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ABREVIATURAS

MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
EMN: Enfermedades neuromusculares.

PCR: Reacciones de Cadena de Polimerasa.

DMD: Distrofia muscular de Duchenne.

DMB: Distrofia muscular de Becker.

CMN: Centro Médico Nacional 20 Noviembre.

CK. Creatinfosfocinasa.
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RESUMEN:

La Distrofia Muscular de Duchenne es una enfermedad ligada al cromosoma X que
afecta a 1 en 3600-6000 masculinos vivos. La clinica se caracteriza por un leve
retraso en hitos motores y la mayoria no pueden correr y saltar adecuadamente
debido a la debilidad muscular proximal, que clinicamente se manifiesta con el uso
de la clasica maniobra de Gowers . La mayoria de los pacientes son diagnosticados
aproximadamente a los 5 afios de edad, cuando su capacidad fisica difiere
marcadamente de la de sus pares.

La prueba molecular MLPA gendmica es el estandar de oro para el diagnostico de
DMD o DMB y permite diagnosticar oportunamente la enfermedad. Sin embargo se
han identificado algunas variaciones en la presentacion genomica de los
polimorfismos asociados a la enfermedad alumnos estudios sugieren que estas
variaciones podrian tener a concordancia con la severidad de la presentacion clinica
de esta patologia neuroldgica.

MATERIAL Y METODOS: Se realizara un estudio transversal-observacional-
descriptivo.

METODOLOGIA: Se realizé un estudio transversal, observacional, descriptivo en
24 pacientes masculinos con DMD /DMB con DMD del CMN 20 de Noviembre
ISSSTE, obteniendo los datos clinicos a atraves de la revision del expediente clinico
en un periodo de seis meses utilizando el DNA tomado a los pacientes mencionados
y procesandolo a través de la prueba molecular MLPA ( las pruebas de DNA fueron
tomadas previamente por medio del proyecto: EVALUACION DE
BIOMARCADORES BIOQUIMICOS Y GENETICOS PARA EL MONITOREO DEL
PROGRESO DE LA DISTROFIA MUSCULAR DUCHENNE Y DETECCION DE
PORTADORA.Con numero de registro: 397.2014. Las pruebas se procesaron en el
secuenciador sanger abi 3100 De applei Bio System ubicado en el &area de
investigacion en medicina gendmica. No se intervino a ningan paciente en el
proyecto actual solo se verificaron resultados. Lo anterior con el fin de realizar
correlacion clinica del fenotipo de DMD 'y el dafio molecular en el gen de la distrofina
(locus Xp.21.2) en estos pacientes que nos puedan orientar aun pronostico en la
calidad de vida de los mismos; asi como la severidad en la que se encuentra la
enfermedad al momento de su primer contacto con el especialista. Se proceso la
informacion a través del programa SPSS.24.2 a través de la prueba Kappa,
Pearson, Moda y Mediana.

Resultados: La Distrofia Muscular de Duchenne es una enfermedad neuromuscular
poco comun por lo que su diagnéstico llega a ser tardio, se recolectaron datos
clinicos y se analizaron los resultados obtenidos a través de la prueba molecular
MLPA ( obtenidos a través del proyecto antes mencionado con numero de registro
397.2014 ) a 24 pacientes con Distrofia muscular de Duchenne del Centro Médico




Nacional 20 de Noviembre de los cuales se encontré que el 87.5 % presentan
fenotipo de DMD vy el 12.5 % DMB; el 75 % de las alteraciones moleculares son
Deleciones en diferentes tipos de genes encontrando en 5 pacientes dafio en el
exbn 48-52, 3 pacientes en el exon 44, vy el resto en diferentes tipos de exones
como 1,3, 6,7,9, 10,45.

Al momento del diagndstico el 93% de los pacientes presentaba alteraciones
clinicas importantes como caidas frecuentes, pseudohipertrofia de gastrocnemios,
el 20% deambulaba sin dificultad, siendo un 80 % con dificultad para la misma o
pérdida total.

Se les realizo previo al estudio molecular estudios de laboratorio y gabinete a los
pacientes con clinica de DMD encontrando una CPK de mas de 3000 en el 95.2 %
de los pacientes con una p.000 , electromiografia alterada en el 66.7 % con una p.
con 10/24 pacientes con patron miopatico en el resultado, biopsia muscular positiva
en el 50 % de los pacientes, siendo esta ultima con una p.152 de correlacion con
el fenotipo del paciente.

Con respecto a la edad de los pacientes fue en los adolescentes 15 afios en
adelante en donde se encontraron mayor niumero de casos. Se encontraron
alteraciones cardiacas miocardiopatia dilatada en dos pacientes y 3 con patron
restrictivo pulmonar.

