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RESUMEN

Las Distrofias Musculares son un grupo de enfermedades hereditarias caracterizadas por
debilidad y degeneracién muscular progresiva. La Distrofia muscular de Duchenne (DMD)
es la forma mas frecuente de distrofia en niflos con una incidencia de 1 en 3,500 varones
recién nacidos vivos; este grupo de padecimientos comprende un amplio espectro de
enfermedades conocidas como distrofinopatias, que van desde la forma mas grave que es
la DMD a formas menos graves como la distrofia muscular de Becker hasta fenotipos mas
leves; todas estas enfermedades son causadas por mutaciones en el gen DMD que codifica

para la proteina distrofina.

Para realizar el diagndstico de las distrofinopatias, en nuestro pais se realiza mediante
una evaluacion clinica completa, analisis de niveles séricos de CPK e inmunofluorescencia
en biopsia de musculo esquelético para detectar la presencia de la proteina distrofina; en
algunos casos es por pruebas moleculares, PCR multiple y MLPA. Estas ultimas técnicas
con costosas y no en todos los centros se cuenta con ellas. Por otra parte la
inmunofluorescencia de biopsia de musculo esquelético es un proceso invasivo. Por esta
razén es importante la busqueda de nuevas estrategias menos invasivas y costosas que

ayuden a determinar el diagndstico de las distrofinopatias.

En el presente trabajo se investigd la correlacién de la expresion de distrofina en biopsias

de piel y musculo esquelético de pacientes con distrofinopatia.

Se incluyeron un total de 27 pacientes, a los cuales se les realizé en un mismo tiempo

quirurgico biopsia de piel y musculo esquelético y se analizd expresion de distrofina en



ambos tejidos por técnica de inmunohistoquimica y técnica de inmunofluorescencia
respectivamente; el analisis de estas biopsias se realizd por dos observadores de manera
cegada e independiente; en algunos casos se obtuvo muestra de sangre para extraccion
de DNA y realizacion de técnica de MLPA. No observamos una buena correlacion entre la
expresion de distrofina en biopsia de musculo esquelético y piel de pacientes con
distrofinopatia. En un afan de tener un diagndstico de certeza para algunos pacientes se
realizé el MLPA en 16 (en ellos también se realizd6 inmunofluorescencia de biopsia de piel
e inmunohistoquimica de biopsia de musculo), de las cuales en cinco (31.25%) hubo

delecion, en dos (12.5%) duplicacion y nueve fueron negativas (56.25%).

Nuestros datos sugieren que en la poblacién estudiada no hubo correlacién entre la
inmunofluorescencia de piel y la de musculo, por lo cual en esta etapa del estudio no se

propone utilizarla como una herramienta diagndstica adecuada.



ABSTRACT

The Muscular Dystrophies are a group of diseases characterized by progressive
degeneration and loss of strength. The Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is the most
frequent kind of dystrophy in boys with an incidence of 1 in 3, 500 new born; this group of
diseases have a broad expression, from the severe form that is DMD through moderate
forms like Becker Muscular Dystrophy to middle forms, all of them caused by mutation of

DMD gene that codifies for the dystrophyn protein.

For diagnosing this diseases, is required a clinical exploration and also to perform the
determination of CPK levels and immunofluorescenceanalysis of muscle in order to detect

the presence of dystrophyn protein.

Now days the genetic and molecular tests are very useful in the diagnoses of
dystrophinophaties, the most used of these tests is the MLPA (Amplification probe ligation
multiple), as this test can amplify the 79 exons of the DMD gene identifying
deletions/duplications (60-70%) that are the most frequent mutations; there are other
technics, but their complexity and cost make them inaccessible for all the people, for this
reason it is important to search for new strategies that are less invasive and also cheaper

that help us to determine the diagnoses of dystrophinophaties.

In the present work we did the correlation of the dystrophin expression by comparison of
the skin and muscle biopsies of patients with dystrophinopathies. We included 27 patients

and realize in the same surgery a skin and muscle biopsy and we looked for the presence



of dystrophinin both tissues by immunohistochemistry and immunofluorescence
respectively. The biopsies were analyzed by two independent blinded observers, when

possible we obtained blood for DNA extraction and realization of MLPA technique.

We did not find a correlation in the expression of dystrophin between the two tissues; for

this reason we do not recommend using the skin biopsy as an alternative for diagnosis.



INTRODUCCION

Antecedentes

Las Distrofias Musculares son un grupo de enfermedades hereditarias caracterizadas por
debilidad y degeneracion muscular progresiva[l]. Este término incluye por lo menos 30
diferentes enfermedades[2]determinadas genéticamente. Todas ellas presentan
afectacion muscular en el examen bioquimico e histoldgico y algunas de ellas también
presentan alteraciones en érganos diferentes al musculo. El patrén de herencia de estas
enfermedades puede ser autosémico dominante, autosémico recesivo, ligado al X

recesivo y de presentacion esporadica.

Estas enfermedades se pueden clasificar de acuerdo a su forma clinica, su patréon de
herencia y recientemente también se toma en cuenta la proteina causante de la
enfermedad; asi tenemos que las enfermedades pueden ser clasificadas como:

laminopatias, titinopatias, distrofinopatias, disferlinopatias, etc.[3].

Distrofinopatias

La distrofina fue la primera proteina cuya mutacion se demostré que causaba Distrofia
Muscular[4]. Mutaciones en el gen de distrofina causan la Distrofia Muscular mas
frecuente que es la de Duchenne-Becker (DMD/DMB). Esta enfermedad se nombré asi
después de que Guillaume Benjamin Amand Duchenne describié esta enfermedad en sus
publicaciones de 1861 y 1868 llamada: Recherches sur la paralysie musculair e pseudo-
hypertrophique, ouparalysi e myosclerosique[5]. Sin embargo, el médico Ingles Edward

Meryon habia descrito la misma enfermedad algunos anos antes; llamandole la atencién



el patron de afeccidon a hombres Unicamente, asi como que era una alteracidn particular
del musculo y no del sistema nervioso. El médico Emil Becker describié una forma de
distrofia muscular ligada al X clinicamente similar a la Distrofia Muscular de Duchenne

pero con un curso mas benigno [1].

A pesar de que la DMD se describio por primera vez en 1830, no fue sino hasta 1975 por
medio de la microscopia electrénica y los analisis bioquimicos que se observd que los

pacientes con DMD tenian un defecto en el sarcolema [6, 7].

El gen causante de la enfermedad se identificd en 1987, se le nombrd gen de distrofina y
codifica para una proteina llamada distrofina la cual ahora se sabe que tiene localizacion

en el subsarcolema [6].

Una vez establecida la relacidn entre la alteracidon en la proteina distrofina y la DMD se

realizaron estudios bioquimicos para poder determinar la funcién de esta proteina [7][8].

Proteina Distrofina

En el musculo esquelético la distrofina constituye alrededor del 5% de las proteinas del
citoesqueleto asociadas a membrana. El gen se localiza en el cromosoma X (Xg21) y se
expande 2.5Mb. La secuencia del gen comprende 79 exones codificando para una

proteina de 427kDa de 3685 residuos[9].



Esta proteina en forma de barra estd compuesta de 4 dominios:
1. Dominio N-terminal (homologo a a-actina)
2. Dominio Central o en barra (25 repetidos triple hélice similar a espectrina)
3. Regidn rica en cisteina

4. Dominio C-terminal

El extremo amino tiene un dominio de unién a actina, el cual es responsable de anclar la

distrofina a la F-actina filamentosa del citoesqueleto.

El dominio central consiste en 24 repetidos similares a espectrina y la flexibilidad de este
dominio se da por las regiones en forma de bisagra que lo constituyen; dentro de este

dominio los repetidos de espectrina del 11 al 17 constituyen otro sitio de uniéon a F-actina.

En el extremo carboxilo la regidn rica en cisteina interactta con la porcién intracelular de
proteina transmembranal B-distroglicano y ancla la distrofina al sarcolema, tiene una
region a-helice que media su interaccién con sintrofinas y también se une a la a-

distrobervina a través de su dominio C-terminal[10].

La distrofina tiene diversas isoformas; generadas por procesamiento alternativo del RNA,,,
el uso de promotores alternativos que especifican la transcripcién de distrofinas tejido-
especificas y por distintas sefiales de poliadenilacién. Existen por lo menos 7 isoformas
gue se expresan en: musculo, corteza cerebral, células de Purkinje cerebelosas,
cerebro/rifidn, retina, nervio periférico y la séptima isoforma que se expresa de forma

ubicua en higado y otros tejidos[11, 12].



En diversos estudios se ha observado la expresién de distrofina en musculo liso de
diversas partes del cuerpo, desde musculo liso gastroesofdgico hasta musculo liso

vascular, pulmén y musculo piloerector de la piel[13][14, 15].

La proteina distrofina se localiza en la cara citoplasmica de la membrana plasmatica de la
célula muscular o sarcolema; particularmente dentro de los costameros. A través de una
maquinaria de proteinas que interactuan, los costameros se acoplan al sarcolema con el

disco Z de fuerza generando miofibrillas [16].

La distrofina es una proteina eldstica y flexible que protege al musculo del estrés causado
por la fuerza de contraccion. Esta proteina interactia con una serie de proteinas del
sarcolema llamadas “Proteinas asociadas a distrofina” (DAP) las cuales forman un grupo
de proteinas periféricas presentes en la membrana del musculo que conectan a la matriz

extracelular con el cito esqueleto (Figura 1)[2].



Figura 1.Esquema del complejo de proteinas asociadas a distrofina. Se observa la unién de
la proteina distrofina (en morado) a F-actina (azul) en su extremo amino; por su parte en
su extremo carboxilo se observa la unién de distrofina a distrobervina (verde claro) y a
Bdistroglicano (verde esmeralda). También se observan otras proteinas del complejo
como a, B, §, vy y € sarcoglicano (naranja) asi como sarcospan (azul) asi como el puente
entre F-actina y laminina 3 (rojo).

Se cree que la funcidn del complejo de proteinas asociadas a distrofina es el de proteger a
la célula muscular ya que en ausencia de distrofina el complejo se desestabiliza generando
niveles disminuidos de otras proteinas del complejo; por lo que el papel protector de
distrofina y las demas proteinas del complejo se pierde; el sarcolema fragil es sujeto a
dafio mecanico generando dafio muscular progresivo. La capacidad de regeneracion se
pierde conforme la reserva enddgena de células satélite deja de compensar a las fibras

musculares danadas, asi mismo la extensidn de la necrosis y la debilidad membranal se



exacerba por el ejercicio fisico [17]. Por otra parte también se cree que este complejo

participa en la transduccion de seiiales en las fibras musculares.

En la piel se puede encontrar expresion de distrofina en el masculo piloerector [43, 44,
45], el cual se origina en el tejido conectivo de la dermis y se localiza en los foliculos
pilosos por debajo de la glandula sebacea. Es una banda de musculo liso que se dispone en

el dngulo obtuso del foliculo para producir contraccién del mismo.

Musculo pilo erectorﬁ

Figura 2. Esquema de la piel en el cual se muestran los diferentes componentes de la
misma, mostrando el musculo pilo erector.

Caracteristicas Clinicas de las Distrofinopatias

Las distrofinopatias incluyen un espectro de enfermedades causadas por mutaciones en el

gen DMD que codifica para la proteina distrofina.
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Dentro de las manifestaciones clinicas de las formas leves de este espectro de
enfermedades se incluyen la elevacién sérica asintomatica de la concentracién de
creatinin fosfocinasa (CPK), calambres musculares con mioglobinuria y miopatia aislada
del cuadriceps [18, 71]; mientras que las formas graves de este espectro incluyen a la
Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), la Distrofia Muscular de Becker (DMB) y la

cardiomiopatia dilatada asociada a DMD[18].

La Distrofia Muscular de Duchenne es una enfermedad neuromuscular que se hereda
de forma recesiva ligada al cromosoma X con incidencia de 1 en 3,500 hombres nacidos
vivos. Los signos y sintomas de esta enfermedad se presentan generalmente en la
infancia temprana con retraso en el desarrollo sobre todo en la sedestacién y la
deambulacién. La edad media a la que inician la deambulacién es a los 18 meses,
algunos pacientes presentan problemas de aprendizaje (5%) y problemas de lenguaje
(3%). La edad media al momento del diagndstico en pacientes sin antecedentes
familiares es a los 5 afios (en nuestro pais es a los 7 anos aproximadamente; segun
datos de la D en C Lépez Hernandez, en proceso de publicacidon)[19, 20]; esta
enfermedad es rdpidamente progresiva y los pacientes afectados estan en silla de
ruedas alrededor de los 12 afios. La cardiomiopatia ocurre en todos los individuos

afectados después de los 18 afios[21, 22].

