5’
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del gen o ‘punto caliente menor’. Se observa un efecto de la de-
lecién sobre el marco de lectura traduccional del ARN mensaje-
ro (ARNm). Si la delecién altera el marco de lectura traduccio-
nal del ARNm de la distrofina, entonces se sintetiza una protei-
na no funcional truncada en el extremo C-terminal, lo que resul-
ta en un fenotipo DMD grave. En el DMB menos grave, las de-
leciones mantienen el marco de lectura traduccional y se produ-
ce una proteina semifuncional.

Del 5 al 10% de los casos presenta duplicaciones de uno o
mds exones del gen, que ocurren en el extremo 5’ y en la region
central. Para el restante 30% aproximadamente de los pacientes,
se han descrito mutaciones puntuales y pequefias deleciones y
duplicaciones, las cuales se distribuyen al azar a lo largo de la
secuencia del gen. Un tercio de todos lo casos se origina como
mutaciones de novo [1,9,10]. Asimismo, se ha descrito deficien-
cia de distrofina con fenotipo DMD en el sindrome de delecion
de genes contiguos en Xp21 [11].

A pesar de los esfuerzos invertidos en la investigacion de es-
ta enfermedad y de los avances cientificos logrados hasta el mo-
mento, todavia no existe tratamiento curativo o terapia definiti-
va, por lo que las estrategias de prevencion de nuevos casos de-
ben encaminarse a la deteccion de portadoras y al diagndstico
adecuado. Asi, el objetivo del presente trabajo fue detectar gran-
des deleciones en el gen de la distrofina, asi como determinar el
estado de portadora mediante andlisis de ligamiento en familias
con DMD del sudeste de México, donde es escasa la informa-
cién al respecto y la DMD/DMB es un motivo de consulta fre-
cuente. El diagndstico de portadora en las mujeres con riesgo de
transmitir la enfermedad permite un asesoramiento genético
de certeza, lo que contribuye a la prevencién de nuevos casos.

PACIENTES Y METODOS

Se seleccionaron para el estudio 26 familias referidas a la interconsulta del
Laboratorio de Genética de la Universidad Auténoma de Yucatan, proce-
dentes del Servicio de Terapia Fisica del Centro de Rehabilitacién y Educa-
cién Especial del Desarrollo Integral de la Familia de Campeche, México.
Se entrevist6 a cada familia para obtener datos sobre la historia clinica y la
genealogia, y se realiz6 un examen clinico al propésito para clasificar el ti-
po de distrofia muscular de acuerdo con criterios clinicos tradicionales so-
bre edad de aparicion de sintomas de debilidad muscular o problemas para
deambulacién antes de los 12 afios (DMD), y considerando la elevacion de
los niveles de creatinfosfocinasa (referencia: 40-90 U/L), electromiografia,
signo de Gowers positivo y pseudohipertrofia de musculos gemelos, entre
otros. En todas las familias, el cuadro clinico del propdsito fue compatible
con DMD, excepto uno con DMB. Se determiné si se trataba de un caso fa-
miliar o esporadico, y se consideraron como casos familiares aquellas fami-
lias en las que habia mds de dos varones de primer o segundo grado afecta-
dos (hermanos y/o tios). Las familias manifestaron su participacién volun-
taria al estudio mediante consentimiento informado segtin la Declaracién de
Helsinki.

Para el andlisis molecular se obtuvo una muestra de 3 mL de sangre peri-
férica en tubos vacutainer con EDTA a los miembros de la familia, inclu-
yendo a los varones enfermos, a las mujeres de la familia con riesgo de ser
portadoras, asi como a la madre del propdsito. A partir de la sangre periféri-
ca, se aislé el ADN siguiendo los protocolos convencionales con el método
de fenolcloroformo y precipitacion con etanol [12].

