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RESUMEN ESTRUCTURADO

Las afecciones neuromusculares como la distrofia muscular de Duchenne (DMD) se
asocian a una alteracion en los elementos de la composicién corporal, donde el poco
estimulo motriz provoca disminucién de la masa muscular. Ademds, como consecuencia
de esta baja actividad existe poca estimulacion para llevar a cabo el depdsito mineral a
nivel dseo, generando una disminucién del gasto caldrico y un consecuente incremento
del depdsito graso.

Desde el reconocimiento de las alteraciones en el gen DMD como causa del fenotipo de
DMD, los individuos hemicigotos pueden tener diversos mecanismos mutacionales en el
gen DMD que confieren pérdida de funcion del producto proteico, entre ellos, las
eliminaciones de material codificante son el mecanismo mas prevalente. Este tipo de
mutacion puede involucrar un tnico hotspot o ambos, considerdndose que la gravedad de
las manifestaciones puede ser condicionada tanto por el nimero como el tamafio de las
eliminaciones.

Durante su lapso vital los pacientes presentan modificaciones en la composicién corporal,
debido a la incapacidad de mantener el equilibrio entre degeneracidn/regeneracion de
fibras musculares que conlleva incremento en el depdsito de tejido graso y disminucién
del contenido mineral 6seo.

Objetivo: Determinar la asociacion entre el hotspot afectado por eliminaciones en el gen
DMD con los elementos de la composicion corporal y la capacidad motriz de pacientes
con DMD.

Tipo de estudio: observacional, transversal, analitico y ambilectivo.

Métodos: Se incluyeron 65 pacientes, en quienes se confirmé el diagndstico molecular
de DMD mediante reaccion en cadena de la polimerasa multiple (MPCR), adicionalmente
se realizd un escaneo por absorciometria dual por rayos X (DXA) para valorar la
composicion corporal.

Analisis estadistico: Se realiz6 estadistica descriptiva con frecuencias y porcentajes para
las variables cualitativas y medidas de tendencia central (mediana) y dispersion,
desviacidn estdndar (minimos y méaximos). Para la prueba de asociacion de las variables
cualitativas se realizé prueba exacta de Fisher y para las variables cuantitativas prueba de
Kruskall Wallis realizando post hoc con prueba de U de Mann Whitney, regresion lineal
para ajustar la confusion entre edad y discapacidad.

Resultados: Existe afeccion solo de un hotspot mutacional (mayor o menor) no existen
diferencias en los elementos de la composiciéon corporal; sin embargo se muestran
tendencias en mayor depdsito de masa grasa, asi como una mayor afeccion en la escala
motriz cuando existe afeccion del hotspot menor.

Se encontré una disminucién en el componente magro total, grasa total y el contenido
mineral 6seo, siendo menor en el grupo de ambos hotspots afectados, comparado contra
el grupo que s6lo presenta afeccion en el hotspot menor.

La estratificacion por grupos de acuerdo a la calificacién de capacidad motriz, muestra
que un mayor deterioro motor se encuentra asociado a alteraciones en los elementos de la
composicion corporal.



MARCO TEORICO

Etiologia

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es la mas frecuente de las distrofias
musculares, afectando a uno de cada 3,500 recién nacidos vivos varones y estimdndose
que hasta un tercio de los casos es resultado de mutaciones de novo en el gen DMD
localizado en el cromosoma X, el cual codifica para la proteina distrofina de un peso de
427kDa.[1,2,3,4]

Esta proteina estructuralmente se encuentra conformada por 4 dominios: (i) un dominio
N-terminal conformado por 240 residuos de aminodcidos y contiene 3 sitios de
interaccién con la proteina actina, codificado por la primea decena de exones; (ii) un
dominio central de unos 3000 aminodcidos y que conforma una estructura de 24
repetidos similares a la espectrina; es entre los repetidos 11-17 donde se lleva a cabo una
interaccion al parecer débil con la actina, codificado por los exones 35 a 44, (iii) un
dominio rico en cisteina de 280 aminodcidos, que se une al P-distroglicano y es
codificado por los exones 62-69 y (iv) el dominio C-terminal de unos 420 aminoacidos
que interacciona con el complejo de glicoproteinas de asociacién a distrofina. [5, 6, 7, 8,
9]. La expresion de distrofina parece ser dependiente de tejido especifico ya que al menos
de las 16 isoformas conocidas su expresion es dependiente del uso alternativo de 7
promotores adicionales que le confieren la capacidad de formar distrofinas de diversos
tamafios con expresion tejido especifico, sin embargo la forma silvestre es exclusiva de
musculo esquelético y cardiaco [6, 10]. Recientemente se ha descrito una region
especifica del dominio central que involucra los repetidos similares a la espectrina 16 y
17 (codificado por los exones 42-45) y que son necesarios para la localizacion de la
sintetasa de oxido nitrico del sarcolema (SON) [11].

La mayor parte de las mutaciones en DMD son producto de la eliminacion de exones en
aproximadamente el 65-70% de los casos [2]. De manera particular, las eliminaciones se
encuentran frecuentemente en 2 regiones propensas a la perdida de unidades codificantes,
los denominados hotspots mutacionales, uno de ellos localizado en la porcion 5” del gen

comprometiendo a los exones 2-20 (hotspot menor) y otro mas frecuentemente afectado



(hasta el 70% de las eliminaciones) denominado hotspot mayor dentro del dominio
central ( codificado por los exones 44-53) [1, 3]. Al parecer aquellas eliminaciones que
alteran el marco producen una proteina trunca, generando un cuadro clinico severo
compatible con DMD por pérdida de funcién [7], mientras que las eliminaciones que
mantienen el marco de lectura generan una entidad alélica con un fenotipo leve de
distrofia, la distrofia muscular de Becker (DMB), esto se explica por la regla de
mantenimiento del marco de lectura propuesta por Monaco et. al. [12]. Sin embargo, el
cumplimiento de esta regla se da so6lo en el 90% de los casos ya que la variacién en la
severidad del fenotipo también puede ser reflejo de la extensién y localizacion de las
eliminaciones dentro del gen [6, 13, 14]. Las eliminaciones que abarcan mayor nimero
de exones o aquellas en las que se pierden dominios con funciones cruciales tienden a
mostrar un fenotipo mds severo de la enfermedad. Se menciona generalmente que la
pérdida de 36 o mas exones se encuentra asociado a un fenotipo grave,
independientemente de si se mantiene o no el marco de lectura, sugiriendo un tamafio
pequeiio de la distrofina funcional [5, 14]. Pese a las diversas hipdtesis que intentan
explicar el comportamiento mutacional, se ha observado un inusual fenémeno en el cual
existe regeneracion de fibras de distrofina (fibras revertantes) en modelos animales de la
enfermedad y también en musculo de pacientes con DMD, este inusual hallazgo al
parecer es resultado de un mecanismo natural que genera transcritos que saltan las
lesiones en el gen, aunque se desconoce el mecanismo preciso por el cual se lleva a cabo

este tipo de transcripcion [15, 16,17, 18, 19,20, 21] .

El diagnoéstico de la DMD de manera primaria es realizado bajo la sospecha clinica,
evolucion y determinacion de bioquimica de la Creatinina-fosfocinasa (CPK, por sus
siglas en ingles); sin embargo, es importante corroborarlo mediante el analisis del gen o
de la proteina. El andlisis del gen incluye la identificacién de mutaciones; entre los
métodos mas eficientes y por su bajo costo la utilizaciéon de PCR Multiplex (MPCR, por
sus siglas en ingles) identifica los exones eliminados [2]. Con esta metodologia, es
posible detectar hasta el 98% de las eliminaciones utilizando conjuntos de primers de

diferentes exones [ 1, 24].



