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RESUMEN ESTRUCTURADO.

BUSQUEDA DE DELECIONES EN EL GEN DE DISTROFINA EN PACIENTES
MASCULINOS PEDIATRICOS MEXICANOS DIAGNOSTICADOS CON DISTROFIA
MUSCULAR DE DUCHENNE/BECKER.

Autores. Yam Ontiveros Carlos Alberto'?, Coral Vézquez Ramén®, Veldsquez Wong Ana
Claudia’. (1. Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana. 2. Departamento de
Genética Médica, Hospital de Pediatria Centro Médico Naciona Siglo XXI)

Introduccién. La Distrofia Muscular de Duchenne/Becker (DMD/DMB) afectaa 1 de
3500 varones nacidos vivos, se manifiesta clinicamente entre los 2 y los 6 afios de edad,
con pseudohipertrofia de los muscul os gemel os, debilidad de las extremidades inferiores
y musculos de la cintura pélvica, que progresa de forma simétrica hacia la cintura
escapular y extremidades superiores, los pacientes quedan confinados a una silla de
ruedas a la edad de entre 10 y 15 afos, y fallecen arededor de los 20 afios por
infecciones respiratorias 0 insuficiencia cardiaca. La DMD presenta un modelo de
herencia recesivo ligado a cromosoma X. Un tercio de los casos se debe a mutaciones
de novo, un tercio ala herencia de alteraciones por mujeres portadoras sin antecedentes
familiares que son nuevas mutantes y un tercio por la herencia del gen presente desde
las primeras generaciones de un linge familiar. EI gen DMD responsable de la
enfermedad se localiza en Xp21, contiene 79 exones. La mayor parte de la mutaciones
en el gen DMD son deleciones intragénicas y ocurren en €l 65% de los pacientes, se
agrupan en dos sitios calientes de recombinacion: 70% en la region distal: exones 44 a
53 (Punto caliente mayor), 30% en la parte proximal de 5’ de los exones 2 a 20 (Punto
caliente menor). Hasta € 98% de todas las deleciones se pueden identificar a través de
latécnica de PCR muiltiple utilizando un minimo de 19 exones.

Planteamiento del problema y justificacién. Planteamiento del problema y justificacion.
Los métodos de diagnostico en el estudio de pacientes con DMD/DMB en nuestro medio son
generalmente los convencionales, realizando un abordaje clinico, estudio de genealogia, asi
como determinacion de CPK, con lo anterior resulta muy dificil establecer una clasificacion
veraz del cuadro fenotipico observado y por tanto el médico se ve limitado para considerar la
evolucion del cuadro clinico. Nosotros realizamos la identificacion de deleciones en € gen de
distrofina causales del cuadro fenotipico de DMD/DMD vy la correlacién con el fenotipo.
Objetivos y Metodologia. Objetivos y Metodologia. Objetivo General. Identificar las
deleciones en e gen DMD en pacientes masculinos diagnosticados clinicamente con Distrofia
Muscular de Duchenne/Becker. Realizar la correlacion fenotipo — genotipo en aquellos
pacientes en los que se haya encontrado delecién en e gen DMD. Brindar un adecuado
asesoramiento genético con un diagnostico preciso. Se tratdé de un estudio observacional,
descriptivo y transversal. Fueron incluidos pacientes pediétricos masculinos entre las edades de
2 a 16 afios 9 meses con €l diagndstico clinico de DMD/DMB. Se excluyeron agquellos pacientes
gue presentaran cualquier alteracion muscular secundaria a otras etiologias, se eliminaron del
estudio los pacientes en los cuales no se encontraron deleciones en e gen de distrofina. El
muestreo se realiz6 de formano probabilistica por conveniencia, de los pacientes que acudieron
al servicio de genética médica del Hospital de Pediatria de Centro Médico Naciona Siglo XXI,
asi como a servicio de distrofias musculares del Instituto nacional de Rehabilitacion durante el
periodo correspondiente de Junio a Diciembre de 2006.

Resultados y conclusiones. 5 pacientes presentaron delecion en alguno de los 2 Set estudiados,
lo cual correspondiente a 45.45 % de la muestra, concordando la literatura internacional. No
fue posible realizar una correlacion directa entre los datos fenotipicos de los pacientes que
fueron estudiados y la delecion encontrada, nuestros resultados se correlacionan con los
reportados por otros autores a nivel mundial, en donde a pesar de encontrar deleciones no es
posible en todos los casos explicar el fenotipo observado. Resulta necesario identificar en
nuestra poblacion la forma en la cual otros mecanismos a nivel molecular influyen en el
desarrollo del fenotipo.



BUSQUEDA DE DELECIONESEN EL GEN DE DISTROFINA EN PACIENTES
MASCULINOS PEDIATRICOS MEXICANOS DIAGNOSTICADOS CON
DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE/BECKER.

ANTECEDENTES.

Dentro de las enfermedades genéticas monogénicas se encuentran las distrofias
musculares. ElI término distrofia muscular se aplica a miopatias degenerativas,
primarias determinadas genéticamente, cuya manifestacion clinica principal es €
debilitamiento muscular progresivo secundario a una degeneracion evidente de dicho
tgiido (1). Constituyendo entonces un grupo heterogéneo desde el punto de vista
genético, ya que son a menos 30 |os genes que causan esta enfermedad (1,2,3,4).

La evolucion clinica es altamente variable, desde formas congénitas graves con
progresion acel erada hasta formas moderadas de instauracion mas tardia'y con un curso
mas lento. (1,4,5,6,7)

De acuerdo a patron de herencia existen tres variedades de distrofias muscul ares:

1. Distrofias musculares ligadas al cromosoma X.

A. Distrofiamuscular de Duchenne/Becker (DMD/DMB)
B. Distrofia Emery-Dreifus.

2. Distrofias muscul ares autosdémico dominantes.

Distrofia muscular facioescapulohumeral.
Distrofia muscular mioténica
Distrofiamuscular distal.

Distrofia muscular ocular.

moow»

Distrofia muscular ocul ofaringea.

3. Distrofias muscul ares autosdmico recesivas.



A. Distrofiamuscular LG.

DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE/BECKER. (DMD/DMB)

La DMD es la mas comun y grave de las distrofias musculares, presentd su primera
descripcion en 1868 por parte del Dr. Duchenne, definiéndola como una enfermedad
donde ocurre un debilitamiento muscular progresivo, que afecta a nifios en losinicios de
su infancia.

