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Antecedentes

En México existen pocos estudios que analizan el espectro mutacional de pacientes con
distrofinopatias.

En 2015 Lépez y colaboradores compararon los perfiles de mutacién de las poblaciones
representadas en la Base de Datos de Variacidon de Cédigo Abierto DMD Leiden con datos
originales de pacientes mexicanos (n = 162) con diagnéstico clinico de la enfermedad. (15)
Encontrando que A diferencia de otros paises; Alemania y México tienen frecuencias
similares para el salto de los exones 44 y 46, que fueron mas altas que en otras poblaciones.
(15) Asi como presencia de variantes patogénicas pequeias en 10.52% de los pacientes con
clinica de DMD. (15)

En 2018 Yuan y col. Estudiaron 95 pacientes chinos con DMB. Diecinueve casos (20,0%)
tenian mutaciones pequefias y 76 casos (80,0%) tenian reordenamientos importantes,
incluidos 67 casos (70,5%) de deleciones exdnicas y 9 casos (9,5%) de duplicaciones
exonicas. Se identificaron 50 casos (65,8%) de mutaciones en el marco y 26 casos (34,2%)
de mutaciones en el cambio de marco. (21)

En 2015 Juan-Mateu y col. Estudiaron 576 pacientes con distrofinopatia, encontrando que
471 de estas mutaciones eran grandes reordenamientos intragénicos. De estos, 406 (70,5%)
fueron deleciones exodnicas, 64 (11,1%) fueron duplicaciones exdnicas y una fue un
reordenamiento complejo de delecidon/duplicacion (0,2%). Se identificaron mutaciones
pequefias en 105 casos (18,2%), la mayoria de los cuales eran sin sentido / cambio de marco
(75,2%). Las mutaciones en los sitios de empalme, sin embargo, fueron relativamente
frecuentes (20%). (22)

En 2011 Magriy col. Estudiaron a 320 pacientes italianos, la distribucion de las mutaciones
fue la siguiente: 121 deleciones (65,8%), 25 duplicaciones (13,6%), 17 mutaciones sin
sentido (9,2%), 9 microdeleciones/inserciones (4,9%), 7 mutaciones que afectan al sitio de

splicing(3,8%), en 5 pacientes no se encontraron variantes(2.7%). (20)



Marco tedrico

Distrofias musculares

Las distrofias musculares son enfermedades primarias del musculo debido a mutaciones en
mas de 40 genes, que dan lugar a cambios distréficos en la biopsia muscular. (12) Se
distinguen por debilidad progresiva y desgaste muscular que generalmente provocan
discapacidad. (1).

Las enfermedades neuromusculares son condiciones complejas que no sélo afectan al
musculo, sino también a la unién neuromuscular, al nervio periférico o a la motoneurona
espinal.(2)

Las principales clases de proteinas involucradas son proteinas de matriz extracelular y
membrana basal, proteinas asociadas a sarcolemas, enzimas o proteinas con funcién
enzimadtica, proteinas de membrana nuclear, proteinas sarcoméricas, proteinas del reticulo

endoplasmico y otras proteinas. (12)
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Figura 1. Esquema de una fibra muscular que muestra distintos compartimentos y proteinas
asociadas con la distrofia muscular: el citoplasmatico, el transmembranal y la matriz

extracelular. Figura 1. Tomada y modificada de Coral Vazquez, 2010 (1)



Dichos padecimientos se caracterizan por la pérdida progresiva de fuerza muscular y la
degeneracion de los musculos y nervios que los controlan, produciendo debilidad, atrofia o
pseudohipertrofia muscular, miotonia, calambres o contracturas musculares, mialgias, o en

ocasiones, trastornos sensitivos. (2)

Distrofias musculares en México

En México existen pocos estudios relacionados con la distribucion de distrofias musculares.
En 2012 Gémez- Diaz y colaboradores analizaron 290 biopsias de pacientes mexicanos con
diagndstico clinico de distrofias musculares, mediante tincion de inmunofluorescencia
encontrando que el 52.36% se relacionaron con deficiencia de distrofina. (3)

En 2009 6. Gonzalez-Herrera y colaboradores analizaron 40 varones con clinica de
distrofinopatia, y 33 familiares femeninos (Pertenecientes a 26 familias), encontrando una
frecuencia de deleciones del 67,5% y un estado de portador en el 66,67% de las mujeres
analizadas. (6)

En México, el 3,3 % de los pacientes con diagndstico presuntivo de DMD/BMD demostraron
mutaciones en FKRP que conducen a LGMD2I, que tiene un patrén de herencia y un riesgo

de recurrencia diferentes. (7)

Distrofinopatias

Las distrofinopatias cubren un espectro de enfermedad muscular ligada al cromosoma X
gue va de leve a grave que incluye distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular de
Becker y miocardiopatia dilatada asociada a DMD (MCD). El extremo leve del espectro
incluye los fenotipos de aumento asintomatico de la concentracidén sérica de creatina
fosfoquinasa (CK) y calambres musculares con mioglobinuria. El extremo severo del
espectro incluye enfermedades musculares progresivas que se clasifican como distrofia
muscular de Duchenne/Becker cuando el musculo esquelético se ve afectado
principalmente y como MCD asociada a DMD cuando el corazén se ve afectado

principalmente. (24)



La distrofinopatia es un trastorno multisistémico con alteraciones complejas de la
homeostasis de todo el cuerpo. Las caracteristicas distintivas de las alteraciones debidas a
la deficiencia de distrofina incluyen (i) degeneracion progresiva del musculo esquelético en
asociacion con el reemplazo de grasa, inflamacién crénica y fibrosis reactiva; (ii) escoliosis,
deformacion articular y contracturas; iii) insuficiencia respiratoria; (iv) miocardiopatia de
inicio tardio; (v) deficiencias neurolégicas que pueden causar deficiencias cognitivas,
problemas emocionales y déficit de atencidn; vi) alteraciones endocrinas, metabdlicas y
bioenergéticas; (vii) disfuncidon gastrointestinal; viii) enfermedad del higado graso; y (ix)

disfuncién renal y del tracto urinario. (23)

Epidemiologia

La distrofia muscular de Duchenne representa la distrofia muscular mas comun en los ninos,
con una incidencia anual de aproximadamente uno de cada 5000 hombres vivos (13) y una
prevalencia estimada de 8,29 por 100 000 hombres. La distrofia muscular de Becker tiene
una prevalencia de 7,29 por 100 000 hombres (12, 18).

La DMD en mujeres es muy rara (<1 por millén) y se limita a informes de casos de individuos
con sindrome de Turner, una translocacién que involucra DMD o aquellos con mutaciones
bialélicas de DMD. (16)

La supervivencia de los pacientes con DMD ha mejorado con el tiempo; de hecho, un
estudio en Francia encontré que la esperanza de vida media era de 25,77 afios para los

nacidos antes de 1970 y de 40,95 afios para los nacidos después de 1970. (16)

Bases moleculares de las distrofinopatias

Gen DMD

El gen DMD es el gen humano mds grande conocido, contiene 79 exones que abarcan 2,2
Mb (11) hasta 2.4Mb (16). La tasa de mutacion es relativamente alta; en uno de cada tres

casos, la DMD es causada por una mutacion de novo. (11)
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Figura 2. El gen DMD de longitud completa de ~2.4 Mb contiene ocho promotores y 79
exones. Tres promotores aguas arriba (Dp427b, Dp427m y Dp427p) producen el DNAc de
longitud completa de ~11.4 kb y la proteina distrofina de longitud completa de 427 kDa.
Cuatro promotores internos (Dp260, Dp140, Dpl116 y Dp71) generan isoformas no
musculares truncadas N-terminales de distrofina. El empalme alternativo en el extremo 3'
y la poliadenilacidn alternativa del RNA producen isoformas adicionales de distrofina como
Dp40. La proteina de longitud completa generada a partir de Dp427m es la isoforma

muscular primaria. Tomado y modificado de (16).