De 24 pacientes 8 tuvieron antecedentes heredofamiliares, y 95 % al momento del

diagnéstico se requirié inicio de tratamiento o continuacion con el mismo con
Deflazacort.
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CONCLUSIONES:

La Distrofia muscular De Duchenne es observada en varones, pueden haber casos

de aparicion de novo sin antecedentes heredofamiliares, su diagndstico al momento
del primer contacto es tardio encontrando las complicaciones propias de la
enfermedad que no permitan al paciente tener una adecuada calidad de vida y
ensombreciendo su prondstico de vida.

La variedad mas frecuentemente encontrada es Duchenne con respecto a Becker,
se observa que dentro de los estudios de laboratorio y gabinete realizados como
protocolo de la enfermedad la creatininfosfocinasa fue la que mayor sensibilidad
mostro al estar elevada en mas de 3000 en todos los pacientes confirmados.

Es de importancia hacer un diagndstico oportuno en los pacientes con distrofia
Muscular de Duchenne ya que depende de ello su pronostico de vida ya que el inicio
temprano de Deflazacort y el manejo multidisciplinario permite mejoria en la calidad
de vida y prolongar la presencia de las complicaciones fatales propias de dicha
enfermedad.

Dentro de los resultados del estudio molecular el exon 48-52 fue el que mayor
frecuencia se encontré con dafio en el gen de la distrofina . Confirmando que la
prueba molecular MLPA es el estandar de oro de esta enfermedad y que con una
toma de sangre periférica y procesandolas a través del secuenciador nos permite
diagnosticar oportunamente al paciente y poder brindar asesoramiento genético a
la familia del mismo .
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ANTECEDENTES

Las distrofias musculares son progresivas, producen degeneracion muscular y
pérdida de fuerza. Este grupo heterogéneo de trastornos se han caracterizado por
un nivel clinico y molecular desde la década de 1980, dando lugar a una clasificacion
compleja basada en el fenotipo y correlaciones genéticas moleculares. El inicio de
los sintomas clinicos abarca desde el periodo neonatal hasta la adultez tardia. La
distribucion de la debilidad muscular predominante ayuda a identificar seis
principales fenotipos similares a Duchenne, que involucra hombro, cintura pélvica
y musculos flexores del cuello, con hipertrofia de la pantorrilla , hay distrofias con
distribucion peroneal, escapulohumeral y que presentan contracturas tempranas asi
como con una distribucion a nivel de cintura del miembro (pelvis y hombro) asi
como con compromiso fascioescapulohumeral peroneal y del musculo distal
(miopatia distal) la que se nombra distrofia muscular oculofaringea.!

El modo de herencia en las distrofias musculares puede ser autosomico dominante,
autosomico recesivo o0 ligado a X. Los defectos moleculares subyacentes
responsables para estos trastornos son diversos, incluidos los extracelulares las
proteinas matriciales (laminina-2, colageno VI), transmembrana y proteinas
asociadas al sarcolema (distrofina, sarcoglicanos, caveolin-3, integrina a7,
disferlina), proteasas citoplasmaticas (calpaina-3), proteinas citoplasmaticas
asociadas con organulos y sarcomeros (titina, fukutina, ) y proteinas nucleares de
membrana (lamin, emerin).*

El descubrimiento de que la distrofia muscular de Becker (DMB) es una forma alélica
mas leve de distrofinopatia, y que la distrofina esta presente pero alterada
cualitativamente y cuantitativamente, permitié la posibilidad de proporcionar
beneficio clinico a los pacientes con Distrofia Muscular de Duchenne, incluso con la
restauracion parcial de la expresion de la distrofina.”

La restauracion de distrofina se puede lograr de dos maneras diferentes: por medio
de terapias genéticas, suministrando nuevo material genético, que no esta presente
de manera natural en las células del paciente, como la copia funcional del gen; o a
través de terapias moleculares, con moléculas pequefias 0 mas grandes
(oligonucleétidos, enzimas) que interactian con el propio material genético del
paciente y la maquinaria de transcripcion o traduccion para restaurar la expresion
de la distrofina. Una caracterizaciéon de la mutacion a nivel genémico es de
importancia primordial para proporcionar asesoramiento genético a la familia y asi
establecer correlaciones genotipo-fenotipo y prondstico. Dentro de los estudios
complementarios en distrofinopatias los niveles de Creatininfosfocinasa son utiles
como parte del diagnéstico de pacientes con Distrofia muscular de Duchenne.®

Para conocer la fisiopatologia de la distrofia muscular de Duchenne-Becker es
importante conoce que la proteina distrofina presenta un dominio de unién a actina




N-terminal y un dominio de barra central larga que consta de 24 repeticiones
similares a espectrina ademas de un dominio de unién a distroglicano C-terminal.
Dentro del dominio de barra central hay un segundo dominio de union a actina, asi
como un sitio de union para el 6xido nitrico sintasa neuronal; proteinas adicionales,
gue incluyen la distrobrevina y la sintrofina y que se unen a la distrofina distal al
dominio de union al distroglicano. Esto sugiere un papel para la distrofina en la
sefalizacion; es claro que la distrofina juega un papel critico como un enlazador
estructural entre la F-actina citoesquelética y el b-distroglicano, una de la
glucoproteina asociada a distroglicano unida a la membrana. Otra de estas
proteinas, a-dystroglycan, se encuentra externamente, donde se une con la matriz
extracelular.’