Ladistrofia muscular (DM) ligada al cromosoma X se puede manifestar en forma grave
(DMD) o intermedia (DMB). Los estudios de genética molecular asi como el mapeo
genético indican que ambas entidades resultan alélicas y que las mutaciones ocurren en
el gen codificador paradistrofina. (4,8,9)

LaDMD afectaa 1 de 3500 varones nacidos vivos, se manifiesta clinicamente entre los
2y los 6 afios de edad, con pseudohipertrofia de los masculos gemelos, debilidad de las
extremidades inferiores y musculos de la cintura pélvica, que progresa de forma
simétrica haciala cintura escapular y extremidades superiores. (2,5,10)

Como primeras manifestaciones se puede presentar dificultad para subir escaleras o
levantarse del suelo, iniciando después de |os 3 afios de edad. Por lo cual constituye una
enfermedad invalidante en la cual |os pacientes quedan confinados a una silla de ruedas
ala edad de entre 10 y 15 afos, y falecen alrededor de los 20 afios por infecciones
respiratorias o insuficiencia cardiaca. Hasta una cuarta parte de los pacientes presentan
un Cl de 70. (1,2,11,12)

La DMB presenta une evolucion mas benigna, con una progresion lenta 'y los varones
afectados pueden reproducirse alin cuando la fertilidad suele estar disminuida. Los
varones afectados transmitiran el gen anormal a todas sus hijas, resultando portadoras,
mientras que sus hijos varones no se veran afectados por dicha mutacion.

Dentro los estudios de laboratorio que se realizan en pacientes con DMD/DMB es la
determinacién de creatinfostocinasa (CPK) sérica. En aguellos varones que presenten el

gen anormal en la etapa preclinica la determinacién de CPK puede mostrar valores cien



veces mayores que |os observados en recién nacidos normales. La cifra mas elevada de
CPK es demostrada alrededor de los 14 a 22 meses de edad; conforme el padecimiento

progresa dicho valor tiende adisminuir. (1,2,12,13)

Otras enzimas de las cuaes podemos encontrar niveles elevados en suero son la
aldolasa (ALD), la transaminsa glutamico oxalacética (TGO) y la deshidrogenasa
lactica (LDH). La CPK en a menos dos 6rdenes de magnitud con respecto al valor
normal en la etapa preclinica es considerada prueba diagndstica. Las alteraciones de
ésta enzima también han sido utilizadas para el diagnéstico prenatal asi como la
deteccion de mujeres portadoras. Sin embargo los resultados que se obtienen son poco
confiables ya que los niveles séricos de estas enzimas pueden variar por diversas
razones como son € gercicio, la edad, € ciclo menstrua y e embarazo, propiciando
entonces |a obtencion de fal sos positivos. (1,2,14,15,16,17,18)

El estudio electromiografico demuestra la disminucion de la duracion media de los
potenciales de unidad motora y aumento de las formas polifasicas que reflgan la
perdida de fibra muscular, difiriendo asi de las neuropatias. Sin embargo no tiene valor
en el diagnostico diferencial paralas diversas formas de distrofia muscular. (12,13)

El estudio histopatol 6gico no establece exactamente e diagnostico diferencial entre las
diversas distrofias musculares, ya que los pacientes afectados la histologia del musculo
muestra variacion en el tamafio de la fibra muscular, fibras hipertréficas y con
degeneracion, areas focales de necrosis, fagocitosis e incremento en el tamafno de los
nucleos, aunado a lo anterior en la fase preclinica puede observarse hialinizacion y
aumento del tamafio fibrilar. (1). El reemplazo del muasculo por grasa y tgido
conjuntivo en los estadios finales presenta patrones similares a de otras enfermedades

miodegenerativas.

LaDMD presenta un patrén de herenciarecesivo ligado a cromosoma X, es transmitido
principalmente por mujeres portadoras y en algunos casos por hombres afectados (2). Se
estima que un tercio de los casos se debe a mutaciones de novo, un tercio ala herencia
de alteraciones por mujeres portadoras sin antecedentes familiares que son nuevas
mutantes y un tercio por la herencia del gen presente desde las primeras generaciones de
un lingje familiar. Debido a que el gen DMD esta ligado a cromosoma X, y este sufre
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una inactivacion a azar, se calcula que las portadoras presentan las manifestaciones
clinicas de esta miopatia. (6,8,19)

Genética molecular dela DM D/DMB

En el afo de 1986 se localizd el gen responsable de la enfermedad DMD/DMB en una
region especifica del cromosoma X. Siendo ésta en Xp21. Este gen contiene més de
2, 000,000 de nucledtidos y un total de 79 exones, codifica para un transcrito de RNA
mensajero (MRNA) de 141 kb y otros transcritos de 7 promotores diferentes con
heterogeneidad, que deriva de un splicing alternativo, se ha identificado como un
componente poco abundante en el MRNA del musculo esquelético (0.01% - 0.001%) y

en cantidades mucho menores en musculo liso y tejido cerebral.

El gen de la distrofina es e més grande que se ha identificado hasta e momento en el
humano correspondiendo a un total de 2.3 megabases (2300 kb), lo cual explicalatasa
de mutacion tan ata que presenta si |0 comparamos con otros genes cuyo tamafio
promedio se encuentra alrededor de 350kb. (6,8,17,20,21,)

El producto del gen DMD es la distrofina. EI cDNA de la distrofina es relativamente

pequefio >13,973 nucledtidos, los primeros 11,336 codifican para distrofinay €l resto
permanece sin traducir. (3,4,13,14,15)
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Figura.l. A. Organizacion gendmica del gen de la distrofina. Las lineas verticales representan los
79 exones. Las flechas indican los 7 promotores: B cerebro, M Mdusculo, P Purkinje. R,B3,S y G
Dp260 Retina, Dp 140 cerebro, Dpl116 Células de Schwann y Dp71 General. B. Composicion de
dominios de los diferentes tipos de Distrofina.

