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RESUMEN 

El objetivo principal del presente trabajo fue validar la utilidad diagnóstica de la 

prueba MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) para diagnóstico 

de pacientes con una distrofinopatía (tipo Duchenne-DMD, o Becker-DMB), 

caracterizándose primero a los pacientes. Se utilizó la información clínica de 46 

pacientes que fueron referidos al CIGBM entre los años 2014-2016 para descarte 

de DMD/DMB. Se determinó el genotipo de las muestras, primero mediante la 

técnica MLPA (grandes deleciones y duplicaciones) y en los casos negativos, se 

usó NGS-target (pequeñas mutaciones). Finalmente se usó STATA 12.0 para 

análisis descriptivo y EPIDAT 3.1 para análisis de precisión diagnóstica. Se 

resolvieron el 56.5% de los casos por MLPA y el resto por NGS-target más 

secuenciación Sanger. De las 42 mutaciones diferentes encontradas, 11 no han 

sido reportadas antes. Se establece la distribución mutacional del gen DMD: 

grandes deleciones (45.65%), grandes duplicaciones (8.70%) y pequeñas 

mutaciones (45.65%), que es significativamente diferente en esta población versus 

lo reportado por la Universal Mutation Database-Translational Research in Europe 

for the Assessment and Treatment-Neuromuscular Disorders. Se demuestra que la 

técnica MLPA tiene una sensibilidad y especificidad del 100% para detectar 

mutaciones de tipo deleción/duplicación, causantes de DMD/DMB. Se recomienda 

realizar el diagnóstico de la DMD/DMB en dos partes. Primero por MLPA, 

considerando verificar por PCR más secuenciación Sanger en caso de tratarse de 

deleción de un solo exón. Y posteriormente, en MLPA negativos, realizar NGS y 

verificar los resultados también por secuenciación Sanger.  

Palabras clave: Distrofinopatías, diagnóstico genético, MLPA, NGS. 
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ABSTRACT 

The main objective of this work was, validate the diagnostic utility of the MLPA test 

(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) for the diagnosis of patients with 

dystrophinopathy (type Duchenne-DMD, or Becker-DMB), characterizing patients 

first. We obtained clinical information from 46 patients which were referred to 

CIGBM between 2014- 2016 to discard DMD/DMB. The samples were genotyped, 

first by MLPA (gross deletions and duplications) and then, the negative cases were 

analysed by NGS (short mutations). Finally, we used STATA 12.0 for descriptive 

analysis and EPIDAT 3.2 to analyse diagnosis accuracy. We confirmed the 

DMD/DMB diagnosis by MLPA in 56.5% of cases and the remaining 43.5% by 

target-NGS confirmed by Sanger sequencing. We found 11 new mutations from 42 

different mutations reported. Mutations distribution in DMD gene is as follows: 

45.65% gross deletions; 8.70% gross duplications and 46.65% point mutations 

which have statistically significant differences in our population versus data reported 

in Universal Mutation Database-Translational Research in Europe for the 

Assessment and Treatment-Neuromuscular Disorders. We demonstrated that 

MLPA technique has a high sensitivity and specificity (100%) to detect 

deletion/duplication related to DMD/DMB. We recommended to make DMD/DMB 

diagnosis in two step process, first by MLPA plus Sanger sequencing if the deletion 

includes a single exon, and later, in MLPA negatives cases, perform NGS and verify 

the results by Sanger sequencing. 

Keywords: Dystrophinopathies, genetic diagnosis, MLPA, NGS. 
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INTRODUCCIÓN 

Un ejemplo de enfermedad rara es la distrofia muscular por carencia o alteración 

de la proteína distrofina. Existen dos tipos de distrofinopatías, la más común y 

severa es la distrofia muscular del Duchenne - DMD (OMIM # 310200). Esta 

enfermedad neuromuscular aparece a temprana edad y se caracteriza por la 

debilidad muscular progresiva y degenerativa. Cuando alcanza ciertos músculos 

como el diafragma, provoca una insuficiencia respiratoria, y finalmente al verse 

afectado el músculo cardiaco el desenlace es un infarto al corazón, que provoca 

una muerte temprana (adultos jóvenes). Una forma más leve y de menor incidencia 

es la distrofia muscular de Becker - DMB (OMIM # 300376), enfermedad que tiene 

mejor pronóstico.1–3 Ambas enfermedades están ligadas al sexo porque el gen 

responsable (gen DMD) se encuentra en el cromosoma X, por lo que los afectados 

son casi al cien por ciento varones (46, XY), mientras que las mujeres al poseer 

dos cromosomas sexuales X, pueden ser portadoras de la enfermedad, 

asintomáticas, o muy levemente afectadas. 

Actualmente, el diagnóstico clínico considera la detección de signos característicos 

de la enfermedad (niño de año y medio que no camine, de tres años que no corra 

o suba escaleras, signo de Gowers, pantorrillas hercúleas, escoliosis, y en un 30% 

retraso mental).4,5 A estos signos se le suman algunos exámenes complementarios 

como la prueba de nivel de creatininfosfoquinasa, electromiografía y en algunos 

casos inmunohistoquímica o Western blot para detectar presencia/ausencia de la 

proteína, aunque para ellos se necesita una muestra de biopsia muscular (prueba 

invasiva) y finalmente se encuentran las pruebas moleculares.5  

En los centros hospitalarios del Perú, actualmente, se emplea como método 
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molecular de diagnóstico los test de Chamberlain y de Beggs (PCR multiplex, que 

evalúa hasta 10 exones a la vez).6,7 Otra técnica aún no implementada en nuestro 

país pero que se viene usando en otros países desde el 2002, es la Multiplex 

Ligation-depend Probe Amplification (MLPA) que a diferencia de la PCR multiplex 

puede evaluar hasta 50 regiones en una sola reacción, por lo que surge como un 

buen método en el reconocimiento de variaciones en el gen DMD.8 

Si bien es cierto la MLPA puede detectar variaciones de todos los exones, solo 

puede evaluar presencia/ausencia de cada exón por separado, más no puede 

evaluar pequeñas mutaciones de uno o de más nucleótidos. Para ello, se puede 

utilizar otra técnica, la Next Generation Sequencing (NGS) que sí es capaz de 

detectar estos tipos de mutaciones.9 

Un problema en países como el nuestro, es que más del 95% de las enfermedades 

quedan sin determinarse por dificultades tecnológicas. Ello impide un tratamiento 

adecuado y oportuno por desconocer la naturaleza de la enfermedad en casi todas 

las familias. Además, hay que adicionar, que muy pocas pueden costear estudios 

moleculares en el extranjero.  

En general, las distrofinopatías están recibiendo más atención debido al mejor 

conocimiento de los médicos, mayor acceso de la población a los servicios de salud 

y mayor preocupación de la sociedad por los casos de discapacidad. Por ello, es 

crítico diagnosticar la condición, pues en base a ello, se puede establecer el manejo 

y pronóstico de vida de los afectados.5 

El presente estudio, tiene como objetivo principal, validar la técnica MLPA, como 

una prueba diagnóstica molecular para corroborar la sospecha clínica de una 

distrofinopatía (DMD/DMB). Además, caracterizar genotípicamente a la población 
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de participantes con un diagnóstico clínico de DMD/DMB, comparar la distribución 

de los tipos de mutaciones causales de DMD/DMB de esta población, con lo 

reportado en diferentes partes del mundo; y armar una base de datos que contenga 

los datos clínicos de los pacientes y sus correspondientes mutaciones, para que 

dicha información sirva a futuro para determinar frecuencias de los tipos de 

mutaciones a nivel mundial, acceso a nuevos tratamientos o terapias y para 

consejería genética a los familiares. 
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CAPÍTULO I: MARCO TEÓRICO 

1.1 Antecedentes 

Chamberlain et al., en 1988, utilizan una base de datos de pacientes del EMBL 

(European Molecular Biology Laboratory), para indicar cuales son las regiones del 

gen DMD con mayor probabilidad de perderse durante la replicación del ADN 

(posteriormente conocidas como hot spots). Además, proponen la técnica PCR 

multiplex, como prueba diagnóstica pre y postnatal, gracias a la cual pueden 

amplificarse simultáneamente hasta 10 regiones del gen DMD, y por ende detectar 

una deleción en un individuo hemicigoto. En 1990, Chamberlain et al, publican en 

el libro PCR protocols: a guide to methods and applications, un capítulo donde 

detallan el protocolo para realizar la PCR multiplex de nueve exones, conocido 

posteriormente como el test de Chamberlain, utilizado aun en varios centros 

médicos.6,10 

Beggs & Kunkel, en 1990, realizaron una revisión de las técnicas hasta el momento 

propuestas para el diagnóstico de distrofinopatías, sea Duchenne (DMD) o Becker 

(DMB). Proponen un diagrama de flujo para el diagnóstico de la enfermedad, 

cuando el clínico sospecha de DMD/DMB y el paciente presenta niveles de CPK 

elevados. Primero se debe realizar un análisis de inmunohistoquímica o Western 

blot para distrofina. De observarse una distrofina normal, se deben descartar otras 

enfermedades neurológicas, de observarse una distrofina alterada puede tratarse 

de DMB y de no observarse distrofina lo más seguro es que corresponda a un DMD. 