El diagnéstico molecular de DMD/DMB para la identificacién de gran-
des deleciones en el gen de la distrofina se realiz6 en muestras de ADN de
40 varones de las familias seleccionadas. Cuatro de ellos atin no presenta-
ban sintomas debido a su corta edad, ya que se trataba de hermanos meno-
res del propésito. Las deleciones se determinaron mediante amplificacion
simultdnea de 22 exones del gen ordenados en cuatro series, usando la téc-
nica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) muiiltiple de acuerdo
con Chamberlain et al [9]. La PCR muiltiple se llevé a cabo amplificando los
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exones de cada serie en un volumen total de 25 pL, que contenia 125 ng de
ADN gendémico, 0,2 pM de cada oligonucleétido, 2,5 mM de desoxirri-
bonucledsido trifosfatos, 10X de MgCl,, 50 mM/L de KCl, 10 M/L de Tris
Hcl, 1 mM/L de DTE, 0,001% de gelatina, 2 U de Taq polimerasa con un
programa de 26 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 50 s, alineacién a
55 °C por 1 min, extensién a 68 °C por 4 min, y un ciclo de extensién final
a 72 °C por 5 min. El resultado de la PCR mudltiple se observé en un gel de
poliacrilamida al 6% tefiido con nitrato de plata.

El estado de portadora o no portadora en las mujeres con riesgo se deter-
miné a través de andlisis de ligamiento, identificando el alelo mutado por
segregacion de marcadores polimoérficos ligados al gen DMD. El diagndsti-
co de portadoras se practicé en 33 familiares femeninos de los propdsitos,
sin contar a las portadoras obligadas. Para el estudio molecular de deteccion
de portadoras se utilizaron tres marcadores polimérficos: pERT 87.8/Taq 1,
localizado en el intr6n 13, pERT 87.15/Bam H1, en el intrén 15 [13], y
MPIP, en la regién 3’ no traducida del gen de la distrofina [14]. Estos mar-
cadores se amplificaron por PCR bajo condiciones similares a las descritas
para las deleciones, excepto que se sigui6é un programa de 30 ciclos de des-
naturalizacién a 96 °C por 60 s, alineacion a 55 °C por 60 s, extension a
72 °C por 90 s, y un ciclo de extension final a 72 °C por 7 min. E1 MPIP se
amplific6 por PCR simple y gener¢ fragmentos de 98 pb (alelo M1) o0 94 pb
(alelo M2), segtin el nimero de repeticiones; en tanto que los marcadores
pERTS87, después de amplificacién por PCR, se sometieron a digestién
con enzimas de restricciéon, donde pERT87-15 produce fragmentos de 216 y
10 pb (alelo B1) y de 166, 50 y 10 pb (alelo B2) cuando se corta con Bam
HI. pERT 87.8 produce un fragmento de 145 pb (alelo T1) y dos de 71 y 74
pb (alelo T2), que se cortan con Taq I. El resultado de la genotipificacion se
resolvid analizando alicuotas de los productos de amplificacién y restric-
cién mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% a 85 V por
1 h y tincién con nitrato de plata.

RESULTADOS

De las 26 familias seleccionadas, en 14 (53,85%) se trataba de casos espo-
radicos, en 10 (38,46%) de casos familiares en los que habia mds de un va-
rén afectado, y en dos (7,69%) de familias con hijos adoptivos de quienes
no se conocian antecedentes heredofamiliares. Se incluyeron en el estudio un
total de 40 varones: 36 con caracteristicas clinicas sugestivas d¢ DMD/DMB
y cuatro hermanos menores que atin no presentaban sintomas. La edad de
inicio de los sintomas en los propdsitos vari6 en un rango de 18 meses a 19
afios de edad, con un promedio de edad de aparicién de sintomas de 4,5 afios.
De acuerdo con la edad de aparicion de los sintomas, que es un signo clave
para clasificar la enfermedad, se determiné que 35 de los 36 varones que ya
habian desarrollado sintomas (97,29%) correspondian a DMD, y s6lo uno
de ellos, con edad de aparicién de 19 aiios, se clasificé con DMB.