Los pacientes con DMD tienen movilidad reducida y un riesgo incrementado para

presentar fracturas. Debido a lo anterior son pocos pacientes sobreviven mas alla de la

11



tercera década de vida, siendo la cardiomiopatia y las complicaciones respiratorias las

principales causas de muerte[23].

La presencia de los siguientes datos clinicos nos hacen sospechar en DMD:

e Debilidad muscular simétrica progresiva, a nivel proximal mds que distal con
hipertrofia de gastrocnemios.
e Inicio de Sintomas antes de los 5 aios de edad.

e Dependencia de silla de ruedas antes de los 13 afos.

Cuando no hay historia previa familiar el diagnéstico se puede sospechar en niflos con
retraso en desarrollo con dificultades motoras. Alteraciones cognitivas, de lenguaje y de
comportamiento se observan en 1/3 parte de pacientes con distrofinopatia. Niveles de
creatinin cinasa es un marcador bioquimico sensible para deteccién temprana de DMD y
se encuentra elevada de 50 a 100 veces lo normal.

A pesar de que el gen responsable y su producto proteinico se conocen desde hace mas
de 15 afios aunado a que existen modelos murinos para esta enfermedad ampliamente
estudiados, aun no comprendemos en su totalidad el mecanismo fisiopatolégico derivado

de la ausencia de esta proteina distrofina [24].

La Distrofia Muscular de Becker se caracteriza por un inicio mas tardio de debilidad

muscular, los individuos conservan la de ambulacién hasta los 20 afios aproximadamente.
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A pesar de presentar menor debilidad muscular en comparacién a los pacientes con DMD
la falla cardiaca por cardiomiopatia dilatada es una causa importante de morbilidad y la
principal causa de mortalidad en estos pacientes, la edad promedio de mortalidad es

alrededor de los 40 anos.

La presencia de los siguientes datos clinicos nos hacen sospechar de DMB:

e Debilidad muscular progresiva simétrica y atrofia, de mayor involucro proximal
que distal, generalmente con hipertrofia de gastrocnemios (la debilidad de
cuadriceps puede ser el Unico signo).

e Calambres inducidos por actividad (presente en algunos pacientes).

e Contracturas por flexion en el codo (en etapas tardias).

e Dependencia de silla de ruedas después de los 16 afios.

e Preservacion de la fuerza de musculos flexores del cuello (Diferencia entre DMD de

DMB).

La diferencia clinica entre DMD y DMB se basa principalmente en la gravedad de la
enfermedad y en la edad a la que el paciente es dependiente de una silla de ruedas: antes
de los 13 afios en DMD y después de los 16 afios en DMB. También se ha visto que existe
un grupo intermedio en el que los pacientes se vuelven dependientes de una silla de
ruedas entre los 13 y 16 afios. Asi mismo algunos autores han ampliado el espectro de

DMB leve a aquellos pacientes con concentracién elevada de creatinin fosfocinasa vy
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distrofina anormal en biopsia de musculo pero con involucro subclinico del musculo
esquelético.[25]. Cuando estos pacientes desarrollan cardiomiopatia es imposible

distinguir entre DMB y cardiomiopatia asociada a DMD.[26]

La cardiomiopatia asociada a DMD se caracteriza por dilatacién ventricular izquierda y

falla cardiaca congestiva.

La presencia de los siguientes hallazgos clinicos nos hacen sospechar de Cardiomiopatia
asociada a DMD:
e Cardiomiopatia dilatada con falla cardiaca congestiva, presente entre los 20 y 40
afios de edad en los hombres y en edades mas tardias en mujeres.
e Generalmente no hay evidencia clinica de enfermedad en musculo esquelético;
puede ser clasificado como Distrofia Muscular de Becker subclinico.

e Progresion rapida a la muerte en hombres y progresién lenta en mujeres.

Las mujeres portadoras de mutaciones en el gen DMD tienen riesgo incrementado a

padecer esta cardiomiopatia[4].

Datos Moleculares de Las Distrofinopatias

En los pacientes con DMD y DMB el fenotipo se correlaciona con el grado de expresién de

distrofina, lo cual estd determinado por la regla del marco de lectura [27, 28].
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Pacientes con DMD tienen mutaciones que no conservan el marco de lectura y en
consecuencia hay una ausencia de la proteina. En el caso de DMB las mutaciones
respetan el marco de lectura y por lo tanto se genera una proteina mas pequena que llega

a ser funcional; esta regla tiene una certeza del 91-92% [29-32].

Se sabe que el 53% de pacientes con distrofinopatia en nuestra poblacién presentan
deleciones del gen, dato que coincide con lo reportado en el resto de las poblaciones en
nuestro pais no se han reportado duplicaciones ni mutaciones puntuales[29][30,

31][32][29].

Por otra parte existen casos en los cuales hay cardiomiopatia asociada a DMD en donde
no hay alteraciones a nivel de musculo esquelético y se originan por mutaciones que
producen afeccién del promotor muscular; sin embargo promotores alternativos son
activos en musculo esquelético, con lo cual la expresién de distrofina es suficiente para
prevenir los sintomas del musculo esquelético [18, 33].Esta cardiomiopatia también se
puede originar por alteracién en dominios de la proteina que son de gran importancia
para el funcionamiento del musculo cardiaco [34]. También se han observado alteraciones
en la conduccion cardiaca en pacientes con distrofinopatias esto relacionado a la
expresion disminuida de canales de sodio cardiacos secundario a la deficiencia de

distrofina [35].
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Métodos Diagnosticos de las Distrofinopatias

Para hacer el diagndstico de esta enfermedad, se realizan una serie de pasos que se
inician con una evaluacién clinica completa, enfocandonos en la forma de inicio,
distribucién de la debilidad muscular y patrén de herencia; se realizan niveles de CPK y
electromiografia para diferenciar si es un proceso neuropatico o miopatico. La biopsia de
musculo esquelético se realiza para detectar cambios no especificos de las fibras
musculares como variacion en el tamafo de las fibras, necrosis focal y regeneracién,
hialinizacién y en etapas tardias depdsito de tejido conectivo y de grasa [36][37]. Por otra
parte se realiza la inmunofluorescencia de biopsia de musculo esquelético para observar

el nivel de expresion de la proteina en el tejido.

Combinando las caracteristicas clinicas de la enfermedad con los estudios de gabinete y la

inmunofluorescencia podemos tener una orientacién de la enfermedad.[38-40].

En la actualidad son muy empleadas las pruebas genéticas y moleculares en el diagndstico
de las distrofinopatias; dentro de estas tenemos prueba de Reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) multiple y la prueba de amplificacién por sonda dependiente de ligacién
multiple (MLPA), una ventaja de esta ultima es la capacidad de identificar grandes
deleciones y duplicaciones; otra técnica es la identificacién de mutaciones puntuales por
secuenciacion, pero la complejidad de esta técnica y sus altos costos la hacen poco
accesible [41, 42].Es importante destacar que estas técnicas son empleadas de manera

rutinaria en paises de Europa y en Estados Unidos; sin embargo en México la utilizacién de
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éstas como parte del diagndstico se realiza en muy pocos centro; por lo que en nuestro
pais continua siendo la inmunofluorescencia de biopsia de musculo esquelético la primer
técnica de abordaje para confirmar el diagndstico de estas enfermedades después de la

clinica y la realizacién de CPK sérica.

La biopsia de musculo por su parte es una técnica invasiva, la mayoria de veces se lleva a
cabo en un quiréfano con anestesia general (debido a que muchos de los pacientes son
ninos), asi mismo es un procedimiento doloroso que deja cicatriz y muchas veces dificil de
realizarla; también es importante recordar que estos pacientes son mads susceptibles a
presentar complicaciones e incluso muerte por los agentes anestésicos.; por lo que se han
buscado alternativas que sean menos invasivas, menos costosas y mas sencillas de

realizar.

En 1995 A. Marbini, y colaboradores publicaron un articulo en el cual proponian la
expresion de distrofina en biopsia de piel como alternativa diagndstica en pacientes con
distrofinopatia; dentro de los resultados encontraron que la distrofina estaba ausente en
las biopsias de los pacientes con DMD estaba disminuida en los pacientes con DMB vy
normal en el resto de los pacientes. Pero el nUmero de pacientes fue muy reducido;[43]
posteriormente el mismo grupo de trabajo investigd la distribucion de proteinas cito
esqueléticas en biopsia de piel de pacientes con DMD/DMB vy pacientes con diversas

enfermedades neuromusculares; proponiendo a la biopsia de musculo liso como
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complementaria a la biopsia de musculo estriado para el diagndstico de distrofinopatias.

[14]

En el 2002 Niyama y colaboradores estudiaron la expresion de la proteina distrofina en la
biopsia de piel de pacientes con enfermedades neuromusculares, observando expresion
normal de distrofina en pacientes con enfermedades neuromusculares diferentes a
distrofinopatias; en el caso de los pacientes con DMD/DMB la expresion de distrofina
estaba ligeramente disminuida, con estos resultados los autores sugirieron que la biopsia
de piel era muy util en el diagndstico de distrofinopatias y podria ser utilizada en etapas

avanzadas de la enfermedad. [44] Sin embargo el numero de pacientes fue muy reducido.

En el 2009 Tanveer y colaboradores realizaron un estudio para evaluar el papel de la
biopsia de piel en el diagndstico de distrofinopatias y validar esta prueba para ver su
utilidad como prueba complementaria/remplazo de la biopsia de musculo; en sus
resultados obtuvieron expresién de la proteina distrofina muy similar en la biopsia de piel
comparando con la expresion de esta proteina en la biopsia de musculo; a diferencia del
estudio realizado por Niyama, estos autores no encontraron diferencia en la
inmunohistoquimica para los diferentes dominios en pacientes con DMD, diciendo que

sus resultados son prometedores; pero no concluyen nada en definitivo[45].
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Si bien existen antecedentes acerca de la utilidad de la expresién de distrofina en la
biopsia de piel, son muy pocos estudios y son poco contundentes al respecto y ninguno

de los estudios es en poblacién mexicana.

Asi mismo como se menciond anteriormente el diagndstico de estas enfermedades es

muy complejo, ya que una solo prueba no basta para establecer el diagnéstico definitivo.

En nuestro pais alin son poco accesibles los estudios moleculares para toda la poblacion,

motivo por el cual es importante la busqueda de nuevas estrategias menos invasivas y

costosas que nos ayuden a determinar el diagndstico de las distrofinopatias.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las distrofinopatias son las distrofias musculares mas frecuentes en nifios; a pesar de que
existen diversas técnicas moleculares y genéticas para realizar el diagndstico definitivo de
estas enfermedades, en nuestro pais son muy pocos centros en los que se realizan. La
inmunfluorescencia indirecta en biopsia de musculo esquelético junto con la clinica y los
estudios de gabinete continta siendo el estandar de oro para su diagndstico; sin embargo
ésta es una técnica invasiva, que en muchas ocasiones requiere anestesia general,
trayendo muchas complicaciones a los pacientes. Por su parte hay estudios en los cuales
se sugiere que la biopsia de piel puede ser una buena alternativa a la biopsia de musculo
esquelético; tomando en cuenta que es una técnica menos invasiva y mas facil de realizar,
en este estudio nos interesa ver la correlacidn entre la expresién de distrofina en biopsia

de musculo esquelético y biopsia de piel de los pacientes con distrofinopatia.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existird correlaciéon entre la expresién de la proteina distrofina en musculo esquelético y

la expresidn de distrofina en biopsia de piel de pacientes con distrofinopatia?
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JUSTIFICACION

El uso de la genética molecular en medicina y sobre todo en el diagndstico de
enfermedades neuromusculares, ha generado un cambio y un avance muy drastico e

importante. [46] [7]

Las distrofinopatias se diagnostican por las manifestaciones clinicas, hallazgos de estudios
paraclinicos (CPK), analisis de DNA y el andlisis de inmunofluorescencia en biopsia
muscular que corrobora la ausencia o deficiencia de la proteina [38, 47, 48][49][50]; sin
embargo ésta ultima es una técnica invasiva, dolorosa, que requiere anestesia general y
no siempre se cuenta con el equipo ni los especialistas necesarios para realizarla; asi como
la necesidad de un equipo de microscopio sofisticado hacen que en ocasiones no sea
accesible en todos loe Centros; por otra parte se ha reportado disminucién en la expresion
de la proteina distrofina en musculo liso de pacientes con distrofinopatia; por lo cual es
importante tener una prueba menos invasiva en la que se requiere menos tiempo para su
realizacion, asi como ser menos dolorosa e invasiva y utiliza un equipo de microscopia
menos complejo (de luz blanca). Por lo anterior es necesario primero determinar si existe
correlacién en la expresion de la proteina distrofina de ambos tejidos en pacientes con
diagndstico posible de distrofinopatia (realizado Unicamente por clinica y estudios de
gabinete) y en pacientes con un diagndstico de certeza (realizado por clinica y MLPA).