Los pacientes con DMD y DMB presentan fuerzas de deformacion generadas por la
contraccion muscular significativas, lo que conduce a elevaciones de la creatina
quinasa (CK) en el suero y el influjo de calcio dentro de la fibra muscular, la
activacion de las proteasas dependientes de calcio siguiendo ciclos de necrosis,
degeneracion y regeneracion de la fibora muscular y aumento de la fibrosis
endomisial con sustitucion grasa del musculo a lo largo del tiempo, y pérdida de la
funcién contractil del masculo de manera secundaria.®

Las manifestaciones clinicas de los pacientes con DMD es relativamente uniforme
y las diferencias en la evolucion individual se deben especialmente a la afectacion
cardiaca asociada y los cuidados particulares otorgados a los pacientes a distintos
niveles: rehabilitacion, seguimiento cardiaco, respiratorio, ortopédico, psicosocial y
nutricional. Es importante el seguimiento psicopedagdgico de estos pacientes ya
gue el 30% se asocia a coeficiente intelectual bajo. v

Alrededor del 60 al 70% de las mutaciones causantes de DMD son grandes
reordenamientos (deleciones o duplicaciones) que incluyen uno o mas exones;
éstos son identificados facilmente tanto en los enfermos como en las portadoras
mediante la amplificacion de la sonda dependiente de la ligadura multiple (MLPA)."

En DMD puede producirse una mutacién de novo, esto significa que nuevos casos
surgiran incluso con un buen diagnéstico prenatal, sin embargo, ya se cuentan con
herramientas y asesoramiento familiar y diagndstico prenatal para conocer estos
casos.Y En la mayoria de los pacientes hay una deleciéon (68%) o duplicacion (11%)
en uno o mas exones también se encuentran mutaciones (20% de los pacientes).®
Estas eliminaciones y duplicaciones pueden ocurrir en cualquier lugar en el gen,
pero se concentran entre exones 45-55 y exones 2-10 para deleciones y
duplicaciones, respectivamente.®

LA IMPORTANCIA DEL DIAGNOSTICO PRENATAL:

Ante la sospecha de una madre portadora de distrofia muscular de Duchenne o
Becker el control prenatal es de suma importancia asi como la evolucion del
embarazo ya que la presentacion clinica de los pacientes que presentan
caracteristicas clinicas especificas aunque no en la forma mas severa, se puede




observar durante el periodo perinatal en alteraciones como oligohamnios o
disminucién de los movimientos fetales. Al nacer los pacientes presentan
compromiso respiratorio, hipotonia y debilidad generalizada. Se observa atrofia
cerebral posterior al nacimiento. por lo antes mencionado el asesoramiento
genético de las madres de un paciente con diagnostico nos permite el
asesoramiento evitar casos nuevos en la familia.®

Una vez diagnosticada la distrofia muscular de Duchenne o Becker los pacientes
presentan ademas de la debilidad generalizada, falla respiratoria, aprendizaje lento,
complicaciones cardiorrespiratorias, debilidad facial, miotonia, coeficiente
intelectual bajo, defectos de conduccion, miotonia, cataratas, resistencia a la
insulina mencionando lo anterior por la importancia de una deteccién temprana
oportuna. !

ESTUDIOS DE IMAGEN COMO COMPLEMENTACION DIAGNOSTICA:

Se realizé un estudio en el Hospital Universitario de Taiwan. Todos los participantes
presentaron carta de consentimiento bajo informacion. Entre abril de 2015 y junio
de 2016, se reclutaron 40 pacientes fueron para el estudio en la clinica de
desordenes neuromusculares del Hospital Universitario de Taiwan. Se. Concluyo
gue el ultrasonido es el primer estudio para evaluar la distrofia muscular .1*

DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES DE DISTROFINOPATIAS:

Dentro del estudio de la distrofia muscular de Duchenne y Becker hay que tomar en
cuenta los diagndsticos diferenciales como la distrofias de cinturas dentro de las
gue destacan LGMD cuya secuenciacion del exoma no es considerada actualmente
el examen de primera linea para el diagnéstico de distrofias musculares, pero es
una herramienta Util para el diagnostico molecular de pacientes con clinica de
distrofia muscular; por lo que es fundamental caracterizar el patron de debilidad
muscular, determinar el tipo de herencia y solicitar otros examenes.?