Cuadro Clinico

Los individuos con alteraciones en el gen DMD tienen una apariencia normal al
nacimiento, mostrando las primeras manifestaciones entre los 2 y 3 afios de vida y se
estima que hasta el 50% de los pacientes con DMD no caminan hasta la edad de 18 meses
y exhiben signos de retraso en la adquisiciéon de habilidades motoras. Conforme avanza
su desarrollo los nifios presentan la denominada marcha de “pato” (marcha de puntas con
hiperlordosis), un aumento de volumen en a nivel de las pantorrillas (pseudohipertrofia
de gastrognemios), dificultad para correr y saltar por la instauraciéon de debilidad
muscular simétrica y progresiva [5]. Esto confiere que la mayor parte de los pacientes
pierdan la capacidad para deambular alrededor de los 12-13 afios, y en algunos casos de
manera tan temprana como los 7 afios.

Existen diversas herramientas clinicas que tienen como objeto la mesura de la capacidad
motriz en pacientes con distrofia, una de ellas es la denominada escala Vignos [24]
propuesta desde hace varias décadas y que califica de manera sencilla las habilidades

motoras presentes en los pacientes (cuadro 1).

Cuadro 1. Escala Vignos.

Calificacion Habilidades

1 Camina y sube escaleras sin ayuda.

2 Camina y sube escaleras con ayuda del barandal.

3 Camina y sube escaleras lentamente con ayuda de barandal.

4 Camina sin ayuda y se levanta de la silla, pero no puede subir escaleras.

5 Camina sin ayuda, pero no se levanta de la silla o sube escaleras.

6 Camina solo con asistencia o de forma independiente con apoyo en las

piernas.

7 Camina con apoyo en las piernas pero requiere ayuda.

8 Se levanta con apoyo en las piernas, pero es incapaz de caminar incluso
con ayuda.

9 Confinado a silla de ruedas, y la flexion de los codos vence gravedad.

10 Confinado a silla de ruedas o cama, flexién de codos no vence gravedad.




En los pacientes con DMD las fibras musculares distréficas tienen poca o nula cantidad
de distrofina y ha sido sugerido que esto resulta en la disrupcion de las membranas
musculares, lo cual altera la actividad de los canales de calcio por lo que un ingreso
incrementado de este cation produce desregulacion y las fibras musculares son propensas
a dafio durante la generacion del trabajo mecéanico generando un estado final de necrosis,
el repetitivo dafo produce pérdida de tejido muscular y subsecuente reemplazo por tejido
adiposo/conectivo en todos los grupos musculares, no solo en los gastrognemios [25, 26,
27]. La debilidad muscular y la pérdida de la deambulaciéon comprometen atin mas la
motricidad de los pacientes lo que se traduce en una reduccion del gasto caldrico por
actividad fisica, este ultimo y la sobrealimentacion permiten mayor acumulo de masa
grasa [29]. Dicho acumulo es un marcador preciso de la progresion de la enfermedad, y el
reconocimiento del incremento de masa grasa puede ayudar a monitorizar a los pacientes,
ya que la obesidad es un problema que afecta al 54% de los nifios con DMD alrededor de

los 13 anos de edad [25].

Adicionalmente durante el periodo de postracion pueden generarse otras complicaciones
como es la propension al desarrollo de contracturas (fendmeno observado con el progreso
de la enfermedad) y un riesgo incrementado de fracturas en huesos largos [29, 30]. La
naturaleza crénica de esta entidad, aunado a los cambios progresivos y la pérdida de la
independencia motora producen cambios emocionales y alteracion del estado psicolégico,
que repercute en reduccion de la calidad de vida de los pacientes [31, 32]. La mayor
parte de estos individuos sucumben frente a la enfermedad alrededor de los 20 afios como

resultado de complicaciones respiratorias y cardiacas. [5]

Por su parte la entidad alélica, la distrofia muscular de Becker (DMB) con un hipotético
curso clinico de menor gravedad y progresion lenta, también muestra amplia variaciéon en
la severidad clinica ya que algunos individuos son capaces de deambular y llevar una
vida normal, mientras que otros pierden la capacidad de deambular al final de la

adolescencia o tempranamente pasados los 20 afios. [2, 33]
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Composicion Corporal en la Distrofia Muscular de Duchenne

Tal como se comento previamente, aquellas condiciones que reducen la movilidad en la
nifiez como la parélisis cerebral infantil y la distrofia muscular de Duchenne (DMD), se
asocian con una modificacién importante en la composicion corporal, por lo que estimar
la cantidad de masa magra asi como otros elementos de la composicion corporal recobra

relevancia cuando se evalian patologias con gran compromiso motriz [34, 35].

Distintos grupos han evaluado la composicion corporal de pacientes con DMD mediante
la aplicacion de diversas metodologias de evaluacién in vivo. La mayor parte de estas
investigaciones han descrito resultados equiparables que consisten en: reduccién de la
cantidad de masa magra, un depdsito mayor de tejido graso y una reduccién en el

contenido mineral 6seo [25, 28, 36, 37, 38].

La alteracion de la masa magra responde a una cascada de eventos consecuencia de la
sustitucion muscular por grasa asociados a la pérdida muscular y la pobre regeneracion
de este tejido en esta patologia, con un aumento del deposito de tejido graso/fibroso y una
consecuente reduccion del contenido mineral por un pobre estimulo motriz, lo cual

conlleva a un riesgo incrementado de fracturas [3, 39, 40,41, 42, 43].

Como se expuso previamente la evaluacion de la composicion corporal puede realizarse
por diversas metodologias, sin embargo el amplio uso de la absorciometria dual por rayos
X (DXA, por sus siglas en ingles) como herramienta de evaluacién para la composicion
corporal en el ambito clinico y de investigacion ha puesto de manifiesto un plausible uso
en poblacion pediatrica [44]. La medicion con DXA es una técnica de escaneo que mide
la atenuacion diferencial de 2 haces de energia que atraviesan el cuerpo [45], lo cual
genera un modelo de 3 compartimentos al subdividir la masa libre de grasa en: masa
magra (MM) y el componente mineral 6seo o densidad mineral 6sea (CMO); ademas de

la estimacion de la masa grasa (MG). [46, 47].
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La evaluaciéon de la composicion corporal mediante la metodologia DXA puede ser
efectiva en pacientes con DMD, aunque ha sido poco difundida para este proposito. [37,
48]. Sin embargo su uso es la prueba de referencia para la valoracion de la densidad

mineral sea [39, 42, 43, 49].
El propdsito de esta investigacion fue tratar de encontrar una asociacion entre los sitios

frecuentemente afectados por eliminaciones en el gen DMD (hotspots mutacionales) y las

determinaciones de los elementos de la composicién corporal.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La DMD es la distrofia hereditaria mas prevalente en la poblaciéon mundial, la historia
natural de la enfermedad es ampliamente reconocida en la cual un individuo afectado
comienza con retraso en la adquisicion de la marcha, dificultad para incorporarse, pérdida
de la deambulacién, confinamiento a una silla de ruedas y muerte a edades tempranas
(13).

Los individuos hemicigotos pueden tener diversos mecanismos mutacionales en el gen
DMD que confieren pérdida de funcién del producto proteico, entre ellos, las
eliminaciones de material codificante son el mecanismo mas prevalente. Este tipo de
mutacion puede involucrar un tnico hotspot o ambos, considerdndose que la gravedad de
las manifestaciones puede ser condicionada tanto por el nimero como el tamafio de las
eliminaciones (14).

Durante su lapso vital los pacientes presentan modificaciones en la composicién corporal,
debido a la incapacidad de mantener el equilibrio entre degeneracion/regeneracion de
fibras musculares que conlleva a una disminucidn del gasto caldrico con incremento en el
depdsito de tejido graso y disminucion del contenido mineral dseo.