[51, 52] [44, 45]
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OBIJETIVOS:

OBIJETIVO PRINCIPAL:

* Determinar la correlacién entre la expresidon de distrofina en biopsia de musculo
esquelético y la expresion de distrofina en biopsia de piel de pacientes con

distrofinopatia.

OBIJETIVOS SECUNDARIOS:

* Determinar la expresién de distrofina por inmunohistoquimica en biopsia de piel
de pacientes con sospecha clinica de distrofinopatia (Distrofia muscular de

Duchenne/Becker).

* Determinar la expresion de distrofina por inmunofluorescencia en biopsia de
musculo esquelético de pacientes con sospecha clinica de distrofinopatia

(Distrofia muscular de Duchenne/Becker).

* Correlacionar los resultados obtenidos de la expresién de distrofina en biopsia de

piel y musculo de los pacientes con sospecha clinica de distrofinopatia.

* Realizar MLPA para la determinacion de eliminacidon o duplicacion en el gen de

distrofina.
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MATERIAL Y METODOS:

DISENO DEL ESTUDIO

Descriptivo y transversal.

POBLACION A ESTUDIAR

En el presente estudio se incluyeron pacientes consultados del servicio de Genética,
Neurologia y especialidades afines del Hospital Centro Médico Nacional XX de Noviembre,
del Hospital General de Durango, del Hospital Centro Médico Nacional La Raza-IMSS, del
CREED de Durango y Asociaciones de Distrofia Muscular en México (Guadalajara,
Chihuhua), asi como de centros que refirieron a pacientes, en quienes se sospechd

distrofia muscular de Duchenne/Becker.

TAMANO DE MUESTRA

Tamaio de la muestra no probabilistico por conveniencia.

Todos los pacientes con diagndstico clinico de distrofia muscular de Duchenne/Becker que

acudieron a consulta en el periodo de abril del 2010 a abril del 2011. (30 pacientes).

Criterios de Inclusion:

e Pacientes con sospecha clinica de distrofia muscular de Duchenne/Becker a los
que se les realizé biopsia de piel y musculo.

e Pacientes que aceptaron participar en el estudio.
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Pacientes con sospecha de Distrofia Muscular de Duchenne:

e Pacientes que presenten debilidad muscular simétrica proximal progresiva (mayor

afeccidn de miembros inferiores que de miembros superiores)
e Pseudohipertrofia de gastrocnemios
e Incremento de Creatinin cinasa sérica mas de 10 veces del nivel basal

e Pacientes que se encuentren en silla de ruedas a los 12 afios

Pacientes con sospecha de Distrofia Muscular de Becker

e Debilidad muscular proximal simétrica

e Conservacion de fuerza muscular el musculos flexores del cuello
e Pseudohipertrofia de gastrocnemios

e Silla de ruedas mas de 16 afios

e Incremento de nivel creatinin cinasa sérica 5 veces mas del nivel basal

Subclinico:

e Incremento de creatinin cinasa sérica
e Hipertrofia de gastrocnemios
e Mialgiay calambres

e Mioglobinuria
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Cardiomiopatia dilatada

Criterios de Exclusion

e Pacientes conocidos con Distrofia muscular de Duchenne que acudieron a consulta

y que ya habian sido previamente estudiados.

Criterios de Eliminacion

e Pacientes en los cuales la muestra fue inadecuada, mal transportada al sitio de

procesamiento o mal procesada.

Evaluacion clinica:

En cada paciente se realizd una evaluacion inicial que incluyé la realizacion de una historia
clinica completa con el relato detallado de los antecedentes familiares, personales y
patoldgicos, asi como de las manifestaciones musculares. Ademads se realizé una
exploracién fisica-neuroldgica completa con determinacién exacta de la distribucion y el

grado de la afecciéon muscular.

Se tomaron en cuenta datos clinicos incluyendo: género, edad, lugar de nacimiento y
residencia, ocupacion, exposicion a toxicos, antecedentes familiares de patologia
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muscular, escolaridad, edad de inicio de manifestaciones, primeros sintomas y evolucién
de los mismos, posibilidad de factor desencadenante, fecha de diagndstico, distribucién
de la afeccion muscular y su grado, la presencia de manifestaciones cardiacas y/o
respiratorias. Los datos clinicos fueron escritos en un formato Unico de recoleccion de

datos. (Anexo 1)

En cada caso identificado se realizd arbol genealdgico con antecedentes familiares de

mismas manifestaciones para posterior analisis genético.

Estudios paraclinicos

Se solicitaron niveles séricos de CPK. No se excluyeron a los pacientes que n contaban con

niveles de CPK

Biopsia de musculo esquelético y piel: Previa firma de consentimiento informado (anexos
2 y 3) a todos los pacientes se les realizé una biopsia de musculo esquelético abierta y de
piel en un mismo tiempo quirdrgico y en el mismo sitio ambas (cuadriceps o musculo
deltoides), mediante anestesia local. Se obtuvieron muestras de musculo estriado y piel
para andlisis por inmunofluorescencia e inmunohistoquimico respectivamente y en caso
de que fuera factible se tomd muestra de sangre (3ml) en tubo con EDTA para extraccion

de DNA vy analisis molecular por técnica de MLPA.

El andlisis inmunohistoquimico de la distrofina se realizé en biopsias de piel normales y se

estandarizo la técnica.
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Previa firma de

Historia Clinica

Pacientes con
diagndstico probable
de distrofinopatia

consentimiento informado

 —

Biopsia de musculo y

Biopsia de piel
inmunohistoquimica

Andlisis de
resultados por 2
personas diferentes

Biopsia de musculo
inmunofluorescencia

Analisis de
resultados por 2
personas diferentes

Toma de 3ml de
sangre con EDTA

Extraccién de DNA

MLPA

CPK
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ESCALA DE MEDICION

Se realizd estandarizacién de expresion inmunohistoquimica de distrofina en biopsias de

piel y musculo de pacientes sin distrofinopatia y posteriormente se compararon las

biopsias de musculo y piel de pacientes con distrofia muscular de Duchenne/Becker y se

determind si existe expresion, si esta normal, disminuida o ausente (cualitativamente).

Nivel de expresion Reflejo

+++ Normal

+4- Disminucién moderada
4o Disminucién marcada

Ausente

El andlisis de las biopsias se realizé por 2 personas diferentes de manera cegada e

independiente.

Se realizara la prueba estadistica de indice de kappa para observar concordancia entre los

observadores, también se realizara la prueba de correlacién de Pearson.
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MLPA:

Se realiz6 toma de sangre con EDTA para extraccion de DNA y realizacidon de técnica de
MLPA y se analizaron los 79 exones y se observd si hay presencia de deleciones o

duplicaciones en el gen.
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Técnicas de fijacion de biopsias por congelacion

Las biopsias se trasladaron a nuestro laboratorio.

1) En un vaso metalico se coloca isopentano y se mete en nitrégeno liquido para que
precipite.

2) Se corta un pedazo de corcho de 1cm x 1cm ademds de un pedazo de acetato

3) Sobre el corcho instalado se coloca 1 gota de tissueteck y colocar la biopsia sobre
este.

4) Con el isopentano precipitado dejar caer la biopsia montada en el frasco metalico
con isopentano y dejarla alrededor de 3min.

5) Sacar la biopsia del vaso y colocarla en un tubo (membretado)

6) Dejar el tubo en refrigerador a -70°C.

7) Corte de biopsia en criostato, los cortes seran de 7micras

La técnica de fijacion y los cortes se realizaron con la misma técnica independientemente

de que se trate de biopsia de piel o biopsia de musculo esquelético.

En el caso de las biopsias de piel al momento de fijarlas, se fijaron de tal forma que todas

las capas de la piel se encontraran en direccion transversal con respecto al corcho.

Técnica de inmunofluorescencia indirecta

1) Preparar la cdmara hiumeda con agua bidestilada
2) Etigquetar cada laminilla (control negativo, control positivo, Dys 2(extremo

carboxilo), Dys3 (extremo amino) y DysR(dominio en barra))
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3) Limitar el contorno con pluman hidréfobico

4) Agregar 1ml de solucién blogqueadora a cada laminilla y dejarlo por 1 hora

5) Diluir el anticuerpo primario de distrofina(dilucién de anticuerpo primario Dys
2y Dys 3 1:250ul y Dys R 1:200ul).

6) Adicionar 300 microlitros de dilucidn a la laminilla correspondiente y PBS al
control negativo

7) Dejar el anticuerpo primario 1 hora

8) Retirar el anticuerpo primario con PBS al 1X mediante 2 lavados: uno rapido y
el segundo de 10 minutos

9) Diluir el anticuerpo secundario anti-ratén Cy3 en PBS (Dilucién 1:250pl)

10) Con la luz apagada adiciono 200-500 microlitros de anticuerpo secundario a
cada laminilla y dejar 1 hora.

11) Hacer 3 lavados con PBS de 10 minutos el primer y segundo lavado y 15
minutos el tercero.

12) Retirar el exceso de PBS

13) Poner 1 gota de Vectashield con DAPI

14) Poner cubreobjetos y se sella la laminilla con esmalte

15) Ver al microscopio.

16) Guardar las laminillas a 4°C protegiéndolas de la luz.

El andlisis inmunohistoquimico de la distrofina se realizd6 en biopsias de piel normales

para estandarizar técnica.
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Técnica de inmunohistoquimica con peroxidasa

Se utiliza el Kit Comercial DakoCytomation LSAB2 System HRP.

Con las biopsias de piel montadas es portaobjetos con Poly L lisina.

1. Se colocan las laminillas en una cdamara humeda.

2. Se traza una linea en el extremo superior de los tejidos y otra en el extremo
inferior con plumdn hidrofdbico y se etiqueta cada laminilla (control negativo,
Extremos Carboxilo, extremo amino y dominio Rod)

3. Se realiza bloqueo con peroxidasa. Con el frasco etiquetado como “PEROXIDASE
BLOCK” se aplican gotas sobre nuestro tejido, la suficiente cantidad como para que
guede bien cubierto, se deja por media hora, posteriormente se hace 1 lavado
rapido con PBS al 1% y se vuelve a cubrir nuestro tejido con “PEROXIDASE BLOCK”
por media hora mas.

4. Se realiza lavado rapido

5. Se realiza bloqueo por 1 hora con solucién bloqueadora (Albumina al 5%, suero
fetal al 0.5%, Tritén al 0.5% y gelatina al 0.05%)

6. Se incuba con anticuerpo primario por 1 hora. (Anticuerpos monoclonales
primarios de laboratorios VECTOR, No. Catdlogos: VP-D508, VP-D505 y VP-D507)
Las diluciones de los anticuerpos primarios son:

a. Extremo carboxilo 1:250.
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b. Extremo amino 1:250.
c. Dominio Rod 1:200.
7. Serealizan 3 lavados de 5, 10 y 15 minutos con PBS 1%
8. Se aplican gotas de frasco etiquetado como “BIOTINYLATED LINK”, se incuba 11min
y posteriormente se realizan 3 lavados rapidos de las laminillas.
9. Se aplican gotas del frasco etiquetado como “STREPTAVIDIN-HRP”, se incuba
11min y posteriormente se realizan 3 lavados rapidos de las laminillas.
10. Se prepara Solucion DAB y posteriormente se aplican gotas para que cubran los
tejidos, se incuba por 10min y se lava con agua destilada.
11. Se montan las laminillas con entellan.
12. Se pone cubreobjetos.
13. Se observan al microscopio.

Extraccion de DNA

Método modificado de Gustinchich S. y colaboradores.

1) Se toma una muestra de sangre (5-10 ml) en un tubo con EDTA como
anticoagulante.

2) Se colocan 300ul de sangre en un tubo Eppendorf de 1.5ml estéril.