El andlisis molecular revel6 que 27 (67,5%) de los 40 varones analizados
presentaron delecion, al menos, en un ex6n del gen de la distrofina, confir-
mando el diagndstico de DMD/DMB en 18 (69,23%) familias. Los familia-
res varones de primer y segundo grado analizados mostraron las mismas de-
leciones que el propdsito. Las deleciones encontradas se localizaron en el
extremo 5’ y la regién central del gen. E1 61,11% de las deleciones se loca-
1iz6 en la region central conocida como ‘punto caliente mayor’, compren-
diendo los exones del 43 al 55; el 11,11% en el extremo 5’ del gen o ‘punto
caliente menor’, extendiéndose hasta el exén 19; y el 27,78% eran delecio-
nes que comprendian ambas regiones del gen de la distrofina (Tabla I). En
suma, en el 88,88% (16 de 18) de las familias que tuvieron deleciones, estu-
vo involucrado el punto caliente mayor. Los exones mds frecuentemente de-
lecionados fueron el 45 y el 49, con un 33,33% cada uno. En seis familias se
encontr6 delecién de un exén individual, mientras que las restantes presen-
taron multiples deleciones. Se observo alta frecuencia (81.81%) de delecio-
nes multiples en casos aislados, mientras que en casos familiares se distri-
buyeron en igual proporcién (50%) en pérdida de un ex6n individual y dele-
ciones multiples. Sin embargo, no se encontré diferencia significativa (p >
0,05) en la frecuencia de deleciones en general entre casos familiares y ca-
sos aislados, un 80% frente a un 78,57%, respectivamente.

En 35 (87,5%) varones en los que se identificaron deleciones en el punto
caliente mayor, éstas corresponden a mutaciones que afectan el marco de
lectura y, por tanto, se encontraron en pacientes con DMD, lo cual se corro-
boré con la edad temprana de inicio de sintomas (media: 4,5 afios). En tres
varones familiares de primer grado que atin no presentaban sintomas por su
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corta edad, se descartd la presencia de las deleciones que afectaban a su pa-
riente propdsito, con lo que se determiné que estos varones heredaron el
cromosoma X normal, y por lo tanto, no desarrollarian la enfermedad, en
tanto que en un varén se determiné el diagndstico molecular positivo de
DMD antes de iniciar los sintomas (diagndstico presintomadtico), confir-
mando deleciones de los exones 49 y 50 del gen de la distrofina.

Con respecto a la deteccion de portadoras, en 15 de las 26 familias se en-
contré al menos una hermana u otro familiar femenino que requirieron la
determinacion de estado de portador a través de andlisis de ligamiento. 11
familias (73,33%) resultaron informativas para al menos uno de los marca-
dores analizados (Tabla II). Los marcadores 87.8/Taq I y MPIP arrojaron el
mayor poder de informacién con el 26,67 y el 33,33%, respectivamente. De
las 33 mujeres a quienes se aplicé el andlisis molecular para diagndstico de
portadoras, 21 (63,64%) resultaron portadoras y en una (3,03%) se confir-
mo estado de no portador, mientras que en 11 mujeres (33,33%) no se deter-
mind el estado de portador por falta de informacién de los marcadores utili-
zados. A todas las familias analizadas se les ofreci6 asesoramiento genético
basado en la informacién del diagnéstico molecular de identificacion de de-
leciones y deteccién de portadoras.

DISCUSION

La DMD es el motivo de consulta més frecuente en lo que res-
pecta a los trastornos del musculo, por lo que resulta primordial
ofrecer informacién de certeza a las familias afectadas, princi-
palmente cuando se trata de casos familiares en los que hay mds
de dos varones afectados, y que para nuestro estudio correspon-
di6 al 38,46% de las familias incluidas. Cuando existe s6lo un
varén afectado en la familia, puede resultar un caso esporadico,
donde las mujeres tienen menor riesgo de ser portadoras. De es-
ta manera, es de utilidad conocer si la DMD/DMB se presenta
en su mayoria como casos familiares o esporddicos en la pobla-
cién del sudeste de México, pues es escasa la informacién que
existe al respecto en este grupo poblacional, y son datos epide-
miolégicos relevantes desde el punto de vista preventivo.

La identificacion de deleciones en un paciente con DMD no
s6lo confirma el diagnédstico, sino que también permite aplicar
una adecuada deteccion de portadoras en la familia afectada.

La frecuencia obtenida de que el 67,5% de los casos indice
present6 delecién al menos en un exén del gen de la distrofina y
que estas deleciones grandes se localizaron en los puntos ca-
lientes mayor y menor del gen resulté similar a lo esperado, ya
que otros estudios describen que aproximadamente del 50 al
70% de los individuos afectados tienen una delecién en uno o
mads exones localizados en estas dos regiones del gen: el 20% en
la regién proximal y casi el 80% en la regién central [15-20],
con excepcion de la poblacion china, que describe una frecuen-
cia de deleciones de 41,8% en pacientes con DMD [21]. Los re-
sultados también concuerdan con otros estudios en que al pare-
cer no hay diferencias étnicas en la distribucion y frecuencia de
las deleciones del gen de la distrofina. Las diferencias entre po-
blaciones observadas sobre la frecuencia de deleciones se expli-
can por un tamafio de muestra pequefio o por un andlisis restrin-
gido a un pequefio nimero de exones [18,19]. Asimismo, los re-
sultados confirman que los exones frecuentemente deleciona-
dos son los exones 45 y 49 [17,18,20,22], excepto en pacientes
del sur de la India, que destacan la delecién del ex6n 50 como
mads frecuente [15].

