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Resumen

Las distrofinopatias son enfermedades musculares causadas por variantes patogénicas en el gen DMD. El
presente estudio describié las variantes genéticas que presentan los pacientes diagnosticados con
distrofinopatias en el Hospital del Nisio “Dr. Francisco de Icaza Bustamante”. Se realizd un estudio
observacional, descriptivo y retrospectivo. La poblacion estuvo constituida por 20 pacientes que cumplieron
los criterios de inclusién y exclusién. La edad promedio de diagndstico molecular fue a los 8 afios con 6 meses.
En 9 pacientes se encontraron variantes del tipo deleciones (45 %), involucrando 1 solo exény 2 0 mas exones;
en 3 pacientes duplicaciones (15 %), de los cuales estaba afectado 1 exdn, 2 0 mas exones y 1 tenia una
duplicacion intrénica. En 8 pacientes se encontraron variantes patogénicas puntuales (40 %), dentro de estas
variantes, 6 correspondieron a variantes sin sentido (75 %), los cuales son tributables a tratamiento molecular
y 2 probandos presentaron variantes patogénicas en el sitio de corte y empalme (25 %). Las
deleciones/duplicaciones fueron las variantes patogénicas mas frecuentes encontradas mediante la técnica
MLPA, la secuenciacion es una técnica indispensable en el diagnéstico de variantes patogénicas puntuales y
las nuevas terapias mejoran la calidad de vida y disminuyen la morbimortalidad en las distrofinopatias.
Palabras clave: distrofina, distrofinopatias, distrofia muscular de Duchenne, ligado al cromosoma X.

Abstract

Dystrophinopathies are muscle diseases caused by pathogenic variants in the DMD gene. This study described
the genetic variants presented by patients diagnosed with dystrophinopathies at the Children's Hospital "Dr.
Francisco de Icaza Bustamante". An observational, descriptive and retrospective study was carried out. The
population consisted of 20 patients who met the inclusion and exclusion criteria. The average age of molecular
diagnosis was 8 years and 6 months. In 9 patient’s variants of the deletion type were found (45%), involving
1 single exon and 2 or more exons, in 3 patient’s duplications (15%,), of which I exon, 2 or more exons were
affected and 1 had an intronic duplication. In 8 patients point pathogenic variants were found (40%), among
these variants, 6 corresponded to nonsense variants (75%), which are amenable to molecular treatment and
2 probands presented pathogenic variants at the cleavage and splice site (25%). Deletions/duplications were
the most frequent pathogenic variants found by MLPA technique. Sequencing is an indispensable technique in
the diagnosis of specific pathogenic variants and new therapies improve the quality of life and decrease
morbidity and mortality in dystrophinopathies.
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Introduccion

Las distrofinopatias son enfermedades musculares causadas por variantes patogénicas en el gen
DMD que codifica a la proteina distrofina. La afectacion principal se da en los musculos esqueléticos
y cardiacos, en el extremo severo del espectro, esta la distrofia muscular de Duchenne (DMD, OMIM:
310200) de comienzo temprano y severo, a diferencia de la distrofia muscular de Becker (DMB,
OMIN: 300376) que se caracterizada por su aparicion tardia y afectacion level?,

En la DMD las primeras manifestaciones clinicas inician frecuentemente a la edad de 2 a 3 afios,
en la fase deambulatoria, caracterizada por retraso del desarrollo psicomotor; especialmente en el area
motora gruesa. La evolucién se da con pérdida gradual de la fuerza y la funcion muscular; se
caracteriza por alteracién de la marcha, requiriendo mayor esfuerzo para la deambulacién y
bipedestacion e hiperlordosis compensatoria; es caracteristico el signo de Gowers (para lograr
ponerse de pie debe usar las manos para trepar por su propio cuerpo). Se pierde la capacidad de
deambulacion aproximadamente a la edad de 12 afios, en esta fase no deambulatoria se asocia
debilidad muscular progresiva, escoliosis, cardiomiopatia y deterioro de los masculos respiratorios
hacia la segunda década de la vida y posterior muerte prematura por insuficiencia respiratoria o
cardiaca®*.