Para comprobar este resultado se debe realizar un Southern blot en búsqueda de 

deleciones o duplicaciones, finalmente, de no encontrarse nada pueden realizarse 

estudios de ligación por medio de PCR-RFLP. Además, sugieren que las familiares 
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también deben ser analizados para saber si son portadoras o no, y así poder brindar 

la consejería genética necesaria.4 

Beggs et al., en 1990, propusieron un segundo conjunto de primers para PCR 

multiplex, para amplificar siete exones y un promotor, exones que también se 

encuentran en regiones hot spots del gen DMD (previamente descritas por Koenig 

et al, en 1987). Se propone que utilizando este mix (posteriormente conocido como 

el test de Beggs) y el de Chamberlain se pueden detectar el 98% de las deleciones 

en pacientes con DMD/DMB. Esto ha sido probado también como diagnóstico 

prenatal.7 

Schwartz & Duno, en 2004, reportaron por primera vez el uso de la técnica MLPA 

para detectar variaciones en el número de copias de cada uno de los 79 exones del 

gen DMD en solo dos reacciones. Se confirmaron en todos los casos las 

mutaciones encontradas antes mediante PCR multiplex o Southern blot; además, 

se hallaron nuevas mutaciones y no solo en pacientes sino también en portadoras. 

Concluyeron que es un método reproducible, fácil de manejar y más sensible.11 

Lalic et al., en 2005, validaron el ensayo mediante MLPA vs. PCR multiplex en 123 

pacientes. La prueba MLPA confirmó todas las deleciones encontradas con la PCR 

multiplex y en algunos casos se especificó el verdadero tamaño de la deleción. 

Además se reportaron deleciones y duplicaciones que no pudieron ser detectadas 

por PCR multiplex, confirmando que la MLPA es superior a los test de Chamberlain 

y Beggs.12 

Gatta et al., en 2005, analizaron 12 familias con un varón afectado por DMD/DMB, 

para comprobar la eficacia en detectar mujeres portadoras de mutaciones de tipo 

deleción y duplicación. Encontraron en 10 familias, madres y hermanas portadoras 
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de la mutación del afectado, lo que representa una información muy útil al momento 

de dar un asesoramiento genético a la familia.13 

Jansenn et al., en 2005, utilizan la técnica MLPA para realizar análisis 

retrospectivos y prospectivos de un total de 193 individuos. Como resultado, se 

confirmaron resultados de pacientes con deleciones antes detectadas por PCR 

multiplex o por FISH. Además, se reportaron nuevas deleciones, duplicaciones y 

una mutación de tipo nonsense. Por lo tanto, también concluyen que la técnica 

MLPA es más sensible y rápida que la PCR multiplex. Y, además, recomiendan 

verificar por secuenciación Sanger en el caso de encontrar deleción de un solo exón 

por MLPA.14 

Lai et al., en 2006, evaluaron la sensibilidad y especificidad de la técnica MLPA en 

comparación con la PCR multiplex, de un total de 63 sujetos identificados 

clínicamente con DMD/DMB. En todos los casos la MLPA fue capaz de detectar las 

deleciones o duplicaciones causantes de la enfermedad. Se comprueba que la 

MLPA es superior a la PCR multiplex ya que se pueden detectar deleciones de 

cualquier exón, además de duplicaciones y también portadoras de las 

mutaciones.15 

Aartsman-Rus et al., en 2006, informaron por primera vez sobre el uso la base de 

datos LOVD3 (Leiden Open Variation Database), creada en 1997 por la Leiden 

University Medical Center. De un total de 4 700 pacientes del gen DMD, las 

frecuencias de los tipos de mutaciones reportadas hasta el 2005 fueron: deleciones 

de uno o más exones abarcaban más del 72%, las duplicaciones de uno o más 

exones eran el 7% y el 20% restante se trataba de pequeñas mutaciones. Además, 

la región hotspot para las deleciones se encuentra entre los exones 45-53 y para 
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las duplicaciones entre los exones 2-20. Esta base de datos 

(www.databases.lovd.nl) se encuentra en constante actualización, hasta la última 

en marzo del 2018, de un total de 13 569 pacientes, se reportan un 66% de 

deleciones de uno o más exones, 12% de duplicaciones de uno o más exones y 

22% de pequeñas mutaciones.16  

Nicolas et al., en 2012, desarrollaron la base de datos eDystrophin, donde se 

describen las mutaciones causantes de DMD/DMB y las modificaciones 

estructurales y funcionales de la distrofina. De un total de 1 026 pacientes 

franceses; 64.3% presentan deleciones de uno o más exones; 21.7% duplicaciones 

de uno o más exones y 14% pequeñas mutaciones. Esta información proporciona 

una idea de correlación genotipo-fenotipo de DMD/DMB y es útil para las posibles 

estrategias de terapia genética.17 

Yang et al., en 2013, realizaron por primera vez un estudio de caracterización de la 

población china en referencia al gen DMD. Analizaron 1 053 pacientes y 400 

madres por MLPA y secuenciación. Se determinó que el 59.4% eran grandes 

deleciones, el 11.2% grandes duplicaciones y el 29.4% pequeñas mutaciones. 

También indicaron que en un 51.7% de los casos la mutación fue heredada de la 

madre. En cuanto a las deleciones la región hotspot se encontró entre los exones 

45-54 y 3-22, y en cuanto a las duplicaciones estas regiones estuvieron entre los 

exones 3-11 y 21-37. Se logró aumentar la comprensión de DMD/DMB en la 

población china.18 

Wei et al., en 2014, presentaron un nuevo método de análisis genético para 

DMD/DMB, la NGS-target. Se utilizaron 89 pacientes con mutaciones conocidas, 

18 mujeres portadoras y 245 individuos control. En comparación con métodos 
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tradicionales, este tiene una especificidad del 99.99% y una sensibilidad del 98.96% 

para la detección de variaciones del número de copias y una precisión del 100% 

para la identificación de mutaciones SNP. Se reportaron nueve mutaciones nuevas. 

Los resultados demostraron que el nuevo método es adecuado para la práctica 

clínica de rutina con tiempos de respuesta más cortos y mayor precisión de la 

información genética.19 

Guo et al., en 2015, combinan las técnicas MLPA y secuenciación Sanger para 

analizar genéticamente 613 individuos (chinos). El 69.8% se resolvió por MLPA 

mientras que el 23.3% por secuenciación Sanger. La región más variable se 

encuentra entre los exones 44-55. Este trabajo contribuyó a un mejor entendimiento 

de la población china en relación al gen en estudio.20 

Bladen et al., en 2015, Describieron el desarrollo y análisis de la base de la UMD-

TREAT-NMD DMD mutations database, con el objetivo de desarrollar una 

herramienta para el diagnóstico, la investigación, la planificación de ensayos y una 

mejor atención clínica. Se analizaron 7 149 pacientes, se encontró que el 68% 

corresponde a grandes deleciones, el 11% a grandes duplicaciones y el 20% a 

pequeñas mutaciones (7% frameshift, 10% nonsense, 3% splicesite, 0.4% 

missense) y 0.3% mutaciones intrónicas. Indican además que la región hotspot para 

las grandes deleciones se encuentra entre los exones 45-55 y para las grandes 

duplicaciones en el exón 2.21 

Li et al., en 2016, analizaron 81 pacientes con DMD/DMB primero mediante MLPA 

y en casos negativos, por NGS confirmando por secuenciación Sanger. Sesenta y 

siete casos se resolvieron por MLPA, el resto por NGS más Sanger, de las cuales 

seis fueron mutaciones nuevas. Se concluyen que la combinación de MLPA, NGS 
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y Sanger mejora enormemente la sensibilidad y especificidad de las pruebas para 

diagnóstico de DMD/DMB.22 

Bai et al., en 2016, recolectaron 433 familias con DMD/DMB en cuatro años para 

genotipar mediante MLPA, NGS más secuenciación Sanger. En 316 familias se 

detectaron deleciones o duplicaciones por MLPA, de 57 casos de deleción de un 

solo exón, dos resultaron ser mutaciones nonsense y una del tipo frameshift. Por 

NGS se detectaron 92 pequeñas mutaciones, de las cuales 46 son nuevas. En 

conclusión, el diagnóstico genético de DMD/DMB por MLPA más NGS y 

secuenciación Sanger es efectivo.23 

Okubo et al., en 2016, utilizan la NGS en pacientes negativos para MLPA que 

cumplen con la clínica de la DMD/DMB. Lograron identificar mediante esta técnica 

67 mutaciones (92% de los casos), 37 mutaciones del tipo frameshift y 30 del tipo 

nonsense. Estos resultados fueron validados mediante secuenciación Sanger e 

indican entonces, que este método es adecuado para un diagnóstico de rutina.24 

Zhong et al., en 2017, emplearon la combinación de MLPA mas NGS-target en 92 

pacientes sospechosos de DMD/DMB. Mediante MLPA se solucionaron el 70.65% 

de los casos, agrupándose la mayoría de deleciones entre los exones 45-55 y 2-

19. De las 21 mutaciones pequeñas detectadas por NGS-target, seis fueron 

nuevas. En dos casos se descartó DMD/DMB, y, posteriormente, analizando los 

resultados adicionales del panel utilizado, se resolvieron como distrofias 

musculares de cintura. En conclusión, la MLPA más NGS-target fue eficaz en la 

detección de mutaciones causantes de DMD/DMB.25 

Wanq et al., en 2017, desarrollaron una base de datos con pacientes registrados 

con DMD en el sur de China analizando sus características clínicas y mutacionales. 
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La caracterización genotípica se realizó mediante la técnica MLPA. Esta población 

presenta un 57.8% de grandes deleciones, 30.5% de pequeñas mutaciones (14.1% 

frameshift, 13.3 nonsense, 3.1 splicesite) y 10.9% de grandes duplicaciones. De 

todos ellos, el 13.3% son elegibles para terapia por exon skipping. En conclusión, 

esta base de datos proporcionó información valiosa sobre el estado actual de la 

DMD en el sur de China y la posibilidad de participación de estos pacientes en 

futuras terapias moleculares.26 
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1.2 Bases teóricas 