3) Se afiaden 600ul de DTAB al 8% (Sigma) (1.5M, EDTA 50Mm, Tris 100Mm pH
8.7) al tubo Eppendorf con sangre. Se mezcla y calienta en termoblock a 65°C
durante 5 minutos.

4) Se afiaden 550l de Cloroformo al 100% y se agita manualmente con fuerza

durante 5 minutos.
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5) Se centrifuga a 13, 000 rpm durante 10 minutos.

6) Después de la centrifugacién quedaran 2 fases: una fase proteinica al fondo del
tubo y una fase acuosa transparente en la superficie, la fase acuosa se
transfiere a un nuevo tubo Eppendorf del mismo volumen sin tomar particulas
de la fase proteinica.

7) Al nuevo tubo con la fase acuosa se le afiaden 100ul de CTAB al 5% (Sigma)
(NaCl 0.4M), se mezclan y se afiaden 750u de H,0 estéril (ampolleta). Se
mezcla despacio hasta que las fases se mezclan, se dejan reposar durante 10
minutos a temperatura ambiente.

8) Se centrifuga a 1000rpm durante 5 minutos.

9) Se descarta el sobrenadante y se conserva el precipitado.

10) Al nuevo tubo con el precipitado se le afiaden 200ul de NaCl 1.2M, se re
suspende el precipitado y se agregan 850ul de etanol al 100% frio, mezclar y
dejar precipitar en frio durante 10 minutos.

11) Centrifugar a 10, 000 rpm durante 5 minutos.

12) Descartar sobrenadante y conservar precipitado. Agregar 500ul de Etanol al
70%.

13) Centrifugar a 10, 000rpm durante 5 minutos y repetir el lavado con etanol al
70% una vez mas y centrifugar en las mismas condiciones.

14) Descartar el sobrenadante y conservar el precipitado, secar el precipitado en
un secador al vacio o en un lugar a temperatura ambiente.

15) Resuspender el precipitado en H,0 estéril o TE.
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16) Se cuantifican las muestras en Nano Drop 1000 para dejar las muestras en una
concentracién de DNA de 100ng/pl.

Técnica de MLPA

1. Desnaturalizacion del DNA (DIA 1)

a. Marcar tubos de 0.2ml

b. Agregar 5ul de DNA de trabajo a cada tubo (o TE/H,0 para la reaccion
control)

c. Colocar los tubos en el termociclador e iniciar el programa de MLPA (ver
posteriormente el programa): desnaturalizar la muestra de DNA por 5
minutos a 982 C y enfriar las muestras a 252 C antes de abrir el
termociclador

2. Reaccidn de hibridacion (dia 1)

a. Preparar mezcla maestra de hibridaciéon que contiene para cada reaccion:
1.5ml de buffer de MLPA (tapa amarilla) + 1.5ul de mezcla de sonda (tapa
negra). Mezclar bien pipeteando o con vortex. Cuando el termociclador
alcance 252 C, agregar 3 ul de mezcla maestra de hibridacién a cada tubo
muestra. Mezclar bien pipeteando hacia arriba y hacia abajo

b. Continuar el programa de termociclador: Incubar 1 minuto a 950 C,
posteriormente 16-20hrs a 60° C.

3. Reaccion de ligacion (dia 2)
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Preparar mezcla maestra de ligasa, para cada reaccién: 3uL de buffer A
Ligasa-65 (tapa transparente) + 3uL de buffer B Ligasa-65 (tapa blanca) +
25uL de agua destilada. Mezclar bien pipeteando o por vortex.

Agregar 1yl de Ligasa-65 (tapa verde) a cada reaccion de mezcla maestra
de ligasa. Mezclar bien pipeteando hacia arriba y hacia abajo.

Continuar el programa del termociclador: pausarlo a 54° C.

Cuando las muestras estén a 54° C, agregar 32 pl de mezcla maestra de
ligasa a cada tubo de reaccién. Mezclar pipeteando hacia arriba y hacia
abajo.

Continuar el programa de termociclador: 15 minutos de incubacién a 54° C
(para ligacidn) seguido de 5 minutos a 98°C para inactivacién por calor de la

enzima Ligasa-65 y pausar el programa a 15°C

4. Reaccidon de PCR (dia 2)

a.

Marcar nuevos tubos para la reaccion de PCR.

Preparar la mezcla de buffer de PCR que contiene para cada reaccién: 4pl
de buffer PCR SALSA + 26ul de agua destilada. Mezclar bien con el vortex.
Agregar 30 ul de mezcla de PCR buffer a cada tubo nuevo.

A temperatura ambiente transferir 10ul de cada producto de ligacion a
cada tubo de PCR correspondiente.

Preparar mezcla maestra de polimerasa agregando para cada reaccion: 2ul

de primers de PCR SALSA (tapa café) + 2ul de enzima dilucién buffer SALSA
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(tapa azul) + 5.5ul de agua destilada + 0.5ul de polimerasa SALSA (tapa
naranja).
f.  Mezclar bien pipeteando arriba y abajo, no con vortex. Almacenar en hielo
hasta que se use.
g. Continuar el programa de termociclador: pausa a 602 C y poner los tubos
de PCR en el termociclador.
h. Mientras estos tubos se encuentran en el termociclador a 602 C, agregar
10ul de mezcla de polimerasa a cada tubo. Mezclar pipeteando hacia arriba
y hacia abajo y continuar el programa de termociclador inmediatamente:
35 ciclos: 30 segundos a 952 C; 30 segundos a 602 C, 60 segundos a 722 C.
Terminar con 20 minutos de incubacién a 722 C y posteriormente pausar a
152 C.
Programa de PCR para reaccién de MLPA
Separacion de fragmentos
e Posterior a la reaccidon de PCR, mezclar 0.7ul de reaccién de PCR + 0.2ul de tamafio
standard LIZ + 9ml de formamida. Sellar el plato de inyeccién e incubar por 2

minutos a 80¢ C.
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RESULTADOS

En el presente proyecto se obtuvo un total de 46 pacientes, de los cuales cuatro de los
pacientes provinieron de la Asociacidon de Distrofia Muscular de Guadalajara, siete del
Centro Médico Nacional “La Raza”, 31 de la Asociacion de Distrofia Muscular de
Chihuahua vy seis del Hospital General de Durango. Del total de pacientes obtenidos, 21

pacientes se excluyeron del estudio; quedando un total de 27 pacientes (Grafica 1).

PACIENTES INCLUIDOS

16
27 21
5
M INCLUIDOS
i EXCLUIDOS

M MAL PROCESAMIENTO
H MAL TRANSPORTE

Grafica 1. Se muestra el total de pacientes que se reclutaron en un inicio para el estudio y
cuantos se excluyeron y los motivos por los cuales fueron excluidos.
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Con el objetivo de tener la caracterizacion clinica de nuestro universo muestral,
consideramos importante enmarcar las principales manifestaciones los pacientes
incluidos, ya que estas caracteristicas pueden correlacionarse con la presencia, deficiencia
o ausencia de niveles de expresién de distrofina en las biopsias de musculo esquelético y
piel. Del total de pacientes que se estudiaron cinco tenian sospecha de DMB y formas
leves de distrofinopatia por clinica y 21 tuvieron sospecha de DMD y en un paciente no se
pudo determinar el fenotipo. La mayoria de los pacientes con sospecha de DMD
presentaron sintomas de la enfermedad a edades tempranas (3.16 afios en promedio) con
retraso en el inicio de la de ambulacién y caidas frecuentes. De los pacientes con DMB y
formas leves de la enfermedad, la edad de inicio de sintomas fue a los 17 afios con

debilidad muscular.

En la tabla 1 se engloban las principales caracteristicas clinicas encontradas en los
pacientes; podemos observar que en la mayoria de ellos la edad a la que se tomd la
biopsia fue a los 13.9 afos, cuando la enfermedad esta ya en estadios avanzados;
haciendo dificil el andlisis de la misma debido a que a esta edad la mayoria de los
pacientes presentan mucha sustitucion de musculo por tejido conectivo y tejido celular
subcutaneo. Contrario a lo escrito en la literatura, solo uno de los pacientes presentd
antecedentes familiares de distrofinopatia (3.2%) y el resto de los pacientes (96.8%) fue

por mutacion de novo.
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Cinco pacientes tuvieron pérdida de la deambulacién y el resto tuvo alteraciones en la
marcha; cuatro de los pacientes con pérdida de la de ambulacién tuvieron la sospecha
clinica de DMD y en uno de ellos no se determind el diagndstico. En seis pacientes (24%)
se presentd alteraciones del aprendizaje. En cuatro pacientes (14.81%) se encontrd
escoliosis, dos de los cuales se encontraban en silla de ruedas; otra alteracion encontrada

fue quiste aracnoideo, que no es caracteristico de la enfermedad.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Numero Edad de Diagn(’)sticob Antecedentes Perdida Alteracion en Alteraciones Niveles de
Paciente biopsia® familiares de ambulaciéon Aprendizaje sistémicas CPK
1 17 DMB NO NO NO
600
2 8 DMD NO NO NO
3 67 ND NO Sl NO
4 11 DMD NO NO NO
9000
5 8 DMD NO NO SI
10000
6 19 DMD NO Sl S|
3000
7 14 DMD NO SI SI ESCOLIOSIS
8 37 DMB NO NO NO CARDIOPATIA
1600
9 14 DMD S| Sl S| ESCOLIOSIS
10 27 FORMAS LEVES NO NO NO
11 10 DMD NO NO NO
12000
12 10 DMD NO Sl NO
7000
13 12 DMD NO NO NO
7708
14 10 DMB NO NO NO
77
15 2 DMD NO NO Sl
2971
16 11 DMD NO NO NO
5460
17 1 DMD NO NO NO
16000
18 8 DMD NO NO NO
13145
19 8 DMD NO NO NO
4714
20 8 DMD NO NO NO
21 7 DMD NO NO NO
8007
22 25 FORMAS LEVES NO NO NO
10726
23 9 DMD NO NO NO ESCOLIOSIS
12689
24 8 DMD NO NO NO
18886
25 8 DMD NO NO S|
26 9 DMD NO NO NO ESCOLIOSIS
8815
27 9 DMD NO NO NO QUISTE ARACNOIDEO
9725

®La edad a la que se tomé la biopsia coincide con la edad actual del paciente.

®La presentacion clinica de los pacientes se clasificé en distrofia muscular de Duchenne (DMD), distrofia muscular de Becker (DMB), formas leves
y no determinado (ND).
41



Posteriormente ya que se realizd la Historia Clinica y Exploracidn Fisica a cada uno de los pacientes, se procedid a
la toma de biopsia de musculo esquelético y de piel en un mismo tiempo quirlrgico, todas las biopsias se
realizaron de forma ambulatoria con anestesia local por un médico especialista; las biopsias se tomaron del
musculo cuddriceps o del musculo deltoides de manera indistinta. A todas se les realizd la técnica de tincién de

hematoxilina-eosina para valorar la morfologia general de las fibras de musculo esquelético y de la piel (Figuras 1

y 2).

Figura 1. Técnica de Tincién de hematoxilina-eosina. a) Biopsia de musculo de control en donde se observa tejido
muscular con tamafio de fibras simétrico y nucleos en la periferia. b) Biopsia de musculo de paciente niumero 26,
se observan fibras asimétricas, con infiltraciéon de tejido conectivo y tejido celular subcutaneo (flecha) asi como
centralizacidon de nucleos. c) Biopsia de musculo de paciente nimero 12, se observa abundante sustitucién de
tejido muscular por tejido celular subcutaneo, asi como deformaciéon de las fibras musculares (flecha) y
centralizacién de los nucleos.

Con esta técnica pudimos observar cambios en los pacientes con distrofinopatia, los cuales consistieron
principalmente en el cambio del tamafio y forma de las fibras musculares, centralizacién de los nucleos y
sustitucion de tejido muscular por tejido conectivo y tejido celular subcutaneo; siendo mas evidentes estos

cambios en pacientes con enfermedad en estadios avanzados.(Figuralayb)
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Se realizd tincidon de hematoxilina-eosina en piel, no se observaron cambios en los pacientes con distrofinopatia

en comparacion con la piel de controles (Figura 2 ).

Figura 2. Técnica de Tincion de hematoxilina-eosina a) Biopsia de piel control, se observan todas las capas de la

piel con sus nucleos. b) Biopsia de piel de paciente nimero 9, observamos todas las capas de la piel.