ESTUDIOS MOLECULARES.

En México hay instituciones como el Instituto Nacional De Rehabilitacion que ha
realizado el diagnéstico molecular de Distrofia muscular de Duchenne y Becker por
medio de estudios moleculares , ellos han utilizado la prueba PCR multiplex, la cual
posteriormente se complementa con el diagnéstico por MLPA .La técnica de PCR
multiplex descrita por Chamberlain y por Beggs permite analizar deleciones de los
exones 1, 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 19, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 50, 51, 52 y 60 del gen
Distrofia muscular de Duchenne. (11).En el Instituto Nacional de Rehabilitacion se
ha analizado el ADN de los pacientes por medio de dos reacciones de PCR multiplex
usando los oligonucleétidos descritos previamente por Chamberlain (exones 4, 8,
12,17, 19, 44, 45, 46, 48 y 51) y Beggs (exones 1, 3, 6, 13, 43, 47, 50, 52 y 60).
Para llevar la reaccion de PCR se utilizo el kit Multiplex PCR de Qiagen. (11) y con




lo antes mencionado se ha llegado al diagnéstico de 22 pacientes con fenotipo
Distrofia muscular de Duchenne, por PCR multiple.*3

Debido a que la técnica de PCR multiplex so6lo analiza deleciones de 19 exones, y
gue la Distrofia muscular de Duchenne y Becker puede ser causada no solo por
deleciones, sino también por duplicaciones o mutaciones puntuales en cualquiera
de los 79 exones del gen distrofia muscular de Duchenne, no se puede descartar
qgue el resto de los sujetos tenga alguna mutacion, por lo que es necesario
complementar el diagnéstico con un andlisis por MLPA.*3

En un estudio realizado en Japén por la universidad de Tokio en el afio de 2015
como protocolo de estudio de la terapia génica para la Distrofia Muscular de
Duchenne se realiz6 y demostré la correccion genética del gen de la distrofina
mediante el uso de tres métodos diferentes: 1: interrupcion del empalme aceptador
para omitir el exdn 45, 2: introduccion de indeles pequefios para modular el marco
de lectura de proteinas, y 3: knockin del exon 44 faltante para restaurar la region
de codificacién de proteinas completa. Los resultados obtenidos demostraron que
la correccion genética mediante estos enfoques en pacientes disminuye
considerablemente el riesgo de muta génesis fuera del objetivo y, por lo tanto, es
una prueba prometedora para la terapia génica de Distrofia Muscular de Duchenne.
La proteina distrofina restaurada se localizé en la region de la sub-membrana, como
se esperaba, esto nos permite considerar y conocer otro tipo de estudios para el
diagnéstico de dicha enfermedad. 4

TRATAMIENTO DE DISTROFIA MUSCULA DE DUCHENNE Y BECKER.

Una vez confirmado el diagnostico de distrofia muscular de Duchenne y Becker se
considera el tratamiento con prednisona durante un méaximo de 6 meses mostrando
mejoria en la fuerza muscular, con una dosis de 0,75 mg/kg al dia. El uso de una
dosis mas alta de 1,5 mg/kg diaria no resultd mas efectiva, y una dosis mas baja de
0,3 mg/kg al dia resultaba menos beneficiosa. La administracion diaria era mas
efectiva que el tratamiento en dias alternos. 1°

Para el tratamiento médico de distrofia muscular de Duchenne y Becker Bonifati en
el 2000 realizo un estudio con 18 participantes, que comparo los efectos adversos
de la prednisona con los de deflazacort, ambos administrados en un régimen de
dosis diaria durante un afio. Los dos corticosteroides demostraron un beneficio
similar en la fuerza y las pruebas funcionales, pero la diferencia en el aumento de
peso fue estadisticamente significativa, siendo mas marcada en el grupo de
tratamiento con Prednisona. 1°

Los corticoides, las intervenciones respiratorias, cardiacas, ortopédicas y de
rehabilitacién han llevado a mejoras en la funcion, la calidad de vida , la salud y la
longevidad y los nifios que son diagnosticados hoy en dia ,tendran la posibilidad de
gue su esperanza de vida esté en la cuarta década. *°




El tratamiento con glucocorticoides no es recomendable para nifios para menores
de 2 aflos de edad. Se ha encontrado que el uso diario de un glucocorticoide es
preferible a regimenes alternativos.*®

En un estudio realizado en el periodo de enero 2004 a julio de 2014 con el fin de
actualizar la guia de la Academia Americana de Neurologia (AAN) sobre el
tratamiento con corticosteroides de la distrofia muscular de Duchenne (DMD), se
sugiere 1

*Debe usarse para mejorar la resistencia y se puede usar para mejorar la funcién
motora.'®

* Mejorar la funcién pulmonar.