Distrofia muscular  

Comprenden un gran grupo de enfermedades hereditarias caracterizadas 

principalmente por la presencia de debilidad y pérdida del tejido muscular, en forma 

progresiva. Se pueden presentar en la niñez (formas más graves) o en la edad 

adulta (formas más leves).1,26,27 

Los síntomas varían entre los diferentes tipos de distrofia muscular, pudiendo 

resultar afectados algunos o todos los músculos. Entre los síntomas más 

resaltantes tenemos, retraso en el desarrollo de funciones musculares motoras, 

dificultad para utilizar uno o más grupos de músculos, babeo, párpado caído, caídas 

frecuentes, pérdida de la fuerza en un músculo o grupo de músculos como adulto, 

pérdida en el tamaño de los músculos, problemas para caminar (demora para 

caminar), y también la discapacidad intelectual se presenta en algunos tipos de 

distrofia muscular.1,26,27 

Distrofinopatías 

Comprenden un grupo de distrofias musculares, con un tipo de herencia ligada al 

sexo, y por ende se presentan casi exclusivamente en varones.  Son producidas 

por mutaciones en el gen DMD, que conducen a la no expresión de la proteína o la 

expresión de una proteína alterada.1,26,27 

Existen tres tipos de distrofinopatías reconocidos, los dos más importantes son la 

distrofia muscular de Duchenne y la distrofia muscular de Becker, en las que se ve 

afectado principalmente el tejido muscular esquelético; el tercer tipo es la 

miocardiopatía dilatada ligada al X, en ella solo se ve afectado el tejido muscular 
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cardiaco, presentándose entre los 20 y 40 años como una insuficiencia cardiaca 

congestiva de rápida progresión.1,26,27 

Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) 

OMIM #310200, es el tipo de distrofia muscular más frecuente y severo, con una 

incidencia de 1 por cada 3 500 niños nacidos vivos. La DMD es producida por 

diferentes tipos de mutaciones en el gen DMD, que se traducen en una distrofina 

muy reducida, no funcional o en la ausencia total de la proteína. En teoría, las 

mutaciones causantes de esta condición son las que se transcriben fuera del marco 

de lectura (out of frame). Al presentarse una severa pérdida de la proteína 

distrofina, esta enfermedad se evidencia a edades muy tempranas, la mayoría de 

las veces entre los tres a cinco años.4,26 

La DMD se caracteriza por la presencia de hipotonía e hiporreflexia; pérdida 

progresiva de la fuerza muscular que afecta primero a las extremidades inferiores 

y luego a las superiores. Hay dificultad para correr o subir escaleras; aumento 

gradual de los músculos afectados por el incremento del tejido fibroso, provocando 

una hipertrofia de gemelos; aparición del signo de Gowers, causado por la debilidad 

de los extensores de la rodilla y la cadera. En algunos casos hay algún grado de 

retraso mental; conforme pasan los años pierden la capacidad de caminar (entre 

los 7 y 12 años); presentan escoliosis o lordosis; insuficiencia respiratoria y 

cardiaca. Al ser una enfermedad degenerativa que se desarrolla rápidamente, la 

expectativa de vida es de aproximadamente 20 años.4,26 

Distrofia Muscular de Becker (DMB) 

OMIM #300376, es el otro tipo de distrofinopatía más raro y menos severo, con una 



13 

 

incidencia de 1 por cada 30 000 niños nacidos vivos, producido también por 

mutaciones en el gen DMD, pero de las que se transcriben dentro del marco de 

lectura (in frame), que, finalmente, se traducen en una proteína alterada pero 

funcional.4,26 

Los signos de esta enfermedad son similares a los de la anterior, se evidencian 

también a edades muy tempranas, con hipotonía y signo de Gowers. Conforme 

pasan los años, pierden la capacidad de caminar a una edad promedio de 12 años 

y pueden presentar escoliosis o lordosis y cardiomiopatías. Sin embargo, al no ser 

tan severa, la expectativa de vida de estos pacientes es mucho mayor.4,26 

El Gen DMD 

OMIM 300377, es uno de los más grandes del genoma (2.4Mb), está ubicado en la 

región Xp21.1, y posee 79 exones y siete promotores (ver figura 1). Este gen se 

traduce en la proteína distrofina y el empalme alternativo, origina diferentes 

isoformas de la proteína. Dependiendo del tipo de tejido, la transcripción de la 

distrofina completa está controlada por tres promotores que se encuentran en una 

región antes del primer exón; promotor muscular (dp427m), predominantemente en 

músculo esquelético y cardiaco, promotor cerebral (dp427c), principalmente en 

neuronas corticales y del hipocampo y el promotor de Purkinje (dp427), que se 

expresa en las células de Purkinje y en músculo esquelético.28,29 

Los cuatro promotores restantes se encuentran dentro de algunos intrones y han 

sido nombrados según el peso molecular de la proteína traducida. El promotor 

dp260 localizado en el intrón 29, se expresa exclusivamente en la retina. El dp140 

ubicado en el intrón 44, se expresa en cerebro, retina y riñón. El dp116 que se 

encuentra en el intrón 55, se transcribe únicamente en las células de Schwann, y 
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el dp71 ubicado en el intrón 62, se expresa en la mayoría de tejidos no esqueléticos 

como cerebro, riñón, hígado, pulmón y corazón.28,29 

 

Figura 1. Representación esquemática del gen DMD, las figuras azules representan los exones, las 

flechas rojas la posición de los promotores y las flechas negras indican la codificación de los 

dominios estructurales. Obtenido de la base de datos online eDystrophin. 

(www.edystrophin.genouest.org) 

Proteína distrofina 

La distrofina de longitud completa es una proteína esquelética, compuesta por 3 

685 aminoácidos con un peso molecular de 427 kDa. Pertenece a la familia 

espectrina/α-actina. En las células del músculo esquelético, se localiza en la cara 

citoplasmática del sarcolema. La distrofina en individuos sanos está presente desde 

la vida fetal en músculo esquelético, corazón, músculo liso y algunos tipos de 

células nerviosas.28,30,31 

Esta proteína forma parte del complejo proteico asociado a distrofina (DAP), 

formado por sarcoglicanos, distroglicanos, distrobrevinas, sintrofinas, sarcospano, 

caveolina y la enzima óxido nítrico sintasa. La distrofina se une al citoesqueleto 

intracelular al asociarse con los filamentos de actina por su extremo N, e interactúa 
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con los miembros del DAP por su extremo C. 28,30,31 

En general, esta proteína posee cuatro dominios principales, un dominio de unión 

a la actina (ABD), un dominio de barra central (formado por las cadenas de 

espectrina), un dominio rico en cisteína y un dominio carboxi terminal (ver figura 2).  

Dentro del primer dominio, de unión a actina (ABD1) se encuentra el de unión a la 

queratina (K19). El segundo dominio, de barra central, contiene dos de unión a 

lípidos (LBD1 y LBD2), uno de unión a PAR-1b (quinasa), otro de unión a sinemina 

(proteína de los filamentos intermedios), un dominio de unión a nNOS (asociación 

al sarcolema) y otro de unión a actina (ABD2). El tercer dominio, rico en cisteína, 

presenta uno de unión a plectina (proteína de conexión en el citoesqueleto), uno 

dominio de unión al β-distroglicano (glicoproteína de membrana), un segundo 

dominio de unión a sinemina, otro de unión a anquirina (proteína que promueve la 

conexión citoesqueleto-membrana), y un dominio de unión a miosprina (inhibidor 

de la calcineurina). Y el cuarto dominio, carboxi terminal, contiene uno de unión a 

sintrofina y distrobrevina (proteínas estructurales del sarcolema).28,30,31 

 

Figura 2. Representación esquemática de la distrofina y sus dominios, arriba los cuatro dominios 

principales y abajo los subdominios. Obtenido de la base de datos online eDystrophin. 