Espectro mutacional

Aproximadamente el 60-70% de las mutaciones en pacientes con DMD son deleciones, el
5-15% son duplicaciones y el 20% son mutaciones puntuales, pequefias deleciones o
inserciones. Por el contrario, en pacientes con DMB, el 60-70% de las mutaciones son
deleciones, el 20% son duplicaciones y el 5-10% son mutaciones puntuales, pequefnas
deleciones o inserciones. (16)

En 2011 Magri y col, estudiaron la distribucién de las mutaciones en DMD en pacientes
italianos encontrando: 121 deleciones (65,8%), 25 duplicaciones (13,6%), 17 mutaciones sin
sentido (9,2%), 9 microdeleciones/inserciones (4,9%), 7 mutaciones que afectan al sitio de

splicing(3,8%), en 5 pacientes no se encontraron variantes(2.7%). (20 Y en pacientes con



DMB se encontraron mutaciones en el 97,1% de los probandos: 84 deleciones (82,4%), 8
duplicaciones (7,8%), 7 mutaciones puntuales (6,8%; 2 sin sentido, 3 empalmes, 1 sin
sentido, 1 insercién pequena). (20)

En 2019 Nascimento reporté una distribucién de variantes puntuales tanto en DMD como
DMB encontrando: 51% variantes sin sentido, 24% cambio de marco de lectura, 19%

variantes en sitio de splicing, 5% variantes de sentido equivocado y 1% pseudoexdn. (25)

Correlacion genotipo-fenotipo

Los diferentes espectros de las enfermedades pueden explicarse por la "regla del marco de
lectura". (17)

En el musculo, la distrofina une la actina F citoesquelética con la matriz extracelular a través
de sus dominios N-terminal y C-terminal. En la DMD, las mutaciones de cambio de marco o
mutaciones sin sentido causan un truncamiento prematuro de la traduccién de proteinas,
lo que lleva a una distrofina no funcional e inestable. Por el contrario, en la DMB, las
mutaciones en el centro del gen mantienen el marco de lectura y permiten la produccién
de distrofinas con menos repeticiones similares a la espectrina, pero que tienen dominios

de unidn a la matriz F y extracelular y, por lo tanto, son parcialmente funcionales. (16)
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Figura 3. B. Distrofina de longitud completa. C. Proteina truncada en DMD. D. DMB se
produce una distrofina parcialmente funcional que contiene los dominios cruciales
necesarios para conectarse a la actina F y la matriz extracelular. Tomado y modificado de

(16).



Cerca del 10% de las mutaciones genéticas no siguen la regla del marco de lectura, es decir,
los pacientes con mutaciones en el marco pueden presentar DMD vy los pacientes con
mutaciones fuera del marco pueden presentar DMB. (11)

Ademas, para los pacientes con DMB y DMD, la gravedad de la enfermedad puede variar
para las mismas mutaciones, a veces incluso dentro de la misma familia y también hay
variacion en el grado en que el corazén estd afectado. Como tal, lo mas probable es que los
modificadores genéticos también desempeiien un papel en la determinacién de la gravedad
de la enfermedad. (11)

Las deleciones en la region de puntos criticos (exones 45-55) generalmente se asocian con
una presentaciéon mas leve de la enfermedad. Las deleciones entre los exones 10 y 40 son
aun mas leves y a veces solo se asocian con calambres y mialgias y a veces se encuentran
en individuos asintomaticos. (11)

Si consideramos el sitio de mutacién (independientemente del tipo de mutacién) a lo largo
del gen DMD, los pacientes presentaron afectacién motora, cardiaca y respiratoria similar.
La deambulacion se perdié a los 10,7 £ 2,3 afos en variantes proximales y a los 10 + 2,0
afios en pacientes portadores de mutaciones en la parte distal del gen. (20)

El sitio de la mutacién del gen DMD determina cuantas isoformas de distrofina cerebral se
ven afectadas, proporcionando una explicacion de la variabilidad en la afectacién cerebral

observada. (12)

Genes modificadores

Un modificador genético es un locus genético que cambia positiva o negativamente el
fenotipo de una enfermedad primaria que causa una mutacién. (15)

En las distrofinopatias, los modificadores genéticos pueden afectar la edad de inicio, los
grupos musculares afectados, la progresion de la enfermedad y la gravedad. (15)

Entre los genes modificadores que se han encontrado esta SPP1y LTBP4, ambos convergen
en la regulacién de TGFB, asi como Anxa6 que codifica para la Anexina A6, que es una

proteina de unidén a calcio que regula la via de lesion y el resellado sarcolémico. (15)



Fisiopatologia de las distrofinopatias

Distrofina

DMD codifica la distrofina muscular especifica (Dp427m) ademas de otras dos isoformas de
longitud completa de los promotores Dp427c y Dp427p32,33; estas isoformas se expresan
en neuronas corticales y células cerebelosas de Purkinje, respectivamente. La isoforma
Dp427p se identificd en ratones y la investigacion sugiere que la expresion de Dp427p en el
cerebelo humano es muy baja durante el desarrollo embrionario y postnatal. Ademads de las
isoformas de distrofina de longitud completa, las isoformas de distrofina mds cortas son
producidas por cuatro promotores internos. Estas isoformas se expresan principalmente en
diferentes tejidos; Dp260 se expresa principalmente en la retina, Dp140 se expresa en el
sistema nervioso central, rifién y en altos niveles en el cerebro embrionario, Dp116 se
expresa principalmente en nervios periféricos y células de Schwann, y Dp71 se expresa
ubicuamente, pero a niveles mas altos en las células neuronales que en otros tipos de
células. Otra isoforma, Dp40, surge del mismo promotor que Dp71 pero estd poliadenilada
en el intron 70. (16)

El complejo glicoproteico asociado a la distrofina (DAGC), que comprende distrofina y
sarcoglicanos, ademas de distroglicano, pertenece al grupo de proteinas asociadas al
sarcolema. (12). El DAGC tiene un papel importante en la estabilizacién de las fibras
musculares contra las fuerzas mecanicas de la contraccidon muscular al proporcionar una

conexidon amortiguadora entre el citoesqueleto y la matriz extracelular. (12)

Degeneracién muscular

La deficiencia de distrofina resulta en el desmontaje del DAGC y en la pérdida de la
interaccidon entre la actina F y la matriz extracelular. Como el DAGC tiene importantes
funciones mecanicas y de senalizacidn en el mantenimiento de la integridad estructural de
las células musculares y la actividad contractil, el desmontaje del DAGC conduce a
consecuencias de gran alcance en la funcién de las células musculares. (16)

La fuerza se genera a través de ciclos repetidos de contraccion y relajacion del sarcdmero,

lo que requiere el manejo eficiente de la tensidn mecanica por el sarcolema. En el musculo



sano, la integridad del sarcolema se mantiene a través de los enlaces entre el citoesqueleto,
el sarcolema y la matriz extracelular a través del DAGC y el complejo de integrinas. En la
DMD, el desmontaje de DAGC debilita el sarcolema, que se vuelve altamente susceptible al

dafio por contraccidn. (16)

Figura 4. (A) Biopsia muscular histolégicamente normal. (B) Biopsia de un paciente con

distrofia muscular de Duchenne que muestra una marcada variacién en el tamafio de la
fibra, hipercontraccion de las fibras, y grupos de fibras regeneradoras basdfilas con nucleos
internos con fibrosis e infiltracion grasa acompafantes en el perimisio y el endomisio. (C)
Cambios distroficos leves en la biopsia de un paciente con distrofia muscular de Becker. (D)
La inmunotincidn con un anticuerpo contra un epitopo dentro del dominio de la distrofina
muestra un marcado sarcolemmal uniforme en el individuo no afectado. (E) Hay una
ausencia total de marcado de distrofina sarcolémica en la distrofia muscular de Duchenne.
(F) En la distrofia muscular de Becker, hay una reduccidn irregular, de leve a moderada en

el etiquetado de distrofina sarcolémica. Tomado y modificado de (12).



Manifestaciones clinicas distrofinopatias

Manifestaciones clinicas en Distrofia muscular de Duchenne y distrofia muscular de Becker
La distrofia muscular de Duchenne (DMD) y la distrofia muscular de Becker alélica mas leve
(DMO) son trastornos genéticos ligados al cromosoma X causados por mutaciones en el gen
de la distrofina.

La distrofia muscular de Duchenne es una enfermedad grave, progresiva y de desgaste
muscular que conduce a dificultades con el movimiento y, finalmente, a la necesidad de
ventilacién asistida y muerte prematura. (16)

Los nifios con distrofia muscular de Duchenne suelen ser sintomaticos después de los
primeros afios de vida, a menudo después de una adquisicién levemente tardia de la
deambulacién. Las primeras manifestaciones son caidas frecuentes, incapacidad para correr
y subir escaleras, y dificultad para levantarse del suelo, lo que requiere la ayuda de las
manos para empujar las rodillas y proporcionar suficiente impulso para ponerse de pie
(maniobra de Gowers). (12)

El retraso en la adquisicion del habla es comun (50%). Ademas, la discapacidad intelectual,
el trastorno del espectro autista y el trastorno por déficit de atenciéon son comorbilidades
presentes en aproximadamente el 30% de los pacientes. (12)

La distrofia muscular permanece relativamente estable hasta la edad de aproximadamente
7 afios, cuando se hace evidente una progresion mas rapida, lo que lleva a la pérdida de la
deambulacién independiente a la edad de 12 anos (edad media de 9,5 afos), seguida de
escoliosis, pérdida de la funcién del miembro superior, insuficiencia respiratoria y
miocardiopatia. (12)

La mayoria de los pacientes se vuelven dependientes de sillas de ruedas alrededor de los
10-12 afios y necesitan ventilacion asistida alrededor de los 20 afios de edadl. Con una
atencién 6ptima, la mayoria de los pacientes con DMD mueren entre los 20 y 40 aiios por

insuficiencia cardiaca y/o respiratoria. (16)
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Las mutaciones en la DMD también pueden causar distrofia muscular de Becker (DMB) que
es una enfermedad mds leve con un inicio mas tardio y una progresién mas lenta que la
DMD. (16)

En el momento de la primera visita, el 46% de los pacientes con DMD presentaban solo
incremento de la CK asintomatica (a una edad media de 2,1 + 1,5 afios) y el 50% presentaba
debilidad leve o retraso de los hitos motores (3 + 1,8 aios); Los pacientes restantes fueron
investigados porque habian afectado a familiares. (20)

Al inicio de la enfermedad, todos los pacientes mostraron niveles elevados de CK, con un
valor medio de 14.045 + 8.979 Ul/I (que vari6 de 6.000 a 40.000). (20)

Los niveles de CK en pacientes con DMB fueron mds bajos que en la poblacién con DMD,
con valores promedio en el momento del diagndstico de 3.535 + 6.754 Ul/I (rango 230-
48.754) (20).