La DMD se describio por primera vez en la década de 1860, pero el gen no fue identificado hasta
1986 y el producto proteico, distrofina, al afio siguiente. Una funcion clave de la distrofina es
mantener la integridad de la membrana de miofibras durante la generacion de fuerza, que logra
proporcionando enlace entre la actina y la matriz extracelular. En ausencia de distrofina, se produce
pérdida de integridad de la membrana, lo que conduce a la degeneracion de la fibra, agotamiento de
la capacidad regenerativa, y a la fibrosis del muasculo con reemplazo de grasa que conduce a la clinica
caracteristica®.

El gen DMD (Xp21.2) es uno de los mas grandes del genoma humano, tiene 79 exones que abarcan
2,3 megabases (Mb), codifica para un mRNA de 14 kb y traduce una proteina de 3,685 aminoacidos®.
Su tasa de mutacion es relativamente alta; en 1 de 3 pacientes se presentan variantes patogénicas de
novo. Las variantes patogénicas que se encuentran con mas frecuencia en la DMD/DMB son grandes
deleciones (68 %), seguidas por duplicaciones (11 %), también pueden presentarse pequefias
deleciones o variantes patogénicas puntuales en el 20 % de los casos. Las deleciones pueden
localizarse en cualquier parte del gen, no obstante, existen unas regiones en donde se presentan con
mayor frecuencia, llamadas regiones proclive o hot spot, entre los exones 45-55 (80 %) y entre los
exones 1-19 (20 %)’.

A nivel mundial se han realizado diversos estudios sobre el espectro mutacional de las
distrofinopatias, por ejemplo: Colombia®, Espafia®, Brasil'®, Chinal!, Canada'? y Japon®3, donde se
corrobora que las mutaciones debido a deleciones y duplicaciones son las variantes patogénicas mas
frecuentes, seguidas de las variantes patogénicas puntuales. En Ecuador, hay publicaciones que
reportan variantes genéticas del tipo deleciones y duplicaciones, pero no variantes patogenicas
puntuales'**°,

Las estimaciones de prevalencia y prevalencia al nacer de las distrofinopatias varian en las
diferentes literaturas, entre 0,9 a 16,8 por 100 000 varones y de 1,5 a 28,2 por 100 000 varones nacidos
vivos, respectivamente. La prevalencia combinada y la prevalencia al nacimiento fueron 5,3 (IC del
95 %: 5,1-5,5) casos por 100 000 varones y 21,4 (IC del 95 %: 20,4-22,5) casos por 100 000 varones
nacidos vivos, respectivamente®.

Numerosos métodos diagnosticos hay disponibles para la deteccion de variantes patogénicas del
gen DMD, incluida la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la amplificacion de sonda
dependiente de la ligadura multiple (MLPA), la hibridacion gendémica comparativa (CGH) y la
secuenciacion Sanger basada en PCR. En los ultimos afios, los avances en la secuenciacion de
proxima generacion (NGS) han mejorado la precisién de secuenciacion y por ende aumentado
considerablemente la velocidad de generacion de grandes cantidades de datos limpios de
secuenciacion®’18,
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El Unico farmaco que ha demostrado modificar la historia natural de la enfermedad
(independientemente de la variante genética) son los corticoides, los cuales estadn indicados en
estadios tempranos de la enfermedad, con el fin de prolongar la fase deambulatoria. Durante la fase
no deambulatoria se mantiene la controversia del uso continuado de los esteroides, ademas se ha
propuesto el uso de idebenona como agente antioxidante para la prevencion del deterioro respiratorio.
En relacion con los ensayos clinicos, en los ultimos diez afios se han experimentado grandes avances
en el campo de las opciones terapéuticas, divididos en dos grandes dianas terapéuticas: 1) el area de
las terapias génicas y 2) tratar de revertir o bloquear los procesos fisiopatoldgicos de la enfermedad,
tales como inflamacidn, fibrosis y regeneracion muscular. Es probable que un tratamiento eficaz para
las distrofinopatias requiera combinaciones que se apliquen tanto al defecto primario como las
consecuencias fisiopatoldgicas secundarias®®?.

El presente estudio tiene por objetivo caracterizar a nivel molecular las distrofinopatias en el
Hospital del Nifio “Dr. Francisco De Icaza Bustamante” entre los afios 2017 a 2021. En dicho hospital
no existe un estudio de pacientes con distrofinopatias que permita conocer el tipo de variante genética,
distribucion geografica, las principales caracteristicas clinicas de la enfermedad y de esta manera
poder tomar una conducta correcta en cuanto al tratamiento y seguimiento respectivo. Esto ayudaria
a mejorar la calidad de vida de los pacientes y sus familias; ademas, resultaria en una herramienta Gtil
para contribuir en el disefio de politicas en salud, aplicacion de guias de manejo, acceso a tratamientos
de Gltima tecnologia y permitir su comparacion con otros estudios disponibles a nivel mundial, como
fuente de conocimiento en los &mbitos clinico, genético y epidemioldgico.