(www.edystrophin.genouest.org) 

La principal función de la distrofina parece ser estabilizar el sarcolema y proteger a 

las fibras musculares del daño y la necrosis por la contracción a largo plazo. 
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También han sido descritas funciones no estructurales, ya que la distrofina presenta 

sitios de reconocimiento para diferentes moléculas de señalización, aunque estas 

vías de señalización siguen siendo desconocidas.28,30,31 

Diagnóstico clínico 

Se basa en el hallazgo de algunas características físicas, como la dificultad para 

caminar a partir de los tres años de edad, debilidad progresiva de los músculos 

(hipotonía), pérdida de masa muscular (atrofia), presencia del signo de Gowers, 

columna vertebral anormalmente curvada (escoliosis), contracturas articulares (pie 

zambo, mano en garra u otras), y en cuadros avanzados de insuficiencia 

respiratoria, miocardiopatía o ritmo cardíaco anormal (arritmias).5 

Se utilizan, además, pruebas de apoyo al diagnóstico clínico, como el nivel de CPK 

(creatinfosfoquinasa) en plasma, aunque el aumento de la CPK en plasma es 

inespecífico. También se utilizan las electromiografías, que evalúan patrones 

neuromusculares, pero que tampoco es una prueba específica. Y en algunos casos 

se puede realizar una biopsia muscular, que permite la visualización directa de las 

fibras musculares con ausencia de distrofina o una distrofina anormal, o evaluar la 

presencia de la proteína por western blot; sin embargo, al ser una prueba invasiva, 

actualmente no es recomendable.5  

Como la DMD/DMB son enfermedades hereditarias monogénicas, en este caso por 

alteraciones en el gen de la distrofina (DMD), la confirmación de la enfermedad se 

realiza por medio de pruebas moleculares que detectan dichas alteraciones. Estas 

pruebas moleculares han ido evolucionado, desde la aparición de la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) hasta la secuenciación de nueva generación 

(NGS).32 
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Pruebas de apoyo al diagnóstico clínico 

Prueba CPK (creatinfosfoquinasa) 

Evalúa el incremento de la actividad enzimática de la creatin quinasa, aldolasa, 

transaminasa y piruvato quinasa.33 

Esta prueba se ha utilizado para el diagnóstico de diferentes tipos de distrofias. 

Considerando que el nivel promedio normal en varones es de 8.3 a 9.6 SU/Ml, por 

ejemplo, tenemos las distrofias más comunes de tipo Duchenne y Becker, que se 

presentan en niños menores de cinco años con niveles elevadísimos de CPK (entre 

845 y 1 240 SU/mL) y conforme avanzan en edad los niveles disminuyen, pero 

manteniendo siempre una diferencia significativamente mayor que individuos 

sanos.  

Otro ejemplo es la distrofia muscular de Limb-Girdle, en donde los niveles séricos 

de CPK también se encuentran elevados (entre 220 y 383 SU/mL). En la distrofia 

facioescapohumeral también se observa cierta tendencia elevada de los niveles 

séricos de CPK (entre 20 y 32 SU/mL), y en la atrofia muscular espinal (SMA) en 

algunos casos (SMAII y SMAIII), hay elevación de los niveles séricos de CPK (entre 

13 y 22 SU/mL).33 

El aumento de la CPK en plasma es inespecífico ya que puede observarse en 

numerosas patologías, como enfermedad cerebrovascular aguda, hipertermia 

maligna, síndrome de Reyé, miopatías congénitas, miositis infecciosa, embolia 

pulmonar, vasculitis, etc.33 Por lo tanto, esta prueba es muy sensible pero poco 

específica y no puede servir como única prueba confirmatoria para el diagnóstico 

de distrofia muscular de tipo Duchenne o Becker. 
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Electromiografía (EMG) 

Esta es una técnica mediante la cual puede visualizarse de manera gráfica la 

actividad eléctrica de los músculos esqueléticos, y se emplea para el diagnóstico 

de diferentes enfermedades neuromusculares.34,34,35 

Un estudio prospectivo comparó el análisis del patrón de interferencia (IPA) y la 

duración media del potencial de la unidad motora (QMUP) en 239 músculos 

diferentes. Se calculó la sensibilidad y especificidad de la prueba respecto al 

diagnóstico neurológico basado en pruebas histológicas. Se reportó que la 

sensibilidad de detección de una miopatía o neuropatía estaba en 46% o 38% para 

QMUP, y 75% o 53% para IPA. En todas las instancias IPA presenta sensibilidad 

superior sin alterar su especificidad en comparación a QMUP.34,34,35 

Pruebas diagnósticas confirmatorias 

Los avances en diagnóstico molecular para la detección de ciertas alteraciones 

genéticas heredadas, por lo general van acompañados del desarrollo de novedosas 

tecnologías. Estas han ido evolucionando desde la detección de la proteína in situ, 

a la detección de la mutación en el código genético que va dar origen a una 

alteración en dicha proteína. 

Inmunohistoquímica 

La detección de distrofina, se realiza sobre las muestras del tejido muscular de cada 

paciente, por lo que es necesario una biopsia muscular, un fragmento de músculo 

que se encuentre mínimamente deteriorado, de aproximadamente un centímetro 

(deltoides, bíceps braquial o vasto lateral).27,36,37 
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La muestra obtenida se incluye en parafina, se cortan algunas láminas a las que se 

les realiza tinciones básicas, como hematoxilina y eosina, para un diagnóstico 

morfológico inicial. 27,36,37 

Luego se realizan otras tinciones con inmunomarcaje. Para detectar la distrofina se 

utilizan tres anticuerpos que reconocen tres diferentes partes de la proteína, el 

DYS3 que reconoce un tramo del dominio amino-terminal que se traduce a partir 

de los exones 10 al 12, el DYS1 que reconoce una zona del dominio de cadena 

central que se traduce a partir del exón 31, y el DYS2 que reconoce una parte de 

la región carboxi-terminal (17 últimos aminoácidos) (ver figura 3). 27,36,37 

 

Figura 3. Representación esquemática de la distrofina, sus cuatro dominios generales y las flechas 

rojas indican el lugar de reconocimiento de los anticuerpos. Obtenido de Muscle Biopsy: A Practical 

Approach. 4ta Edición. 

En un paciente con una distrofinopatía en general, se observa una arquitectura 

muscular anormal e incremento de tejido conectivo adiposo. En el caso de la DMD, 

se observa la ausencia total de distrofina. En cambio, en el caso de la DMB el patrón 

observado es heterogéneo, puede existir irregularidad o disminución de la 

intensidad del marcaje, esto dependiendo de donde se encuentre la mutación, 

pudiéndose observar afectados los marcajes de uno, dos o de los tres anticuerpos 

utilizados. 27,36,37 
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Western Blot 

Se realiza para identificar la distrofina en los pacientes, al igual que la prueba 

anterior también es necesaria una muestra de biopsia muscular. Este tejido (unos 

20µg) debe de ser lisado, homogenizado con un sonicador para evitar que se 

desintegren las proteínas y centrifugado para obtener la fracción más pesada.27,37 

La fracción obtenida se corre en una electroforesis vertical, en un gel de 

poliacrilamida y con un buffer denaturante, por lo que las proteínas migran por su 

peso molecular y por su estructura e hidrofobicidad. Luego por electrotransferencia 

se pasan las proteínas del gel a una membrana de nitrocelulosa. 27,37 

Para detectar y visualizar la distrofina se utiliza la unión antígeno-anticuerpo por 

actividad enzimática. Para esto, primero se incuba la membrana con un anticuerpo 

monoclonal que posee epítopes que reconocen cierta región de la distrofina, luego 

se realiza una segunda incubación con otro anticuerpo que en un extremo reconoce 

el primero y en el otro extremo presenta una enzima (Horseraddish peroxidasa) que 

catalizará la reacción del sustrato añadido posteriormente (luminol) con la emisión 

de luz como producto (ver figura 4), y, finalmente, se compara la altura de la banda 

con marcador de pesos moleculares para saber si ha detectado el producto de 

interés. 27,37 
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Figura 4. Representación esquemática de la detección de la proteína (distrofina), por un anticuerpo 

primario, este por un anticuerpo secundario que presenta en su extremo una enzima que emitirá 

una luz con la adición de un sustrato. Obtenido de protocolos de Leinco Technologies, Inc. 

(www.leinco.com/western-blotting-protocol) 

En el caso de pacientes con distrofia muscular del tipo Duchenne, no se observa 

ninguna banda correspondiente a la distrofina. El patrón resultante de bandas del 

Western blot difiere mucho entre muestras de pacientes con una distrofia muscular 

del tipo Becker. En general, se puede observar un peso molecular más bajo si se 

trata de una gran deleción y uno más alto, si se trata de una duplicación. Sin 

embargo, no siempre esto se corresponde, ya que también dependerá de si la 

mutación altera o no el marco de lectura. 27,37 

PCR y sus derivados 

La metodología de la PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa), se basa en 

generar varias copias del fragmento que se quiera analizar a partir de una pequeña 

cantidad de ADN. 

Con los años esta técnica ha presentado varios derivados, como en 1988, Bartlett 
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et al. utilizaron la técnica PCR-RFLP (Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de 

Restricción) para detectar deleciones en el locus del gen DMD, en familias con 

antecedentes.4  

Más adelante, para el caso particular del gen DMD, uno de los más grandes del 

genoma humano (79 exones), tendría que amplificarse exón por exón para ser 

analizados uno por uno en búsquedas de mutaciones patológicas. Sin embargo, 

diversos estudios reportaron que existen hot spots (regiones del gen en donde 

ocurren mayoritariamente mutaciones patológicas). Es entonces que surgió el test 

de Chamberlain, luego el de Beggs y después el de Kunkel, que utilizan la PCR 

multiplex, una variante de la PCR, que consiste en la amplificación de hasta 10 

exones al mismo tiempo. Estos test se han venido utilizando en diferentes 

hospitales, incluyendo los peruanos (hasta la actualidad), para la búsqueda de 

mutaciones en el gen DMD. Sin embargo, esta técnica presenta algunas 

desventajas, porque no analiza los 79 exones, solo es capaz de detectar 

mutaciones del tipo deleción, y no puede detectar portadoras de deleciones. 