La afectacidn cardiaca (reduccién de la FE por debajo del 55% o necesidad de terapia
cardiaca) se desarrollé a una edad media de 15,1 + 3,1 afios. (20)

La afectacion respiratoria estuvo presente en el 48% de los pacientes entre 5y 10 afios de
edad y todos los pacientes mayores de 15 afios presentaron afectacidn respiratoria. En
pacientes con DMB el inicio de las alteraciones respiratorias fue a los 28,7 + 7,1 afos.(20)
Todos los pacientes con DMD perdieron la capacidad de deambular antes de alcanzar los
14 afios de edad (10,3 + 1,9 afios), mientras que solo el 8,7% de los pacientes con DMB
estaban en silla de ruedas a una edad media de 31,7 + 10,7 afios. (20)

El diagndstico de DMD se confirmé alos 51,7 (16-91) meses (4,3 afios). El retraso total desde

la preocupacioén de los padres hasta el diagndstico fue de 19,2 (4-50) meses (1,6 afios). (14)

Manifestaciones clinicas en pacientes con miocardiopatia dilatada asociada a DMD

Manifestaciones clinicas en mujeres heterocigotas

Se sabe que los sintomas del musculo esquelético o cardiacos aparecen en una cierta
proporcién de pacientes femeninas portadoras de la mutacién del gen de la distrofina. (19)
La DMD en mujeres es muy rara (<1 por millén) y se limita a informes de casos de individuos

con sindrome de Turner, una translocacidon que involucra DMD o aquellos con mutaciones
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bialélicas de DMD. (16) Algunos articulos han informado que el fenotipo DMD en mujeres
portadoras de una mutacion de distrofina se correlacioné con un patrén XCl sesgado. (19)

Si bien la mayoria de las portadoras no presentan sintomas, algunas "portadoras
sintomaticas" presentan calambres, mialgias o incluso debilidad muscular progresiva. En
particular, las mujeres portadoras son propensas a desarrollar miocardiopatia dilatada.
(11).

La incidencia de dafio del musculo esquelético entre las mujeres portadoras, incluidas las
portadoras asintomadticas, se informé como 2.5%-19%, y la incidencia de miocardiopatia
dilatada fue de 7.3% a 16.7% para DMD y 0% a 13.3% para BMD. (19)

Existe una gama limitada de literatura sobre el embarazo y el parto en mujeres portadoras.
El manejo perinatal es importante para los casos de miocardiopatia, por lo tanto, el control

de peso y el ejercicio moderado son recomendados. (19)

Métodos diagndsticos

Para facilitar las vias de diagndstico, es util un enfoque integrado que combine los signos
clinicos, la edad de inicio, la distribucion de la debilidad muscular y la afectacién cardiaca
con resultados de laboratorio (concentraciones séricas de creatina quinasa, que son tipica
y marcadamente elevadas en las distrofias musculares), biopsia muscular e imagenes
musculares. (12).

Como parte de los estudios genéticos, se han utilizado diversos métodos como PCR
multiple, que Unicamente analiza los hot spots del gen, posteriormente se hizo uso de MLPA
(multiplex ligation-dependt probe amplification), que abarca todo el gen, sin embargo
Unicamente detecta deleciones y/o duplicaciones de material genético. (1)

La deteccidn de deleciones con reaccién en cadena de la polimerasa multiple (PCR) permite
el diagndstico molecular en solo alrededor del 60% de los pacientes con distrofinopatiay la
amplificacién de la sonda de ligadura multiple (MLPA) aumenta este porcentaje al 70-80%.
(20)

Debido al enorme tamafio del gen, un andlisis de secuencia completo ha estado disponible

recientemente gracias a la mejora de las herramientas genéticas, y ha permitido la
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descripcidén de un gran numero de mutaciones puntuales y otros micro-reordenamientos.
(20).

Cuando la distrofina es anormal o esta ausente en una biopsia muscular, mientras que no
se puede encontrar ninguna mutacién con MLPA o secuenciacién de exones, se puede
considerar analizar el ARN muscular para identificar la posible inclusidn de un exdn criptico
debido a una mutacién intrénica (estos no se identificaran con MLPA o secuenciacién de

exones). (11)

Stepwise mutation analysis when suspecting DMD

7 Deletion/Duplication detected
1. MLPA
N Deletion/Duplication not found

Dystrophinopathy confirmed

Proceed with

- Carrier analysis mother

- Multidisciplinary care

- Entering patient in national
DMD mutation registry

l_T

Z Mutation detected

2. Sequence individual exons |

N No mutation detected

| | No dystrophinopathy |
3. Dystrophin analysis (muscle biopsy) | =2  Normal dystrophin detected
No/abnormal dystrophin detected — Dystrophinopathy confirmed

Proceed with

3 - Multidisciplinary care

- (Optional) RNA analysis to
try identify mutation

Figura 5. Abordaje diagndstico en sospecha de distrofinopatia. Tomado y modificado de

(11).

Algunos laboratorios realizan una biopsia cuando el analisis de MLPA no revela deleciones
o duplicaciones para confirmar una distrofinopatia antes de embarcarse en un laborioso

analisis de mutaciones pequeias. Sin embargo, debido a que todavia se requiere un
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diagnodstico genético cuando se muestra ausencia de distrofina en una biopsia muscular, y
debido a que una biopsia muscular es un procedimiento invasivo, los estandares de
atencién para el diagndstico de DMD sugieren omitir una biopsia muscular y usar solo
pruebas genéticas para diagnosticar DMD. (11)

Obviamente, habra pacientes para los que no se encuentren mutaciones. Esto puede
deberse a que la mutacidn se encuentra dentro de un intrén, como es el caso del <0,5% de
las mutaciones reportadas, aunque estas mutaciones pueden estar subrepresentadas
porque son dificiles de detectar. Estas mutaciones se detectaran con enfoques de
secuenciacion de préxima generacion, aunque sin analisis de RNA puede ser dificil evaluar
si las mutaciones intrdnicas conducen a alteraciones a nivel de RNA. (11)

En casos excepcionales, el andlisis de proteinas puede revelar si la distrofina estd ausente
en pacientes con un fenotipo DMD claro pero sin mutacién en el gen DMD. Si es asi, el ARN
se puede aislar del tejido biopsiado y el analisis puede revelar una transcripcién aberrante
de ARNm distrofina (por ejemplo, la inclusién de un exdn criptico debido a una mutacién

intrénica profunda).(11)

Tratamiento de las distrofinopatias

Tratamiento médico

A pesar de los importantes avances terapéuticos en los ultimos 30 afios, no existe cura para
la DMD. Sin embargo, un enfoque médico, quirurgico y de rehabilitacién multidisciplinario
dirigido a los sintomas de la DMD puede alterar el curso natural de la enfermedad,

mejorando la calidad de vida y la longevidad.

Manejo farmacolégico

Las guias mas recientes recomiendan encarecidamente el uso de los glucocorticosteroides
prednisona o deflazacort en nifios con DMD cuando su desarrollo motor se detiene o
comienza a disminuir y continuar el tratamiento durante toda la vida. La edad de inicio de
los esteroides varia entre los pacientes, pero no debe ser antes de que el paciente alcance

los 2 afios y generalmente es alrededor de los 4-5 afios de edad. No hay una indicacién clara
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sobre qué glucocorticosteroides se debe utilizar, ya que ambos tienen evidencia de mejorar
la fuerza y la funcién motora y pueden retrasar la pérdida de la deambulaciéon y la funcién
pulmonar, reduciendo la necesidad de cirugia de escoliosis y retrasando la aparicién de la

miocardiopatia. (16)

Nuevas terapias

Se estan desarrollando nuevas estrategias terapéuticas para la DMD, ya sea que impliquen
el reemplazo del gen (terapias basadas en células), la administracion exdgena de
construcciones genéticas de distrofina disefiadas funcionalmente (terapia génica) o
mediante la reparacién del locus enddgeno, esto implica estrategias como la lectura de
codones de parada (usando Translarna/Ataluren, PTC Therapeutics, South Plainfield, NJ,
EUA), salto de exdn (usando Eteplirsen, Sarepta Therapeutics, Cambridge, MA, USA, o
Drisapersen, Prosensa, Leiden, Paises Bajos)o la traduccién inducida por el sitio de entrada

del ribosoma interno (IRES) recientemente descrita [11].