Una vez que se realizé la técnica de hematoxilina-eosina de las biopsias de musculo y piel de los pacientes, se
procedid a realizar la técnica de inmunofluorescencia indirecta de los cortes de las biopsias. Esta técnica en
musculo esquelético se tenia previamente estandarizada, por lo cual no hubo ningln contratiempo al momento
de realizarla; en el caso de la piel la técnica no estaba estandarizada, asi que se realizaron diversos experimentos
con modificaciones entre ellos para encontrar las condiciones dptimas, pero se observd que con la técnica de
inmunofluorescencia indirecta habia mucho fondo generado por inmunofluorescencia inespecifica y ademas se

perdia la estructura normal de la piel lo que hacia imposible su andlisis (Figura 3), por lo cual se decidié cambiar
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de técnica a inmunohistoquimica con peroxidasa debido a que con ésta se puede hacer una localizacién mas

precisa de la reaccién, generando menor inespecificidad; para esto se utilizé un kit comercial.

Figura 3. Técnica de inmunofluorescencia indirecta de biopsia de piel. Se observa inmunofluorescencia
inespecifica en todo el tejido, no se distingue la estructura de la piel; solo se diferencian unos nucleos que
pudieran corresponder a epidermis (flecha).
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Para valorar si eran comparables las técnicas de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica, se realizaron ambas
técnicas en musculo esquelético de algunos pacientes y controles y se observd que si eran equiparables (Figura
4), motivo por el cual se decidio utilizar la técnica de inmunofluorescencia para las biopsias de musculo (debido a
gue se tenian los recursos para realizar inmunofluorescencia y no los kits necesarios para realizar

inmunohistoquimica a todas las muestras).

Figura 4. a) Técnica de Inmunohistoquimica con peroxidasa de musculo esquelético normal, se observa la
expresion de distrofina (de color café bien delimitado) en el contorno de las fibras musculares. b) Técnica de
Inmunofluorescencia indirecta en biopsia de musculo esquelético normal, se observa la expresién de distrofina en
el contorno de las fibras musculares.

Una vez que se tuvieron las inmunohistoquimicas de la piel y las inmunofluorescencias de musculo, todos los

cortes se valoraron por 2 observadores (Tabla2).
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Tabla 2. Comparacién de resultados de observacién de inmunofluorescencia de

observadores.

Observador 1

Observador 2

biopsia de musculo entre 2

Paciente D2 D3 DR D2 D3 DR
1 (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) (+++)
2 (+-) (+-) (++) (+-) (+-) (+-)
3 (+++) (++-) (+++) (+++) (++-) (+++)
4 (++) () () (++) () ()
5 (+-) () () (+-) () ()
6 () () () () () ()
7 (+--) (++4) (+++) (+--) (+++) (+++)
8 (+++) (++-) (+++) (+++) (++-) (+++)
9 (++) () () (++) () ()
10 (+-) ™I (+-) (+-) ™I (+-)
11 (+--) (+++) (+++) (+--) (+++) (+++)
12 () (+-) () () (+-) ()
13 () (+-) (+-) () (+-) (+-)
14 (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) (+++)
15 (++) (+-) (++) (++) ) )
16 (+++) (++4) (++-) (++4) (+++) (++-)
17 (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) (+++)
18 () (+-) () () (+-) ()
19 (++) (+-) (+-) (++) (+-) (+-)
20 () () () () () )
21 (+++) (++-) (+--) (++4) (++-) (+--)
2 (+-) (+-) (+++) (+-) () ()
23 () () (+-) () () (+-)
24 (+++) (++4) (++-) (++4) (+++) (++-)
25 () () (++) () () (++)
26 () () () () () )
27 () () (+-) () () (+-)

TMI* Tejido muy infiltrado

Al analizar las biopsias de musculo esquelético por 2 observadores de manera independiente y cegada,

concordaron el 100% de las observaciones.
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Tabla 3. Comparacidon de resultados de observacion de inmunohistoquimica de biopsia de piel entre 2

observadores.

Observador 1 Observador 2
Paciente D2 D3 DR D2 D3 DR
1 (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) (+++)
2 () () () () (=) )
3 (+++) (++-) (+++) (+++) (+--) (---)
4 () () () (++4) (=) ()
5 (+++) (+--) (+--) (+++) (+--) (+++)
6 () () () () () ()
7 (+--) (+++) (+++) (+--) (+++) (+++)
8 (+++) (++-) (+++) (+++) (++-) (+++)
9 () () () () (=) ()
10 (+++) () () (+++) () ()
11 (+--) (+++) (+++) (+--) (+++) (+++)
12 () () () () () ()
13 (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) (+++)
14 () (++) (+++) () (#+) ()
15 (+-) () () () () ()
16 (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) (---)
17 (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) (+++)
18 () () () () () ()
19 () () (+++) () (=) )
20 (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) (+++)
21 (+++) (++-) (+--) (+++) (++-) (+--)
22 (+++) (+--) (+++) (+++) (+--) (+++)
23 () () () () () ()
24 (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) (+++)
25 (+-) () (+-) (++) (=) )
26 () () () () () ()
27 () () (+-) () () ()
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En la biopsia de piel al analizarlas por 2 observadores de manera independiente y cegada hubo concordancia de

los resultados en 19 de los 27 pacientes que corresponde al 70%. Al realizar la prueba estadistica se observé que

esta concordancia fue de .438 con una p de 0.022 no significativa; concluyendo que hay concordancia moderada.

Una vez realizadas las comparaciones entre los observadores para cada una de las técnicas, se decidid buscar la

correlaciéon entre los resultados obtenidos en la biopsia de musculo y piel de cada uno de los pacientes; al hacer

esta comparacion hubo correlacion en 12 de las 27 muestras (44%) (Tabla 4). Haciendo el andlisis estadistico de

correlacion de Pearson se obtuvo una correlacidon de 0.378 con p de 0.52, con lo cual concluimos que no hay

correlacion.

Tabla 4.Comparacién entre los resultados obtenidos en las observaciones de biopsia de musculo y piel de cada

uno de los pacientes.

Biopsia musculo Biopsia piel
Paciente D2 D3 DR D2 D3 DR
1 (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) (+++)
2 (+-) =) )| ) ) )
3 (+++) () ) | () () ()
4 (++) (=) ) | G ) )
5 (+-) (=) ) | ) ()
6 () ) == =) ()
7 (+--) (+++) (+++) (+--) (+++) (+++)
8 (+++) (++-) (+++) (+++) (++-) (+++)
9 (++) S T S R B N o B (o)
10 (+-) (=) )| e ) ()
11 (+--) (+++) (+++) (+--) (+++) (+++)
12 () S R 5 T S B O8] ()
13 (--) (+--) (+--) (+++) (+++) (+++)
14 (+++) (+++) (+++) (--) (++-) (+++)
15 (++) S I o I B O ()
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16 (+++) (+++) (++-) (+++) (+++) (---)
17 (+++) (+++) (+++) (+++) (++4) (++4)
18 () =) | = ) ()
19 (++) =) ) | ) ) )
20 () (=) ) | ) () ()
21 (+++) (++- (+-- (+++) (++-) (+--)
22 (+--) (+-- (+++) (+++) (+-) (+++)
23 () I e ()
24 (+++) (+++) (++- (+++) (++4) (++-)
25 () (=) | ) ) ()
26 () ) =) ) ) ()
27 () =) e ) () (+-)

Con los datos obtenidos en nuestro estudio observamos que hay correlacion moderada entre ambas técnicas vy
gue por lo tanto la biopsia de musculo esquelético continua siendo el estdndar de oro en el diagndstico de las
distrofinopatias en nuestro pais; ahora bien hay que tomar en cuenta que la mayoria de los pacientes llegan al
especialista y se les realiza la biopsia de musculo a edades avanzadas y esto al momento de analizar la biopsia
trae complicaciones debido a que ya hay mucha infiltracién del musculo por tejido conectivo y tejido celular
subcutaneo; esta infiltracién hace dificil la interpretacién de los resultados ya que se genera una sefal de
fluorescencia muy intensa e inespecifica que se llega a confundir con la expresidon esperada o en muchas
ocasiones es tanta la sustitucidn del tejido que es muy dificil encontrar fibras musculares y no se realiza una

adecuada interpretacion de la expresion de distrofina en estas biopsias (Figura 5).
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Figura 5. Técnica de inmunofluorescencia indirecta para distrofina en biopsia de musculo esquelético a) Paciente
17 en el cual se observa la expresion normal, las fibras estan bien delimitadas y simétricas, aun no hay infiltrado
de tejido conectivo. b) Paciente 9, observamos que hay fibras musculares de diferentes tamafios con forma es
irregular y observamos tejido celular subcutaneo sustituyendo a las fibras musculares normales (flecha blanca). c)
Paciente 10, observamos que hay mucho infiltrado de tejido celular subcutdneo sustituyendo a las fibras
musculares normales, nos queda duda que haya presencia de fibra muscular (flecha blanca).

Con lo anterior recalcamos la importancia de que el diagndstico se realice a edades tempranas para poder

obtener una biopsia adecuada y hacer un buen andlisis de la expresion de la proteina distrofina.

En México las distrofinopatias se diagnostican tardiamente, ya que generalmente solo se realiza una evaluacién
clinica que en ocasiones no es muy precisa, motivo por el cual no es facil tener un grupo de pacientes
clinicamente homogéneo; ademas de que hay distrofias musculares que clinicamente son muy similares a
distrofinopatia, pero a nivel molecular son otras las proteinas causantes de la enfermedad [42] . Por tal motivo,
en un grupo de pacientes se realizo la técnica de MLPA a algunos de los pacientes cuando se tuviera acceso a la

muestra de sangre, esto con el fin de corroborar la presencia de deleciones y duplicaciones del gen y asi poder
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dar un diagnéstico definitivo de la enfermedad y poder correlacionar también en este grupo la deficiencia de la

distrofina en la biopsia de piel y musculo. (Tabla 5)

%se refiere al promedio de la expresién de distrofina en los 3 dominios en la biopsia de musculo.

Tabla 5. Datos moleculares de los pacientes con distrofinopatia

Numero de | Biopsiade  Biopsia MLPA Mutacién® Fenotipo
Paciente masculo®  de piel®
1 (--) (+-- DEL 52 No fase. DMD
2 (++-) (--) NEGATIVO DMD
3 (++-) (---) DUP 1,42 -43 No fase. DMD
4 (++-) (++- DEL 45-47 Fase DMB
5 (++-) (--) DUP 2 No fase. DMD
6 (+--) (++4) NEGATIVO Formas
leves
7 (++-) (++- NEGATIVO DMD
8 (+--) (+--) DEL 10 Fase. DMD
9 (+-) (--) DEL 5-6 No fase. DMD
10 (+-) (+--) NEGATIVO DMD
11 (--) (---) DEL 35 Fase. DMD
12 (---) (+++) NEGATIVO DMD
13 (--) (---) NEGATIVO DMD
14 (++-) (---) NEGATIVO DMD
15 (+--) (++-) NEGATIVO DMB
16 (++-) (+++) NEGATIVO DMD
17 (+--) (+++) Del 19 No fase DMD
18 (--) (---) DEL 51-54 No fase DMD

b . . .z . . .. . . .
se refiere al promedio de la expresién de distrofina en los 3 dominios de la biopsia de piel.
‘Efecto de la mutacién sobre el marco de lectura del gen: No fase- no respeta el marco de lectura del gen; Fase-Respeta el marco de

lectura del gen.
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Se analizé la muestra de DNA de 18 pacientes por medio de MLPA (Tabla 5); a partir de esto se obtuvieron nueve
(50%) resultados negativos; en siete (38.89%) pacientes se mostré delecidén y dos (11.1%) pacientes tuvieron
duplicacién. Del total de mutaciones encontradas, cuatro (44.44%) se localizaron en el punto caliente mutacional

menor (exdn 2-20) y uno mas se localizé en el punto caliente mayor (11.11%).

Considerando el resultado del analisis por la técnica de MLPA nueve (33.33%) de los pacientes incluidos en
nuestro estudio tuvieron el diagndstico definitivo de distrofinopatia y a 18 (66.66%) pacientes se les realizé el
diagnodstico de posible distrofinopatia. Del total de pacientes con diagndstico definitivo de distrofinopatia, en
cuatro (44.4%) hubo correlacion entre los niveles de expresion de proteina distrofina en la biopsia de piel y
musculo esquelético y en cinco (55.55%) pacientes no hubo correlacidn. Al aplicar la prueba estadistica de
coeficiente de correlacion de Pearson obtuvimos una correlacién de.132 con lo cual decimos que no existe

correlacién entre los niveles de expresidn de distrofina entre las biopsias.