Además, no detecta duplicaciones de exones del gen.6,7,10,38 

Secuenciación 

Esta metodología es el método considerado el estándar de oro para el diagnóstico 

molecular clínico, debido a su precisión en la detección de pequeñas variantes 

genéticas de uno o más nucleótidos.39 

La secuenciación Sanger se basa en la detección de las bases nitrogenadas 

adenina (A), timina (T), guanina (G) y citosina (C), consecutivamente en un 

fragmento de ADN previamente amplificado. Sanger et al, en 1974 publica el 

fundamento de la técnica que en un inicio se realizaba manualmente separando los 
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fragmentos en grandes geles de acrilamida.39 

Actualmente existen diferentes plataformas automatizadas que realizan la 

separación de los fragmentos y la detección de las bases nitrogenadas. En general, 

un protocolo de secuenciación consta de seis pasos. Primero se amplifica el 

fragmento que se desea analizar y se comprueba por electroforesis, luego se 

purifica el amplicón. Después se realizan dos amplificaciones de dicho amplicón, 

una con el primer forward y otra con el primer reverse. En esta reacción se utilizan 

dNTPs marcados con fluorocromos, verde para adenina, rojo para timina, amarillo 

para guanina y azul para citosina. Después se precipitan los preparados para 

quedarnos solo con las moléculas y se disuelven en formaldehido, se denatura el 

ADN y se corren las muestras en un secuenciador para ser analizados en una 

computadora, con programas como el Chromas.39–41 

El fundamento de esta técnica consiste en que los fragmentos amplificados que son 

de diferentes tamaños, subirán por un capilar en orden de tamaño y un láser 

traspasará cada uno de ellos, entonces dependiendo de cuál sea la base 

nitrogenada en que termine cada fragmento, este emitirá una longitud de onda 

representada por un color (verde, rojo, amarillo o azul), y esto es lo que es 

detectado por la computadora que traduce el color por la base nitrogenada que 

corresponde (ver figura 5).39–41  
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Figura 5. Representación gráfica del fundamento de la secuenciación Sanger. Obtenido de file 

Sanger sequencing de Estevezj 2012. 

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) 

Se describe por primera vez en el 2002, por la compañía MRC-Holland. Con ella, 

se pueden analizar ADN, ARN o ADN-met, y a diferencia de la PCR-multiplex, es 

capaz de detectar y cuantificar entre 35 y 50 regiones en una sola reacción.8  

Este método se lleva a cabo en cuatro pasos; primero denaturación del ADN, luego 

hibridación de las sondas que contienen una región complementaría y otra que 

varía en tamaño (cola), después se ligan los fragmentos hibridados, para que 

finalmente se amplifiquen dichos fragmentos. 8 

Posteriormente los fragmentos son separados por electroforesis capilar. Los 

resultados son analizados utilizando diferentes programas, como el Coffalyser, que 
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valoran todos los pasos de la reacción y analizan numérica y estadísticamente cada 

fragmento y cada muestra (ver figura 6). 8  

 

Figura 6: Esquematización del proceso dla MLPA. Fuente: MRC Honlland. 

(www.mlpa.com/WebForms) 

La ventaja de amplificar hasta 50 regiones a la vez de la MLPA, hace que con solo 

dos reacciones se puedan amplificar y analizar presencia/ausencia de los 79 

exones del gen DMD. La empresa MRC-Holland es la que produce los mixes de 

sondas comerciales (probemix). En este caso los probemix utilizados son el P034 

y P035, que ya se han utilizado en diferentes estudios, para la búsqueda de 

mutaciones patológicas en dicho gen.12,14,15 

Esta capacidad de la MLPA para analizar todos los exones del gen DMD en 

pacientes afectados, presenta una alta sensibilidad y especificidad y una fuerte 
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identificación de los puntos de ruptura de los reordenamientos. Sin embargo, un 

punto crucial en la interpretación de los resultados de la MLPA, está en la detección 

de deleciones de un solo exón, ya que en estos casos dicha deleción aparente, en 

realidad podría deberse a una pequeña mutación en la secuencia que dificulta la 

hibridación de la sonda específica, por lo tanto, aparentes deleciones de exones 

individuales detectadas por MLPA, deben ser revisadas por secuenciación 

Sanger.8,42 

Para el caso de la DMD/DMB, se han realizado varios estudios que han informado 

que la técnica MLPA es una herramienta sencilla, rápida y fiable en la detección de 

deleciones y duplicaciones del gen DMD. La utilidad de la técnica es evidente 

sobretodo en el estudio de las mujeres probables portadoras, ya que con esta 

información se pueden prever futuros casos (consejería genética). 12,14,15 

Next Generation Sequencing (NGS) 

El diagnóstico de trastornos genéticos monogénicos utilizando secuenciación 

Sanger por lo general tiene un tiempo de respuesta de 6-8 semanas, dependiendo 

del tamaño y complejidad del gen estudiado. Sin embargo, el flujo de trabajo 

laborioso, la naturaleza propensa a errores, y el alto costo de funcionamiento hacen 

que sea poco atractivo en esta nueva era de la genómica, sobre todo cuando las 

regiones genómicas son demasiado grandes.9,24,42,43 

La secuenciación de nueva generación o secuenciación masiva (NGS) es la 

tecnología más avanzada de análisis molecular con la que contamos actualmente. 

Esta nos permite detectar diferentes tipos de mutaciones de un solo gen un grupo 

de ellos o de todo el exoma de un individuo. Esta técnica se presenta en dos 

variantes; la secuenciación Target, que funciona con paneles donde se amplifican 
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de uno o varios genes completos a la vez, y la secuenciación del exoma total que 

amplifica toda la región traducible de un individuo.9,24,42,43 

Existen diferentes empresas que ofrecen plataformas para la NGS, como Roche, 

Illumina, Pacific Biosciences y Life technologies. Cada una de ellas presenta 

metodologías diferentes, pero el fundamento de la técnica es el mismo.44 

Esta técnica se realiza en cuatro pasos, primero se preparan las librerías 

genómicas, luego se capturan las librerías con los beads y se cargan en los chips, 

se corren las muestras en el equipo y finalmente se analizan los resultados.44  

NGS-Target 

La secuenciación de nueva generación tipo target, utiliza paneles a la hora de 

preparar las librerías, que son kits que contienen primers para amplificar entre 100 

a 400 genes a la vez. 

Para preparar la librería genómica, si se trata de ARN, primero se transcribe en 

ADNc, si es ADNg solo se denatura y se amplifican todas las regiones posibles con 

los pares de primers que contenga el panel utilizado.  

Luego se realiza una pequeña digestión de los extremos de los amplicones 

(secuencia de los primers utilizados), y, finalmente, se adicionan en los extremos 

de cada amplicón unas pequeñas secuencias conocidas con el nombre de 

adaptadores (ver figura 7).19,42,45  
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Figura 7. Pasos para realizar la librería genómica para NGS-target. Obtenido de Ion AmpliSeq DNA 

and RNA library preparation user guide (Thermo Fisher Scientific) 

Para cargar los chips, primero se mezclan las librerías con los beads que también 

contienen unas pequeñas secuencias de ADN adheridas, que van a ser 

complementarías a uno de los adaptadores. Esta mezcla se expande 

uniformemente en el chip de manera que cada bead se deposita en un pocillo del 

chip. 19,42,45 

La corrida de los chips se realiza adicionando consecutivamente cuatro buffers que 

contienen cada uno los cuatro diferentes nucleótidos dTPA, dTPC, dTPG y dTPT, 

y la lectura es por cada ion H+ que se desprende cuando se incorpora cada base 

(ver figura 8).19,42,45 
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Figura 8. Fundamento de la secuenciación con la plataforma Ion Torrent, utilizando un sensor de 

pH. 

La información de la lectura se va almacenando en la computadora conforme 

avanza la corrida y luego los softwares ordenan toda la información obtenida por 

región y la comparan con la secuencia estándar del GenBank (NC_000023.10) de 

un individuo sano para encontrar diferencias. Los resultados de las diferencias 

encontradas se pueden exportar en un archivo excel de fácil comprensión.19,42,45 

Diferentes empresas han diseñado paneles que contienen primers para el análisis 

de ciertos grupos de enfermedades. El caso de Life Technologies que trabaja con 

la plataforma ion torrent, ofrece un kit Ion ampliseq inherited disease panel target, 

que contiene 10 000 pares de primers para amplificar todos los exones de 328 

genes, siendo uno de estos genes analizados, el gen DMD. El uso de esta 

tecnología para la búsqueda de mutaciones causantes de distrofinopatías está 

ampliamente difundido. 19,42,45 

Una de las ventajas de esta técnica, es que permite la secuenciación no solo del 

gen en cuestión, el gen DMD, en un menor tiempo. Además de no encontrarse 

mutaciones en este gen, pueden encontrarse variaciones en otros genes asociados 
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a enfermedades o síndromes que presentan síntomas semejantes a la distrofia 

muscular del tipo Duchenne o Becker. 