Asesoramiento genético

Se trata de una enfermedad ligada al X, donde se ha detectado que en 2/3 de los casos la
madre es portadora, y 1/3 son de novo. En el caso de las mujeres portadoras existe un 50%
de riesgo de que los hijos hereden la variante patogénica, si son varones presentaran datos
clinicos, si son mujeres lo mas probable es que Unicamente sean portadoras asintomaticas.
(24)

Es importante darse cuenta de que incluso cuando la madre no es portadora, todavia es
posible que tenga mosaicismo de la linea germinal para la mutacién y, como tal, todavia
estd en riesgo de tener un segundo hijo con DMD, el mosacismo germinal se ha reportado

hasta en el 14% de los casos que aparentemente tienen presentacién de novo. (11)
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Dra. Verdnica Gonzalez Castellanos

Médico residente de genética de segundo afio. Reclutamiento de pacientes, analisis
de resultados, elaboracion de documentos resultantes como tesis y publicaciones.
Dr. Rodrigo Moreno Salgado.

Médico especialista en genética médica. Tutor académico y metodoldgico, analisis

de resultados, revision de resultados finales y documentos resultantes.

Descripcion del proyecto

Las distrofinopatias son enfermedades neuromusculares ligadas al cromosoma X, causadas
por variantes patogénicas en el gen DMD, el cual codifica para la proteina distrofina
localizada en el sarcolema, la cual es parte fundamental de la estabilidad de la membrana
muscular.

La presentacion clinica es variable, desde cardiomiopatia dilatada (CD) y distrofia muscular
de Becker (DMB), hasta la distrofia muscular de Duchenne (DMD). La incidencia es de
1:5,000 recién nacidos masculinos, en mujeres sintomaticas la frecuencia es menos de 1 por
millén y generalmente se relaciona a monosomia del cromosoma X o traslocaciones que
involucran DMD.

El diagndstico inicial es clinico, por las manifestaciones neuromusculares que presentan los
pacientes asi como la elevacidon de creatinfosfoquinasa (CK), incluyéndose también el
diagnéstico histoldgico a partir de biopsias musculares. Sin embargo, de manera ideal se
debe realizar estudio genético de confirmacién, como PCR multiplex y MLPA para las
variantes patogénicas mas frecuentes, asi como secuenciacion de nueva generacidn para
analizar el gen en su totalidad.

En nuestra institucion existen multiples pacientes que cuentan Unicamente con diagndstico

clinico y/o histoldgico de Distrofinopatia, principalmente distrofia muscular de Duchenne,
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que ameritan realizacion de un diagndstico genético molecular para identificaciéon de la
variante patogénica.

Se realizard la seleccién de pacientes de acuerdo con los criterios de inclusidn, invitdndolos
a participar en el estudio y realizando firma de consentimiento informado de los pacientes
interesados. Posteriormente se tomara una muestra de sangre periférica, a partir de la cual
se realizara estudio genético molecular: panel genético o MLPA. Al concluir con el proceso

de estudio se llevard a cabo un andlisis de los resultados y correlacidn con la literatura.

Planteamiento del problema

Las distrofinopatias son un espectro de enfermedades neuromusculares con una baja
incidencia en la poblacion, generalmente los pacientes se diagnostican Unicamente
mediante la clinica y en algunos casos diagnostico histolégico

En estos pacientes es de gran importancia realizar un diagndstico genético molecular para
detectar las variantes patogénicas especificas, ya que actualmente estdn surgiendo nuevas
terapias enfocadas al tipo de variante presente en cada paciente, asi como corroborar el

diagndstico y brindar un asesoramiento genético familiar adecuado.

Pregunta de investigacion

¢Cuales son las caracteristicas clinicas y moleculares de pacientes con distrofinopatias del

Hospital Infantil de México Federico Gomez en el periodo 2021-20237

Justificacion

El estudio genético de pacientes con diagnéstico clinico de distrofinopatia es relevante para
otorgar un diagndstico de certeza, realizar deteccion de portadores y estimacion de riesgos
de recurrencia para el asesoramiento genético, asi como valorar si son candidatos a algun
tipo de terapia especifica como medicamentos de salto de exdn o lectura de codones de

paro.
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La deteccion precisa de variantes en pacientes mexicanos facilitara el reclutamiento de
estos para ensayos clinicos basados en terapia génica o terapia molecular personalizada.

Existen en México pocos estudios relacionados con las variantes patégenicas en DMD
presentes en nuestra poblacion, por lo que este protocolo servird para continuar ampliando

los datos que se tienen al respecto y correlacionarlos con la poblacién mundial.

Hipotesis
La realizacion de secuenciacién del gen DMD mediante paneles genéticos en pacientes con

sospecha clinica de distrofinopatia permitird la caracterizacion clinica y molecular de los

pacientes que acuden al Hospital Infantil de México.

Objetivos

Obijetivo general
Realizar una descripcion clinica y molecular de pacientes con distrofinopatias del Hospital

Infantil de México Federico Gomez en el periodo 2021-2023.

Obijetivos especificos

Identificacion de variantes patogénicas en pacientes con fenotipo relacionado con
distrofinopatias.

Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes en quienes se detecte una variante
patogénica en DMD.

Realizar una correlacion entre el fenotipo y genotipo de los pacientes estudiados.
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Metodologia

Temporalidad: Se realizara en el periodo 2021-2023.

Metodologia: Disefio de estudio: Estudio descriptivo, observacional, transversal.

Poblacion de estudio

Pacientes del HIMFG con fenotipo relacionado con Distrofinopatias que acudieron a

consulta de genética en el periodo 2021-2023.

Criterios de inclusion

1.

Pacientes hombres o mujeres menores de 18 afios que acuden al Hospital Infantil
de México.

Pacientes con sospecha clinica de Distrofinopatia (Distrofia muscular de Duchenne,
distrofia muscular de Becker, miocardiopatia dilatada)

Pacientes que estén interesados en participar en el estudio y se cuente con

consentimiento informado del tutor y paciente (Acorde a la edad del paciente).

Criterios de exclusion

1.

Pacientes que presenten alguna contraindicacion para toma de muestra de sangre
periférica.
Pacientes con estudio molecular que confirme otro diagndstico no relacionado con

variantes patogénicas en el gen DMD.

Criterios de eliminacioén

1.

Pacientes en los que no fue posible procesar la muestra de sangre periférica por
muestra insuficiente o mala calidad de esta.
Deseo del paciente y/o tutor de retirarse del estudio.

Pacientes que no es posible localizar para toma de muestra de sangre periférica.
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Tamano de la muestra:

Debido a que este estudio no es probabilistico, el tamafo muestral se realizara por
conveniencia. Al ser una enfermedad de muy baja incidencia, se procedera a incluir todos
los pacientes del HIMFG que cumplan los criterios de inclusién y que sean valorados en la

consulta de genética durante 2021-2023.

Analisis y métodos estadisticos de los datos

Debido a que se trata de un estudio transversal, donde contamos con variables tanto
cualitativas como cuantitativas, se utilizaran medidas de tendencia central (Como son
media, mediana, moda) y medidas de dispersiéon (Como varianza y desviacidon estandar),
para la representacién de los datos obtenidos se utilizardn tablas de frecuencia y graficas
de barras.
1. Realizar evaluacién clinica y revisiéon de expediente médico de los pacientes con
sospecha de distrofinopatia.
2. Serealizard toma de muestra de sangre periférica de los pacientes seleccionados.
3. Realizacién de estudio de secuenciacién de nueva generacion en laboratorio externo
(Panel de enfermedades neuromusculares).

4. Analisis de los datos obtenidos.
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Descripcion de variables

Variable Definicion Tipo de variable Unidad de medicién
Sexo Condicién de un individuo que | Cualitativa Hombre
lo distingue entre masculino y | nominal, Mujer
femenino. dicotémica
Edad Lapso que transcurre desde el | Cuantitativa Afos
nacimiento hasta el momento | continua
de referencia.
CK Creatinfosfoquinasa (CK o CPK) | Cuantitativa u/L
es una enzima que se encuentra | continua
en la membrana mitocondrial y
en las miofibrillas de las células
musculares y esta implicada en
almacenaje y utilizaciéon de la
energia durante la contraccién
muscular.
Edad de iniciode | Edad a la que se percibié de | Cuantitativa Afos
los sintomas manera inicial sintomatologia | continua
neuromuscular.
Edad al | Edad del paciente al momento | Cuantitativa Afos
diagndstico de realizar el diagndstico de | continua
distrofinopatia.
Marcha Proceso de locomocién en el | Cualitativa Presente
cual el cuerpo humano, en | nominal, Ausente
posicion generalmente erecta, | dicotdmica

se mueve hacia delante
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Tipo de | Diagndstico de distrofinopatia | Cualitativa DMD
distrofinopatia con relacién al fenotipo. nominal, DMB
Policotémica MCD
Presentaciéon de | Define si se presenta por | Cualitativa De novo
la variante | primera vez en el paciente (De | nominal, Heredada
patogénica novo) o es heredada de algun | dicotémica
progenitor.
Variante Alteracién genética que | Cualitativa Nomenclatura de la VP
patogénica (VP) | aumenta la susceptibilidad o | nominal,

predisposicion de la persona a
padecer ciertas enfermedades o

trastornos.

policotédmica
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Resultados

En esta cohorte se incluyeron 20 pacientes con diagnéstico clinico de distrofinopatia (DMD:
16, DMB: 2, MCD: 1, Clinica no corroborada: 1), de estos 19 son hombres y una paciente
mujer, solamente 3 pacientes contaban con historia familiar de DMD. El paciente con MCD
debuto a los 17 afios con insuficiencia cardiaca, la cual fue el motivo de ingreso, no contaba
con antecedentes familiares ni sintomatologia neuromuscular previa.