La estructura de la proteina producida por el gen DMD se ha deducido de la secuencia
completa del cDNA de humano y codifica una proteina con un peso molecular de 427kd
formada por 3,685 aminoéacidos dispuestos en 4 dominios. Los tres primeros dominios
se relacionan con porciones analogas de la proteina actinina, la cual se encuentra en €l
citoesqueleto de varios tipos celulares en diversos organismos. El dominio
aminoterminal se compone por 240 aminoacidos y muestra una gran homologia con €l
dominio de union actina de la actinia. El segundo dominio que comprende los
aminoacidos 278 al 3080 presenta un patron de repeticion similar a los repetidos
encontrados en actiniay espectrina. El tercer dominio con mas de 140 aminoécidos es
rico en cisteinay contiene sitios de unién a Ca2+. El ultimo dominio correspondiente a
laregion carboxiloterminal agrupa a 420 aminoacidos y no presenta analogia con alguna

secuencia conocida. (6,7,22,24)

La distrofina es una proteina del muasculo esquelético de la familia de las espectrinas

gue se localiza en lamembrana celular y funciona manteniendo laintegridad estructural
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del citoesgueleto, asi como para establecer conexion entre estay la matriz extracelular.
En condiciones normales la distrofina se expresa en el masculo esquelético del embrion
y del adulto, en el musculo cardiaco, visceral y vascular liso y en € cerebro. Tiene una
participacion mecanica a forzar la fibra muscular y una funcion bioldgica que consiste
en mantener una distribucién espacial del complejo de glucoproteina permitiendo una
integridad muscular. En el sistema nervioso es expresada fundamentalmente por las
neuronas determinandose que los primeros 11 aminoacidos de la distrofina del masculo
esguel ético es reemplazada por tres aminoacidos en la isoforma gque se encuentra en €l
cerebro. Esto sugiere que los promotores puedan ser considerados como tejidos
especificos por lo cua las mutaciones en la expresion de la distrofina se traduce
clinicamente por grados variables de retraso mental vinculado a la DMD.
(11,13,14,15,25,)
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Figura.2. Organizaciéon del complejo proteico asociado a distrofina.
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La distrofina se detecta en biopsias de tgido muscular mediante anticuerpos
antidistrofina, su ausencia completa o cifras menores de 3% resultan especificas y
caracteristicas del fenotipo de DMD. Hasta en un 85% de los pacientes con DMB la
distrofina tiene un peso molecular anormal ya sea mas pequefio por deleciones (80%) o
mas grande por duplicacion (5%), la actividad de la distrofina puede ser 10 a40% de lo
normal. El fenotipo grave de laDMD producido por una delecién o duplicacion da lugar
a una proteina truncada o no funcional, mientras que en la DMB €l fenotipo es
intermedio y se producen mutaciones que no afectan e marco de lectura 'y que dejan

intactas las dos partes terminales de la proteina.

Los modelos patogénicos de la DMD sugieren gue este complejo forma un puente
estructural entre la lamina basal externa y la interna del citoesgueleto, y cuando no
existe distrofina se produce un defecto en la membrana que hace que el misculo resulte
susceptible a roturas plasmalemales durante la actividad contréactil. Otro modelo indica
gue la distrofina como organizadora de la membrana del citoesqueleto con funcién de

organizacion de canales de iones 'y receptores para neurotransmisores. (7,8,14,26)

La mayor parte de la mutaciones en el gen DMD son deleciones intragénicas y ocurren
en el 65% de los pacientes, considerandose una incidencia muy altay sin presenta una
distribucion a azar ya que se agrupan en dos sitios calientes de recombinacion: 70% en
laregion distal: exones 44 a 53 (Punto caliente mayor), 30% en la parte proximal de 5
de los exones 2 a 20 (Punto caliente menor). La porcién central es un sitio donde
suceden preferentemente las deleciones uno de esos sitios es €l intron 44. (4,6,16,24)

Debido a la agrupacién de las deleciones en los dos puntos calientes previamente
referidos es posible identicar hasta €l 98% de todas las deleciones a través de la técnica
de PCR multiple utilizando un minimo de 19 exones. (11,16,18). Sin embargo aun
cuando ésta técnica es atamente efectiva para € diagnéstico molecular no puede

utilizarse paraidentificar duplicaciones 0 pacientes mujeres portadoras (7,11,14,16).
En e 5% de los casos hay duplicaciones cuyo mecanismo son ateraciones en la

recombinacién en lalinea de células germinales. Hasta en un 30% de |os pacientes no es

posible detectar deleciones o duplicaciones, siendo entonces mutaciones puntuales y

14



debido al enorme tamafio del gen es probable que dichas mutaciones reflegjen errores en
el splicing. (4,12,22,26,27)

Expresion Fenotipica.

Se ha comprobado por medio de multiples estudios que no existe una relacion directa
entre el tamafio de la delecién y el cuadro clinico resultante. Por g emplo, deleciones
pequefias, como la del exdn 44, resultan en el fenotipo clasico de DMD; en cambio,
deleciones grandes que involucran a mas del 50% del gen se han descrito en pacientes
con DMB (8). Los dominios central y distal parecen ser casi dispensables para la
funcionalidad de la proteina, ya que algunas deleciones en dichas regiones se asocian
con mialgias y tetanias localizadas a ciertos grupos musculares, pero sin debilidad
muscular; y solo algunos de éstos pacientes pueden presentar concentraciones elevadas
de CPK en plasma, lo anterior se ha confirmado en pacientes con deleciones de los
exones 32-44, 48-51 y 48-53 todos ellos con concentraciones de distrofina normales o
cercanas a lo normal. (4,11). Por lo anterior se ha considerado que los efectos de la
delecion en € fenotipo dependen si alteran o no el marco de lecturay no de la extension

de lapropiadelecion. (Ver figura 3).
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Figura.3. Efectos de las diferentes deleciones en el marco de lectura del gen DMD. A.
Normal. B. Delecion del exén 4. C. Delecion delexones 7 a 11 y se mantiene el marco de lectura
abierto. D. delecion del exdn 7 genera pérdida del marco de lectura.
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Una gran variedad de estudios han demostrado que diferentes deleciones, en términos
de tamafio y posicion, pueden tener una gravedad fenotipica smilar (11,13,26,). La
razon de dicho efecto puede ser relacionada con la intervencion de RNA antisentido,
este fendmeno puede explicar € grado de preservacion de la funcion de la distrofina,
teniendo por lo tanto unavariabilidad en la expresion fenotipica. (7,11,14,27,30).

M utaciones que mantienen el marco de lectura (en marco) generalmente resultan en una
proteina anormal pero parcialmente funcional asociada con DMB. En |os pacientes con
DMD, las deleciones ateran el marco de lectura (cambio en el marco) resultan en un
RNA inestable que produce una proteina truncada de concentraciones casi indetectables.
Esta hipétesis del marco de lectura se aplica para € 90% de los casos y es comunmente
usada tanto para € diagnostico de confirmacién de distrofinopatias como para €l
diagndstico diferencial entre DMD y DMB. (11,14,25,30). (Ver figura 3).