Un estudio que utiliza un panel que contiene sondas para el gen DMD, ha 

demostrado que, en comparación con métodos tradicionales de diagnóstico 

molecular, esta técnica presenta una especificidad del 99.99% y una sensibilidad 

del 98.96% para variaciones del número de copias y 100% para identificación de 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNP). Diversos estudios demuestran 

resultados prometedores en el desarrollo de tecnologías de NGS para aplicaciones 

clínicas.45 

1.3 Definición de términos básicos 

Validación de una prueba diagnóstica: Es un proceso mediante el cual se intenta 

probar si un método es adecuado o no para ser utilizado para diagnosticar una 

enfermedad. Se basa en índices como la sensibilidad y especificidad de la prueba 

con respecto a otra llamada gold standard. 

MLPA: Por sus siglas en inglés Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, 

es una técnica que en cuatro pasos es capaz de amplificar hasta 50 regiones a la 

vez a partir de ADN genómico. Esta técnica detecta variación en el número de 

copias de las regiones analizadas. 

 

NGS: Por sus siglas en inglés Next Generation Sequencing, es una técnica capaz 

de secuenciar todo el exoma de una persona, o en el caso de usar panels, 

secuenciar hasta 1000 genes a la vez. Por medio de esta metodología se pueden 

detectar mutaciones pequeñas (nonsense, frameshift, splicesite y misense). 
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Distrofinopatías: Conforman un subgrupo de las distrofias musculares, en las que 

existe una alteración en la proteína distrofina causada por mutaciones en el gen 

DMD. Las distrofinopatías comprenden hasta el momento, la distrofia muscular de 

Duchenne (DMD), distrofia muscular de Becker (DMB) y miocardiopatía dilatada 

ligada al X. 
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CAPÍTULO II: METODOLOGÍA 

2.1 Tipo y diseño 

Esta investigación es de tipo cuantitativo, observacional, descriptivo, transversal, 

prospectivo. Respecto al diseño, el presente es un estudio de precisión diagnóstica  

Es de tipo cuantitativo porque se realiza un análisis estadístico de los datos 

obtenidos. Es de tipo observacional ya que solo se recaudaron datos, por medio de 

la revisión de los archivos que contienen la información básica de los pacientes, así 

como fotocopias de sus exámenes clínicos (diagnóstico clínico, en este caso 

DMD/DMB), y el genotipado (diagnóstico molecular) mediante técnicas en biología 

molecular (MLPA y NGS-Target). 

Esta investigación es descriptivo, ya que se realiza un estudio de precisión 

diagnóstica y además este estudio se realiza sobre una sola variable (tipo de 

mutación), es transversal porque los datos de los pacientes y las muestras 

proporcionadas, fueron obtenidos en un solo espacio de tiempo. Las pruebas 

moleculares se llevaron a cabo con la misma muestra de ADN obtenida en el 

momento de la entrevista. 

Este estudio es además prospectivo, porque se utilizaron muestras de pacientes 

diagnosticados clínicamente con una distrofinopatía, que se encuentran 

almacenadas en el banco de ADN del Centro de Investigación de Genética y 

Biología Molecular (CIGBM) de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad 

de San Martín de Porres (FMH-USMP), muestras que fueron recolectadas para un 

estudio anterior. 
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Diseño muestral: Los participantes fueron pacientes que acudieron a los servicios 

de neurología o pediatría y genética en hospitales de Lima-Perú, por sospecha de 

algún tipo de distrofia muscular y fueron referidos al CIGBM. 

Se calculó el tamaño de la población mediante el software EPIDAT 3.1, 

considerándose la sensibilidad y especificidad esperadas de la MLPA es del 99% 

aproximadamente, con una razón de un individuo no enfermo por cada enfermo, 

una precisión del 3% y un nivel de confianza al 95%. El programa indicó serían 

necesarios 44 pacientes y 43 individuos sanos. Sin embargo, la prueba de la MLPA 

se les realizó a 46 pacientes y 45 controles. 

Se realizó una búsqueda extensiva en los archivos del CIGBM, entre los pacientes 

que consintieron voluntariamente participar en un proyecto anterior titulado 

“Diagnóstico Genético Molecular en pacientes con Distrofia Muscular de 

Duchenne (DMD) y Becker (BMD) en Perú”, aprobado y financiado por el Instituto 

de Investigación de la FMH-USMP. Se escogieron pacientes que cumplieran con 

ciertos criterios de selección.  

Criterios de inclusión 

- Que cuenten con la información sobre características fenotípicas de 

ambulación, dificultades para caminar, hipertrofia de gemelos, signo de Gowers, 

hipotonía y escoliosis. 

- A los cuales se les hayan realizado ambas pruebas complementarias, tanto nivel 

de CPK como electromiografía. 

- Los que hayan consentido voluntariamente que su ADN extraído de sangre 

periférica, sea almacenado en el banco de ADN del CIGBM a -80°C, y se siga 

utilizando con fines de diagnóstico molecular. 



34 

 

Criterios de exclusión 

- Los de sexo femenino, ya que las distrofinopatías al ser un carácter ligado al 

sexo, son enfermedades predominantes en varones. 

- Los que procedan de otras poblaciones diferentes a la peruana. 

2.2 Procedimientos de recolección de datos 

Para el diagnóstico clínico 

Para la recolección de datos clínicos, el instrumento que se utilizó fue el archivo de 

que se encuentra en las instalaciones del CIGBM. Se revisaron todos los archivos, 

separando los pacientes, que cumplan con los criterios de inclusión y exclusión. 

Para el diagnóstico molecular 

Se realizó en varias etapas; primero se recuperó el ADN del banco a -80°C, y para 

genotipar las muestras se realizaron consecutivamente las pruebas de MLPA, 

NGS-target y secuenciación Sanger. 

Recuperación del ADN: Se descongelaron las muestras, se les evaluó calidad, 

corriendo 1ul de muestra en un gel de agarosa al 0.75% por 30min a 100v, y se 

cuantificaron las muestras con un espectrofotómetro NANODROP. 

Técnica de la MLPA: Se realizó según el MLPA-DNA protocol, version MDP-v003 

(MRC-Holland 2013), tal como se resume en la tabla 1. Se utilizaron los probemix: 

P034 y P035. Estos contienen sondas para detectar los 79 exones del gen DMD. 
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Tabla 1: Resumen de la metodología empleada para MLPA 

Paso Día Proceso Reactivo Programa 

1 1 Denaturación 5 uL de DNA 98°C x 5 min 

2 1 Pausa 
Adicionar 3 uL de master mix 

hibridación (1.5 uL de buffer MLPA 
+ 1.5 de mix de sondas) 

25°C 

3 1 Hibridación  
95°C x 1 min 
60°C x 16 h 

4 2 Pausa 

Adicionar 32 uL de master mix 
ligación (25 uL de H2Od + 3 uL de 

buffer ligasa A + 3 uL de buffer 
ligasa B + 1 uL de ligasa-65) 

54°C 

5 2 Ligación  
54°C x 20 min 
98°C x 5min 

6 2 Pausa 
Adicionar 10 uL de master mix PCR 
(7.5 uL de H2Od + 2 uL de mix PCR 

+ 0.5 de mix polimerasa) 
25°C 

7 2 PCR  

95°C x 30 s 

3
5
 

c
ic

lo
s
 95°C x 30 s 

60°C x 30s 
72°C x 1min 

72°C x 20 min 
25°C 

 

La separación de fragmentos se realiza por electroforesis capilar, para esto primero 

se debe realizar un pretratamiento que consiste en mezclar 1uL del producto de 

PCR más 0.2uL de marcador de peso (LIZ 500) y 9uL de formamida HiDi, y 

denaturar la mezcla por 3 min a 90°C. La separación se lleva a cabo en un equipo 

ABI-3500, con un capilar de 50cm y POP 7, siendo las condiciones 1.6KV de voltaje 

de inyección y 15 segundos de tiempo de inyección. 

Análisis de la MLPA: Se realizó mediante el programa de libre acceso Coffalyser, 

recomendado por la MRC-Holland. Comprende dos etapas, una en la que se lleva 

a cabo un análisis de fragmentos para cada muestra, y otra donde se lleva a cabo 

un análisis comparativo. De la primera etapa, lo más importante es el puntaje que 

el programa le asigna a la reacción de la MLPA (FMRS) y de la segunda etapa lo 

más importante es el puntaje que el programa le da a su propio análisis (CAS). 
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Finalmente, se usó la relación de fluorescencia (DQ) según el MLPA General 

Protocol version MDP-003 (08-08-2013). (ver Tabla 2) 

Tabla 2. Correspondencia del genotipo según el número de copias presente vs. el índice 

DQ asignado. Fuente: MLPA-DNA protocol versión MDP-v003 (MRC-Holland) 

Nivel del número de copias Cociente del dosaje 

Normal 0.85 < DQ < 1.15 

Duplicación heterocigota 1.35 <DQ < 1.55 

Triplicación 1.70 < DQ < 2.20 

Deleción heterocigota 0.35 < DQ < 0.65 

Deleción homocigota 0 

Número de copias ambiguo Otros valores 

 

Comprobación de las mutaciones de tipo deleción de un solo exón: Para estos 

casos se realizó la confirmación, como lo sugiere el inserto de la probemix P034 y 

P035. Se diseñó una PCR multiplex de dos exones, el que supuestamente está 

delecionado y un exón control; si el exón analizado amplifica, entonces se 

secuenció en busca de una pequeña mutación que sea la responsable de la falsa 

detección de la deleción total del exón. 