Actualmente no existen estudios que correlacionen el tipo de mutaciones con los

elementos de la composicion corporal en pacientes con DMD.

Debido a esto nos planteamos la siguiente pregunta:

1. ;Existira alguna asociacion entre los Hotspots afectados por eliminaciones en el

gen DMD con los elementos de la composicion corporal de pacientes con DMD?.
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JUSTIFICACION

El estudio de las enfermedades que causan gran discapacidad es un tema prioritario de
investigacion en salud en nuestro pais. Los pacientes con DMD tienen un curso cronico,

con gran compromiso de la motilidad y un desenlace fatidico a edades tempranas.

A la fecha, no se ha descrito si existen mutaciones en el gen DMD que se asocien con los
elementos de la composicidon corporal. Este estudio pretendid realizar una asociacion
entre las mutaciones detectadas en el gen DMD mediante la metodologia de PCR
Multiplex con los elementos de la composicién corporal; en el caso particular de nuestra
poblacion no ha recibido corticoterapia lo cual cobra relevancia para una descripcion del
comportamiento de la composicion corporal en la historia natural de la enfermedad de

pacientes mexicanos.

Los resultados de esta investigacion podrian ser la base cientifica para que el equipo
médico cuente con mds elementos para el disefio de estrategias de vigilancia de pacientes
con distrofia y de esa manera tener mas elementos para poder valorar la gravedad del
cuadro clinico o progresion de la enfermedad, no s6lo basandose en la funcién motora,
sino contar con otros parimetros que en conjunto repercutan en elevar la calidad de vida

de los pacientes.
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OBJETIVOS

General

Determinar la correlacion entre el hotspot afectado por eliminaciones en el gen

DMD con los elementos de la composicion corporal y la capacidad motriz de

pacientes con DMD.

Especificos

Determinar la asociacién entre las eliminaciones del hotspot mayor con los

elementos de la composicion corporal.

Determinar la asociacion entre las eliminaciones del hotspot menor con los

elementos de la composicion corporal.

Determinar la asociacion entre ambos hotspots afectados con los componentes de

la composicién corporal total.

Determinar la asociacion entre las variables estudiadas y la capacidad motriz.

15



HIPOTESIS

Hipdtesis Generales

* Existird una menor proporcion de masa magra, mayor deposito de tejido graso, un
menor contenido del componente mineral dseo y mayor alteracion en la escala
motriz en pacientes con DMD que tengan eliminaciones que afecten el hotspot

mayor que aquellas que afectan el hotspot menor (18).

* Existird una menor proporcion de masa magra, mayor deposito de tejido graso, un
menor contenido del componente mineral dseo y mayor alteracion en la escala
motriz en pacientes con DMD que tengan ambos hotspots afectados que en

aquellos con afeccidn de un solo hotspo(18).
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METODOLOGIA

Tipo de diseino

Este trabajo de investigacion es de tipo observacional, transversal, analitico y
ambilectivo.

Calculo de tamaiio de muestra

Tomando en cuenta un alfa con potencia del 95% (1.96) con un valor p 0.05, y un valor
de 3 de 0.20 (-0.84) y utilizando la férmula para diferencia de medias [50] segin lo
reportado por Palmieri ez. al. [37], se obtuvo célculo estimado de tamafio de muestra de

63 pacientes.

Media = 74.3 kg/m2

DE=3
alfa =0.05
beta = 0.20
N=&(Z,+7Z;> = (DE)(1.96+0.84)
A2 (MEDIA)?2

N = 63 pacientes en total

Universo y muestra.

Se incluyeron 65 pacientes derivados de los servicios de Genética y Neurologia del

Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI, del servicio de Genética del Hospital General
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“Gaudencio Gonzélez" de CMN La Raza y del servicio de Electrodiagndstico y Distrofia

Muscular del Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR)

Criterios de Seleccion

-Criterios de inclusion

* Pacientes de cualquier edad que cuenten con el diagnodstico clinico y molecular de
distrofia muscular de Duchenne.
* Consentimiento del paciente y padres o tutores, firmando la carta de autorizacion

para participar en el estudio.

-Criterios de Exclusion

* Pacientes con diagndstico clinico de distrofia muscular de Becker.

* Pacientes que estén bajo tratamiento con esteroides.

* Pacientes que por la propia historia de la enfermedad presenten un grado
avanzado de escoliosis o contracturas que impida mantenerlos en posicion supina

para llevar a cabo la DXA.

-Criterios de Eliminacion
e Padres de pacientes o pacientes que soliciten ser retirados del estudio durante la

coleccion de muestra de sangre o determinacion de la DMO.

* Encasode que pueda suceder lesion fisica al momento de realizar las mediciones
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DEFINICION Y CLASIFICACION DE VARIABLES

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE MEDICION
DEMOGRAFICAS
EDAD Tiempo transcurrido Tiempo transcurrido en Demogrifica Afos
desde el inicio del meses desde el nacimiento Cuantitativa
nacimiento hasta su hasta el momento en el Discreta
defuncién. que se capturan los datos.
INDEPENDIENTES
SITIO PROPENSO | Hotspot menor Ausencia de amplificacién Cualitativa 1= sitio caliente
A LAS Porcién 5” propensa a de una o mas unidades Ordinal mayor de
ELIMINACION(ES) eliminaciones codificantes entre el eliminaciones
(HOTSPOT) comprendida por los promotor y exones 2-20.
exones 2-20. 2= sitio caliente
menor de
eliminaciones
Hotspot mayor Ausencia de amplificacién
Porcién del dominio de una o més unidades 3= ambos sitios
central propensa a codificantes entre exones calientes afectados
eliminaciones 43-60.
comprendida por los
exones 43-60.
DEPENDIENTE
CONTENIDO Disminucién de la Disminucién de la Cuantitativa g/cm’
MINERAL OSEO | densidad mineral Gsea densidad mineral ésea por Continua
por debajo de -2.0 debajo de -2.0
desviaciones estdndar. desviaciones estdndar z-Score
evaluado mediante DXA.
COMPOSICION Proporcién de la masa Proporcién de la masa Cuantitativa Gramos (kg)
CORPORAL total libre de masa grasa | total libre de masa grasa y Ordinal
MAGRA y contenido 6seo contenido 6seo mineral,
mineral. expresada en gramos.
COMPOSICION Proporcién de la masa Proporcién de la masa Cuantitativa Gramos (kg)
CORPORAL total libre de masa total libre de masa grasa 'y Ordinal
GRASA magra y contenido 6seo | contenido dseo mineral,
mineral. expresada en gramos.
CONFUSORA
CAPACIDAD Capacidad que tiene el Habilidad para realizar Cuantitativa
MOTRIZ organismo para la actividades segun la intervalo Marcha
solucién eficaz de escala Vignos (ver autosuficiente.
situaciones motoras cuadro 1). (Vignos 1-5)
desconocidas, gracias al Marcha y
trabajo conjunto del motricidad con
sistema nervioso central apoyo.

y el sistema muscular.

(Vignos 6-8)
Confinamiento a
silla de ruedas.
(Vignos 9-10)
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PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd estadistica descriptiva con frecuencias y porcentajes para las variables
cualitativas y medidas de tendencia central (mediana) y dispersion, desviacion estdndar

(minimos y maximos).

Se evalud la distribucion paramétrica y no paramétrica por prueba de Sapiro Wills.
Para la prueba de asociacion de las variables cualitativas se realizd prueba exacta de
Fisher y para las variables cuantitativas prueba de Kruskall Wallis realizando post hoc

con prueba de U de Mann Whitney.
Para predecir el comportamiento de los elementos de la composicion corporal en funcién
de variables como la edad, la calificacion motora segun la escala Vignos y los hotspots

afectados se realiz6 un modelo multivariado de regresion lineal.