Longitud
COOH Completa
: Longitud corta pero
COOH parcialmente funcional
Delecidn en marco

Figura 4. Efectos de diferentes mutaciones en el gen de distrofina. Proteina completa (arriba);
Deleciéon de una parte del dominio espectrina-ike que genera una proteina corta pero
funcional (en medio); Delecidon fuera de marco que resulta en una proteina truncada que se
degrada rapidamente en el musculo (abajo).

. Proteina truncada e

COOH inestable

Delecidn fuera de
marca

Diagndstico molecular

Las técnicas de diagndstico molecular identifican de forma directa o indirecta la
mutacion con una mayor precision diagndstica en comparacion con otros métodos de
laboratorio. Dichas técnicas han favorecido tanto un diagndstico oportuno y certero

COMO un asesoramiento genético adecuadamente dirigido.
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Entre las técnicas de diagnostico molecular se encuentran las siguientes: las utilizadas
para rearreglos grandes con diagnostico de delecion duplicacion, PCR y Southern. La
técnica de PCR es Util en €l diagndstico de deleciones en un 70 a 98% de los casos, en
el caso de las duplicaciones (75% de los casos) resulta Gtil también como prueba
confirmatoria. Andlisis de ligamiento (RFLP). Andlisis de distrofina (Western). Estudio
de distrofina (inmunohistoquimica) y diagndstico de microdeleciones a través de
polimorfismos conformacionales de una sola hebra (SSCP), heteroduplex (HDA)
prueba de proteina truncada (STOP), desnaturalizacién por gradientes de electroforesis
(DGGE). (1,8,10,24,27,30)

En e caso de cuadros fenotipicos de DMD/DMB resultantes de deleciones en gen de
distrofina con las técnicas antes descritas es posible realizar una correlacion fenotipo —
genotipo entre la localizacion de la delecion y el grado de afectacion de los pacientes.
(11,21,25).

JUSTIFICACION.

Los métodos de diagndstico en el estudio de pacientes con DMD/DMB en nuestro
medio son generalmente los convencionales, realizando un abordaje clinico completo,
con un estudio de genealogia estrictamente dirigido asi como determinacion de CPK.
Sin embargo, como ya se hareferido en parrafos anteriores estos métodos presentan un
margen de error que cobra considerable importancia en € momento de redlizar €l

asesoramiento genético.

Con los métodos convencionales de diagnostico resulta muy dificil establecer una
clasificacion veraz del cuadro fenotipico observado y por tanto el médico se ve limitado

para considerar laevolucion del cuadro clinico.
En el presente trabgjo realizamos la identificacion de deleciones en e gen de distrofina

causales del cuadro fenotipico de distrofia muscular de Duchenne /Becker, asi como la

correlacion con su expresion fenotipica.
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OBJETIVOS

Objetivo General.

A. ldentificar las deleciones en el gen DMD en pacientes masculinos diagnosticados

clinicamente con Distrofia Muscular de Duchenne/Becker.

Objetivos Particular.

A. Redizar la correlacion fenotipo — genotipo en agquellos pacientes en los que se haya

encontrado delecion en el gen DMD.

METODOLOGIA Y DISENO DEL ESTUDIO.

Se tratd de un estudio observacional, descriptivo y transversal. Fueron incluidos
pacientes pedidtricos masculinos entre las edades de 2 a 16 afios 9 meses con €l
diagnodstico clinico de distrofia muscular de Duchenne/Becker, todos ellos bajo el
consentimiento informado de los padres o tutores. Fueron excluidos del estudio aguellos
pacientes que presentaran cualquier ateracion muscular secundaria a otras etiologias, se
eliminaron del estudio los pacientes en los cuales no se encontraron deleciones en el gen
de distrofina. El muestreo se realiz6 de forma no probabilistica por conveniencia, delos
pacientes que acudieron a servicio de genética médica del Hospital de Pediatria de
Centro Médico Nacional Siglo XXI, asi como a servicio de distrofias musculares del
Instituto Nacional de Rehabilitacion durante € periodo correspondiente de Junio a
Diciembre de 2006. Como variable independiente se tomd la presencia de delecion en el
gen de distrofina’y como variable dependiente el fenotipo clinico de distrofia muscular

determinado por €l tipo de delecion.
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Delecion Pérdida de material genético en una Pérdida desde 1 Cuadlitativa
region especifica de un gen nucledtido en adelante. Nominal.
determinado.
Fenotipo clinico Datos clinicos manifestados por DMD fenotipo grave, Cualitativa
dedistrofia pérdida progresiva de lafuerza edad de inicio antes de Nominal.
muscular muscular, debida exclusivamente a los 4 afios de edad.
DMD/DMB alteraciones en la conformacion y DMB fenotipo leve,

funcion propia de la proteina distrofina.  edad de inicio arededor
de los 12 afios de edad.

Tabla 1. Descripcion de variables. En latabla se muestra la definicion conceptual, operaciona y escala de medicion
de las dos variables de estudio.

El estudio se reaiz6 en e Laboratorio de biologia Molecular de la Unidad de
Investigacion Médica en genética Humana del Hospital de Pediatria de Centro Médico
Nacional Siglo XXI.

Material y métodos.

Contamos con € equipo y material minimo necesario para la realizacion del presente
proyecto, al disponer de materiales y reactivos para extraccion de DNA, camaras de
electroforesis, kit para amplificacion de DNA mediante reaccion en cadena de la
polimerasa multiple, MPCR en humanos para DMD/DMB en set | y set |l de
maximbio™. Documentador de imégenes para geles de agarosa marca Bio Rad. Camara
de luz Ultravioleta para PCR. Termociclador para PCR modelo T Gradient marca
Biometra. Asi mismo se contd con las muestras obtenidas de los pacientes tanto de la
consulta externa de Genética Médica como de |a consulta de Distrofias Muscul ares del
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Ingtituto Nacional de Rehabilitacién que cubrieron los criterios de inclusién y de los
cuales sus padres aceptaron ingresar a estudio mediante consentimiento informado. Se
contd con €l personal humano minimo para redizar e proyecto. Se dispuso de
financiamiento parcial por parte de la Comisién Naciona de Investigacion Cientifica con
ndimero de registro 2003-718-0024.

PROCEDIMIENTOS CLINICOS.