Dos pacientes contaban con diagndstico previo por PCR multiplex, uno correspondia a una
delecion del exén 48 (En quien posteriormente se encontrd una delecién del exén 45 por
NGS y analisis de CNVs, paciente P14), asi como otro paciente en quien se habia encontrado
una delecién del exdn 45-48 (Paciente P9) (En quien posteriormente se encontrd por NGS
analisis de CNVs, una delecidn puntual: ¢.5104_5105del).

Un paciente en quien se habia realizado MLPA con resultado negativo, encontrandose por
NGS una variante puntual: c.4240C>T. (Paciente P20).

Se realizaron estudios moleculares de acuerdo con disponibilidad del servicio, en 19
pacientes se realizd NGS mediante panel patrocinado, en 1 paciente se hizo diagnéstico
mediante MLPA (Paciente 19), y 1 paciente ya contaba con diagndstico por NGS en
laboratorio privado (Paciente P20).

Entre los pacientes estudiados se incluye una paciente mujer (P7), en quien se detecto de
manera incidental elevacion de AST y ALT, y posteriormente inicio con debilidad muscular
a los 3 aios, se realizd panel genético de enfermedades neuromusculares encontrando una
variante patogénica en DMD en estado heterocigoto (Delecién de los exones 45-50), y
posteriormente se realizo estudio de cariotipo encontrando un complemento cromosémico
46,XX, que corresponde a femenino normal, por lo que se descarto que presentara
monosomia del X o algun rearreglo cromosdmico. Se realizo estudio para descartar
inactivacion sesgada del cromosoma X en sangre periférica, el cual no fue concluyente. Sin
embargo, por los datos clinicos y de laboratorio se le otorgo diagndstico de DMD.

Se recabaron datos clinicos del expediente fisico y del expediente electrénico, asi como

datos del sistema electrénico de laboratorio.
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De novo

Deflazacort

Deflazacort

Trasplante
cardiaco

Deflazacort
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Prednisona

Prednisona

Deflazacort

Deflazacort
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25



P1

P2

AST 105

u/L
MLPA-exén 45: CK 5416 8 4 Si NA DM 8 i? Sin manejo.
NM_004006.2(D U/L D
MD): ALT
c.6439?_6614+? 300U/L
del AST 151
u/L
c.4240C>T CK 5972 16 3 Si NA DM 8 é? Deflazacort
p.GIn1414* u/L D
ALT 400
U/L  AST
124 U/L

Tabla 1. Datos clinicos y moleculares de pacientes con distrofinopatia. H: Hombre. M:
mujer. NA: No aplica. ¢?: Se desconocen datos. AST: aspartato aminotransferasa. ALT:
alanina aminotransferasa. CK: creatina-fosfocinasa. DMD: Distrofia muscular de Duchenne.
DMB: distrofia muscular de Becker. MCD: Miocardiopatia dilatada. MLPA: amplificacién de

sondas dependiente de ligandos multiples.
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Paciente

N =

OWCoONOOTUV ~W

11
12
13
14
15
16
17

18
19

20
Numero
de casos

Tabla 2. Clasificacion de variantes encontradas en el gen DMD.

Variante Patogénica

€.6357G>A p.Trp2119*
Duplicacién exones 8-12
(2copias)

Delecion exones 48-52
€.5554C>T p.GIn1852*
Delecion exones 5-25
€.6292C>T p.Arg2098*
Delecion exones 45-50
Deletion (Exons 12-18)
¢.5104 _5105del
p.Leul702Glyfs*2
Delecidn exones 45-52
Delecidn exones 45-48
€.3220G>T p.Glu1074*
€.9807+5G>C (Intrdnica)
Delecidn exdn 45
Delecion exones 45-54
Delecion exones 26-27
c.10554-2A>G  (sitio de
splicing)

Delecion Exones 3-7
Delecion exén 45
(MLPA €.6439-
?_6614+?del-)
.4240C>T p.GIn1414*

Deleciones

11

Duplicaciones Variantes

puntuales
Pequeias
inserciones-

deleciones
%

Yy
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VARIANTES PATOGENICAS

M Deleciones W Duplicaciones M Variantes puntuales y pequefias inserciones-deleciones

Grafica 1. Distribucion de variantes patogénicas en el gen DMD.

DISTRIBUCION DE DISTRIBUCION DE VARIANTES EN DMD
VARIANTES EN DMB

M Deleciones
| Sitio de Splicing  m Delecidon W Duplicaciones

W Variantes puntuales y pequefias inserciones-deleciones

Grafica 2. Distribucion de variantes patogénicas de acuerdo con el fenotipo. Se
identificaron dos pacientes con clinica de DMB, uno con una variante patogénica en el sitio
de splicing (Paciente 17: ¢.10554-2A>G) y el otro con una deleciéon (Paciente 18: Delecidn
Exones 3-7). De los 16 pacientes con clinica de DMD 9 correspondieron a deleciones (56%),
6 a variantes puntuales y pequefias inserciones-deleciones (38%), y 1 paciente con
duplicacion (6%). El unico paciente con clinica de MCD presentaba una delecion de los
exones 45-48. En un paciente no se corroboro el fenotipo.
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Variantes

puntuales y pequeiias

inserciones deleciones

Sin sentido

De sentido equivocado

Sitio de splicing

Variantes intrdnicas

Cambio del marco de lectura

Casos

e =}

%

62.5

0

12.5
12.5
12.5

Variantes

c.4240C>T p.GIn1414*
€.6357G>A p.Trp2119*
€.5554C>T p.GIn1852*
€.6292C>T p.Arg2098*
€.3220G>T p.Glu1074*
NA

c.10554-2A>G
€.9807+5G>C

¢.5104 _5105del
p.Leul702Glyfs*2

Tabla 3. Clasificacion de variantes puntuales y pequeinas inserciones deleciones
encontradas en el gen DMD. Se encontraron 5 pacientes con variantes sin sentido (62,5%),
1 paciente con variante en sitio de splicing (12.5%), 1 paciente con variante intrdnica
(12.5%), 1 paciente con cambio de marco de lectura (12.5%).

Paciente

P3

P5
P7

P8

P10
P11
P14
P15
P16
P18
P19

Variante Patogénica

Delecion exones 48-52

Delecion exones 5-25
Delecion exones 45-50
Delecion exones 12-18
Delecion exones 45-52
Delecion exones 45-48
Delecion exén 45
Delecidon exones 45-54
Delecion exones 26-27
Delecion exones 3-7
Delecion exén 45
(MLPA c.6439-? 6614+?del-)
Total

Exones 45-55 Exones 3-9 Otros exones

*

* ¥ * ¥

Tabla 4. Distribucidn de las deleciones en DMD de acuerdo con los hot spots.
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EXONES

M Exones 45-55 MExones 3-9 mOtrosexones W

Grafica 3. Distribucion de las deleciones en DMD de acuerdo con los hot spots. Se
encontraron 7 deleciones en el hot spot distal (64%), 2 en el hot spot proximal (18%),y 2 en
otros exones (18%).

Edad al momento del diagndstico Numero de pacientes

3 aios 1
6 afos 3
7 aios 5
8 afios 4
10 afios 1
11 afios 2
12 aiios 2
17 afios 1
Total 19 pacientes

Tabla 5. Edad al momento del diagndstico. La edad promedio al momento del diagndstico
fue de 8.4 afos, la mediana 8 afios y la moda de 7 afios. Nota: no se agregd la edad al
diagndstico del paciente 13 ya que se desconocia el dato.
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Paciente Edad al momento de la pérdida de la deambulacién

P1 Pérdida de la marcha a los 9 aros.
P5 Pérdida de la marcha a los 6 afios
P6 Pérdida de marcha a los 10 afios
P10 Pérdida de la marcha a los 9 afos.
P12 Pérdida de la marcha a los 9 afos.
P13 Pérdida de la marcha a los 12 afios.