La prueba de MLPA para el paciente dos resultd negativa; al comparar éste resultado con la expresion de
distrofina en biopsia de musculo esquelético y piel, encontramos disminucién marcada y ausencia de la expresién
de la proteina respectivamente, con estos resultados hacemos el diagnéstico de posible DMD; lo cual hace
complejo el asesoramiento genético, debido a que a pesar de que no se encontraron duplicaciones/deleciones
del gen, no se puede descartar que existan mutaciones puntuales no identificadas por esta técnica. Por otra parte
si solo tomamos en cuenta la biopsia de musculo observamos que hay disminucion leve de la expresion de
distrofina, que en dado caso de que la clinica no fuera sugerente del diagndstico tendriamos que sospechar otro

tipo de distrofia muscular; si tomamos en cuenta los resultados de la biopsia de musculo esquelético y la biopsia
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de piel, a pesar de que resultados no concuerdan, ambos nos orientan a una alteracién en la expresion de la

proteina.

En el paciente seis la prueba de MLPA fue negativa, nos enfrentamos al mismo problema que el paciente anterior,
debido a que en la biopsia de musculo hay disminuciéon de la expresion moderada, pero este resultado no
concuerda con la biopsia de piel cuya expresién es normal; si tomamos en cuenta que fenotipicamente el
paciente se clasificé como forma leve de la enfermedad, podria caber la posibilidad de pensar en otro tipo de
distrofia. Este tipo de situaciones hace dificil el asesoramiento genético de los pacientes, ejemplificando asi que el
abordaje y diagndstico no siempre es tan sencillo aun cuando se cuenta con multiples herramientas para su
diagndstico; un fendmeno que nos podria explicar la falta de concordancia entre la biopsia de piel y misculo son

los fendmenos de procesamiento alternativo que se llevan a cabo en el gen.

En los pacientes 7 y 8 observamos que a pesar de que el MLPA es negativo, la expresién de distrofina en las
biopsias tuvo disminucidn leve y moderada respectivamente y analizando nuestra tabla concluimos que los
resultados entre la biopsia de piel y musculo concuerdan no dejando duda de que existe disminucién de la

expresion de distrofina, siendo casos posibles de distrofinopatia.

El paciente uno tuvo delecién del exén 52, afectando el marco de lectura, esperando que no haya produccién de
proteina o que la proteina sea tan pequefia o andmala que se degrade, dandonos un fenotipo grave (DMD); al
analizar la expresidon de distrofina en biopsia de musculo se encuentra ausente y en biopsia de piel estd
disminuida de manera marcada; fenotipicamente el paciente se clasific6 como DMD. En este caso en particular

podemos ver que a pesar de que la expresidn de distrofina en biopsia de piel y musculo no concuerdan, en ambas
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hay disminucidn marcada y ausente, variacion que podria deberse a que es un método cualitativo. En este

paciente concordd la clinica con la expresidn de distrofina y lo molecular.

El paciente cinco presenta duplicacion del exén 2, que es la duplicacion mas frecuentemente reportada en los
pacientes con distrofinopatia (DMD), al analizar la mutacidn con el programa frame checker se observé que esta
duplicacién no respeta el marco de lectura, concordando con la clinica, ya que al paciente se le clasificé
fenotipicamente como DMD. Al buscar la expresidon de la proteina en biopsia de musculo esquelético hubo
disminucion leve de la expresién de distrofina y en la biopsia de piel hubo ausencia de la expresién, si analizamos
no concordaron los resultados de las biopsias de piel y musculo a pesar de que en ambas hubo disminucién de la

expresion proteinica.

El paciente nueve presenta delecién de los exones 5-6 que no respeta el marco de lectura, concordando con la
clinica que es un fenotipo DMD vy al buscar la expresidon de distrofina en la biopsia de musculo esquelético vy piel
se observa que hay disminucion marcada y ausencia de la expresidon respectivamente y a pesar de que no

concuerdan los resultados entre las biopsias, en ambas hay disminucién importante de la proteina.

El paciente 11 presenta delecién del exdn 35 que respeta el marco de lectura, pero fenotipicamente el paciente
presenta fenotipo DMD y al buscar comparar la expresién de distrofina en biopsias de musculo esquelético vy piel,
ambas concuerdan que hay ausencia de la expresiéon de distrofina, observando que en este paciente hubo mayor
relacion entre las biopsias y la clinica que entre la clinica y el MLPA, lo cual nos deja ver que aun hay muchas

cosas que comprender de esta y de la mayoria de las enfermedades genéticas.
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El paciente tres presenté una mutacién compleja que consiste en una doble duplicacion del exén 1y 42-43, la
cual es muy interesante, ya que hasta el momento no se ha reportado esta mutacion. Fenotipicamente tiene
DMD, al analizar la expresidn de distrofina en biopsia de piel y musculo esquelético no concuerda a pesar de que

en ambas hay deficiencia.

El paciente cuatro tuvo delecion del exén 45-47 con fenotipo DMB y concuerda la expresién de distrofina en piel

y musculo.
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DISCUSION

Las distrofinopatias son la forma de distrofia muscular mas frecuente en nifios; a pesar de que se describieron
desde 1861[5] y su gen se identificé en 1987 [6],su diagndstico continua siendo tardio [48], situacidn que es
perjudicial para nuestros pacientes, ya que existen reportes en los cuales con un diagndstico temprano, el uso de

esteroides y otras alternativas terapéuticas se puede mejorar de manera importante su calidad de vida [53, 54].

En la actualidad se cuentan con multiples técnicas moleculares y genéticas para el diagndstico de estas
enfermedades [55-57]; sin embargo, en nuestro pais son muy pocos los Centros Hospitalarios que cuentan con
los equipos necesarios y el personal capacitado para realizarlas de manera habitual; por lo cual es de suma
importancia buscar alternativas diagndsticas sencillas y mas accesibles a nuestro medio. La exploracion clinica, la
evaluacién de niveles séricos de CPK y la biopsia de musculo esquelético contintian siendo los elementos
diagnésticos principales; no obstante la biopsia de musculo esquelético es un método muy invasivo y en etapas
tardias es compleja su interpretacion, por lo que se han buscado técnicas mas sencillas y accesibles; entre estas
tenemos resultados muy alentadores en cuanto al uso de la biopsia de piel como herramienta diagndstica
alternativa [14, 43, 45]; no obstante existen resultados contradictorios y este tipo de estudios no se ha realizado

en poblacién mexicana.

Considerando lo anterior, como parte principal de este trabajo se realizd la comparacidén entre la expresién de

distrofina en biopsia de musculo esquelético y de piel en pacientes con diagndstico de distrofinopatia.
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Se incluyeron 27 pacientes del sexo masculino, la mayoria de ellos originarios del Norte del pais (Chihuahua);en
este estado de la Republica hay una “Asociacion de Distrofia Muscular” la cual posiblemente difunde informacion

sobre la enfermedad, ayudando a identificar un mayor nimero de pacientes.

Solo uno de los pacientes tuvo antecedentes familiares de distrofinopatia, contrario a lo descrito en la literatura
internacional [1, 3, 9], pero situaciéon que coincide con un reporte realizado por Alcantara et al (1999), en donde

se refiere que el 62% de los pacientes con distrofinopatia en México se presentan por mutaciones de novo.

Del total de nuestra poblacidn incluida en el estudio,18 pacientes (66.66%) tuvieron el diagndstico de posible
distrofinopatia; debido a que a pesar de presentar alteraciones clinicas concordantes con distrofinopatia y
disminucion o ausencia de los niveles de expresidon de distrofina en la biopsia de musculo, no se demostré la
presencia de mutacion en el gen. En nueve pacientes (33.33%) se realizd el diagndstico definitivo de
distrofinopatia. De los pacientes con diagndstico definitivo de distrofinopatia, uno (9.6%) tuvo la sospecha de
DMB por clinica y el resto (88.8%) tuvo sospecha clinica de DMD. En relacién a los pacientes con diagndstico
posible de distrofinopatia, en cuatro (22.22%) se tuvo la sospecha de DMB, en uno (0.55%) no se pudo establecer
el diagndstico y en 13 (72.22%) se tuvo el diagndstico de DMD por clinica. Estudios previos indican que la
incidencia de DMD es mayor que la DMB y formas leves de la enfermedad [9]. Los datos de esta tesis concuerdan

con lo anterior.

El 22% de los pacientes presentd alteraciones del aprendizaje, pero no se corroboro si estas alteraciones se
debian a un coeficiente intelectual bajo o eran debido a un abandono y mala rehabilitacién de los pacientes; pero

hay reportes en los cuales se ha observado que el complejo de proteinas asociadas a distrofina juegan un papel
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importante en la maduracion de receptores de neurotransmisores y en la regulacion de su liberacidén durante la

sinapsis, generando alteraciones en la memoria y retraso mental[62].

La mayoria de los pacientes presentan sintomas a edades tempranas (3.16 afios en promedio), siendo los mas
frecuentes la alteracion en la marcha y la debilidad muscular proximal; no obstante la biopsia de musculo
esquelético y el diagndstico se realizan en promedio a los 9.23 afios (6.07 afios después de los primeros
sintomas), situaciéon que no es exclusiva de nuestro pais; ya que en paises de Latinoamérica como Brasil se
reporta un retraso en el diagndstico de 5 afos e incluso en paises industrializados como Estados Unidos éste es
de 2.6 afios[48, 58-61].El hecho de que a los pacientes se les realice la biopsia de musculo después de varios afios
de evolucidn, da pie a que aparezcan cambios histolégicos propios de la enfermedad (sustituciéon de musculo por
tejido conectivo). Para evitar estos problemas, se ha descrito que en estos pacientes se puede realizar una
Resonancia Magnética, para valorar las zonas con mayor porcentaje de musculo y asi poder obtener una muestra
adecuada para la biopsia; sin embargo, en nuestro medio no es factible, debido a que no en todos los Centros

Hospitalarios se cuenta con resonancia magnética y es un procedimiento costoso [65].

Se encontré pérdida de la deambulacién en cinco de los 27 pacientes (18%), cuatro de los cuales tenian
diagndstico de DMD y uno no se pudo clasificar; la edad a la que dejaron de caminar fue alrededor de los 11
anos; lo que concuerda con la literatura[62]. En el paciente que no se establecié el fenotipo la edad de la pérdida
de deambulacion fue mas alla de los 16 afios y actualmente tiene 67 afios, lo cual nos puede sugerir que se trate

de otro tipo de distrofia[63].
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A pesar de que la mayoria de nuestros pacientes ya tenian varios afios de evolucién de la enfermedad, solo seis
presentaron alteraciones sistémicas, cuatro (14.81%) de los cuales tuvieron escoliosis; el 50% de estos pacientes
ya no deambulaban. Si tomamos en cuenta que el 75-90% de los pacientes con DMD que no deambula presenta
escoliosis, podemos inferir que dos de los pacientes que perdieron capacidad de la deambulaciéon y aln no
presentan escoliosis es muy factible que en un futuro la desarrollen[64], anticipandonos a esta complicacion se

podria sugerir hacer una intervencién temprana.

Uno de los pacientes que se clasific6 como DMB presentd cardiomiopatia dilatada que requirié trasplante
cardiaco; el otro paciente clasificado como DMB no presentd esta alteraciéon al momento del diagndstico, pero
hay que tomar en cuenta que el 100% de los pacientes con DMB desarrollan cardiopatia subclinica o
asintomatica[65], ante lo cual se recomienda realizar valoracion cardiolégica completa. Uno de los pacientes
clasificados como DMD tuvo un quiste aracnoideo, alteracidn sistémica que no forma parte de las complicaciones

habituales en la DMD[66].

Comparando nuestros datos con lo descrito por Marbini et al (1995), Niiyama et al (2002) y Tanveer et al (2009)
[43-45], nosotros no observamos una buena correlacion entre la expresion de distrofina en biopsia de musculo
esquelético y piel; puesto que solo el 44% de los resultados coincidieron. Otro punto que es importante recalcar
es que Marbini et al (1995) y Tanveer et al (2009) no reportan la edad a la que se realizé el diagnostico de las
distrofinopatias, cosa que puede influir en la correlacién, debido a que en etapas avanzadas de la enfermedad
cuando existe mucha sustitucién de musculo por tejido conectivo y tejido celular subcutdneo, al no encontrar
fibras musculares es dificil establecer los niveles de expresion de la proteina distrofina, y como sabemos este

proceso degenerativo no se presenta en piel, pudiendo influir en esta pobre correlacion. Por otra parte estos
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autores reportan la expresidn de distrofina como presente, ausente o en patréon en parche para controles, DMD y
DMB respectivamente; sin embargo, nosotros hemos observado que la expresiéon de distrofina es diferente en
cada uno de los dominios de la misma, independientemente que se trate de DMD, DMB o formas leves de la

enfermedad, por lo que consideramos que es mejor reportar la expresion de cada dominio por separado.