Fueron seleccionados 11 pacientes pediétricos, de los cuales Unicamente 5 fueron
incluidos en el estudio a cumplir los criterios establecidos. Se informo y se reaizé la
invitacion a participar en el estudio alos padres de los pacientes, quienes firmaron la
carta de consentimiento informado. Serealizd una historia clinica completa, asi mismo
una exploracion fisica integral y posteriormente dirigida a la exploracion fisica
muscular utilizando la escala de examen manual muscular de Lovett de 5 puntos,

exploracién de arcos de movilidad, maniobras especificas.

Grado | Clasificacion

0 Ninguna contraccion

1 Contraccion visible o palpable

2 Contraccioén que permite amplitud eliminando la gravedad

3 Amplitud normal en contra de la gravedad

4 Amplitud normal contra una resistencia

5 Fuerza muscular normal
Tabla 2. Latabla muestrala escala de examen manual muscular de Lovett, el lacual se consideran 5
grados por orden de gravedad

PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

Obtencidn de la muestra de sangre periférica

Se obtuvieron 5 ml de sangre periférica mediante puncion en vena periférica, y se
coloco en tubos BD vacutainner TM K2 de etilen diamino tetra acetato al 0.5% (EDTA)
de 5 ml. Se homogeneizd la sangre con e EDTA, posteriormente se redizo la

extraccion de DNA.
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Extraccion de DNA.

Se mezcldé y centrifugd por 20 minutos a 3 500 rpm a partir de los 5 ml de sangre
periférica colocados en tubos de 5 ml gque contenian 500ul de etilen diamino tetra
acetato a 0.5% (EDTA). Se recuper6 la capa de glébulos blancos de la fase intermedia
mediante succion, se colocaron en un tubo Eppendorf y se agregaron 500 ul de RCLB
(XX) para lisar los eritrocitos mezclados con los glébulos blancos. La muestra se agito
y centrifugd 5 minutos a 4 000 rpm y se desechd el sobrenadante; dicho procedimiento
se realizd tres veces por muestra para obtener |a pastilla blanca de células blancas.

La pastilla de células blancas obtenida se resuspendié con 180 ul de NaCl 5 mM, se
agitdé vigorozamente, se adicionaron 80 ul de SDS a 10% para lisar la membrana
nuclear de los leucocitos. La mezcla se agito suavemente por 5 minutosy se agregé 615
ul de NaCl saturado, se homogeneizo y centrifugd 10 minutos a 10 000rpm. Se
recuper6 el sobrenadante en un nuevo tubo Eppendorf, desechando la pastilla de con los
restos celulares. Se adicionaron a DNA de la fase acuosa dos volumenes de etanol a
100% y se agitd suavemente, para precipitar el DNA. Se centrifug6é 3 minutos a 10 000
rpm, se decantd el sobrenadante y se lavé dos veces con 500 pl de etanol al 70%, se
agitd hasta separar la pastilla obtenida por la centrifugacion. Posteriormente se dejo
secar la pastilla a temperatura ambiente hasta evaporar € etanol, posteriormente se
resuspendié en 100 pl de agua hasta disolver en DNA. Las muestras fueron

amacenadas a 20 °C para posteriormente amplificar |as regiones especificas (31).

Determinacion de laintegridad del DNA

Para todas |as muestras se determiné laintegridad del DNA obtenido, en gel de agarosa
al 1% en TBE 1X (Tris-base 89 mM, acido borico 839mM y EDTA 2mM) con 5 ul de
bromuro de etidio. Una vez terminada la electroforesis se observé € gel en un
transiluminador de UV de onda corta.

Se midié la concentracion de DNA mediante espectrofotometria alongitudes de onda de

260y 280 nm, con una densidad dptica que equivalio a50 ug/ml. (31).
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Amplificacién de las regiones especificas del gen DMD.

Para realizar la amplificacion de las regiones especificas en € gen DMD/DMB se
utilizé e Kit MPCR para humanos DMD/BMD New Set |+11 de maximbio™ mediante

el siguiente procedimiento para ambos Sets (32, maximbio™):

1. Preparacion de la reaccidon de mezcla. En la campana de luz UV para PCR se
realizd la mezcla de reaccién para PCR utilizando los buffers contenidos en el
kit de MPCR asi como |as muestras obtenidas de DNA de los pacientes, en las

siguientes concentraciones:

Volumen por muestra Agente (en orden)
25.0 ul 2X MPCR BufferMixture
5.0 ul 10x MPCR Primers
0.5l Taq DNA Polimerasa (5U/ul)
5.0 ul Muestra de cDNA 6
10x cDNA control del Kit.
14.5 H20

Tabla 3. Preparacion parala amplificacion de |os exones estudiados mediante reaccion en cadena de la
polimerasa.

SET | amplificé los exones: 8 (360 pb), 17 (481 pb), 19 (459 pb), 44 (289 pb), 45 (547
pb), 48 (506 pb), 12 (331 pb), 51 (388 pb), 4 (196 pb).

SET Il amplifico los exones: 3 (410 pb), 6 (208 pb), 13 (238 pb), 43 (312 pb), 47 (181
pb), 50 (271 pb), 52 (113 pb), 60 (139 pb) promotor especifico muscular (535 pb).
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2. Reaccion en termociclador de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Una
vez hecha la mezcla se realizé la reaccion en el termociclador para PCR modelo

T Gradient marca Biometra, con la siguiente programacion:

Temperatura Tiempo Num. de ciclos

Grados Centigrados

94 oC 3 minutos 1 ciclo

94 oC 30 segundos

53 0C 30 segundos 35 ciclos

65 oC 3 segundos

70 oC 10 minutos 1 ciclo

20 oC

Tabla 4. Programacién de ciclos utilizados en este estudios de reaccion en cadena de la
polimerasa en el termociclador.

Electroforesis en gel de Agarosa.

Posterior a la reaccion de amplificacion de las secuencias especificas, las muestras
fueron colocadas en gel de agarosa al 2% en una cdmara de electroforesis y se observé
mediante el documentador de imégenes para geles de agarosa la presencia 0 ausencia

(delecion) de los exones especificos de cada set.