Se tomaron como variables estadisticamente significativas valores de p <0.05 y se realiz6

el andlisis con el paquete estadistico de SPSS version 15.
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PROCEDIMIENTOS

El médico de las diversas especialidades que identifico clinicamente a los pacientes con DMD,
explico a los padres o tutores de los pacientes los fundamentos, procedimientos del estudio, los
beneficios que proporciona su participacion, el derecho de confiabilidad y de abandonarlo
cuando lo desee. Si los padres/tutores o el sujeto de estudio permitieron la participacion, se les
pidi6 que firmaran la carta de consentimiento informado (Anexo 1).

Una vez explicado el procedimiento se concertd una cita para realizar historia clinica en hoja
de recoleccién de datos (Anexo 2) y la toma de una muestra de sangre periférica por
venopuncion. La muestra de sangre se colocard en tubos vacutainer con anticoagulante para
realizar el diagndstico molecular para identificar el tipo de mutaciones presentes en el gen
DMD (ver diagndstico molecular). Se incluyeron aquellos pacientes en donde el diagndstico
molecular confirme la distrofia. Ademads, en los pacientes se realizd la historia clinica, se

medi6 el peso, la talla y se determiné la composicion corporal mediante DXA.

Diagnoéstico genético molecular de la DMD

Se tomd una muestra de sangre periférica con anticoagulante, utilizando un tubo con

capacidad de Sml. A partir de esta muestra se extrajo el DNA de leucocitos.

Obtencion de leucocitos

El tubo vacutainer con EDTA se centrifugé a 3500 rpm durante 10 minutos; obteniéndose
una fase inferior de eritrocitos, una interfase que contiene leucocitos y un fase superior
con presencia de plasma. Se extrajo la interfase de leucocitos y se realizaron lavados con
buffer de lisis de eritrocitos (RBCL que se prepar6 con TRIS 10mM pH6.7, MgCl, SmM

y NaCl) hasta que se eliminaron los eritrocitos obteniéndose un botén blanco-amarillenta

CF
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Extraccion de DNA

El precipitado de leucocitos se disolvié en 118 uLL de NaCl 5 mM y se agité por
inversion. Se agregaron 61.3 yL. de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%, se agit6 por
inversion y se dejo reposar durante 5 minutos. A continuacion, se agregaron 410 uL de
NaCl 6 M agitdndose por inversion y se dejo reposar por 5 minutos. Posteriormente se
agité con vortex y se centrifugd a 13,000 rpm durante 15 minutos. Se recuperd el
sobrenadante y se trasvas0 a un microtubo, se afiadi6 1 mL de etanol absoluto y se
mantuvo en reposo por 30 minutos a -70°C. Posteriormente, se eliminé el sobrenadante y
se realizaron 2 lavados con etanol al 75%. Finalmente, el DNA se disolvié en agua grado
biologia molecular (100-300 xL aproximadamente) para su posterior cuantificacion y

andlisis de integridad (4).

Cuantificacion del DNA

Se realizé una dilucién 1:25 de la muestra de DNA y se ley6 la absorbancia (A) en un
espectrofotémetro a 260/280 nm. El equipo proporciona la relacion de A 260 nm/280 nm,
que se utiliza para evaluar la pureza del DNA y ademds proporciona automaticamente la
concentracion de la muestra. El DNA se considera de pureza aceptable cuando la relacion

A 260 nm/ 280 nm es entre 1.8 y 2.0. La concentracion se reporta en g/ uL. (4).

Verificacion de la integridad del DNA(4)

La integridad del DNA se verifico por electroforesis horizontal utilizando un gel de
agarosa al 1% tefildo con bromuro de etidio (10mg/mL); una alicuota del DNA se
sometié a un voltaje de 90V durante 60 minutos en buffer TBE (500 mM de Tris-HCl, 60
mM de 4cido boérico y 83 mM de EDTA). La imagen de la electroforesis de DNA se
captur6 con el equipo Alphalmager™ HP system de Alpha Innotech Corporation
(California, U.S.A.).

Amplificacion del gen DMD por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
muiltiple
Se realiz6 la amplificacién del gen DMD, a partir de DNA gendémico por medio de

Reaccion en Cadena de la Polimerasa Multiple (MPCR, por sus siglas en ingles)
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utilizando 2 conjuntos de primers: Set I, exones 4, 8, 12, 17, 19, 44,45, 48,y 51; Set 11,
promotor y exones 3, 6, 13,43, 47,50, 52 y 60 de Maxim Biotech, Inc. (San Francisco
CA, U.S.A)) que son especificos para las regiones hotspot mayor y hotspot menor del gen
de la distrofina. Esta reaccion se llevé a cabo en un microtubo de 200 L, se afiadieron 25
uL de un buffer que contiene sales, potenciador, estabilizador y dNTPs, 5 uL de
oligonucleétidos del Set I o 11, 0.5 yL. de TagDNA polimerasa (5 U/ uL), 500 ng de DNA
gendmico o 5 yL. de DNA de la muestra control. Finalmente, se agregd la cantidad

necesaria de agua estéril libre de DNAsas para completar un volumen final de 50 uL.

Para la amplificacion por PCR, la mezcla anterior se sometié la mezcla anterior a
distintas condiciones en un termociclador T1 Thermoblock Biometra ® (Alemania). En
primera instancia, el DNA se desnaturaliz6 a 94°C durante 3 minutos. Después
transcurrieron una serie de 43 ciclos en cada uno de los cuales; primero se desnaturaliz6
el DNA a 94°C durante 30 segundos, después se alinearon los primers a una temperatura
de 56°C durante 30 segundos, seguido de la polimerizacion realizada por la Taq
polimerasa a 65°C durante 3 minutos. Finalmente la mezcla de reaccion se sometié a una
temperatura de 70°C durante 10 minutos y una vez que transcurri6 ese lapso de tiempo, el

producto de la amplificacion se almacend a -20°C (4).

Para concluir el procedimiento diagnodstico, se tomé una alicuota del producto de PCR y
se sometié a una electroforesis horizontal en gel de agarosa 2% tefiiddo con bromuro de
etidio (10mg/mL) con buffer TBE (500mM de Tris-HCI, 60 mM de acido bérico y 83mM
de EDTA). Ademads, en el mismo gel se coloc6 un marcador de 100 pares de bases y un
producto de PCR control. El gel se someti6 a 80V durante 240 minutos para
posteriormente capturar y analizar la imagen de los productos de PCR de las diferentes
regiones del gen DMD con el equipo Alphamager™ HP system de Alpha Innotech
Corporation (California, U.S.A.). El diagndstico consistié en determinar la ausencia de
algunos de los productos de PCR de los exones analizados, comparados con el DNA de

sujetos sin DMD (control negativo) (ver Figura I)..
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SET I. 3:30 HR. 100 volts

Figura 1. Fotografia de amplicones mediante PCR Miiltiple, nétese ausencia de amplificacién del
exo6n 8 en el cuarto carril.
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Analisis de composicion corporal mediante DXA

La composicion corporal fue determinada (4) mediante la tecnologia DXA utilizando un
equipo Lunar Prodigy (G.E. Medical Systems, Wisconsin, Estados Unidos). Todos los
datos fueron analizados mediante el software enCORE (versién 9.0x; G.E. Medical

Systems, Wisconsin, Estados Unidos).