*Reducir la necesidad de cirugia de escoliosis.

* Retrasar el inicio de la cardiomiopatia a los 18 afios de edad

Y con respecto al Deflazacort, que se ofrece como una intervencién para pacientes
con Distrofia muscular de Duchenne, se concluye que se puede usar para:

» Mejoria de la fuerza y el tiempo de la funcion de la motriz y retardo en la edad de
1,4-2.5 afios en la pérdida de la ambulacion. 1°.

*Mejora la funciéon pulmonar, ya que retrasa el inicio de la miocardiopatia en
pacientes hasta los 18 afios de edad, aumenta la supervivencia .1°

El Deflazacort y la prednisona pueden ser equivalentes para mejorar la funcién
motora.'®. Con respecto de los efectos adversos de la prednisona puede asociarse
con aumento de peso en los primeros afios de tratamiento en comparacion con
deflazacort®®

El Deflazacort puede asociarse con un mayor riesgo de cataratas en comparacion
con la prednisona. La prednisona 0,75 mg / kg/ dia probablemente esté asociada
con un riesgo significativo con aumento de peso, hirsutismo y apariencia
cushingoide. °

Se sugirié que la adicién de bisfosfonatos (alendronato) puede mejorar la salud 6sea
en pacientes con Distrofia muscular de Duchenne que toman prednisona.®

A su vez se encontrd que los pacientes con distrofia muscular de Duchenne pueden
asociar a otro tipo de las complicaciones como las endocrinas por lo tanto; dentro
del tratamiento de distrofia muscular de Duchenne y Becker se encuentran evitar el
deterioro del crecimiento, la pubertad retrasada y la insuficiencia suprarrenal. 1°

Los objetivos de la valoracion endocrinolégica son monitorear el crecimiento y el
desarrollo, identificar y diagnosticar la deficiencia de hormonas, proporcionar terapia
de reemplazo hormonal endocrina cuando se lo indique y prevenir una crisis
suprarrenal potencialmente mortal. > Una disminucién en el crecimiento, como lo




evidencia el cruce hacia abajo del percentil de altura o una velocidad de talla
anualizada de menos de 4 cm por afio, es consistente con un crecimiento lineal
alterado. 1°

Todo lo anterior mencionado nos permite conocer las comorbilidades de los
pacientes con distrofinopatias y que el manejo de los mismos es multidisciplinario,
asi como la importancia de que el diagnostico oportuno nos permite mejorar la
calidad de vida de estos pacientes.

En la experiencia del Departamento de Medicina Genomica del Centro Médico
Nacional 20 de noviembre se han identificado mutaciones que coinciden con
estudios realizados en el Instituto Nacional de Rehabilitacion asumiendo que estas
podrian tener una prevalencia importante en poblacion Mexicana aunque esta
hip6tesis aln se encuentra en proceso de verificacion. Comunicaciéon verbal de la
Dra. .Silvia Garcia y Luz Berenice L6épez Hernandez con protocolo autorizado en:
Evaluacion de biomarcadores bioquimicos y genéticos para el monitoreo del
progreso de la distrofia muscular Duchenne y deteccién de portadoras. No. Registro
397.2014.
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.  PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

El diagnostico de la DMD y DMB suele retrasarse de hasta varios afios en virtud de
gue los profesionales de la salud no estan familiarizados con esta enfermedad lo
cual repercute de manera importante en la historia natural de la enfermedad ya que
al no ofrecer las medidas terapéuticas que han demostrado ser de utilidad, el tempo
de deambulacién se acorta y las complicaciones se aceleran. Estos eventos
aumentan los costos de atencion tanto directos como indirectos sin considerar los
aspectos psicolégicos en el entorno familiar.

En diferentes estudios y en nuestro Centro Médico Nacional 20 de Noviembre
(Departamento de Gendémica se han identificado algunas mutaciones en el gen de
la distrofina (locus Xp21.2) asumiendo algunos estudios que estas mutaciones
podrian tener concordancia con los diferentes grados de severidad que se
presentan en la historia familiar de los pacientes que la padecen. Basado en esto
planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

Cual es la Concordancia entre manifestaciones clinicas y resultado en MLPA
(prueba molecular) en el diagndstico de Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) en
el Centro Médico nacional 20 de noviembre. ISSSTE?
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II.  JUSTIFICACION

La Distrofia Muscular de Duchenne es una enfermedad ligada al cromosoma X que
afecta a 1 en 3600-6000 masculinos vivos. La clinica se caracteriza por un leve
retraso en hitos motores y la mayoria no pueden correr y saltar adecuadamente
debido a la debilidad muscular proximal, que clinicamente se manifiesta con el uso
de la clasica maniobra de Gowers. La mayoria de los pacientes son diagnosticados
aproximadamente a los 5 afios de edad, cuando su capacidad fisica difiere
marcadamente de la de sus pares."