1. Elaboracion del Gel de Agarosa a 2%. Se pesd 1.4 gr de agarosa, de solucion
buffer TBS al 5% se diluyeron 100 ml con 400 ml de agua bidestilada. De dicha
mezcla se tomaron 70 ml para agregarlos a la agarosa y se calentd en
microondas hasta disolver la agarosa. Se agreg6 0.1 ul de bromuro de etidio por
cada 10 ml de preparacion. Se agregd a la camara de electroforesis para que €l
gel solidificara, colocando previamente € peine para formar 1os pozos donde se
aplicaron las muestras; se dej6 enfriar a temperatura ambiente para conseguir la

polimerizacion del gel y posteriormente se agregaron las muestras a estudiar.
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2. Se agregaron 2 ul de colorante 0.25% Cianol-Xileno 30% Glicerol a 10 ul de
muestra de amplificacion. Ese colorante se homogeneizé con la muestra 'y se
colocd en cada pozo un volumen total de 12 ul. Una vez aplicadas todas las
muestras por gel se reaizd e corrimiento de las mismas a una diferencia
eléctrica de 70 mVolts. Durante 60 minutos. Se agregd por cada grupo de

muestras estudiadas un control marcador de 100 pares de bases (“escalera’).

3. Se observod cada gel en € documentador de imagenes para geles de agarosa,

observando |as regiones especificas (exones) de cada muestray control (33).

[ nterpretacion.
En cada gel colocado en € documentador para geles de agarosa se observo la integridad

genética de los exones estudiados en cada set. Con lo cual fue posible determinar la

presenciay localizacion exacta de |as de del eciones encontradas en cada muestra (33).
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RESULTADOS.

Fenotipo de los pacientes.

En la siguiente tabla se resumieron los datos mas importantes de cada uno de los 11
pacientes que fueron seleccionados. Se consideran las iniciales, el nimero con el cua
fue procesada su muestra en € laboratorio, la edad, |os antecedentes de importancia, 1os
niveles de CPK en Unidades por litro (U/L), y € fenotipo de fuerza muscular (FM) de
acuerdo ala escala de examen manua muscular de Lovett de 5 puntos, correspondiendo

el primer valor al hemicuerpo derecho y el segundo valor separado por la diagonal a

hemicuerpo izquierdo.

FENOTIPO DE LOSPACIENTES ESTUDIDADOS

Nombre|No.| Edad | Antecedentes| Hipotonia| Desarrollo | Edad deinicio|Dato Inicial|Signo de] Alteracion de| Disnea | Disartria Reflgos P: Patron de Biopsia CPK Fuerza
al nacer | psicomotor de Gowers| movimientos osteotendinosos ertrofia de] electromiografial] muscular uL Muscular
sintc faciales musculos positiva
gemelos para
deficiencia
de distrofinaj
F.O.P.I[ 1 |6afios| Tio materno No Normal 2 afos 3 meses| Dificultad | Positivo Si S No Hiporeflexia Si S Miopatico S 13, 750| FM global
finado con parala 33
DMD marcha
V.E.A | 2 |6afios|Hermano de 8] No Normal 2 afios Dificultad | Positivo No Si No Hiporeflexia Si Si Miopatico S 12, 200| FM global
afios con parala 313
DMD marcha
M.RR | 3 |2afios] 3tios No Normal 1afio 9 meses | Dificultad | Negativ No No No Normal No No Norealizada [Norealizadal 5, 450 Tono
mater nos con parala o valorable muscular y|
DMD marcha trofismo
conservadol
V.GM.| 4 16 Hermano No Normal 5afios Dificultad No No S S Hiporeflexia Si Si Miopatico  [Norealizadal 18, 300| Sillade
A afios | finado con parala |valorabl ruedas. FM
DMD marcha e global 2/2
O.BJR| 5 6 |Hermanode§ No Normal 2 afios Dificultad No Si Si No Hiporeflexia Si S Miopatico S 15,000| Sillade
afios afios con parala |valorabl ruedas.
DMD, 2tios marcha e
maternos FM global
finados con 1
P.F.A | 6 |8afos| Tiomaterno No Normal 4 anos Dificultad | Positivo No No No Normal No Si Miopatico  [No realizadal 13, 400| FM MsSs
finado con parala 33Msls
DMD marcha 22
OLJE| 7 15 Hermano de No Retraso en el 3afios Dificultad No No Si No Hiporeflexia No Si Miopatico No realizadal 14, 400| Sillade
afios | 10 afios con lenguaje parala |valorabl ruedas. FM
DMD marcha e MsSs 2/2
Msls0/0
AEL. | 8 |6afos| 3tios Si Retraso en 6 meses Nohay | Positivo No No No Normal Si S Miopatico  [No realizadal 12, 000| FM global
M maternos con sostén sostén 33
DMD cefalico, cefélico ni
sedestacion, iniciode
ny lenguaje
RMS]| 9 14 Ninguno No Normal 3afios Dificultad No Si S Si Hiporeflexia Si S Miopatico  [Norealizadaf 19, 300| Sillade
afios paraa |valorabl ruedas.
marcha e
FM global
22
ADE.I|10 1 Ninguno Si Normal 2 afios Dificultad | Positivo No Si No Normal Si Si Miopatico No realizadal 17, 350 M
nos paraa proximal
marcha 2/2distal
313
G.M 11 |4 afios| Tio materno No Normal 3afios Dificultad | Positivo No No No Normal No No Norealizada |Norealizada] 560 | FM global
finado con paraa 313
DMD marcha

Tabla 5. Fenotipo y evolucién de los pacientes incluidos (no todos presentaron delecion). Se especifica el nimero
que fue asignado para cada muestra de DNA amplificada, la edad en afios, los antecedentes de importancia para el
padecimiento, los datos fenotipicos estudidados, los niveles sanguineos de CPK en UI/L y € grado de afectacion
muscular de acuerdo a la escala de Lovett. DMD: Distrofia Muscular de Duchenne, FM. Fuerza Muscular, MsSs
Miembros Supeiores, Msls Miembros Inferiores.
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FENOTIPO DE FUERZA MUSCULAR DE LOS PACIENTES

9% 9%

9% @5 5
m3 3
o2 2
ol 1
BMMsSs3 3MsliIs2 2
18% OMsSs2 2Msls0 0

9%

Gré&fica 1. NUmero de pacientes con fenotipo de fuerza muscular (FM). Escala de Lovett. El primer nimero
indica el hemicuerpo derecho y e segundo nimero el hemicuerpo izquierdo. 5/5: 1 paciente, 3/3: 5
pacientes, 2/2: 2 pacientes, 1/1: 1 paciente, MsSs 3/3 y Msls 2/2: 1 paciente, MsSs 2/2 y Msls 0/0: 1
paciente. (MsSs Miembros superiores, MslS Miembros inferiores).