Este método proporciona grandes ventajas, entre las que destacan que es un
procedimiento rapido, no invasivo, indoloro y confiable. Aunque el método DXA se
disefi¢ inicialmente para el estudio de la masa dsea, nos permite valorar claramente los
porcentajes de masa grasa y la masa libre de grasa, irradiando poco al individuo (0,05-1,5
mrem) durante 5-15 min/persona. Este método tiene coeficientes de variacidon pequefios:

0,8% para la grasa corporal total, 1% para la masa dsea y 2% para el tejido magro.

La técnica se fundamenta en la atenuacién diferencial de 2 haces de energia que
atraviesan el cuerpo, parte de la energia se perdera cuando estos haces interactien con
materia que absorba la energia emitida; calculando el diferencial de esta energia se puede
obtener la masa por unidad de area. Con esta metodologia se genera un modelo de 3
compartimentos que determina la masa magra (MM), el componente mineral 6seo o

densidad mineral 6sea (CMO) y la masa grasa (MG).

El equipo consiste de una camilla en donde el paciente debe colocarse en decubito supino
y permanecer inmévil durante el escaneo. Debajo de esta camilla se encuentra un
generador de rayos X de baja radiacion que pasan a través del cuerpo del paciente con
dos corrientes de energia, uno de 40 y otro de 70-100KeV, una es absorbida
principalmente por los tejidos blandos y el otro por el hueso. Ademas, dicho equipo posee
un brazo movil el cual se desplaza de la porcidn superior a inferior del cuerpo durante el
escaneo. Este brazo contiene un detector de rayos X que medird la cantidad de los dos
rayos de energia absorbidos en el cuerpo del paciente. Esta informacién es colectada y
analizada por el software enCORE para estimar la masa grasa, masa magra y densidad

mineral dsea. La realizacion de este estudio tiene una duracién aproximada de 5 minutos.
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CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion (Titulo
Segundo, De los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos, Capitulos I,
Articulo 17) [51], este estudio se considera como riesgo mayor que el minimo, ya que
requirié la toma de 2 muestras y un total de extraccion de 5 ml de sangre venosa, las
cuales fueron etiquetadas mediante un cdédigo para la identificacion del paciente, este
codigo fue asignado por el grupo de investigacion, con las iniciales del paciente asi como
el numero consecutivo de la muestra tomada, con el propdsito de respetar la
confidencialidad de los datos e identidad del paciente y respetar su individualidad. Por
otro lado, la realizacion de la absorciometria dual por rayos X (DXA) es un método de
baja exposiciéon a rayos X que no implica un riesgo para la salud del paciente. La
investigacion se desarrolld con apego a la Declaracion de Helsinki del afio 2000, el
Informe Belmont y el Cédigo de Nuremberg [52]. Las personas que participaron en el
proyecto tuvieron sensibilidad, honestidad y respeto para el paciente, por lo que evitaron
caer en conflictos de intereses durante el desarrollo de dicho estudio. Una vez concluso el
proyecto los pacientes que hayan participado tendran el derecho de acudir para que se les
informe sobre los resultados obtenidos de acuerdo a lo especificado en la carta de

consentimiento informado.
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RESULTADOS

En este estudio se incluyeron 65 pacientes con diagndstico clinico y molecular de la

DMD ya que presentaron al menos una eliminacion en alguna de las regiones analizadas

en el gen DMD. La frecuencia de alteraciones en el gen DMD en la poblacién de estudio

se distribuyeron de la siguiente manera: 47 pacientes (72%) tuvieron mutaciones en el

hotspot mayor, 13 (20%) en ambos hotspots y 5 (8%) en el hotspot menor (ver Figura 2).

20%

8%

SEHE e s mE W6

72%

BEEs mE Ssis o

Figura 2. Frecuencia de afecciones en los hotspots mutacionales del gen DMD en la poblacion de

estudio.

Los datos demograficos y los elementos de la composicién corporal se resumen en la

Tabla 1.

Tabla 1. Datos demograficos, composicién corporal y frecuencia de eliminaciones
en los hotspots del gen DMD en pacientes con distrofia muscular de Duchenne.

d a01€ CA1d | 10 maximd
Edad 8 (5-16)
Peso (kg) 24 (11-78.3)
z-Score -1(-3.6-04)
Grasa total (kg) 6.14 (0.879-46.08)
Grasa total (%) 26 (7.6-60)
Magro total (kg) 16.63 (10.68-33.22)
Vignos 3 (1-10)
Hotspot mayor 47 (72%)
Hotspot menor 5 (8%)
Ambos hotspots 13 (20%)
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Observamos que la mediana de edad fue de 8 afios y el peso fue de 24 kg. Referente a la
composicion corporal los datos muestran que el valor de la mediana de la masa grasa en
kg fue 6.14 y en porcentaje de 26, estos datos muestran que en general los pacientes

tienen una elevada adiposidad de acuerdo a la edad.

Sin embargo, es importante notar que de acuerdo a los pardmetros para sobrepeso y
obesidad de acuerdo al porcentaje de masa grasa para edad evaluado mediante DXA
propuestos por Taylor et. al. [53], el elevado porcentaje de masa grasa refleja la presencia
de sujetos con sobrepeso en 27.6%, de estos el 94% son menores de 12 afios; mientras
que el 40% son obesos de los cuales el 65% son menores de 12 anos y el 35% mayores de

12 afios (ver Figura 3).

® % de grasa adecuado para
la edad

¥ Sobrepeso

Obesidad

Figura 3. Proporcién de pacientes con sobrepeso u obesidad de acuerdo alporcentaje de
masa grasa para la edad evaluado por DXA.

El componente magro fue de 16.63 kg (10.68-33.22). La mediana del z-score de la DMO
fue de -1; el 38.4% de la poblaciéon mostré valores de z-score menores a -1; mientras el

12.3% de los pacientes mostrd valores del z-score menores a -2 que de acuerdo a la
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Sociedad Internacional de Densitometria Clinica (ISCD, por sus siglas en ingles) se
considera bajo CMO (ver Figura 4) [54].
Finalmente la mediana de la calificacién en la escala de capacidad motriz Vignos fue de

3, en donde la poblacién de estudio mostré intervalos de la escala del 1-10.

49%
®Valores < -2

®Valores < -1

Valores > -1

Figura 4. Valores de z-score entre la poblacion de estudio.

Las diferencias entre los grupos de los hotpots son mostrados en la Tabla 2. Cuando se
realizd una comparativa entre el hotspot mayor y el hotspot menor no existieron
diferencias estadisticamente significativas en las variables analizadas. Sin embargo, es
importante notar que en estos grupos no existen diferencias en las variables de peso y

edad, lo cual los vuelve equiparables.

Al analizar las variables entre la afeccion del hotspot mayor y ambos hotspots, la edad
(p=0.002), el peso (p= 0.032), la masa magra (p = 0.02), masa grasaen g (p =0.05) y
CMO (p = 0.03) fueron mayores en los pacientes que presentaron mutaciones en el
hotspot mayor. Igualmente la calificacién de la escala Vignos tuvo mayor puntuacion en
el hotspot mayor (valor de p= 0.02) que cuando las eliminaciones incluyen ambos

hotspots.
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Por ultimo, la comparativa entre el hotspot menor y ambos hotspots, las medianas del
peso (p = 0.05), la grasa total en gramos (p = 0.05) y en porcentaje (p = 0.03), y la
calificacién Vignos (p = 0.01), fueron mayores en el grupo del hotspot menor comparado

con la afecciéon de ambos hotspots.