Resulta notable la alta frecuencia de deleciones miiltiples en
los casos esporadicos (81,81%), asi como la mayor frecuencia
de éstos en comparacion con los casos familiares en la pobla-
cién estudiada, lo que apoya hallazgos previos en mexicanos
sobre una alta frecuencia de deleciones de novo. Ello sugiere
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Tabla I. Distribucion de deleciones del gen de la distrofina en las familias
analizadas.

Propdsito Delecion de exones Delecion de exones en
en extremo 5" la region central (44-52):
punto caliente menor punto caliente mayor

F1 Exon 52

F2 Exones 45y 47 a 52

F3 Exoén 45

F5 Exones 8 al 17 Exoén 55

F7 Promotor 1y exones 6, Exones 43y 44
8,12,13,16, 17y 19

F10 Exones 47 a 50

F12 Exon 55

F13 Exén 17 Exones 52 y 53

F15 Promotor 1y exones 12y 17 Exones 45, 48 y 50

F16 Exones 45, 47 y 49

F17 Exones 49y 50

F18 Exon 52

F20 Exo6n 51

F21 Exones 8, 13y 16

F22 Exones 3y 19 Exones 45y 49

F23 Exones 6y 8

F25 Exones 49y 50

F26 Exoén 45

Tabla Il. Frecuencia de informacién de cada marcador en las familias es-
tudiadas.

N.° de familias Frecuencia
MPIP 5 33,33%
87.8/Taq | 4 26,67%
87.15/BamH | 2 13,33%
Ninguno 4 26,67%

predisposicién étnica en la poblacién mexicana para mutacio-
nes nuevas [19].

Dado que la DMD y DMB son entidades con un patrén de
herencia ligado al X —las mujeres son portadoras del gen muta-
do en uno de sus cromosomas X y sélo los hombres la padecen—,
una de las estrategias hacia la prevencion de la enfermedad es la
deteccién de portadoras en las familias afectadas para apoyar el
asesoramiento genético. La frecuencia de portadoras de DMD
se estima en alrededor de 7 x 107 [6]. Las mujeres portadoras
de DMD/DMB pueden mostrar debilidad muscular o cardio-
miopatia dilatada. La debilidad muscular varia de media a mo-
deradamente grave, y la cardiomiopatia se observa en el 8% de
los casos; sin embargo, en algunas mujeres se aprecia una dila-
tacion del ventriculo izquierdo, por lo que la frecuencia de una
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alteracion cardiaca se eleva al 40%. Aproximadamente el 70%
de las portadoras obligadas del gen anormal tienen cifras eleva-
das de creatinfosfocinasa, ya que un pequefio porcentaje de las
fibras musculares son distréficas y se necrosan; en general, es-
tas alteraciones no son suficientes para producir manifestacio-
nes clinicas [6]. Debido a que la mayor parte de las portadoras
es asintomatica, el dilema principal en el asesoramiento genéti-
co es la identificacién del estado de portador en estos casos, y
atn mds en los casos esporadicos.

El reto mas importante de la deteccién de portadoras reside
en la habilidad de identificar la presencia de un gen mutante so-
bre el fondo genético de un alelo normal. El poder de informa-
cién obtenido en este estudio con los tres marcadores utilizados
resulté con una eficiencia del 73,33%, lo que es comparable a la
informacion arrojada en otros estudios del pais en los que se
describe un rango de eficiencia del 50 al 81% para al menos uno
de los polimorfismos [23,24].