DELECIONES ENCONTRADAS.
En las tablas siguientes muestran los exones amplificados con su respectivo nimero de
pares de bases (pb) y posteriormente las deleciones encontradas mediante el uso del Kit

MPCR para humanos DMD/BMD New Set |+l de maximbio™ en cada una de las
muestras de DNA obtenidas de cada paciente.

Set | Set I
Exon |Pb Exon Pb
45 547 P.E. M |535
48 506 3 410
17 481 43 312
19 459 50 271
51 388 13 238
8 360 6 208
12 331 47 181
44 289 60 139
4 196 52 113

Tabla 6. Exones amplificados por cada Set Kit MPCR para humanos DMD/BMD New Set |+11 de maximbio™ , los
exones se ordenan decrecientemente de acuerdo a nimero de pares de bases que los componen. P.E.M: Promator
especifico muscular. P.E.M: Promotor especifico muscular.
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DELECIONES ENCONTRADAS EN LOS PACIENTES

No. De Paciente

Delecion (exon)

SET | SET Il
6 45, 48 PEM, 3
7 45, 48 50
9 51 Sin delecion
10 8,12 PEM, 13
11 19 Sin delecion

Tabla 7. Pacientes que presentaron deleciones en €l gen de distrofina. Se especifica e nimero de paciente estudiado
y las deleciones encontradas en |os exones en cada uno de ambos Set estudiados.
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500 ph

100 ph

Figura 5. Gel de electroforesis para el Set |. Del lado izquiero se muestran los exones estudiados,
localizados en relacién al nimero de pares de bases que los componen (ver tabla
correspondiente). El paciente asignado con el nimero 8 no presenta delecion en ninguno de
ambos Set estudiados. En la fila inferior se enumeran cada uno de los pacientes que presentaron
delecioén. Cl. Control del Set |, PM. Marcador de peso molecular de 100 pb del lado derecho.
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500 pb P.ENM

Figura 6. Gel de electroforesis para el Set Il. Del lado derecho se muestran los exones estudiados,
localizados en relacion al numero de pares de bases que los componen (ver tabla
correspondiente). El paciente asignado con el nimero 8 no presenta delecion en ninguno de
ambos Set estudiados. En la fila inferior se enumeran cada uno de los pacientes que presentaron
delecion. CIl. Control del Set Il, PM. Marcador de peso molecular. P.E.M Promotor especifico

muscular.
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DISCUSION.

De los 11 pacientes gque fueron seleccionados Unicamente 5 presentaron delecion en
alguno de los 2 Set estudiados, lo cual corresponde a 45.45 % de la muestra, |o anterior
concuerda con los hallazgos de la literatura internacional, ya que en este estudio
anicamente se analizaron 18 de los 79 exones que conforman a gen de la distrofina,
siendo los primeros los més frecuentemente encontrados delecionados en |os pacientes
con DMD/DMB, y de acuerdo a los reportes internacionales el 20% restante de las
deleciones se encuentran distribuidas en todo el gen, lo cua genera un total de 65% de
exones del ecionados en |os pacientes afectados por DMD/DMB. (16,17,20,24,29).

Destacando que todos los pacientes que fueron estudiados cubrieron los criterios
clinicos para ser diagnosticados con distrofia muscular de Duchenne, no fue posible
realizar una correlacion directa entre los datos fenotipicos de los pacientes que fueron
estudiados y la delecion encontrada, ya que como se observa en la tabla | € grado de
afectacion es discretamente homogéneo entre los pacientes, desde las concentraciones
de CPK que van de 13, 400 UI/L a 19, 300 UI/L, y particularmente en cuanto a grado
de afectacion muscular se observé que cada paciente se comporta de forma diferente. El
paciente No. 6 presenta una fuerza muscular, de acuerdo a la escala de Lovett, en
miembros superiores de 3/3 y en miembros inferiores de 2/2 y la deleciones que
presenta son en los exones PEM, 3, 45 y 48, mientras que el paciente No. 7 presenta
fuerza muscular en miembros superiores 2/2 y en inferiores 0/0 por lo cua utiliza silla
de ruedas y presenta deleciones de los exones 45,48 y 50, y aun cuando las deleciones
en ambos pacientes afectan el marco de lectura la repercusion fenotipica es diferentes,
sin embargo es necesario considerar la edad de los mismos. Lo anterior ocurre con €l
resto de los pacientes de este estudio, en nuestro pais no se han realizado otros estudios
semejantes al que nosotros presentamos en donde el objetivo se centre en la correlacion
genotipo-fenotipo, nuestros resultados se correlacionan con los reportados por otros
autores a nivel mundial, en donde a pesar de encontrar deleciones no es posible en todos
los casos explicar el fenotipo observado (14,23,26,29). Diversos estudios en e mundo
se orientan hacia la hipotesis del marco de lectura, ya que los pacientes que han
estudiado presentan deleciones que afectan al marco de lectura con una progresion mas
destructiva de las fibras muscul ares, sin embargo existen reportes de pacientes con datos
fenotipicos evidentes de DMD en |os cuales no existe alteracion del marco de lectura, es
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aqui donde entran excepciones a la hipétesis previamente referida, siendo la explicacion
mas aceptada hasta el momento el evento de salto de exén el cual hasta la fecha dicho
mecanismo se encuentra muy poco entendido ya que puede ser generado por diversos
factores (8,9,13,25,28). Con los resultados obtenidos es resulta necesario considerar que
el fenotipo puede tener una relacion mas directa con la cantidad y la calidad de
distrofina que se exprese en € tejido afectado como resultado tanto de la mutacién que
presente cada paciente asi como la consideracion de factores reguladores
pretrasncripcionales y postraduccionales. (14,15,18,28,30).

Finalmente es necesario considerar la edad de los pacientes que fueron estudiados en el
presente trabajo ya que la progresion del fenotipo en base a la historia natural de la

enfermedad varia considerablemente de acuerdo ala edad de cada paciente.

CONCLUSIONES.

Nosotros concluimos que las deleciones encontradas en este estudio se correlacionan
con las reportadas a nivel internacional, localizdndose preferentemente en los dos
puntos calientes considerados mundiamente para DMD/DMB. No es posible realizar
una correlacion fenotipo — genotipo basandose Unicamente en e defecto molecular
estudiado, en este caso delecion, y la repercusion en e cuadro clinico, resulta necesario
valorar primero larepercusion nivel traduccional para conocer € nivel de expresion de
la distrofinay la calidad de la misma para posteriormente tener la posibilidad de una
aproximacion hacia le presentacion fenotipica.