Metodologia

Se realizé un estudio observacional, descriptivo y retrospectivo, a través de la revision de historias
clinicas de pacientes con diagndstico molecular de distrofinopatias en el Hospital del Nifio “Dr.
Francisco De Icaza Bustamante” de la ciudad de Guayaquil, Ecuador, durante el periodo enero 2017
a diciembre 2021.

El muestreo realizado fue no probabilistico, constituido por 20 pacientes de sexo masculino y
femenino que presentaban: debilidad muscular progresiva, niveles elevados de CPK
(creatinfosfoquinasa), hipertrofia de gemelos, signo de Gowers positivo, cambios miopaticos en la
electromiografia, antecedentes familiares y estudio genético positivo. El diagnéstico molecular se
realizo por medio de la téecnica MLPA y secuenciacion, cuyo estudio fue realizado en el laboratorio
de analisis gendmico Mendelics de Brasil.

Los criterios de inclusion fueron: pacientes de cualquier edad, independientemente del sexo, vivo
o fallecido de cualquier etnia, con diagnostico molecular de distrofinopatias, cuyas historias clinicas
registren las variables clinicas y analiticas necesarias para este estudio.

Los criterios de exclusién fueron: pacientes con diagndstico clinico de distrofinopatias sin analisis
molecular. Como variables se consideraron: residencia, edad, sexo, manifestaciones clinicas y
variantes patogénicas, se realizd estadistica descriptiva entre las variables estudiadas. Para la
recoleccion de informacion se realizd una revision documental de las historias clinicas de los
pacientes cuyos datos se recolectaron y analizaron en Microsoft Excel.

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Bioética Institucional de la Universidad Técnica
de Manabi, el 26 de octubre de 2021 con el cédigo: Oficio N°689-CA-MBMPEDM-IP-UTM v;
ademas, la direccion del Hospital del Nifo “Dr. Francisco De Icaza Bustamante” autorizd la
recoleccion de datos estadisticos a través del Memorando Nro. MSP-CZ8S-HFIB-DA-2021-5765-M.
Basados en los principios bioéticos se consideraron la privacidad y confidencialidad de la
informacion.
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Resultados y discusién

Un total de 20 pacientes fueron confirmados con distrofinopatias por estudio molecular, con un
rango de edades al diagnostico entre los 3y los 15 afios, y la edad promedio de diagndstico molecular
de DMD/BMD fue a los 8 afios con 6 meses, el sexo masculino predominé en el 95 % de los casos
(Figura 1).

Edad (Asios)
-]

Sexo
Masculing Fememning

Figura 1. Edad y sexo de los pacientes con distrofinopatias.

La edad promedio de diagndstico molecular de 8 afios con 6 meses, contrasta con la literatura, ya
que la edad media de diagndstico es de 4 afios y 10 meses, conociendo que la terapia con corticoides
a partir de los 5 afios retrasa la pérdida de la deambulacion?!, ademas el no disponer de un laboratorio
de genética molecular nacional con técnicas de MLPA y secuenciacion, retrasa la caracterizacion
molecular y diagndstico definitivo. Es muy importante hacer un diagndstico temprano y definitivo de
tipo molecular de las distrofinopatias ya que hay otros tipos de distrofias musculares como las
distrofias musculares de cintura que presentan un cuadro clinico parecido a las distrofinopatias??.

Las distrofinopatias DMD/BMD al presentar una herencia ligada al cromosoma X, la mayoria de
pacientes afectados son del sexo masculino, pero una pequefia proporcion, aproximadamente el 10 %
de las mujeres portadoras pueden presentar algin tipo de sintomatologia, o solo presentar
manifestaciones cardiacas y/o cognitivas®, en el caso de nuestra Unica paciente del sexo femenino,
presento sintomatologia leve desde los 7 afios de edad, siendo posiblemente su causa una inactivacién
desfavorable del cromosoma X. En 1961, Mary Lyon propuso que, en las células de las hembras de
mamiferos, un cromosoma X de los dos sufriria una inactivacion aleatoria en la vida embrionaria
temprana y, por lo tanto, los machos como las hembras tienen un solo X activo, Las mujeres
heterocigotas pueden tener una expresion variable del trastorno recesivo ligado a X debido al proceso
aleatorio de inactivacion de dicho cromosoma?®,

La ciudad de residencia mas frecuente fue Guayaquil, representado el 80 % de los casos, seguidos
de Babahoyo, Samborondén y Palestina en menores proporciones (Tabla 1).