El impacto del poder de informacion de los marcadores uti-
lizados se refleja principalmente en el diagndstico de no porta-
doras para casos esporadicos, que corresponden a la mayor par-
te de las familias estudiadas, en tanto que para casos familiares
apoya la deteccion del estado de portador o no portador con cer-
teza. A pesar de la utilidad y alta eficiencia de estos polimorfis-
mos, se tuvieron limitaciones, como la posible delecién de los
marcadores analizados en dos familias en las que se demostrd
delecién de la region 5’ hasta el ex6n 17. En el caso indice, no
se obtuvo la amplificacién por PCR de los marcadores estudia-
dos, debido a que probablemente estas regiones también estén
delecionadas, pues la localizacién de los polimorfismos son las
regiones intrénicas de los exones en 5°. Al respecto, se ha des-
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crito el caso de una familia mexicana con estas caracteristicas,
en el que las regiones que amplifican para los polimorfismos
analizados se encuentran delecionadas [25]. Se ha descrito que,
a pesar de que el andlisis de ligamiento es la estrategia mds co-
mun para la deteccién de portadoras, existe una alta tasa de re-
combinacion (12%) a través del gen DMD [26]. Se ha propues-
to como alternativa para superar estas limitaciones en la identi-
ficacién de portadoras el uso de la determinacion de dosis géni-
ca mediante PCR multiple cuantitativa, la cual también permite
la identificacién de mutaciones nuevas y duplicaciones en el
gen, asi como la amplificacién multiple de sondas de ligaciéon
[27] o el uso combinado de protocolos de deteccion de mutacio-
nes involucrando PCR cuantitativa y secuenciacion [28].

Por otro lado, el poder de informacién de los marcadores
utilizados es variable de acuerdo con el grupo étnico. Para nues-
tro estudio, los polimorfismos con mayor contenido de infor-
macién fueron los marcadores pERT87.8/Taql y MPIP, en tanto
que, en poblaciones como la de Japén [29], el polimorfismo
pERT87.8/Taq no resulté informativo, al igual que en una po-
blacién del centro de México [23]. Sin embargo, para Jap6n re-
sultd informativo el marcador pERT87.15/BamHI, que es un
polimorfismo con un limitado poder de informacién en nuestra
poblacién y en Moldavia [30].

La identificacién de deleciones en el gen de la distrofina y la
deteccién de portadoras en familias con DMD/DMB contribu-
yen a la prevencioén del padecimiento para brindar un asesora-
miento genético de certeza, lo que permite disminuir la apari-
cién de casos nuevos mediante el planeamiento orientado de la
reproduccién, ya que la enfermedad es letal, invalidante y no
existe tratamiento efectivo para ella.
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IDENTIFYING DELETIONS IN THE DYSTROPHIN GENE AND DETECTING CARRIERS
IN FAMILIES WITH DUCHENNE’S/BECKER’S MUSCULAR DYSTROPHY

Summary. Introduction. Between 60 and 65% of the mutations that cause Duchenne’s/Becker’s muscular dystrophy (DMD/BMD)
are deletions in the dystrophin gene. Identifying deletions confirms the diagnosis and allows carriers to be detected with
precision, which is the main preventive resource. The frequency and distribution of deletions in the DMD gene is unknown in
south-east Mexico. Aims. To identify deletions in the DMD gene and to detect carriers in families with DMD/BMD in south-east
Mexico. Patients and methods. The study involved 26 families that showed clinical signs of DMD/BMD. Deletions were
determined in the DNA of 40 males by means of the multiple polymerase chain reaction (PCR) in 22 segments of the gene.
Detection of carriers was applied to 33 female relatives using PCR-restriction fragment length polymorphism of the poly-
morphic markers Pert 87.8/Taq 1, pERT 87.15/Bam H1, and single PCR for VNTR MPI1P by linkage analysis. Results. Deletions
were identified in 67.5% of patients with DMD and they were located in the 5’ end and in the central region, exons 44 to 52, of
the gene. In the detection of carriers, 73.33% of the families were informative. The markers 87.8/Taq 1 and MPIP yielded the
greatest information power, with 26.67 and 33.33%, respectively. Of a total of 33 females, 21 (63.64%) were carriers, one
(3.03%) was a non-carrier and 11 (33.33%) were not informative. Conclusions. The frequency of deletions was 67.5%.
Carrier status was determined in 66.67% of the females who were analysed. The markers pERT 87.8/Taq 1 and MP1P yielded
the greatest information power. [REV NEUROL 2009; 48: 66-70]
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