PCR multiplex: Se analizaron seis casos (ver tabla 3), se amplificaron en 

reacciones por separado para cada paciente. 

Tabla 3. Pacientes a los que se les realizó la PCR multiplex, los exones analizados y los 

exones utilizados como controles 

Código 
Exón 

delecionado 

Tamaño 

amplicón 

Exón 

control 

Tamaño 

amplicón 

DMD-18 Exón 44 268 Exón 4 196 

DMD-35 Exón 51 388 Exón 4 196 

DMD-62 Exón 23 423 Exón 4 196 

DMD-74 Exón 7 279 Exón 49 439 

DMD-83 Exón 52 113 Exón 49 439 

DMD-92 Exón 45 547 Exón 4 196 
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Las reacciones y programas utilizados para la realización de las PCR multiplex se 

especifican en la tabla 4. Los amplicones obtenidos se separaron en una 

electroforesis vertical, en un gel de agarosa al 2%. 

Tabla 4. Pasos a seguir para las PCR multiplex según el exón que se utilizó como control 

PCR Reactivo Programa 

Para el exón 
control 4 

16.5µL de agua + 2.8µL de buffer 
MgCl (10X) + 1.7µL MgCl (25mM) 
+ 0.6µL dNTPs (10mM) + 0.3µL 
de cada primer (50µM) + 0.3µL 

taq (5u) + 2µL ADN 

94° 6min 

94° 1min 

3
2
 c

ic
lo

s
 

53° 30s 

65° 3min 

65° 7min 

10° 10min 

    

Para el exón 
control 49 

16.5µL de agua + 2.8µL de buffer 
MgCl (10X) + 1.7µL MgCl (25mM) 
+ 0.6µL dNTPs (10mM) + 0.3µL 
de cada primer (50µM) + 0.3µL 

taq (5u) + 2µL ADN 

94° 6min 

94° 1min 

3
2
 c

ic
lo

s
 

65° 30s 

72° 3min 

72° 7min 

10° 10min 

 

Secuenciación Sanger: Se realizó en seis pasos, descritos en la siguiente tabla, 

en un equipo ABI 3500 (Applied Biosystems). 

Tabla 5. Pasos a seguir para la secuenciación Sanger 

Paso Proceso Reactivo Programa 

1 Primera PCR 

17µL de agua + 2.8µL de buffer MgCl 
(10X) + 1.7µL MgCl (25mM) + 0.6µL 

dNTPs (10mM) + 0.3µL de cada 
primer (50µM) + 0.3µL taq (5u) + 2µL 

ADN 

94° 6min 

94° 1min 

3
2
 c

ic
lo

s
 

53° 30s 

65° 3min 

65° 7min 

10° 10min 

2 Purificación Thermo Scientific GeneJET PCR Purification Kit  

3 Segunda PCR 

17µL de agua + 2.8µL de buffer MgCl 
(10X) + 1.7µL MgCl (25mM) + 0.6µL 

dNTPs (10mM) + 0.3µL de cada 
primer (50µM) + 0.3µL taq (5u) + 2µL 

ADN 

96 1min 

96 10s 

50 5s 

60 2min 

4 10min 
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Paso Proceso Reactivo Programa 

4 
  
  

Precipitación 
  
  

Agregar 2µL de EDTA + 2µL de Ac. 
Na + 50µL de etanol absoluto 

Vortex, reposar 15 min, 
centrifugar a 3700rpm por 

45 min, invertir placa y 
centrifugar a 1250rpm por 

1min. 

Agregar 70µL de etanol a 70° 

Vortex, centrifugar a 
3700rpm por 45 min, 

invertir placa, centrifugar a 
1250rpm por 1min y 

reposar 20min. 

Agregar 13µL de formamida HiDi    

5 Denaturación   96° por 3min 

6 Secuenciación 
A&B fast sequencing (Applied 
Biosystems) 

  

 

 
Los resultados son exportados en formato “meg.”, por lo que las secuencias pueden 

leerse con varios programas como Chromas version 2.6.5. Se realizó la búsqueda 

manual de alteraciones en la secuencia basada en la secuencia estándar del 

GenBank (NC_000023.10). 

Técnica del NGS-target: Para la realización de esta técnica, se mandaron las 

muestras a la empresa Macrogen en Corea, con ciertas especificaciones. Fueron 

enviados 20uL de cada uno de los ADN con una cantidad aproximada de 30ng/uL.  

Macrogen realizó nuevamente pruebas de calidad de ADN y cuantificación de las 

muestras. Luego se prepararon librerías tal como lo indica el Ion AmpliSeq DNA 

and RNA library preparation user guide (Thermo Fisher Scientific), utilizándose el 

kit Ion AmpliSeq Inherited Disease Panel. Y se corrieron las muestras en la 

plataforma Ion Ampliseq PGM. Macrogen también realizó el primer análisis de los 

datos obtenidos, encontrando todas las variaciones de las muestras enviadas con 

respecto a la secuencia estándar del GenBank (NC_000023.10).  

Macrogen envió sus resultados en formato Excel, que contenía una hoja por 
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paciente. En ella se especificaban varios ítems, los más importantes fueron la 

posición dentro del genoma donde está ubicada la mutación, el cromosoma, el gen, 

la secuencia de origen, la respectiva secuencia alterada, el tipo de mutación, la 

frecuencia del alelo y un puntaje de calidad del resultado obtenido. 

Análisis de Resultados del NGS-target 

Primero se analizaron los resultados, buscando solo variaciones encontradas en el 

gen DMD. Luego se procedió a buscar una por una las posiciones de la variación 

en la secuencia estándar del GenBank (NC_000023.10). 

Se identificaron variaciones intrónicas o exónicas, se anotaron las mutaciones 

según la nomenclatura recomendada por la HGVS (Human Genome Variation 

Society) y por quién fue reportada inicialmente, de tratarse de mutaciones nuevas 

(nunca antes reportadas), se les nombró también según la misma nomenclatura. 

Una vez identificadas las mutaciones, se realizó un secuenciamiento Sanger, tal 

como se explicó anteriormente para comprobar los resultados encontrados con la 

NGS-target. 

2.3 Procesamiento y análisis de los datos 

Primero se realizó un análisis basado en las bases de datos, eDystrophin, UMD-

TREAT-NMD DMD mutations database (Universal Mutation Database-Translational 

Research in Europe for the Assessment and Treatment-Neuromuscular Disorders) 

y la LOVD (Leiden Open Variation Database), para determinar la funcionalidad de 

las mutaciones encontradas. 

Luego se realizaron análisis descriptivos de la población, evaluándose los tipos de 
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mutación y la distribución de los mismos, utilizándose el estadístico Chi-cuadrado. 

Dicho análisis estadístico se llevó a cabo utilizando el software STATA 12.0. 

Finalmente, se procedió a calcular con el software Epidat 3.1: la sensibilidad, 

especificidad de la prueba MLPA, antes y después de tener los resultados de la 

prueba NGS-target que se utilizó como segundo tamizaje (“screening”). 

2.4 Aspectos éticos 

Todos los archivos de los pacientes que contienen su información básica y 

fotocopias de los exámenes correspondientes (pruebas de CPK y 

electromiografías), que se encuentran conservados en las instalaciones del 

CIGBM, poseen el debido consentimiento informado (ver Anexo 1) firmado, que se 

obtuvo por el proyecto: “Diagnóstico Genético Molecular en pacientes con Distrofia 

Muscular de Duchenne (DMD) y Becker (BMD) en Perú”, aprobado y financiado por 

el Instituto de Investigación de la FMH-USMP. 
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CAPÍTULO III: RESULTADOS 

Características de la población 

El presente estudio se realizó con la información de 46 pacientes varones peruanos 

menores de 18 años, referidos por neurólogos o pediatras genetistas, 

diagnosticados clínicamente con una distrofinopatía. Cada uno de ellos presentaba 

tres o más características fenotípicas distintivas de la enfermedad; como son, 

dificultad para caminar, hipertrofia de gemelos, signo de Gowers, hipotonía o 

escoliosis. Además, en pruebas complementarias como la concentración de CPK 

en suero sanguíneo tenían valores elevados (valores mayores a 174U/L en 

varones), y una electromiografía que evidencia un patrón neuropático.  

Todos los datos clínicos se obtuvieron de los archivos del CIGBM y todas las 

muestras (ADN) poseen un consentimiento informado firmado, que especifica que 

tanto la información clínica del paciente, como el ADN extraído a partir de su sangre 

periférica y almacenado en el banco de ADN (a -80°C) del CIGBM, se podría utilizar 

en un futuro para investigación en relación al diagnóstico genético molecular de la 

enfermedad. 