Tabla 1. Lugar de residencia de los pacientes con distrofinopatias.

Ciudad Frecuencia Porcentaje
Guayaquil 16 80
Babahoyo 2 10
Samborondén 1 5

Palestina 1 5

Total 20 100

La mayor concentracion de pacientes con distrofinopatias esta en la ciudad de Guayaquil, 16 (80
%), pero es lo esperado, teniendo en cuenta que el Hospital del Nifio “Dr. Francisco De Icaza
Bustamante”, es un hospital especializado de tercer nivel ubicado en dicha ciudad, la cual segin
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proyecciones poblacionales es la segunda ciudad méas poblada del Ecuador, por lo tanto, es
estadisticamente mas probable la aparicion de dicha enfermedad?®.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes fueron: trastorno de la marcha, 18 (94,7 %), debilidad
muscular 15 (78,9 %), retraso global del desarrollo, 6 (31,5 %), discapacidad intelectual, 4 (21 %) y
dolor muscular, 3 (15,7 %). Las caracteristicas clinicas de las distrofinopatias DMD/BMD siguen un
curso predecible en la mayoria de los casos, la ausencia o defecto funcional en la proteina distrofina,
conlleva a la degeneracion muscular progresiva, es por ello que el trastorno de la marcha (94,7 %) y
la debilidad muscular (78,9 %) fueron las caracteristicas mas preponderantes en los pacientes; lo cual
concuerda con otros estudios internacionales®. Hay reconocimiento de que la distrofina juega un papel
critico en el desarrollo y funcion del cerebro, encontrandose el retraso global del desarrollo (31,5 %),
discapacidad intelectual (21 %) y autismo (5,2 %) en nuestros pacientes; lo cual sugiere que la
disfuncion de la distrofina afecta a vias cruciales del neurodesarrollo durante la infancia®.

Con el analisis molecular se logré detectar variantes genéticas (Tabla 2) de tipo
delecidn/duplicacion de exones en el gen de la distrofina, mediante la técnica MLPA. En 9 pacientes
se encontraron deleciones (45 %) y en 3 pacientes duplicaciones (15 %). En el resto de los pacientes,
en los cuales el MLPA fue negativo, se realiz6 secuenciacion masiva del gen DMD, encontrandose
mutaciones puntuales en 8 pacientes (40 %) (Tabla 3), de los cuales 6 correspondieron a variantes sin
sentido (75 %) y 2 probados a mutaciones en el sitio de corte y empalme (25 %). En el primer estudio
realizado en Ecuador con pacientes y portadora de DMD, las alteraciones genéticas detectadas
correspondieron a deleciones de 6 exones, entre los exones 45 a 51, con la pérdida delimitada por la
conservacion de los exones 44 y 5215.

Tabla 2. Variantes patogenicas identificadas en pacientes con distrofinopatias.

Variante patogénica Frecuencia Porcentaje
Delecion 9 45
Mutaciones puntuales 8 40
Duplicacion 3 15

Total 20 100

En otro estudio de Quito-Ecuador con una cohorte de 7 pacientes, encontraron 4 duplicacionesy 3
deleciones, solo utilizaron las técnicas PCR multiplex y MLPA, En la provincia de Holguin-Cuba,
se realiz6 un estudio en 12 pacientes mediante la técnica PCR multiplex, el 33,3 % de los pacientes
presentaron variantes patogénicas, dadas por deleciones; en el restante 66,7 % no se pudo detectar
delecion en los exones estudiados®®. En Colombia estudiaron a 62 pacientes, en el 75 % se detectaron
variantes tipo delecién/duplicacion mediante MLPA vy a través de la secuenciacién del gen DMD se
evidenciaron mutaciones sin sentido en el 9,6 %, mutaciones que afectan el marco de lecturaenel 11
% y mutaciones que afectan el corte y empalme en el 3,2 %8 A pesar de ser las
deleciones/duplicaciones las mas frecuentes es muy importante tener a disposicion la secuenciacién
del gen DMD en caso de que el MLPA o el PCR multiplex sea negativo.