Tabla 6. Edad al momento de la pérdida de la deambulacién. En todos los pacientes con
pérdida de la marcha el fenotipo coincidia con DMD. 10 de 16 pacientes con clinica de DMD
habian perdido la marcha, lo que corresponde al 37.5% de los pacientes. La edad mds
temprana de pérdida de la deambulacién fue a los 6 afos y la mas tardia de 12 afos. El
promedio de edad al momento de la pérdida de la deambulacién fue a los 9.1 afios.

Inicio de la sintomatologia
La mayoria de los pacientes presentaron de manera inicial caidas frecuentes y dificultad

para subir las escaleras y brincar o dificultad para levantarse.

inicio de los Numero de

sintomas pacientes
(Afos)

2 2

3 6

4 3

5 5

6 1

7

17

é? 1

Tabla 7. Edad al inicio de la sintomatologia. La edad promedio de inicio de la sintomatologia
fue de 3.7 afios. Se excluyo del promedio al paciente que debuto con insuficiencia cardiaca
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secundario a MCD asociada a DMD, ya que la edad de presentacion fue muy tardia. é?: Se
desconocen datos.

Presentacion de casos de novo y casos heredados
Se realizo estudios de segregacion a la madre en el 50% de los pacientes, en el resto no fue

posible completar el estudio debido a diversos factores (Defuncion de la madre, madres
que no aceptan segregacion, falta de recursos, falta de seguimiento del paciente en
consulta, referencia del paciente a otra institucion, etc.)

De los pacientes en quienes se realizé segregacion 5 casos (50%) fueron de novo, y en 5
casos (50%) se corroboro que la madre era portadora. De los casos en los que la madre era

portadora 3 presentaban antecedentes de historia familiar (Pacientes: P3, P12 y P14).

Manejo de los pacientes

De los 18 pacientes con fenotipo de DMD o DMB solamente uno suspendié manejo
farmacoldgico con corticoesteroide debido a efectos adversos previos al mismo. De los 17
pacientes con tratamiento actual con esteroides 8 llevan manejo con Prednisona (47%), 1
con dexametasona (6%), y 8 con deflazacort (47%).

Todos los pacientes llevan seguimiento periddico por rehabilitacion, cardiologia,
neumologia y endocrinologia, para deteccién temprana de complicaciones secundarias a la
patologia de base.

El paciente con MCD asociada a DMD que debuto con insuficiencia cardiaca a los 17 anos

fue referido a otra institucion para trasplante cardiaco.

Correlacion genotipo-fenotipo

El paciente con miocardiopatia dilatada asociada a DMD presentaba Delecién exones 45-48
gue corresponde al hot spot mayor del gen.

Los dos pacientes con fenotipo de DMB presentaban Delecidén de exones 3-7 y una variante
puntual en el sitio de splicing (c.10554-2A>G).

El resto de los pacientes presentaban fenotipo DMD. Debido al tamafio de la cohorte no fue

posible establecer una correlacién genotipo-fenotipo adecuada.

32



Discusion

En Meéxico existen pocos estudios sobre el espectro mutacional en pacientes con
distrofinopatias, los estudios existentes se basan principalmente en PCR multiplex y MLPA,
a diferencia de nuestra cohorte donde 19 de 20 pacientes cuentan con diagndstico
mediante NGS.

Esto cobra relevancia ya que La deteccidon de deleciones con reaccidon en cadena de la
polimerasa multiple (PCR) permite el diagndstico molecular en solo alrededor del 60% de
los pacientes con distrofinopatia y la amplificacion de la sonda de ligadura multiple (MLPA)
alcanza 70-80% (20), a diferencia de NGS con andlisis de CNV del laboratorio Invitae que
reporta sensibilidad y especificidad analitica >99 % para variantes de un solo nucledtido,
inserciones y deleciones <15 pb de longitud y deleciones y duplicaciones a nivel de exén.
De los pacientes estudiados 16 tenian clinica de DMD, 2 de DMB, 1 con MCD asociada a
DMD vy en un paciente se desconocia la clasificacidon clinica. De estos, dos pacientes
contaban con diagndstico previo por PCR multiplex, uno correspondia a una delecién del
exon 48 (En quien posteriormente se encontrd una delecidn del exén 45 por NGS y andlisis
de CNVs, paciente P14), asi como otro paciente en quien se habia encontrado una delecion
del exdn 45-48 (Paciente P9) (En quien posteriormente se encontrdé por NGS y analisis de
CNVs una delecién puntual: ¢.5104_5105del). Lo que pone en evidencia las limitaciones de
la PCR principalmente para la deteccidn de variantes puntuales.

Entre los pacientes, se incluyo una paciente femenina (P7) la cual presenta clinica
compatible con DMD y una variante patogénica en DMD en estado heterocigoto, ya que las
manifestaciones neuromusculares solamente se han reportado en el 2.5%-19% de las
pacientes portadoras (19), y la clinica de DMD en mujeres es muy rara a nivel mundial (<1
por millén), limitandose a informes de casos de individuos con sindrome de Turner, una
translocaciéon que involucra DMD o aquellos con mutaciones bialélicas de DMD (16), se
estudio a la paciente para descartar monosomia del X, y presencia de algun rearreglo
cromosémico que involucrara al cromosoma X mediante estudio de cariotipo con bandas

G, reportandose un complemento cromosémico 46,XX. Al no encontrarse ninguna
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alteracion cromosdémica nuestra principal sospecha es que se trate de una inactivacién
sesgada del cromosoma X, sin embargo, no fue posible corroborar dicha sospecha.

De las variantes patogénicas encontradas el 55% corresponden a deleciones, 40% a
variantes puntuales y pequefias inserciones deleciones, y 5% a duplicaciones (Grafica 1),
posteriormente se dividid a los pacientes de acuerdo al cuadro clinico DMB y DMD,
encontrandose en DMB 1 delecidn (50%) y una variante puntual en el sitio de splicing (50%),
y en DMD 9 pacientes correspondieron a deleciones (56%), 6 a variantes puntuales y
pequefias inserciones-deleciones (38%), y 1 paciente con duplicacion (6%) (Grafica 2).
Comparado con la literatura donde se reporta en DMD 60-70% de las mutaciones como
deleciones, 5-15% duplicaciones y 20% mutaciones puntuales y pequefias deleciones o
inserciones, y en DMB: 60-70% de las mutaciones son deleciones, 20% son duplicaciones y
el 5-10% son mutaciones puntuales, pequeiias deleciones o inserciones. (16) podemos
apreciar diferencias principalmente en la presencia de duplicaciones, ya que fue mads baja
en nuestra cohorte, sin embargo, tenemos como limitante el nimero reducido de
pacientes.

En 2019 Nascimento reportd una distribucidon de variantes puntuales: 51% variantes sin sentido,
24% cambio de marco de lectura, 19% variantes en sitio de splicing, 5% variantes de sentido
equivocado y 1% pseudoexdn (25), lo que comparado con nuestro estudio donde encontramos una
distribucién de las variantes puntuales y pequenas inserciones-deleciones de 5 pacientes
con variantes sin sentido (62.5%), 1 paciente con variante en el sitio de splicing (12.5%), 1
paciente con una variante intrénica (12.5%), 1 paciente con cambio de marco de lectura
(12.5%), notamos que la presentacidn mas frecuente coincide con la literatura.

Esto destaca la importancia de realizar estudio molecular en todos los pacientes con
diagnéstico clinico de alguna distrofinopatia, ya que los hace candidatos a algun tipo de
terapia especifica, como medicamentos que permiten la lectura del coddén de paro
provocada por una variante sin sentido, como el Ataluren, o medicamentos de salto exén
especificos para el exdn deletado en DMD, que retrasan la progresiéon de la enfermedad de
manera significativa y prolongan la edad de pérdida de la deambulacidn.

La mayoria de las variantes se localizaron en los hos spots reportados en la literatura,
principalmente en el hot spot distal (Tabla 4 y Grafica 3).
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La edad promedio al momento del diagndstico fue de 8.4 afios, lo que refleja un diagndstico
tardio en nuestra poblacion a comparacién de lo reportado previamente por Magri y
colaboradores en 2011 donde se estima un promedio de edad al diagndstico de 4 £ 2,2 afios.
(20)

Este diagndstico tardio retrasa el manejo de los pacientes, ya que se ha visto que el
tratamiento temprano con esteroides (antes de los 4 afos) podria dar lugar a mejores
resultados a largo plazo, incluida la deambulacién prolongada y el retraso en el desarrollo
de la afectacion cardiaca y respiratoria (14), asi como permitir el acceso oportuno al
asesoramiento genético, deteccién temprana de portadoras (Ya que pueden presentar
manifestaciones clinicas importantes como miocardiopatia dilatada), y elegibilidad para
terapias especificas emergentes en ensayos clinicos. (14)

En nuestros pacientes solamente se realizo segregacién en la mitad, de estos el 50% fue de
novo y en el 50% se detecto que la madre era portadora. Lo que difiere de la literatura,
donde se reporta 2/3 de los casos heredados de una madre heterocigota.