La DMD ocurre como resultado de mutaciones en el gen de la distrofina (locus
Xp21.2). Las formas alélicas més leves de la enfermedad reconocidas incluyen la
distrofia muscular intermedia y la distrofia muscular de Becker, que causa la pérdida
de la deambulacién a los 16 afios o posterior.

Se propuso la presente investigacion para identificar la concordancia entre las
variaciones en las mutaciones del gen con las manifestaciones clinicas, esperando
gue la informacion que se obtenga nos permita identificar a los pacientes que
requieran atencion especializada, especifica y oportuna que coadyuve en la
atencién medica que se ofrece en el Servicio de Neurologia Pediatrica del Centro
Médico Nacional 20 de Noviembre. ISSSTE.
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.  OBJETIVO GENERAL
Determinar la concordancia entre manifestaciones clinicas y resultado en
MLPA (prueba molecular) en el diagnostico de Distrofia Muscular de
Duchenne (DMD) del Centro Medico Nacional 20 De Noviembre.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

En pacientes con enfermedad Distrofia muscular de Duchenne: conocer:
Las mutaciones de gen de la distrofina (locus Xp.21.2).
Los grados de severidad de la enfermedad”.
“ La edad de manifestacion de la enfermedad”
“Conocer la mortalidad y morbilidad asociada”.
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V. HIPOTESIS

La Concordancia entre manifestaciones clinicas y resultado en MLPA (prueba
molecular) en el diagnéstico de Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) es mayor
del 50%.
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VI. METODOLOGIA

Se realiza el proyecto en los pacientes con Distrofia Muscular de Duchenne
atendidos en Centro Medico Nacional 20 de Noviembre. ISSSTE.

La Muestra original era para 70 pacientes sin embargo por ser una enfermedad
neuromuscular poco comun se recolecto para 24.

Los criterios de inclusion se encuentran los pacientes con diagnéstico de DMD o
DMB por clinica y por MLPA.

Los criterios de exclusion se encuentran los pacientes con trastornos neurolégicos
con otros tipos de distrofias, con otras enfermedades genéticas asociadas.

Realizando un estudio transversal-descriptivo-observacional, no probabilistico por
conveniencia.

Se tomaron los resultados del estudio por el proyecto con niumero de registro
397.2014 titulado “EVALUACION DE BIOMARCADORES BIOQUIMICOS Y
GENETICOS PARA EL MONITOREO DEL PROGRESO DE LA DISTROFIA
MUSCULAR DUCHENNE Y DETECCION DE PORTADORAS”. Sin tener que
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intervenir a ningun paciente en el proyecto actual. Y complementando los datos por
medio de la revision de expedientes clinicos de los pacientes elegidos.

Se procesaron los datos a atraves del programa SPSS.24.2 por medio de las
pruebas estadisticas kappa, moda, mediana, r Pearson.
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VIl.  RESULTADOS

La Distrofia Muscular de Duchenne es una enfermedad neuromuscular poco comuin
por lo que su diagnéstico llega a ser tardio, se recolectaron datos clinicos y se
analizaron los resultados obtendos a través de la prueba molecular MLPA (
obtenidos a través del proyecto antes mencionado con numero de registro 397.2014
) a 24 pacientes con Distrofia muscular de Duchenne del Centro Médico Nacional
20 de Noviembre de los cuales se encontré que el 87.5 % presentan fenotipo de
DMD yel12.5 % DMB; el 75 % de las alteraciones moleculares son Deleciones en
diferentes tipos de genes encontrando en 5 pacientes dafio en el exén 48-52, 3
pacientes en el exdn 44, vy el resto en diferentes tipos de exones como 1,3, 6,7,9,
10,45. Siendo observada en varones en el 100% de pacientes.

Al momento del diagnéstico el 93% de los pacientes presentaba alteraciones
clinicas importantes como caidas frecuentes, pseudohipertrofia de gastrocnemios,
el 20% deambulaba sin dificultad, siendo un 80 % con dificultad para la misma o
pérdida total.

Al momento del diagnodstico el 93% de los pacientes presentaba alteraciones
clinicas importantes como caidas frecuentes, pseudohipertrofia de gastrocnemios,
el 20% deambulaba sin dificultad, siendo un 80 % con dificultad para la misma o
pérdida total.

Se les realizo previo al estudio molecular estudios de laboratorio y gabinete a los
pacientes con clinica de DMD encontrando una CPK de mas de 3000 en el 95.2 %
de los pacientes con una p.000 , electromiografia alterada en el 66.7 % con una p.
con 10/24 pacientes con patron miopatico en el resultado, biopsia muscular positiva
en el 50 % de los pacientes, siendo esta ultima con una p.152 de correlacién con
el fenotipo del paciente.