Tabla 2. Comparacién entre las eliminaciones de los hotspots en el gen DMD con la composicion
corporal y escala de Vignos en pacientes con distrofia muscular de Duchenne.

aD1€ Ay Naydo DISPO 1€1N0 AN D( DISDO

Edad ¥ 9 (5-16)® 12 (5-16)>° 7 (5-8)°

Peso (kg) ¥ 24.9 (11.9-78)® 37.4 (18.2-58.6)»° 19.6 (15-32.6)°

Magro total 17.43 (10.68-33.22) 16.30 (13.66-26.14)~>  15.49 (13.11-19.24)°
(kg)

Grasa total 6.45 (0.87-46.08)¢ 20.28 (1.22-30.73) 3.79 (1.28-12.62)°
(kg) ¥

CMO (g) 7392 (355-1,719)F 7845 (476-1751)*> 572 (409-884)°
Grasa total 26 (7.6-60) 52 (10.8-55.4)° 18.8 (8.5-39.6)"
(%) ¥

z-Score 1 (-3.6:0.4) 1.6 (-24-0.1) 08 (-1.6-03)

Vignos ¥ 3 (1-10) 8 (2-9)»¢ 2 (1-5)°

¥ Valor de p < 0.05 Kruskall Wallis
“b¢Valor de p < 0.05 post hoc U de Mann Whitney

De acuerdo a los resultados obtenidos en la posible asociacion entre el tipo de mutaciones
y la capacidad motriz, se estratificé a la poblacién en 3 grupos de acuerdo a la gravedad
que mostraban en las siguientes categorias: 1-5 puntos marcha autosuficiente, 6-8 puntos
marcha y motricidad con apoyo y 9-10 puntos en aquellos confinados a silla de ruedas,
encontrandose diferencias estadisticamente significativas en todas las variables

analizadas (ver Tabla 3).
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Tabla 3. Diferencias entre los componentes de la composicidn corporal estratificados por grupos
seglin la escala de capacidad motora Vignos.

Escala Vignos
Edad ¥ 7 (5-13)2 10 (6-16)° 12 (11-16)°
Peso (kg) ¥ 21.3(11.9-51.52)® 34.6 (24-58.6)"° 40(25.6-78.3)°

Magro total(kg)¥  16.48 (10.68-33.22)*  17.47 (13.66-26.14)>> 18.95 (13.65-30.70)°

Grasa total(kg)¥ 4.21 (0.87-23.06)® 14.04 (7.27-30.73)>c  20.51 (11.37-46.08)°

CMO (g) ¥ 669.8 (355-1,719)* 809.9 (583-1,751)>°b 1,008 (662.5-1,575.2)°
Grasa total(%)¥ 20.5 (7.6-50.6)2 41 (30-54)° 51.8 (43-60)°

z-Score ¥ -0.8 (-2.3-0.4)* -1.3(-2.4-0.1)%° -19(-3.6/-04)

# Mutaciones ¥ H

Hotspot mayor 35 (71%)! 5 (71%)? 7 (718%)?

Hotspot menor 1 2%) 2 (29%) 2 (22%)

Ambos hotspots 13 27%)

¥ Valor de p < 0.05 Kruskall Wallis
“b¢Valor de p < 0.05 post hoc U de Mann Whitney

H %3 Valor de p < 0.05 post hoc Chi cuadrada lineal

La edad, el peso, la masa grasa en kg y en porcentaje, asi como la afecciéon de los
hotspots son diferentes entre el primer y segundo grupo (calificaciéon 1-5 vs. 6-8), todos
los pardmetros fueron mayores para este ultimo grupo, exceptuando la afeccion de los
hotspots, al parecer esta diferencia puede ser debida a que un porcentaje de pacientes

muestran mayor afeccion del hostpot menor.

En una comparativa entre los grupos con calificacion 1-5 y 9-10, se encontraron
diferencias entre el peso, masa magra, grasa total en kg/porcentaje y CMO siendo
mayores en el segundo grupo, asi también mostrando diferencia en la afeccion de los
hotspots, de la misma manera que la comparativa entre los primeros grupos la diferencia
puede ser debida a que un mayor porcentaje de pacientes muestran afeccion del hostpot

menor.
En la comparativa entre el grupo de marcha y motricidad con apoyo contra aquellos

confinados a silla de ruedas, existi6 diferencias entre la edad, masa magra y el porcentaje

de tejido graso.
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Una vez estratificados los grupos de acuerdo a su capacidad motriz notamos que los
mismos eran diferentes en relacién a la edad por lo que se decidi6 estratificar por grupos
de edad (5-10, 11-15 y 16-20 afios) y valorar los parametros de la composicion corporal

(ver Tabla 4).

Tabla 4. Diferencias entre los elementos de la composicidn corporal estratificados por grupos de edad.

Edad 5-10 (N=50) 1115 (N=13) 16-20 (N=2)
Peso (kg) ¥ 21.5(11.9-36.7)2 37.3 (25.6-78.3)° 55.9(53-58)°
Vignos ¥ 2 (1-8)° 9 (2-10° 8 (8-9)°

Magro total (kg) ¥ 16.36 (10.68-21.61)* 20.86 (13.65-33.22)> 24.24 (22.24-26.24)"

Grasa total (kg) ¥ 4.24 (0.879-15.50)® 17.11 (3.13-46.08)>  30.15 (29.56-30.73)¢

CMO (g) ¥ 660 (355-1,124)2 921 (662-1,719)° 1,528 (1,304-1,751)°
Grasa total (%) ¥ 21 (7.6-45.8)2 49 (12.2-60)® 55.5 (54-57)°
z-Score ¥ -0.75 (-2.3-0.4)? -1.7 (-29-0.1)° -3 (-3.6/-24)

# Mutaciones ¥ H

Hotspot mayor 35 (70%)! 11 (85%)? 1 (50%)*3

Hotspot menor 2 (4%) 2 (15%) 1 (50%)

Ambos hotspots 13 (26%)

¥ Valor de p < 0.05 Kruskall Wallis
“<Valor de p < 0.05 post hoc U de Mann Whitney

H "% valor de p < 0.05 post hoc Chi cuadrada lineal

En los grupos de 5-10 y de 11 a 15 afios apreciamos diferencias en todos los elementos de
la composicién corporal, asi como la afeccidn de los hotspots, siendo el grupo de mayor

edad el que tiene valores mayores en todas las variables.

En una comparativa entre los grupos de edad de 5-10 contra los de 16-20 afios, todos
mostraron diferencias excepto la afeccion de los hotspots. La comparacion entre el grupo
de 10-15 afios contra aquellos del grupo de 16 a 20 el s6lo el componente graso en kg

mostro diferencia.

32




Debido a la presencia de diferencias significativas cuando se realizd el analisis de
correlacion entre la estratificacion de capacidad motriz y grupos de edad, se realizé un
andlisis de regresion lineal para predecir el comportamiento que tiene cada uno de los
elementos de la composicion corporal, se encontré que la edad es asociada positivamente
al componente magro, masa grasa total y al contenido mineral dseo pero es negativa la
relacion con el z-Score (p=0.0001). Respecto a la escala de Vignos, se observa que ésta

solo se asocié de manera negativa a la masa grasa total (p=0.001) (ver tabla 5).

Tabla 5. Andlisis de regresion lineal del contenido magro total, grasa total, contenido mineral éseo y z-score.