No se pudo establecer una correlacion genotipo fenotipo debido al tamafio de nuestra

cohorte.
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Conclusiones

e No se pudo realizar una correlacién genotipo-fenotipo en nuestra cohorte por
tratarse de pocos pacientes.

e Es recomendable realizar secuenciacién NGS y analisis de CNV en pacientes en
guienes no se haya detectado alguna variante patogénica mediante MLPA o PCR
multiplex, incluso en pacientes con resultado positivo, ya que no detecta variantes
puntuales y pueden ser reportadas como delecion o duplicacion de un exén
completo.

e La distribucion de variantes patogénicas mas frecuentes fue similar a lo reportado
en la literatura.

e Es recomendable contar con diagndstico molecular de todos los pacientes con
sospecha clinica de distrofinopatia ya que esto puede influir en el manejo del
paciente, asi como en el asesoramiento genético familiar.

e Destaca la importancia de realizar estudios de segregacion para deteccién de
portadoras y prevencién de miocardiopatia dilatada.

e En nuestra poblacién el diagnéstico de distrofinopatia es tardio a comparacién de
otras poblaciones por lo que es recomendable implementar métodos de tamizaje,
como medicién de CK en poblacién infantil.

e Entre nuestros pacientes se detectaron 5 con variantes sin sentido, en quienes seria
de utilidad el uso de Ataluren, medicamento que permite la lectura del codén de
paro, y mejora la calidad de vida, asi como retraso en el desarrollo de insuficiencia

respiratoria y miocardiopatia.
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Limitacion del estudio

La principal limitacion de nuestro estudio es el numero de pacientes incluidos ya que se
trata de un cohorte pequefia, realizada en un periodo de tiempo relativamente corto, por
lo que los datos obtenidos no son estadisticamente representativos.

Otra limitante es la ausencia de datos clinicos en uno de los pacientes (Paciente 13), y la
falta de estudios de segregaciéon en la mitad de los pacientes debido a diferentes
circunstancias (Defuncidon de la madre, madres que no aceptan segregacion, falta de
recursos, falta de seguimiento del paciente en consulta, referencia del paciente a otra

institucion, etc.)
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Anexos

Anexo 1: Consentimiento informado para extraccién de DNA
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o5 de 12 afios aptos para firmar, adem3




Anexo 2: Consentimiento informado Invitae

Joee Consentimiento informado para analisis
M INVITAE genéticos patrocinados

F204-5-1 [INTERMACIOMAL)

Mi prafesional rédico encarpd wune o mds andlisis genéticos ofrecidos por Invitae Conporation (“Invitae®). Podrd conseguir mds informacidn sobre
los andlisis encangados a través de mi profesional meédico y tambidn en el sitie welb de Invitae wasimdtaccom). 5 el paciente es menor de edad,
&l padre/madre o lutor otorgard el consentimients en nambre del menar tras beer este documento, dando por entendido que los trmines *mi
prafiesional rddecn®, “rmi muestra®, “mis resultados” y asi sweoesivamente hacen referencia al renor que se someterd &l andlisis.
Eﬁnmlﬁhﬂ loes andlisis? Los andlisis == realizan con una peguefia muesira de sangre, saliva o AL aislada. Lina vez tomada, la muestra serd
emiada a Inyitae para andlisis. Durante el andliss Invitae maminard si hay cambios en la secuencia del ADM, denominadas “variames". Invitae solo
.irl.ii:I::Ii logue encargue mi prﬂ:shrd médicn. Para hacer otros andlisis se requicre quie yo dé obro consentimasnio cxpreso, que qui:'.is oiorgue en
un futura.
iQué podria indicarme este andlisis? Los resullados de este andlisis de ADN podrian ser:
8. positives, y quizds:
i. contribuyan al vﬁgnéﬁl.u:n de una afeccidn g:ﬂéﬁﬂ;
i revelen 51 soy portadorfa de alguna enfermedad genética que mi hijofa podria heredar;
i revelen una predisposicion o sumenle del riesge de presentar una enfermedad gerélica en el fulwre;
v repercutan en alguros de mis familiares,
b. negativos, y quizds:
i.  reduzean pere na eliminen ks podibilidad de que rmi afeccidn lenga una base genélica;
i reduzcan perg no eliminen ks pesibilided de que rmi hijefa pediers heredar un trastorno gendtioo;
i reduzcan pere no eliminen mi predisposicién o riesge de presentar una enfermedad pendtica en el futum;
e mo revelen nirguna informacidn;
v. o eliminen la necesided de hacerrme oires andlisis.
. de significado incierto, y quizds:
i. den Iug:r.a una nlggmnc'ndequc-pnﬁh resultar il hacer mids andlisis, o hacerdes anilisis a atros F.:rniliﬂrﬁ;
ji. %= mantengan incierbos durante o futuro previsible;
i s resuelvan con el tempo. Se notificard a mi profesional médico si surge dlgiin cambio de la dasificacidn de variantes informadas
previamente que guarden relacidn con mi resultado.

Al realizar los anilisis mnrpdns. en raras ocasiones Invitae podria detectar cambios que no estén relacionados con el interés clinice que susctd

la necesidad de que me hiciera o andlisis pero que estén asociados a unri-sgo imporiante de sudrir pira afeccidn e Podrf: tener consecusnoas
negativas para mi salud, Estos se conocen coma “hallazgos fortuitos™. En canformidad con pautas médicas bien establecidas, Invitas compartird estos
Inh::gnswﬂ mi prq&ioﬂal miédion en sifuaciones en que cxistan intervenciones médicas aceptadas, y este podria optar F-:lrl:nml:nr.arlas r.onmign.
Cuskbes s los resgos y limitaciones de este andlisis genético? Mo se sabe si este andlisis vaya o no @ gyudar a rmis profesionales médioos a enlender
mejar rmi sabud y mis opciones de ratamiento. Es pasible que este andlisis no detecte algunos lipas de cambios del ADM que podnian causar un
lrastormo gendicn especifico. Quizds 423 mds inforrmalive evaluar a un fmiliar slectado [de estar disponible).

Al ipual que con todas los andlisis pendtices medeculares, el andlisis de Invitae tiene limitaciones técnicas que podrian impedir la deteccidn de slgunas
cambios gdnicos infrecuentes, o dar un resultado inexacto, por kos siguientes maotives: mala calidad del ADN; ermores Mcnicos infrecuentes en el
labaratona; notificacién incormecta de parentescos o informacidn de diagndsticos clinices, u otros tipes de limitaciones,

Existe la posibilidad de que, si s= =valta a multiples familiares, este anilisis determine gue kos nexos con mi familia sean diferentes de bo que yo ceia.

Par ejempla, =ste andlises podria descubrir que o padre declarade de una persona na es su padre biolégico verdadero. Invitae notificard estos hallazges
=i &5 nec=sario para proparcionar resultados analiticos comectos.

#Cdmo re enterand de los resultados de mi andlisis? Los informes dinicos de Invitae se entregardn dnicarmente a los profesionales médicos
centificados reencionados en e formulario de pedido del andlisis. Los informes dinicos son confidenciales y se revellardn dnicarmente a otros
prafesionales reédicos con mi consentimiento por escrite. Podné descargar mi infarme dinico desde o portal para pacientes de Invitae (awasinvitae
cornpatientssignin) una vez que se hays dado a conccer & mis profesionales médicos o i ke solicite a Invitae en conformidad con las leyes,

{Con quiénes pucdo hablar sobre mi anilisis y resultados? Invitas me recomienda que consulte can un aseser gerdticn o con mi profesicnal médico
antes de consentir en hacerme este andlisis. Msimisrma, Invitae también recomienda que consulte con un :usnrgmﬁioon con mi prnf:sinrd médicn
sabre mis resultados.

iQué tipo de informacién personal recopila Invitae sobre mi, y edmo la usarin? Para poder realizar el andlisis gendtica, |nvilae recopilard informacidn
persanal y médica sobre mi; parte de esla & considera infarmacidn persanal confidencial segin las leyes de privacidad. Invitae recibe edla infarrmacion
persanal directamente de miyjo de mis profesionales médicas. Invitae recopilard, creard y usard mis muesiras gendlicas e informacion personal para
reslizar el andlisis gerdlicn y para olros ines descritas en este formulario de consentimiento, lales corme (entre olras):

a. paraconfinmar la exactitud de los andliss gendticos e interpretar sus resultados;

b. pu:wnpirmn los requisitos I:g:lesy rcgl:rnenhtus, m:lupmd-u w:lquur requisito de presentar infarmes o compartir mi infarmacidn
persanal con nl'punumqﬁ r:gﬂaﬁgr:s nacionales, estad ounidenses o edranjeros § funcionarios gl.berrurr:nlall:: quas desempefen la funcidn
de mondtorear y supervisar analisis gerﬂ.u:ns ¥

c. para contactarme en el futuro sobre oportunidades de investigacidn gue podrian estar relacionadas con mi afeccidn o los resultados de mi
andlisis.