Uno de los principales problemas al que nos enfrentamos en nuestro estudio fue que debido a que nos enviaban
las biopsias de diferentes Centros Hospitalarios, no siempre eran de buena calidad (a pesar de haber enviado con
anterioridad las especificaciones de como se necesitaban) y debido a que la mayoria de los pacientes son
nifios(con poco vello), no se encontré musculo piloerector, teniendo que eliminar 15 muestras del estudio; lo

ideal hubiera sido que se tomaran en un solo Hospital como en el estudio realizado por Tanveer [45].

En los resultados obtenidos en nuestro estudio podemos observar que a pesar de que hay pobre correlacion en
los niveles de expresién de la proteina distrofina en ambos tejidos, cuando en una de las biopsias se reporta
disminucion, en la biopsia del otro tejido también hay disminucidn, probablemente no es igual el grado de
disminucion de la expresién, pero por lo general en ambos tejidos concuerdan cuando hay disminuciéon o

presencia de los niveles de proteina.

Una de las debilidades de nuestro estudio fue el de tener un grupo heterogéneo, ya que solo se pudo tener el
diagnéstico definitivo en 33.33% de los pacientes, en el estudio realizado por Tanveer se realizé Western Blot a
todos los pacientes, pudiendo tener un nivel cuantitativo de la deficiencia en los niveles de proteina; pero aun asi

el Western Blot de los pacientes tampoco determina que el diagndstico de distrofinopatia sea definitivo.
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Hubiera sido ideal que en nuestro estudio hubiéramos podido hacer el diagndstico definitivo de distrofinopatia en
todos los pacientes y en base a un grupo mas homogéneo poder establecer la correlacidn que existe entre la
expresion de distrofina en biopsia de piel y musculo esquelético, pero debido a que existe poco financiamiento en
ésta area clinica en nuestro pais, es dificil encontrar Centros Hospitalarios que realicen estudios moleculares en
busca de mutaciones en el gen de distrofina de manera rutinaria. Por otra parte, en muchas ocasiones las
distrofias musculares tienen un diagndstico clinico tardio lo que ocasiona que los pacientes comiencen a ser
estudiados en etapas muy avanzadas de la enfermedad, lo que dificulta el estudio de la distrofina por

inmunofluorescencia ya que existen muy pocas fibras musculares.

El gen de la distrofina es el segundo mas grande en el humano; la caracterizacion de mutaciones nos ha ayudado
a comprender mejor la enfermedad, hacer un diagndstico de certeza y dar un mejor asesoramiento genético.
Existen diversos estudios moleculares que nos ayudan a la busqueda de mutaciones (PCR mdultiple, CGH,
secuenciacion, etc.), dentro de estos estudios el mas empleado en la actualidad es el MLPA, debido a que es
capaz de amplificar los 79 exones del gen logrando identificar deleciones/duplicaciones (60-70%)que son las
mutaciones mas frecuentes[67]. En nuestro estudio se realizaron un total de 18 pruebas de MLPA, de las cuales
nueve fueron negativas (50%); en siete (38.89%) hubo delecion y en dos (11.11%) duplicacidn. La frecuencia de

deleciones concuerda con lo descrito en estudios anteriores [29].

Del total de mutaciones encontradas, cuatro (44.44%) se localizaron en el punto caliente mutacional menor (exon

2-20) y unamutacion (11.11%) se localizé en el punto caliente mayor (45-50),en la literatura se reporta mayor

frecuencia de mutaciones en el punto caliente mayor[67], seria de interés analizar un mayor nimero de
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pacientes para determinar si este patrén de mutaciones en el punto caliente menor se conserva, lo cual reflejaria

el efecto que tiene el acervo genético de los individuos mexicanos sobre la distribucidon de estas mutaciones.

El paciente tres presenta una doble duplicacién del exdn 1y del 42-43, fenédmeno muy interesante. No obstante
hasta donde sabemos la doble duplicaciéon encontrada por nosotros no ha sido publicada con anterioridad. Se
publicé una mutacién compleja en dos hermanos que presentaron duplicacion de los exones 52-55 y 63-67,
aunadas a una triplicacién parcial de 68-79 (no mencionan el fenotipo de los pacientes). Fenotipicamente
nuestro paciente se clasific6 como DMD vy al buscarse la expresion de distrofina en biopsia de musculo se
encontrd disminucidn leve de la expresidon de la proteina, lo cual nos puede indicar que a pesar de que hay
proteina, esta tal vez sea degradada y por lo tanto no funcional, al buscar la expresion de distrofina en biopsia de
piel se observo ausencia de su expresion; la diferencia tan importante en la expresién de distrofina en biopsia de
piel y musculo esquelético pudiera deberse a procesamiento alternativo diferente en piel y musculo; al analizar el
efecto de la mutacién en el programa frame checker cuando se busca la duplicacion del exén 1 no se espera
encontrar ningun efecto en la proteina debido a la presencia de promotores alternativos en este exoén; pero
cuando se busco la duplicacién del exdn 42-43 no se respeta el marco de lectura, lo que concuerda con la clinica;
en este paciente nos interesd saber si una de la mutacién de debia a mutacidn de novo y la otra heredada o que
una de las mutaciones hubiera sido a nivel germinal, motivo por lo cual se realiz6 MLPA a la madre del paciente,
encontrando la misma mutacién que el paciente (duplicacion del exén 1, 42-43) lo cual nos indica que el paciente
heredé ambas mutaciones de la madre. En la literatura hay muy pocos reportes de re arreglos complejos, los

cuales se calcula que constituyen el 4% de las mutaciones[68].
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El paciente cuatro presentd delecion del exdn 45-47, que respeta el marco de lectura, lo cual concuerda con la
expresion de distrofina en las biopsias de musculo esquelético y piel, ya que en ambas hay disminucion leve de la
expresion de distrofina, lo cual nos indica que hay proteina y al observar la clinica de nuestro paciente asumimos
gue esta proteina es funcional; este paciente es muy interesante debido a que inicié sus sintomas a los 32 afios
de edad con disnea de medianos a pequeiios esfuerzos, en un inicio se hizo diagndstico solo de cardiomiopatia
dilatada, motivo por lo cual requirié trasplante cardiaco con buenos resultados, al revisar nuevamente al paciente
y despertarse la sospecha de una probable distrofinopatia se volvié a interrogar, dejando ver durante el
interrogatorio la existencia de ligera debilidad muscular que se sobrepuso con la miocardiopatia dilatada; asi
mismo se volvid a revisar y se encontré debilidad de Miembros Inferiores (+++/++++) e hipertrofia de
gastrocnemios que el paciente refiere presenta desde la infancia; las caracteristicas clinicas del paciente nos
orientaron a realizar las biopsias y el MLPA en busqueda de distrofinopatia, diagndstico que se corrobord,
guedando como DMB leve definitivo debido a la presencia de mutacion por la técnica de MLPA y disminucién de
la expresion proteinica en biopsia de musculo, que en este caso concordd con el nivel de expresion de proteina
en biopsia de piel. Yazaki et al (1999) examinaron a cuatro pacientes con DMB de mas de 50 afios, la edad de
inicio de esta enfermedad fue mas alla de los 30 afios, todos tenian mutacion alrededor de los exones 45-55; dos
de los pacientes tuvieron pérdida de la de ambulaciéon a los 40 afios mientras que otros dos continuaban
deambulando alrededor de los 60 y 70 afios. Uno de los pacientes tenia hipertrofia de gastrocnemios. Por su
parte Nakamura et al (2008) en el que hicieron seguimiento de tres pacientes con deleciones alrededor de los
exones 45-55, dos pacientes tuvieron cardiomiopatia dilatada evidente, concluyendo que algunos pacientes con
DMB no presentan sintomas hasta que estan alrededor de los 50 afios e incluso son autosuficientes a los 60-

70afos [69][70].
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En el paciente ocho se encontré delecidn del exén 10 que respeta el marco de lectura, fenotipicamente tomando
solo en cuenta este criterio esperariamos encontrar un fenotipo DMB o formas leves de la enfermedad, sin
embargo al ver la clinica del paciente se clasific6 como DMD vy al buscar la expresion de distrofina en biopsias de
musculo esquelético y piel ambas concordaron que hay disminuciéon marcada de la expresion de distrofina, con
lo cual asumimos que a pesar de que se genera proteina, esta no es funcional; por otra parte, este caso nos
ejemplifica como el programa de frame checker solo predice lo que pasa con la proteina, pero puede haber
errores en la prediccion en un 8% de los casos, por lo cual a pesar de tener a la mano herramientas para el
diagndstico molecular de las enfermedades, no debemos dejar de lado la clinica y nos debe quedar muy claro que
el diagndstico de estas enfermedades se hace en conjunto con varias pruebas y con diversos médicos

especialistas.

En nuestro estudio la biopsia de piel no es comparable con la biopsia de musculo, por lo cual es necesario seguir

buscando nuevas herramientas.

Otra de las aportaciones de nuestro estudio, ademds de analizar la expresién de distrofina en dos tejidos
diferentes; también se empled la técnica de MLPA para buscar mutaciones y compararlas con la expresién
proteinica; cabe resaltar que esta técnica tiene muchas ventajas sobre la PCR multiple, ya que nos permite buscar
deleciones/duplicaciones de manera cuantitativa en los 79 exones y hasta sabemos en México no se realiza esta

prueba de manera habitual.

Este trabajo nos permite determinar que todavia queda bastante trabajo por realizar en cuanto al diagndstico de

estas enfermedades y seria recomendable utilizar la prueba de MLPA en pacientes con distrofinopatia, como se
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hace en otros paises. A partir de esto se podrian inferir la mayoria de las mutaciones mayores de nuestra
poblacién con el fin de desarrollar nuevas estrategias diagndsticas, todo esto en conjuncidn con las valoraciones

clinicas de los pacientes.
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CONCLUSIONES

o No observamos una buena correlacién entre la presencia de los niveles de la proteina distrofina entre la
biopsia de piel y la biopsia de musculo esquelético de pacientes con distrofinopatia.

° Del total de pacientes incluidos en este estudio, solo se encontrd correlacién entre los niveles de
expresion de proteina entre biopsias de musculo esquelético y piel en 12 pacientes (44%).

° En mds del 50% no se encontré correlacidn entre los niveles de expresién de la proteina, por tal motivo
podemos proponer que al menos en este estudio, no es factible utilizar la biopsia de piel como posible
herramienta para el diagndstico de distrofinopatia; sin embargo habria que ponderar hacer un estudio con un
grupo de pacientes mas homogéneos, con diagndstico temprano y definitivo de distrofinopatia.

° Con los datos obtenidos en nuestro estudio es dificil determinar la utilidad de la biopsia de piel, ya que el
diagndstico de esta enfermedad en México se realiza de manera tardia.

o Debido a que en la mayoria de nuestros pacientes el diagnéstico fue tardio, es dificil establecer una
verdadera correlacidén ya que en estadios avanzados de la enfermedad hay degeneracién muscular importante
dificultando la visualizacion de fibras musculares, pudiendo dar ausencia de los niveles de proteina en musculo
esquelético, y como en la piel no ocurre este proceso degenerativo se pudiera encontrar deficiencia leve o incluso
expresion normal de la proteina, haciendo que nuestros datos no concuerden.

° Por otra parte en el gen distrofina existe procesamiento alternativo para de manera habitual, para dar
origen a diversas isoformas. Otro motivo por el cual pudiera no haber buena correlacion entre los niveles de
expresion de la proteina en ambos tejidos, es debido a la posible existencia de procesamiento alternativo en la

piel.
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ANEXOS

Anexo 1

FORMATO DE HISTORIA CLINICA PARA DISTROFIAS MUSCULARES

Fecha de elaboracion:

Nombre: No Expediente

Fecha de nacimiento:

Lugar de Nacimiento: Lugar de Residencia:
Grupo étnico: Religion:

Edad:

Escolaridad: Ocupacion:

Antecedentes o manifestaciones de DMD (clasificar):

Tabaquismo:

Alcoholismo:

Drogadiccion:

Género: (Fem) (Mas).