Con respecto a la edad de los pacientes fue en los adolescentes 15 afios en
adelante en donde se encontraron mayor niamero de pacientes. Se encontraron
alteraciones cardiacas miocardiopatia dilatada en dos pacientes y 3 con patron
restrictivo pulmonar.
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MUTACION=DELECION

De 24 pacientes 8 tuvieron antecedentes heredofamiliares, y 95 % al momento del
diagnostico se requirié inicio de tratamiento o continuacion con el mismo con
Deflazacort.

VIIl.  DISCUSION

La Distrofia Muscular de Duchenne es una enfermedad ligada al cromosoma X
gue afecta a 1 en 3600-6000 masculinos vivos. La clinica se caracteriza por un
leve retraso en hitos motores y la mayoria no pueden correr y saltar
adecuadamente debido a la debilidad muscular proximal, que clinicamente se
manifiesta con el uso de la clasica maniobra de Gowers. La mayoria de los
pacientes son diagnosticados aproximadamente a los 5 afios de edad, cuando su
capacidad fisica difiere marcadamente de la de sus pares.

La DMD ocurre como resultado de mutaciones en el gen de la distrofina (locus
Xp21.2). Las formas alélicas mas leves de la enfermedad reconocidas incluyen la
distrofia muscular intermedia y la distrofia muscular de Becker, que causa la pérdida
de la deambulacién a los 16 afios o posterior.

Dentro de lo encontrado esta investigacion nos ayuda a complementar el
diagnostico del fenotipo de acuerdo al resultado molecular lo cual ya fue
mencionado en el articulo publicado por el Instituto Nacional de Rehabilitacion en
Mexico en el 2016 donde se ha analizo el ADN de los pacientes por medio de dos
reacciones de PCR multiplex usando los oligonucleétidos descritos previamente por
Chamberlain (exones 4, 8, 12, 17, 19, 44, 45, 46, 48 y 51) y Beggs (exones 1, 3, 6,
13,43, 47,50, 52y 60). Para llevar la reaccién de PCR se utilizé el kit Multiplex PCR
de Qiagen. y con lo antes mencionado se llego al diagndstico de 22 pacientes con
fenotipo Distrofia muscular de Duchenne, por PCR mudltiple, sin embargo debido a
que la técnica de PCR multiplex s6lo analiza deleciones de 19 exones, y que la
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Distrofia muscular de Duchenne y Becker puede ser causada no sélo por
deleciones, sino también por duplicaciones o mutaciones puntuales en cualquiera
de los 79 exones del gen distrofia muscular de Duchenne, no se puede descartar
gue el resto de los sujetos tenga alguna mutacion, por lo que es necesario
complementar el diagnostico con un andlisis por MLPA. Que en el caso de nuestros
pacientes se encontré que el exdn con mayor frecuencia en el dafio fue el 48-52 y
gue el 95 % de los pacientes con clinica de Duchenne se permitié confirmar el
diagnéstico.

IX. CONCLUSIONES

En conclusion la Distrofia muscular De Duchenne es observada en varones, pueden
haber casos de aparicion de novo sin antecedentes heredofamiliares, su diagnostico
al momento del primer contacto es tardio encontrando las complicaciones propias
de la enfermedad que no permitan al paciente tener una adecuada calidad de vida
y ensombreciendo su pronostico de vida.

La variedad mas frecuentemente encontrada es Duchenne con respecto a Becker,
se observa que dentro de los estudios de laboratorio y gabinete realizados como
protocolo de la enfermedad la creatininfosfocinasa fue la que mayor sensibilidad
mostro al estar elevada en mas de 3000 en todos los pacientes confirmados.

Es de importancia hacer un diagndéstico oportuno en los pacientes con distrofia
Muscular de Duchenne ya que depende de ello su prondstico de vida ya que el inicio
temprano de Deflazacort y el manejo multidisciplinario permite mejoria en la calidad
de vida y prolongar la presencia de las complicaciones fatales propias de dicha
enfermedad.

Dentro de los resultados del estudio molecular el exén 48-52 fue el que mayor
frecuencia se encontré con dafio en el gen de la distrofina . Confirmando que la
prueba molecular MLPA es el estandar de oro de esta enfermedad y que con una
toma de sangre periférica y procesandolas a través del secuenciador nos permite
diagnosticar oportunamente al paciente y poder brindar asesoramiento genético a
la familia del mismo.
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Xl.  ANEXOS

MEXICO

CLOBIERNG DF 1A REFURLIGA

ANEXO 1
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES CON DISTROFIA MUSCULAR

México, D.F., a_

Por medio de la presente yo, 2 Autorizo mi participacién en el
proyecto de investigacién titulado:

“EVALUACION DE BIOMARCADORES BIOQUIMICOS Y GENETICOS PARA EL MONIT OREO DEL
PROGRESO DE LA DISTROFIA MUSCULAR DUCHENNE Y DETECCION DE PORTADORAS”

El objetivo de este estudio es mejorar la atencién de los pacientes con distrofia muscular.