En 5 individuos se encontré la delecion de 2 o mas exones (25 %), en 3 individuos solo 1 exdn
estaba afectado (15 %), en los 3 que presentaron duplicaciones, estas involucraron 1 exon, mas de 2
exones y uno la duplicacion fue intronica. Los pacientes con variantes sin sentido identificadas con
su correspondiente afectacion en la proteina DMD son tributables a la medicacion Ataluren
(medicamento huérfano). En 2 pacientes se encontro la afectacion el sitio de corte y empalme, el cual
no tiene indicacion de tratamiento molecular.

Dentro de las variantes patogénicas puntuales encontramos, las sin sentido, que correspondieron a
6 pacientes (30 %); estas variantes son susceptibles de tratamiento molecular ya que ocasionan un
codon de parada prematuro produciendo una distrofina disfuncional por lo que se ha disefiado nuevas
moléculas que estimulan la lectura del coddn de parada (Ataluren)?’, permitiendo al ribosoma ignorar
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la sefial de parada prematura y continuar la traduccion del ARNm, lo que resulta en la formacion de
una proteina funcional.

Tabla 3. Descripcién molecular de variantes genéticas encontradas en pacientes con
distrofinopatias.

Individuo Exon Intron Exon Variante Nomenclatura
delecionado  afectado  duplicado geneética de proteinas
1 1-79 - - - -
2 8-17 - - - -
3 8-30 - - - -
. 18
4 18 parcial parcial - - -
5 36 - - - -
6 44 - - - -
7 54 - - - -
8 45-52 - - - -
9 45-52 - - - -
10 - - 2-6 - -
11 - - 62 - -
12 - 44 dup - - -
Sin sentido:
13 - - - chrX:31.204.117  p. Tyr3217*
G>C
Sin sentido:
14 - - - chrX:32.503.170 p. Leu890*
A>C
Sin sentido:
15 - - - chrX:32.262.810  p. Serl768*
G>C
Sin sentido:
16 - - - chrX:31.178.721  p. Arg3391*
G>A
Sin sentido:
17 - - - chrX:31.260.978  p. Met3088*
T>A
Sin sentido: 0
18 - - - chrx.sg$?'>oi\39.644 Argl459+
Corte
19 i i i en&palmg )
orte
20 ] ] ] empalmg )

*Codon de parada.

Ataluren (Translarna™) es un farmaco oral no aminoglucésido que tiene actividad de lectura sin
propiedades antibioticas. La actividad de Ataluren ha sido demostrada en multiples modelos de
enfermedad en los que estan involucrados muchos sistemas de 6rganos diferentes, tales como la
distrofinopatia. La Agencia Europea de Medicamentos autorizd el tratamiento de pacientes
ambulatorios de cinco afios 0 mas y lo ha designado como medicamento huérfano?%°,

Ademas, existen otras terapias también aprobadas como: Exon-Skipping 51 (Etepliersen) y 53
(Golodirsen), a través de un oligonucle6tido antisentido retomar el marco de lectura y convertir a un
paciente Duchenne en Becker3%3!,
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Conclusiones

Las distrofinopatias al ser condiciones ligadas al cromosoma X, la mayoria de los pacientes
afectados son varones, y en menor proporcion las mujeres estan afectadas. La distrofina se expresa
en multiples 6rganos y sistemas con sus diferentes isoformas, siendo a nivel muscular su mayor
expresion por lo cual en nuestros pacientes predominaron las manifestaciones clinicas motoras. Las
variantes patogénicas de tipo deleciones/duplicaciones fueron las mas frecuentes encontradas
mediante la técnica MLPA, la cual es el estudio complementario genético de primera eleccion para
estudiar a todo paciente con sospecha de distrofinopatia; y, las variantes puntuales fueron
diagnosticadas mediante secuenciacion de préxima generacion, el cual seria la segunda opcién de
estudio genético. El no tener un laboratorio de diagndstico molecular en Guayaquil, retrasa el
diagnostico molecular de esta condicion genética. Nuevas terapias de tipo modificadoras y génicas
prometen una mejor calidad de vida y disminucion de la morbimortalidad en las distrofinopatias.
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