Numero de generaciones ascendentes nacidas en México:

Direccidn:

Teléfono:

Teléfono de algun familiar:

N Padre: Fecha de nacimiento:



Lugar de Nacimiento: Lugar de Residencia:

Grupo étnico: Religion:
Edad:
Escolaridad: Ocupacion:

Antecedentes o manifestaciones de DMD (clasificar):

Tabaquismo:

Alcoholismo:

Drogadiccion:

N Madre: Fecha de nacimiento:
Lugar de Nacimiento: Lugar de Residencia:
Grupo étnico: Religion:

Edad:

Escolaridad: Ocupacién:

Antecedentes o manifestaciones de DMD (clasificar):

Tabaquismo:

Alcoholismo:

Drogadiccién:

ANTECEDENTES GINECO-OBSTRETICOS

Menarca:
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Ritmo:

FUM:

G:P:A: C:

FUP:

ARBOL GENEALOGICO

ANTECEDENTES PRE-PERINATALES

No de producto:

Edad de los padres al momento de nacimiento
Control prenatal:

Intento de aborto:

Enfermedades durante el embarazo
Percepcidén de movimientos

Exposicion a sustancias toxicas

Acido félico y vitaminas

Ultrasonidos Fechas

Atencion del parto
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Tipo de parto Vaginal Cesdrea

Anestesia

Complicaciones

ANTECEDENTES NEONATALES

Peso Talla

Lloro y respiro al nacer APGAR

Incubadora

Ventilador

Oxigeno

Presentd: Cianosis Convulsiones

Tratamiento:

Por qué
PC PT PA
SILVERMAN CAPURRO

Fiebre Hipoglicemia Ictericia

DESARROLLO PSICOMOTOR BASICO

1.- Sostén cefalico

6.- Inicio de frases

2.- Senté sin ayuda

7.- Control de esfinteres

3.- Posicion de pie

8.- Conducta Social

4.- Marcho sin ayuda

9.- Denticion

5.- Inicio de monosilabos

10.- Progreso Escolar
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ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS

Habitacion:

Higiene:

Alimentacion:

Inmunizaciones

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

Propios de la Infancia

Congénitos:

Cronicos:

Quirdrgicos:

Transfusionales:

Traumaticos:

Hospitalizaciones Previas:

ANTECEDENTES GINECO-OBSTRETICOS

Menarca:
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Ritmo:

FUM:

G:P:A: C:

FUP:

PADECIMIENTO ACTUAL

Motivo de consulta:

Inicio, signos y sintomas:

Evolucion:

Estado Actual:

Dificultad para:
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Miembros inferiores (edad).-

Subir escaleras

Levantarse de una silla

Levantarse de decubito dorsal

Levantarse de cuclillas (Gowers)

Pararse de puntas

Caidas faciles

Limitacion del perimetro de la marcha

Miembros Superiores (edad).-

Levantarlos

Cargar pesos

Doblarlos (flexién)

Extenderlos (extension)

Cerrar o abrir las manos

Abrir frascos de botellas

Debilidad de cuello

Vision Doble (diplopia)

Alteracion de movimientos faciales

no

no

no

si, inicio

si, inicio

si, inicio
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Dificultad para deglutir (disfagia)

Falta de aire (disefia)

localizacién

Dolor muscular (mialgias)

no si, inicio
Dificultad para hablar (disartria) no si, inicio
no si, inicio
Pérdida de la masa muscular (atrofia) no si, inicio
no Si, inicio
Mioglobinuria (orina

localizacién

asociada o no a mialgias) no

si, inicio/describir

Calambres no si, inicio/localizacion
Problema visual no si, inicio

Problema auditivo no si, inicio

Miotonia no si, inicio/especificar
SIGNOS VITALES

TA: / mmHg FC: X  FR: X Temp: 2C

HABITUS EXTERIOR

y

roja
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SOMATOMETRIA

Peso: grs Talla: cm Brazada: cm PC:
PC
PT: cm  PA: cm  SS: cm SI: cm

EXPLORACION

1 Forma CRANEO:

1.1 Fontanelas

1.2 Suturas

1.3 Implantacién del cabello

1.4 Frente

1.5 Implantacién de pabellones auriculares

CARA

2.1 Ojos

2.2 Parpados

2.3 Cejas

2.4 Pestafas

2.5 Nariz

2.6 Puente

2.7 Narinas




2.8 Filtrum

2.9 Boca

2.10 Labios

2.11 Paladar

2.12 Dientes

Cuello

TORAX Y MAMAS

ABDOMEN

EXTREMIDADES

6.1 Brazos

6.2 Manos y dedos

6.3 Piernas

6.4 Pies

COLUMNA VERTEBRAL

GENITALES Y ANO

PIELY ANEXOS

EXPLORACION NEUROLOGICA

Debilidad (grado)
Reflejos (normales)
Respuesta plantar (normal)

(anormales), especificar

(anormal), especificar
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Sensibilidad (normal) (anormal), especificar

Movimientos oculares (normal) (anormal), especificar
Ptosis (no)  (unilateral) (bilateral)
Afeccion ortopédica (no) (si), especificar

Estudios Previos:

Electromiografia (Si) (No) Resultado

CPK (Si) (No) Referencia

Biopsia (Si) (No)

Estudio Molecular Mutaciones (Si) (No) Resultado

Otros:

Diagndsticos:

Interconsultas:

Cardiologia:

Neumologia:
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Neurologia:

Ortopedia:

Rehabilitacion:

Genética:

Plan de estudio

ENFASIS EN

Laxitud articular (SI) (NO)

Deformaciones Espinales (Si) (No) Tipo

Retinopatia (Si) (No)

Cardiopatia (Si) (No) Observaciones

Problemas De Lenguaje (Si) (No) Observaciones

Terapia Fisica (Si) (No) Tipo

Esteroides (Si) (No)

Observaciones

Efectos secundarios

Luxacién congénita de cadera (Si) (No)
Lado afectado (derecho, izquierdo, bilateral) (Si) (No)

Observaciones

Otras malformaciones congénitas (Si) (No)

Observaciones
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Nombre, Firma, Cédula y Especialidad del Médico (a)
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Anexo 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México D.F. a de de 20__.

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacién titulado: EXPRESION
INMUNOHISTOQUIMICA DE DISTROFINA EN BIOPSIAS DE PIEL DE PACIENTES CON DISTROFINOPATIA (SALUD-

2009-01-115205), registrado ante el Comité de Etica e Investigacién del Hospital XX de Noviembre con Nimero

El objetivo de este estudio es:Evaluar mediante técnicas inmunohistoquimicas la expresién de distrofina en

biopsia de piel y compararla con su expresién en biopsia de piel.

Se me ha explicado que mi participacién (la de mi hijo) consistira en acudir a cita se realizaran preguntas para
completar una Historia Clinica y exploracién fisica completa, afirmo estar de acuerdo en colaborar para que se

tomen muestras de sangre venosa, la cual sera utilizada para medir niveles de CPK.

Se me ha explicado también que mi participacidon en este estudio incluird realizarme un estudio de MLPA que
consistente en un estudio en el cual se me tiene que sacar 3ml de sangre con un anticoagulante a la cual haran

extraccién de DNA para analizar mi material genético y buscar un cambio (mutacién) en el gen de distrofina.

Asi mismo, estoy de acuerdo en que se tome una muestra de 3 mm de mi piel y musculo (cuando se realice la
biopsia de rutina para el diagnostico de la distrofia muscular). Estas seranutilizadas para medir la expresion

inmunohistoquimica de distrofina.

Los resultados de los estudios realizados me seran proporcionados.

Se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios derivados de

mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

80



Riesgos del estudio: Los riesgos del estudio surgen de la necesidad de obtener muestras de sangre. Las punciones
venosas pueden causar incomodidad local y posiblemente moretones. La extraccion de muestras de sangre

puede causar ligero mareo o vértigo.

Después del procedimiento de biopsia de piel y musculo, el drea puede quedar sensible. Los riesgos de tomar una
biopsia de piel incluyen infeccion y cicatriz, sin embargo, con las medidas de higiene adecuadas, el riesgo de
infeccidon es minima y dado el pequeifio tamano de la muestra que me serd tomada, se me ha explicado que la

herida cerrara facilmente y la cicatriz resultante apenas sera visible.

Beneficios: Puede haber varios beneficios con mi participacién en este estudio como determinar la expresién de

distrofina en biopsia de piel puede ayudar a determinar su utilidad como herramienta de menor invasion.

Con respecto a los costos, mi participacién en este estudio no tiene ningln costo para mi, y no recibiré ninguna

compensacion monetaria por mi participacion.

El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le
plantee acerca de los procedimientos que se llevaran 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.

El investigador principal 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 informaciéon actualizada que se obtenga

durante el estudio, aunque ésta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Nombre y firma del paciente
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Dr. Ramén Mauricio Coral Vazquez

Dra. Eliganty Bahena Martinez

Numeros telefdnicos a los cuales puede comunicarse en caso de emergencia, dudas y preguntas relacionadas con

el estudio: Unidad de Investigacion y teléfono celular 5533324754.

Testigos

Anexo 3

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES DE EDAD

Yo

, responsable directo del (la) Nifio(a) , de afios de edad,

manifiesto que se ha obtenido su asentimiento y otorgo de manera voluntaria mi permiso para que se le incluya

como sujeto de estudio en el Proyecto de investigacién médica EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA DE

DISTROFINA EN BIOPSIAS DE PIEL DE PACIENTES CON DISTROFINOPATIA (SALUD-2009-01-115205), luego de

haber conocido y comprendido en su totalidad, la informacidn sobre dicho proyecto y sobre los riesgos y

beneficios directos e indirectos de su colaboracién en el estudio, y en el entendido de que:

No habrd ninguna consecuencia desfavorable para ambos en caso de no aceptar la invitacién;

Puedo retirarlo del proyecto si lo considero conveniente a sus intereses, aun cuando el investigador
responsable no lo solicite, informando mis razones para tal decision en la Carta de Revocacién respectiva;
No haremos ningun gasto, ni recibiremos remuneracién alguna por la colaboracidn en el estudio;

Se guardarad estricta confidencialidad sobre los datos obtenidos producto de la colaboracién

En caso de que se presentaran efectos adversos para la salud de mi representado, recibira la atencién
médica requerida y una indemnizacion a que legalmente tiene derecho, siempre que éstos sean producto
de su colaboracion en el estudio.

Puedo solicitar, en el transcurso del estudio, informacién actualizada sobre el mismo al investigador

responsable
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Lugar fecha

Nombre y firma del responsable

Parentesco o relacion con el participante

Nombre y firma del médico que proporciond la informacién para fines de

consentimiento

TESTIGO 1 TESTIGO 2
NOMBRE _NOMBRE
FECHA: FECHA:
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Anexo 4

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARA TOMA DE BIOPSIA CONTROL

México D.F. a de de 20__.

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado: Desarrollo e Implementacion
de una prueba diagndstica por Western Blot Muiltiple para las distrofias musculares mas comunes en México,

registrado ante el Comité de Etica e Investigacion del Hospital XX de Noviembre con Nimero 011/2010

El objetivo de este estudio es:Evaluar mediante técnicas inmunohistoquimicas la expresién de distrofina en

biopsia de musculo y compararla con su expresion en biopsia de piel.

Mi participacion en este estudio consiste en donar piel y musculo remanentes de la cirugia ya programada. (El

tamaio de la biopsia de piel es de 1cm x 1lcm y el de la biopsia de musculo es de 1cm x 1.5 cm

aproximadamente).

Con esto NO SE HARA UNA INCISION MAS GRANDE o SERA NECESARIO HACER OTRO PROCEDIMIENTO
QUIRURGICODIFERENTE O ADICIONAL AL YA DETERMINADO.

La piel y musculo donada sera utilizada para medir la expresién de distrofina (una proteina alterada en patologias
bien establecidas) y poder utilizarlos como control sano y comparar la expresién con la de los pacientes. Los

resultados de los estudios son confidenciales.
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El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le

plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificarda en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad serdan manejados en
forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la informacidn actualizada que se obtenga

durante el estudio, aunque ésta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Nombre y firma del paciente

Dr. Ramdén Mauricio Coral Vazquez

Dra. Eliganty Bahena Martinez

Testigos

Nombre y firma testigo 1

85



Nombre y firma Testigo 2
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