Irvitae conservard mi informacidn personal por el tiempo que resulte Gtil para los propdsitos de mis andlisis gendticos u otros fines abarcades por este
formulario de consentimients, o para satisfacer sus obligaciones legales.

ahtpéﬂ:nﬁnﬂn pncﬁﬁrl LSS Mis Fﬁﬂsu' ic ] 12 Can mi consentimienta a contimuacién, Invitae podria usar mis
mueshas gl:néhﬁ: & infarmacidn pcm;mﬂ para crear un conjunto de l;la'h;s que omita mi nomire, direccidn del domicilio y otra infarmacién que
pueda idertificarme directamente, excepto con el wsa de un cédip cifrada que se mantiene separacs del conjunto de datos. Este conjunto se llama
“datoes psu.:dmirniz:duﬁ.". Lo datos gm&iws. pseudonimizados pueden acelerar considerablements las imne-;ﬁg::innu miédicas, o quUE 3 5L VET
puedl: ayudar a .=r|1p|i=r las conocimisntos de las afecciones gmétic:s. mejorar los anilisis ggnﬁin:ns. encontrar nuevas tratamientas y, ala I:rﬁI
presenir enfermedades. Fspedﬁ- consiento en bos 'u aentes usos de mis datos pseudonimizados:
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= Consentimiento informado para anilisis
u INVITAE genéticos patrocinados

FM204-5-1 (INTERMACIONALY

3. Informaciin gendtica peeudonimizada: Invitae podria corservar, wsar y'e cormpanic mi informacidn gendtica psewdonimizada con fines
educativos y de validecian, investigacitn y/o calidad, exscepte ouands ke prohiban las leyes, Imetae podria compartis mi informaciin
peeudeninmizada y el nombe y la mfeemacion de contacte de mis profesionales médices con los patrocinedores del programa de andlsis
patrocinada especifico en el cual estoy participando. Entiende que la participaciin en un programa de andlisis patrecinads es wn ato
totalmente voluntario.

b. Muestras pseudenimizadas: Invitae podria consenar, wear yis compartir mis muestras pseudoenimizadas con fines educatives y de validacidn,
imvestigaciin yfo calidad, excepto cuande ke prohdban las leyes,

JEs privada mi informacidn personal? Mis datos = informacidn persanal se almacenardn y probegerdn sepin o exijan las leyes. Invitees comparting =
informe clinico (gue contiene mi infarmacidn personal) con las siguientes persanas y entidades:

+  bos profesionales mddicos menclonados en el forrmulana de pedido del andlisis;

«  oeganizmos reguladeres nacionales y extrangeres y oficiales gubermamentales que desempenen funciones de monitoreo o supervisidn de
andlisis pendticos.

J5e transferird a Estados Unidos mi informacion personal® Si; Invitae e una empresa radicada en Estados Unidos, recogilard mi infarmacidn personal
desde ese pais y alli |2 procesard. Pueds gue las l=yes en Estados Unidos no protejan mi privecidad en la misma medida gue ks beyes de mi pais.
Comao tal, Invitae ha tomado precauciones para curmnplir las leyes de privacidad y proteccidn de datos aplicables a mi cso. En el caso de pacisntes
situades en &l Espacio Econdmico Europes, Invites ha cartificads su cumplirmienta con bos marcas del Escudo de la privacidad WE-EE. UL y = Escudo
de la privacidad de Suiza-EE. UL

#Quié derechas tengo en lo referente a mi Informacién personal? Tenpo ciertos derechos en lo reflerente a mi informacidn persenal; por ejernplo, &
derecho de olicitar & aoceso, comeccidn o eliminacidn de la rssma. Tambsdn tengo el derechs de openerrne a o restringir el wse de mi infarmacidn
persanl por parte de lnvitae. Por ditimo, tengo derechs a solicitar que Invitae rueva, cople o transfiera ri informacidn personal a otra organizacién.
Para poder hecer alpuna solicitud de ese tips, puedo envdarda por corres eectrdnico a privacy@inyvitae.com.

Entienda que mis derechos podrian estar limitados si Invitae na logra identificarme en caso de que, por ejemplo, mi informacién personal haya sido
angnimizada © mi nombre y otros identificadores dirsctos hayan sido eliminados de mi conpunte de datos. También entiendo que mis denschos tienen
las $iﬂJi¢ﬂtE: limitaciones

= Simi infarmacién ya se ha usada o compartida, no s=rd posible destruira ni dejar de compartida;

«  Miinfermacian gendtica o muestras pseudonimizadas ain podrdn usarse para desarrallar nwevos andlisis y para meporar o confirmar ka
calidad de los andlisis existentes, entre Giras cosas companic datos pseudonimizadoes con base de datos publicas (come ClinVar), excephbo
cuande ke prohiban las leyes; y

+  La informaciin global que induya mi informacidn gendtics —por ejempls, informacidn resurmida, como el nidmane fotal de pacientes

lusdios con una vanante especfica—, adn podrd compartirse con tercercs con fines investigatives ¢ educatives,
#Puedo revocar mi consentimiento para compartir mi informacién con los patrocinadores del programa de andlisis? 50, entiendo gue pusda retirar mi
consentirmiento &n cualguier momento enviands mi solicitud por corren electrdnico a privacy @invitae.com; se dejard de compartic mads informacidn
con los patrocnadones del programa de andlisis. Si revooo mi consentimienta, enti=ndo que no s= verd afectada b legalidad de gue Imdtae recopile, we
o comparta mi inforrmacién hasta =l moments en que yo haya revocada mi consentimiento. Invitae adn podrd usar cualguier informacidn anonimizada
sobre mi tal como se describid en la s=cddn ameriar, y podrd wsar mi informacidn persanal en casos en gue, por sjernplo: {i) una ley =xija que Invitae
conserve mi informacidn persanal y (i} Invitae ests en la obligacidn de cumplir con los requisitos reglarmentarios aplicables al andlisis genético.
#Cambiardn alpin dis los resultados de mis andlsis? Los conocimientos sobre la inforrmackin gendtica mejorardn con & temps, por o que quizds en
el futuro se disponga de nueva infosmeciin que podria afectar ba interpretacitn de mis resultados. Invitse podrd inforrmarme de las sctuslizaciones
clinicas redacionadas con mi perfil gendtica, en consulta con el médico que hays sebicitado el andlisis. Puedo solicitar otras notificaciones o recurses.
pertinentes & mi perfil gendtice oreando wna cuenta en el portal de pacientes de |nvitse: wwwinvitse.com patients /signin.

H0ué debo fnw':itu'l.nprq;lmmd uso de mi informacdn? Sitenga untas sobre &l uso de mi infarmacidn, puedo enviar un correo
ebactrénico al responsable de la privacidsddirector de proteccién de bos datos (*Chief Frivacy Cfficer”)Data Protection Officer”) en privacy@invitae.com,
Al firmar a continuacion, confirmo lo skguientes (1) lei (o rme lepsan) este consentirmiento y entiends |a infarrmacion quee canliene; (2] entienda
que mi condentimiente para el andlisis es voluntanio y que pueds aplar por que na 2 analice mi muestra; (3) consiento en la recopilacien y

el procesamients de mi informacion persanal con los fnes descritos en este fpemulario de consentirnienls; (4) cansiento en compartic mi
infarrmacian pseudanirmizada y &l nombre de rmis profesionales médicos con los patrecinedores del pragrarma de andlisis patrocinado especilica
en el que ssloy participarndo; (5) entiends que tengo derecho a recibir una copia de este feemularis; (6) tenge tada la informacion gue guiero,

(7] rre conleslaron salisfacloniarnente lodas mis pregunias, y () por el presente congiena en hacerrne & andlisis genético.

] Facha (DOy Ml ARAA}

Fombes én et da imgrants o sy ol |seleconne)

‘Cnmen slectrincn D. irm jemmcies Murtnr |ni sl paci an e
e eladd]

Al firmar a continuacitn, doy fe de ques (1) soy & médico/ profesional médico sutorizade remitente; (2} expliqué el propasibe del andlisis descrito
anteriarmente; (3} el pacient= tuvo la opartunidad de hacer preguntas sobee este andlisis yfo buscar asesoramiento genético; (4] & paciene decidic
volurtaraments hacerse este andlisis realizado por Invitae; y (5] conservaré el corsentimiento informado par escribo y se lo entregare a Irmvitae, i
ellos o solicitan.

Firmra del profesioeal médicn [Fecha [0 R0 fAAAA]
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Anexo 3: Abreviaturas

Abreviaturas:

CK: creatinfosfoquinasa.

DAGC: complejo glicoproteico asociado a la distrofina
DAP: Proteinas asociadas a distrofina.

DMB: Distrofia muscular de Becker.

DMD: Distrofia muscular de Duchenne.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

ENM: Enfermedades neuromusculares.

MCD: Miocardiopatia dilatada

MLPA: amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples (multiplex ligation-dependt
probe amplification).

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa multiplex
NGS: Secuenciacién de nueva generacion.

RNA: Acido ribonucleico.

SS: Secuenciacidon Sanger.
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