Variable Magro total Grasa total

R2
Edad 09 0.0001 0.97 0.0001 0.9 0.0001 0.9 0.0001
Vignos 0.8 0.1 0.7 0.001 09 0.24 0.8 09
Mutaciones 0.4 0.8 0.3 0.39 0.5 04 0.3 0.14
Hotspots
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DISCUSION

Las entidades con gran compromiso motriz muestran alteraciones en los elementos de la
composicion corporal. Particularmente las afecciones neuromusculares como la distrofia
muscular de Duchenne se asocian a una alteracion en los elementos de la composiciéon
corporal, donde el poco estimulo motriz provoca disminucién de la masa muscular,
Ademas, como consecuencia de esta baja actividad existe poca estimulacion para llevar a
cabo el depdsito mineral a nivel dseo, generando una disminucién del gasto caldrico y un
consecuente incremento del depdsito graso [25, 28, 36, 37, 38] . Acorde a esto, nuestra
poblacién de estudio mostré sobrepeso en 27.6% y obesidad en 40%, siendo la poblacion
menor de 12 afios la mds afectada en un 94% y 65% respectivamente para cada grupo.
Aunque nuestros resultados se alejan de lo descrito por Mok et. al. [45] quien ha
demostrado que hasta el 54% de los pacientes con DMD desarrollan obesidad alrededor
de los 13 afios. Sin embargo, tomando en cuenta que el 77% de nuestra poblacién es
menor de 10 afios, misma que no ha llevado corticoterapia, recobra relevancia describir
que en la historia natural de la enfermedad de DMD de pacientes mexicanos la obesidad
se encuentra presente desde etapas muy tempranas. Por otro lado, el 12.3% de los
pacientes mostro cifras del z-score por debajo de -2, lo cual es considerado como bajo
CMO [54], lo cual se asocia con un riesgo incrementado de fracturas de huesos largos

principalmente en la poblacién que atin deambula [39, 55].

Desde el reconocimiento de las alteraciones en el gen DMD como causa del fenotipo de
distrofia muscular de Duchenne, diversas teorias han tratado de explicar el
comportamiento de las mutaciones y sus posibles efectos sobre el fenotipo. Una de las
primeras teorias sobre el comportamiento mutacional fue la propuesta por Monaco et al.,
[12] la cual se basa en la premisa de que existe una relacion aparente del fenotipo con el
comportamiento de la mutacion: las eliminaciones, duplicaciones o mutaciones puntuales
que irrumpan el marco de lectura, se encuentran asociadas a un fenotipo grave por falla
en la produccion del producto proteico (distrofina). Por el contrario toda aquella
mutacion (de cualquier tipo) que permita continuar el marco de lectura, podra formar una

proteina falta en alguna regién, con duplicacién de algun dominio o cambio en la
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conformacion estructural, pero que finalmente permitiria el mantenimiento de una
funcién parcial del producto proteico y un fenotipo al parecer de menor gravedad. Sin

embargo este comportamiento mutacional s6lo se cumple en el 90% de los casos. [14, 56]

En nuestro estudio pretendimos evidenciar la existencia de diferencias en los elementos
de la composicién corporal dependiendo de si las eliminaciones afectaban uno o ambos
hotspots, justificado en el supuesto de que estas zonas propensas a la pérdida de material
genético codifican regiones que a nivel proteico cumplen una funcién importante para la

interaccion con otras proteinas.

Cuando se realiz6 una comparativa de las variables analizadas entre el hotspot mayor y el
hotspot menor no existieron diferencias estadisticamente significativas (p=0.06). Sin
embargo, estos grupos son equiparables en cuanto peso y edad, mostrando que las
alteraciones del hotspot menor muestran tendencias en mayor porcentaje de masa grasa y
una calificacion de la capacidad motriz con mayor deterioro, en una cohorte de 205

pacientes con DMD Magri et. al. [57].

Por otro lado, se encontré una disminucién en el componente magro total del grupo de
ambos hotspots afectados, comparado contra el grupo que sélo presenta afeccion en el
hotspot mayor. Este mismo comportamiento se observa en el componente de la grasa
total y el contenido mineral 6seo, siendo menor en el grupo de ambos hotspots.
Atribuimos que estas diferencias son esperadas en el componente magro total y el
contenido mineral dseo, considerando que el grupo mas afectado segtin nuestra hipotesis
es el de aquellos sujetos que presentan mutaciones en ambos hotspots; esto pudiera estar
relacionado a que la afeccién de ambos hotspots codifican tanto los dominios de fuerte
interaccion con actina en la regién amino terminal (hotspot menor), asi como también el
dominio central interacciona con actina al parecer de una manera débil. Adicionalmente
se ha descrito que los exones 42-45 (hotspot mayor) que codifican para los repetidos
similares a la espectrina 16 y 17 son necesarios para que interaccione una sintetasa de
oxido nitrico (NOS) que participa en la vasodilatacion durante la actividad fisica para que

se lleve a cabo una adecuada perfusion de las fibras musculares. La pérdida de los exones
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codificantes de estos dominios se han asociado a mayor deterioro muscular en pacientes

con DMD [11].

Si bien, el componente graso puede traducir sustitucion del musculo estriado por tejido
adiposo en manifestaciones graves de la enfermedad, nuestros resultados muestran un
mayor nivel de contenido graso en el grupo de hotspot menor dado que la mediana de
edad en este grupo es de 9 afios comparada con 7 del grupo contrario. Sin embargo, es
importante considerar que si bien la pubertad es retrasada en los pacientes con DMD, el
paciente en edad pedidtrica acumula mas cantidad de grasa en las etapas previas al inicio
de la pubertad [58]. Esta podria ser una de las razones por la cual el grupo de hotspot
menor presenta mayor contenido graso en comparativa con el grupo de ambos hotspots

afectados.

Es evidente la existencia de una diferencia entre la calificacion de la capacidad motriz
entre los 3 grupos, encontrando que los valores son menores en el grupo de sujetos con
mutaciones en ambos hotspots en comparativa con los 2 grupos restantes. Esto no implica
que el grupo con afeccion de ambos hotspots tenga una capacidad motriz con menor
compromiso que aquellos con la afeccién tnica del hotspot mayor o menor; aunque el
valor de p es significativo, el nimero de sujetos que integran este grupo (ambos hotspots)
puede ocasionar un error tipo 1 ya que se no puede explicarse el comportamiento por la
mutacién sino por la edad y el grado de discapacidad, por lo que generalizar este

comportamiento al resto de los sujetos puede ser inadecuado.

Advertimos que al realizar una estratificacion de acuerdo a la calificacion de capacidad
motriz, encontramos resultados equiparables a lo descrito en la literatura [37]. Por
ejemplo, Skalsky et. al., [48] describieron en 23 pacientes con DMD evaluados mediante
DXA, disminucién del tejido magro, aumento del deposito graso y disminucién en la
fuerza en las extremidades. Todos estos datos demuestran que la menor capacidad motriz

estd asociada a las alteraciones en la composicidn corporal.
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Adicionalmente, al estratificar a la poblacion por grupos de edad se observa un
comportamiento similar, evidenciando diferencias significativas con disminucién del
componente magro, mineral 6seo y aumento de la grasa total conforme la edad
incrementa. Confirmando una vez mas que esto es el reflejo del deterioro de los
elementos de la composicion corporal en la DMD, el cual es mas evidente conforme

progresa la enfermedad [36].

Por esta razon, resulta imperioso confirmar si el comportamiento de los elementos de la
composicion corporal puede estar exclusivamente vinculado con las regiones alteradas en
el gen DMD. Para tratar de responder este cuestionamiento el analisis de regresion lineal
explica que hay una prediccion del comportamiento de estos elementos directamente con
la edad. Esto expone que probablemente la disminucién de la masa muscular se deba
propiamente al curso crénico de la enfermedad y no pueda ser explicado exclusivamente
por la presencia de alteraciones en los hotspots. Por tal motivo, consideramos que a pesar
de que existen diferencias significativas con el andlisis delimitado a los grupos de
mutaciones, la edad también parece correlacionar con el estado de los elementos de la

composicion corporal, de tal manera que no rechazamos las hip6tesis nulas.
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CONCLUSIONES

Nuestro estudio demuestra que en la historia natural de la DMD de pacientes mexicanos
la obesidad se encuentra presente desde edades muy tempranas. Asimismo el 12.3% de

estos pacientes muestra bajo contenido mineral dseo.