Se me ha explicado que mi participacién consistird en responder las preguntas convencionales de una historia
clinica y la toma de una muestra tinica de10 ml de sangre distribuidos en dos tubos recolectores, misma que esta
indicada para el diagnéstico de mi enfermedad independientemente de mi participacién en el presente proyecto.
Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes y molestias de mi
participacién en el estudio, que son los siguientes:

Riesgos y molestias:

a) Por la toma de sangre: malestar y dolor, formacién de hematoma o morete en el sitio del piquete de la
vena.

b) Por la extraccién de sangre: ningun riesgo grave.

c) Beneficios:

a) Se generar4 informacién importante para el monitoreo del progreso de la enfermedad y deteccién de
portadoras. Entiendo que conservo el derecho de retirarme o retirar mi muestra biolégica del estudio en
cualquier momento en que lo considere conveniente. Asimismo, se me ha informado que esta muestra
de ADN ademds podria ser utilizada en otros estudios relacionados con distrofia muscular con el fin de
contribuir al conocimiento de esta enfermedad, para ello mi muestra serd almacenada a -20°C durante
un periodo de 5 afios en Hospital y a partir de la toma de la muestra Yy pasado este tiempo sera
desechada.

Elinvestigador principal ha dado seguridades de que no se me identificard en las presentaciones o publicaciones
que deriven de este estudio y que los datos relacionados con mi privacidad serdan manejados en forma
absolutamente confidencial. Para cumplir la anterior, el investigador utilizara para la creacién de la base de
datos (que tendrén mi informacién clinica, asi como las respuestas del cuestionario acerca de mis datos que se
me aplicard), nimero de folio (NO empleard mi nombre) para identificarme y de esa forma conservar mi
anonimato.

Datos de la investigadora principal a los cuales puede comunicarse en caso de dudas o preguntas relacionadas
con el estudio: Dra. Luz Berenice Lépez Hernandez, Dra. Silvia Garcia. Domicilio de contacto: Félix Cuevas
#540, Col. Del Valle, Del. Benito Juarez, México, D.F.; Piso del edificio D en la Subdireccién de Ensefianza e
Investigacién, Calle San Lorenzo 502, esquina Av. Coyoacan, Col. Del Valle, Delegacién Benito Juarez, C.P.
03100. Presidente del Comité de Etica: Dr. Abel Archundia Garcfa 52005003 ext. 14622.

Investigador Responsable Paciente

(Nombre completo y firma) (Nombre completo y firma)
Testigo. . Testigo.

(Nombre completo y firma (Nombre completo y firma)
Domicilio, Domicilio

P . parentesco

1/1

pag. 26




VARIABLE

TIPO INDICADORES ITEM
TPREESCOLAR T.DE 2 A4 AROS.
EDAD CUANTITATIVA | 2. ESCOLAR. 2. DE 5 A 11 ANOS.
3. ADOLESCENTE 3. DE 1A 18 AROS
GENERO 1 FEMENINO
CUALITATIVA 2. MASCULINO
1. CAIDAS FECUENTES
2. DEBILIDAD MUSCULAR. L si2no
SINTOMAS CUALITATIVA 3. SIGNO DE GOWERS. . :
4. PSEUDOHIPETROFIA DE
GEMELOS.
T CONSANGUINEIDAD EN
ANTEC. FAMILIARES DE DISTROFINOPATIAS LOS PADRES.
CUALITATIVA s s PADRES. N 1. sl2.NO
DISTROFINOPATIAS.
T ALTA VER ANEXOS.
PRUEBAS DE FUNCION HEPATICA CUANTITATIVA 2. MODERADA
3. BAJA
1 ALTO. T DE 2000 EN ADELANT.
NIVELES DE CREATININFOSFOCINASA CUANTITATIVO 2. MODERADO. 2. DE MAS DE 200 A 2000
3. NORMAL 3. MENOS DE 200
1. ALTERACION
1. POSITIVO NECROTICO-
BIOPSIA MUSCULAR POSITIVA PARA DISTROFIA | CUALITATIVA yoorosIvo DEGENERATIVA
: DEL MUSCULO
INFILTRACION
ADIPOSA.
T ALTERADA.
ELECTROMIOGRAFIA ALTERADA CUALITATIVA 5 e
1. NINGUNO
TRATAMIENTO CUALITATIVA 2. DEFLAZACORT y g"ﬁﬁ;_’%m A
3. ESTEROIDE :
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