Es imprescindible identificar en nuestra poblacién laformaen la cua otros mecanismos
a nivel molecular influyen en e desarrollo del fenotipo ya que Unicamente estudiando
las deleciones se deja fuera a un considerable nimero de pacientes. Por |o anterior
sugerimos considerar dichos mecanismos relacionados con €l desarrollo de DMD/DMB
para continuar generando €l conocimiento de la presentacion de ésta patologia en

nuestro pais
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ANEXO 1

Busgueda de deleciones en el gen de distrofina en pacientes masculinos pediatricos mexicanos

diagnosticados con distrofia muscular de Duchenne/Becker.

Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana. Hospital de Pediatria CMNSXXI IMSS.

Investigador Responsable: Dr. Ramon M. Coral Vazquez. Tesista: Dr. CarlosA. Yam Ontiveros.

HOJA DE CAPTACION DE DATOS

Nombre:

No. de cédula:

Sexo: Edad:

Domicilio:

Teléfono:

Edad de la madre; Edad del Padre:

Consanguinidad: Endogamia:

Otros familiares afectados:

Edad de inicio de primeros signos:

Tiempo de extension de signos:

Con afeccion a

Valoracion cardiol 6gica:

A lafechadel estudio: marcha idependiente sillade ruedas

Enzimas:

Datos de EMG:

Datos de biopsia muscular:

Estudio inmunohistoquimico:

Estudio genético molecular:
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ANEXO 2

Busgueda de deleciones en e gen de distrofina en pacientes masculinos pediatricos mexicanos

diagnosticados con distrofia muscular de Duchenne/Becker .

Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana. Hospital de Pediatria CMNSXXI IMSS.

Investigador Responsable: Dr. Ramoén M. Coral vazquez. Tesista: Dr. Carlos A. Yam Ontiveros.

CUESTIONARIO. Distrofia muscular de Duchenne/Becker.

INSTITUCION.-
FECHA.-
REGISTRO.-

Nombre.-

Edad.-

Fecha de nacimiento.-
Lugar de origen.-
Lugar de residencia.-
Direccién.-

Teléfono.-

Origen de padres.-

Consanguinidad.- (no) (si)

Historia familiar.- (no) (si) especificar

Antecedentes perinatales.- (no) (si) especificar

Hipotonia al nacer.- (no) (si) evolucion

Desarrollo psicomotor.- (normal ) (anormal) Sostén cefalico
Edad de caminar
Hablar

Desempefio escolar.- (bueno) (regular) (malo) evolucion:

Edad de inicio.-

Primer sintoma.- -

Miembros inferiores (edad).- dificultad para subir escaleras
Levantarse de una silla

Levantarse del decubito dorsal

Levantarse de cuclillas (Gowers)
Parase de puntas

Caidas faciles

Limitacion del perimetro de marcha
Miembros superiores (edad).- dificultad para levantarlos
Cargar pesos

Doblarlos (flexion)

Extenderlos (extension)

Cerrar o abrir manos

Abrir frascos o botellas

Debilidad de cuello.- (no) (si), inicio
Vision 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 (disnea).- (no) (si), inicio
Pérdida de masa muscular (atrofia).- (no) (si),
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inicio y localizacién

(si),

Dolor muscular (mialgias) .- (no) (si),

inicio y localizacién

Mioglobinuria (orina roja asociada o no a mialgias).- (no)
inicio/describir

Calambres.- (no) (si),
inicio/localizacion

Problema visual.- (no) (si), inicio
Problema auditivo .- (no) (si), inicio
Miotonia.- (no) (si),

inicio/especificar

EXPLORACION.-

Debilidad (distribucion y grado).-

Reflejos.- (normales) (anormales), especificar
Respuesta plantar.- (normal) (anormal), especificar
Sensibilidad.- (normal) (anormal), especificar
Movimientos oculares.-  (normal) (anormal), especificar
Ptosis.- (no) (unilateral) (bilateral)
Afeccion facial.- (no) (si)

Alteraciones ortopédicas.- (no) (si), especificar

Otros hallazgos.- -

EMG.- (norealizada) (normal) (Miopética) (Neuropética)

CPK.- (norealizada) (normal) (anormal),

Biopsia Muscular (no realizada) (normal) (anormal) Fecha

Mdusculo

Instituciéon

No. de biopsia

Tratamiento (no) (si), especificar

Rehabilitacién.- (no) (si)

Arbol genealdgico:
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ANEXO 3. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Lugar y fecha Unidad de Investigacién Médica en Genética Humana. Hospital de Pediatria Centro Médico
Nacional Siglo XXI IMSS México DF, en los meses de Junio a Diciembre de 2006.

Por medio de la presente autorizo que mi Hijo (a)
- . L . BUSQUEDA DE DELECIONESEN EL GEN DE DISTROFINA
participe en el protocolo de investigacion titulado: EN PACIENTES MASCUL INOS PEDIATRICOS MEXICANOS
DIAGNOSTICADOS CON DISTROFIA MUSCULAR DE
DUCHENNE/BECKER.

Registrado ante el Comité Local de Investigacion o la CNIC con el nimero:  2003-718-0024

Identificar las deleciones en e gen DMD en pacientes masculinos

o ) diagnosticados clinicamente con Distrofia Muscular de Duchenne/Becker.
El objetivo del estudio es

Se me ha explicado que mi participacion consistira en Toma de muestra de sangre venosa periférica para la
obtencion de DNA el cual ser4d amplificado mediante
PCR especifico para 18 exones del gen DMD.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios
derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier procedimiento alternativo
adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier
duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevardn a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto
relacionado con la investigacion o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento, en que lo considere conveniente, sin
que ello afecte la atencion médica que recibo en el Instituto Mexicano del Seguro Social.

El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o publicaciones
que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial
También se ha comprometido a proporcionarme la informacién actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta
pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi permanencia de mi representado (a) en el mismo.

Nombre y firma de ambos padres o tutores o del representante legal

Nombre, firmay matricula del Investigador Responsable.
Dr. Ramoén M. Coral Vazquez

Numeros telefénicos a los cuales se puede comunicar en caso de emergencia y/o dudas y preguntas relacionadas con el
estudio:
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