Se encontré una disminucién en el componente magro total, grasa total y el contenido
mineral 6seo, siendo menor en el grupo de ambos hotspots afectados, comparado contra

el grupo que sélo presenta afeccion en el hotspot menor.

La estratificacion por grupos de acuerdo a la calificacion de capacidad motriz, muestra
que un mayor deterioro motor se encuentra asociado a alteraciones en los elementos de la
composicién corporal. Asimismo, el deterioro de estos elementos es mds evidente

conforme progresa la enfermedad.
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LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS

Consideramos que el este estudio muestra debilidades en su disefio para refutar la
hipétesis nula. Debido a esto, podriamos sugerir la realizacion de un estudio de cohorte
en el que se incluyan pacientes una vez que se advierta el inicio de las primeras
manifestaciones motrices. Ademds, de realizar el diagnéstico molecular de manera
temprana utilizando no solo PCR muiltiple que solo detecta eliminaciones en ambos
hotspots; también debe incluirse otras técnicas como el andlisis de prueba de
amplificacion multiple por ligacion (MLPA, por sus siglas en inglés) el cual identifica
eliminaciones y duplicaciones en todo el gen DMD. Todo lo anterior permitiria ponderar
los cambios en funcion de los afios de evolucidon. Una vez realizada la identificacion
precisa de una alteracion en el gen DMD, se podra evaluar en el mismo paciente la
composicion corporal y capacidad motriz durante el progreso de la enfermedad. Esta
informacion permitira valorar el tipo de mutaciones y su asociacion con los cambios en la

composicion corporal, asi como los elementos de la vitamina D, calcio, fosforo y dieta.
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ANEXO 1

Carta de Consentimiento Informado

México,D.F.a de del 20__.

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion inititulado: Identificaciéon de

obesidad y resistencia a la insulina en pacientes con distrofia muscular de Duchenne.

Le invitamos a participar en un proyecto de investigacidon que tiene el objetivo de evaluar si su
hijo que padece distrofia muscular de Duchenne o Becker, pueda ademds presentar otras alteraciones
como sobrepeso, obesidad y/o resistencia a la insulina. Se me ha explicado que la participacién consiste
en permitir que a mi hijo se le mida el peso, la talla, la composicién corporal y 6sea y se le tome una
muestra de sangre (10mL). Se me ha informado que esta muestra se utilizard para determinar el
diagnéstico molecular de la distrofia. En la medicién de la composicién corporal, el paciente se irradia
con rayos X, la cantidad de radiacion es extremadamente baja, menor atin que una décima parte de la
radiaciéon emitida durante una radiografia de térax. Ademds, el procedimiento es indoloro y no
invasivo, es decir el paciente no sufre durante el andlisis. La toma de la muestra sanguinea implica un
riesgo minimo, y la participacién en el estudio no le causard ningln costo. En caso de que acepte
participar pero luego desee abandonar el estudio, dispone de plena libertad para retirar el
consentimiento, sin que por esto se vea afectada la atenciéon médica de su hijo. Los resultados serdn
confidenciales y se le entregardn al final del estudio. Los posibles beneficios que usted recibird serdn
apoyo nutricional en el caso de detectar obesidad, que incluye recomendaciones en su régimen
dietoterapéutico para corregirla, ademds de apoyo clinico y detecciéon oportuna de alguna alteracién en
los pardmetros estudiados.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio, arriba mencionados.

Estoy de acuerdo en participar en el estudio: Si No.
Nombre y firma del paciente
Nombre y firma de la madre (tutora)
Nombre y firma del padre (tutor)
Testigo 1.
Testigo 2.

Nombre, matricula y firma del investigador responsable:
Dra. Maricela Rodriguez Cruz 10949038

Responsables: Dra. Maricela Rodriguez Cruz, Dr. Miguel Angel Ramirez Garcia.
Teléfono: 56276900, Extensiones: 22483, 21941 y 22409.
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ANEXO 2

Hoja de Recoleccion de Datos

I. DATOS GENERALES

Nombre:

Fecha de nacimiento: (Dia/Mes/Afio)
Edad: afios

Domicilio:

Teléfono:

Escolaridad: Primaria Secundaria Bachillerato
Licenciatura Postgrado

Origen:

Mexicano (especifique estado)
Extranjero (especificar)

Origen de los Padres

Padre
Mexicano (especificar estado) Extranjero (especificar)

Madre
Mexicano (especificar estado) Extranjero (especificar)

Abuelo Paterno
Mexicano (especificar estado) Extranjero (especificar)

Abuela Paterna
Mexicano (especificar estado) Extranjero (especificar)

Abuelo Materno
Mexicano (especificar estad) Extranjero (especificar)

Abuela Materna
Mexicano (especificar estado) Extranjero (especificar)

Escolaridad de los Padres

Madre Primaria Secundaria Bachillerato
Licenciatura Postgrado

Padre Primaria Secundaria Bachillerato
Licenciatura Posgrado

1I. Antecedentes Heredo familiares:
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Vive? | Edad al Fallecimien| Causa Diabetes C.isquémica | Nefropatia Dislipidemia | Obesidad | Distrofia | Otros
(Si/No) Fallecimien{ (Si/No) tipo Diabética (Si/No) (Si/No)
(Si/No)
Padre
Madre
Hermanos
Otros
I11. ANTECEDENTES
Tipo de Distrofia
Edad de inicio de los sintomas
Edad al diagnéstico
Primer sintoma
Usa silla de ruedas si no

A que edad dejo de caminar
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Miembros inferiores:
Dificultad para subir escaleras

Levantarse de una silla

Levantarse de decubito dorsal

Levantarse de cuclillas (Gowers)

Pararse de puntas

Caidas faciles

Limitacién del perimetro de la marcha

Miembros superiores:
Dificultad para levantarlos

Cargar cosas
Extenderlos (flexion)

Cerrar o abrir las manos

Abrir frascos de botellas

Debilidad de cuello no si, inicio

Visiéon doble (diplopia) no si, inicio
Alteracion de movimientos faciales no si, inicio

Dificultad para deglutir (disfagia) no si, inicio

Dificultad para hablar (disartria) no si, inicio
Falta de aire (disefia) no si, inicio

Dolor muscular no si, inicio

Mioglobinuria (orina roja asociada o no a mialgias) no si, inicio

Calambras no si, inicio

Problema visual no si, inicio

Problema auditivo no si, inicio

Tratamiento (no)
especificar

(s1),

Rehabilitacién (no) (si)
tipo

Suplementos vitaminicos o PUFAs

Dosis, frecuencia, marca y desde

hace cuanto

tiempo

Consumo de pescado u otros alimentos ricos
frecuencia

cn

LC-PUFAs

y

Antecedentes personales patologicos:
Hipertension arterial
Enfermedades del corazén (especificar)
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Enfermedades del rifién (especificar)
Enfermedad de la vesicula biliar (especificar)
Cirugfas (especificar)

Otras (especificar)

Evaluacion de la actividad fisica:

(Practica alguna actividad? : Si Cual?
Duracién: Minima/ Dia veces por semana:
Obesidad:

Edad de inicio: aflos

Peso médximo: Kg. Edad ala que lo presento: Afios

Peso hace un afio: Kg.
Peso mas reciente: Kg.
Sobrepeso:

Exploracion fisica:

Peso: Kg.
Talla: m
Circunferencia de la cintura: cm.
Circunferencia de la cadera: cm
Presién arterial (1* medicion ): mmHg.
Presién arterial (2* medicion): mmHg.

(Ha presentado una infeccidn aguda en las dltimas dos semanas? S{ No

;Cudl?

ARBOL GENEALOGICO

O
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