También se utilizó la información y ADN de 45 controles varones peruanos sanos, 

del banco de ADN del CIGBM. A todos los ADN se les comprobó calidad y tenían 

bandas conservadas, con concentraciones iguales o mayores a 25ng/µL. 

Diagnóstico Molecular por MLPA 

Como el diagnóstico molecular se llevó a cabo en varias fases, se obtuvieron los 

resultados por partes; primero, mediante la prueba MLPA se solucionaron el 57% 

de los casos, se encontraron 22 casos de deleciones y cuatro de duplicaciones de 
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uno o más exones (ver tabla 6). De estos, tres deleciones y una duplicación, son 

mutaciones no reportadas previamente. 

Por otro lado, de los 22 casos de deleciones, seis son deleciones de un único exón. 

A estos se les realizó una reacción de PCR multiplex tal como se especifica en la 

metodología para comprobar que se trate de la pérdida de todo el exón y no solo 

de una alteración dentro de dicho exón. Como resultado, solo en uno de los casos 

se obtuvo el amplificado del exón implicado, y posteriormente se encontró una 

pequeña mutación del tipo nonsense. 

Tabla 6. Relación de pacientes con una distrofinopatía y sus correspondientes mutaciones 

según MLPA 

Código 
Tipo de 

Mutación 

Impacto en 
el marco de 

lectura 
Mutación Mutación Reportada 

Mutación 
Reportada 

DMD-13 Deleción Exón 4-7 Out of frame c.(?_187-1)_(649+1_?)del 
Schwartz 

(2004) 

DMD-14 Deleción Exón 48-52 Out of frame c.(?_6913-1)_(7660+1_?)del 
Schwartz 

(2004) 

DMD-18 Deleción Exón 44 Out of frame c.(?_6291-1)_(6438+1_?)del 
Moizard 
(1998) 

DMD-21 Duplicación Exón 18-30 Out of frame c.(?_2169-1)_(4233+1_?)dup no 

DMD-23 Duplicación Exón 2 Out of frame c.(?_32-1)_(93+1_?)dup 
Hamed 
(2006) 

DMD-24 Deleción Exón 46-53 Out of frame c.(?_6615-1)_(7872+1_?)del 
Prior 

(2005) 

DMD-25 Deleción Exón 8-9 Out of frame c.(?_650-)_(960+1_?)del 
Zeng 

(2007) 

DMD-33 Deleción Exón 48-52 Out of frame c.(?_6913-1)_(7660+1_?)del 
Schwartz 

(2004) 

DMD-35 Deleción Exón 51 Out of frame c.(?_7310-1)_(7542_?)del 
Moizard 
(1998) 

DMD-39 Deleción Exón 45-50 Out of frame c.(?_6439-1)_(7309+1_?)del 
Schwartz 

(2004) 

DMD-40 Deleción Exón 5-44 In frame c.((?_265-1)_(6438+1_?)del 
Taylor 
(2007) 

DMD-45 Deleción Exón 45-50 Out of frame c.(?_6439-1)_(7309+1_?)del 
Schwartz 

(2004) 
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Código 
Tipo de 

Mutación 

Impacto en 
el marco de 

lectura 
Mutación Mutación Reportada 

Mutación 
Reportada 

DMD-50 Duplicación Exón 2 Out of frame c.(?_32-1)_(93+1_?)dup 
Hamed 
(2006) 

DMD-51 Deleción Exón 45-50 Out of frame c.(?_6439-1)_(7309+1_?)del 
Schwartz 

(2004) 

DMD-58 Deleción Exón 46-47 Out of frame c.(?_6615-1)_(6912+1_?)del 
Schwartz 

(2004) 

DMD-62 Nonsense Exón 23  ---------- c.2991C>G 
Taylor 
(2007) 

DMD-64 Deleción Exón 14-48 In frame c.(?_1603-1)_(7098+1_?)del no 

DMD-69 Deleción Exón 48-50 Out of frame c.(?_6913-1)_(7310+1_?)del 
Prior 

(2005) 

DMD-71 Deleción Exón 20-44 Out of frame c.(?_2381-1)_(6438+1_?)del 
Chelly 
(1991) 

DMD-74 Deleción Exón 7 Out of frame c.(?_531-1)_(649+1_?)del 
Tuffery-
Giraud 
(2009) 

DMD-77 Deleción Exón 58-79 In frame c.(?_8548-1)_(*1_?)del no 

DMD-79 Duplicación Exón 52 Out of frame c.(?_7543-1)_(7660+1_?)dup 
Prior 

(2005) 

DMD-80 Deleción 
Exón prom-

29 
Out of frame c.?_(4071+1_?)del no 

DMD-83 Deleción Exón 52 Out of frame c.(?_7543-1)_(7660+1_?)del 
Darras 
(1988) 

DMD-87 Deleción Exón 3-7 Out of frame c.(?_94-1)_(649+1_?)del 
Baumbach 

(1989) 

DMD-92 Deleción Exón 45 Out of frame c.(?_6439-1)_(6614+1_?)del 
Bakker 
(1989) 

Nota: La nomenclatura utilizada para nombrar las mutaciones es la recomendada por la HGVS 
(Human Genome Variation Society), y en negrita se distinguen las mutaciones antes no reportadas. 

 

A continuación, se describen dos de los casos no reportados previamente, un 

ejemplo de duplicación y otro de deleción. 

Paciente DMD-21 

Paciente de 10 años, que presentó signo de Gowers, empezó a caerse a los 8 años 

y ya no camina, presenta inflamación del corazón desde los 8 años. Los exámenes 

complementarios revelan un CPK elevado y una electromiografía positiva. En 
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cuanto a la historia familiar, por el lado materno, el paciente tuvo un tío que falleció 

de causas desconocidas, dos tíos que fallecieron a los 19 y 18 años y que 

estuvieron en silla de ruedas los últimos años de sus vidas, también tiene un primo 

de un año diagnosticado clínicamente con una distrofia muscular. (ver figura 9).  

 

Figura 9. Heredograma familiar del paciente DMD-21. 

A este paciente previamente se le habían realizado los test de Chamberlain y 

Beggs, no encontrándose ninguna alteración. Sin embargo, la prueba MLPA indica 

una duplicación de 17 exones, desde el exón 18 hasta el 30, con un DQ promedio 

de 2(ver figura).  Gracias al esquema presentado (figura), se puede entender que 

cuando se duplica esta región se altera el marco de lectura (out of frame). 

 

Figura 10. Esquema representativo de como se ve afectado el marco de lectura del gen 

DMD para el paciente DMD-21.
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Figura 11: Diagrama del resultado obtenido con los Probemix P034 y P035 para el paciente 

DMD-21. Arriba se observa el resultado con la Probemix P034, una duplicación de los 

exones 21 al 30; y abajo con la Probemix P035, una duplicación de los exones 18 al 20 

(puntos azules). 
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Paciente DMD-77 

Paciente de 14 años, presenta hipertrofia de gemelos, empezó a tener dificultad 

para caminar a los nueve años, pero aún puede desplazarse, los exámenes 

complementarios muestran CPK elevado y una electromiografía que evidencia una 

miopatía. El paciente es el tercer hijo de una pareja, y su madre es hija única. (ver 

figura 12) 

 

Figura 12. Heredograma familiar del paciente DMD-77. 

La prueba MLPA indica una deleción de 22 exones, desde el exón 58 hasta el 79, 

con un DQ promedio de 0 (ver figura 14).  Gracias al esquema presentado (ver 

figura 13), se puede entender que cuando se pierde esta región no se altera el 

marco de lectura (in frame). 

 

Figura 13. Esquema representativo de como se ve afectado el marco de lectura del gen 

DMD para el paciente DMD-77.
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Figura 14: Diagrama del resultado obtenido con los Probemix P034 y P035 para el paciente 

DMD-77. Arriba se observa el resultado con la Probemix P034, una deleción de los exones 

61 al 70; y abajo con la Probemix P035, una deleción de los exones 58 al 60 y del 71 al 79 

(puntos rojos). 
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Diagnóstico Molecular por NGS-target 

El segundo análisis, por medio de la prueba NGS-target, realizado solo a los 

pacientes que resultaron negativos para la prueba de la MLPA (20 individuos), 

identificó 14 casos de mutaciones sin sentido (nonsense), cuatro casos de 

mutaciones de cambio de marco de lectura (frameshift) y dos casos de mutaciones 

que alteran el splicesite (ver tabla 7).  

De las mutaciones identificadas gracias al NGS-target y comprobadas por 

secuenciación Sanger, se encontraron siete no reportadas antes, cuatro de tipo 

nonsense y tres de tipo frameshift. 

Tabla 7. Relación de pacientes con una distrofinopatía y sus correspondientes mutaciones 

según NGS-target y comprobadas por secuenciación Sanger. 

Código 
Posición en 
GRCh37.p13 

Tipo de 
Mutación 

Región 
Afectada 

Mutación 
Mutación 
Reportada 

DMD-10 32305683 Frameshift Exón 43 c.6253 delT No 

DMD-11 32613940 Frameshift Exón 13 c.1533_1536 delGTGA 
Brezin 
(2005) 

DMD-22 31279081 Nonsense Exón 63 c.9277C>T No 

DMD-31 32382719 Nonsense Exón 36 c.5134C>T 
Flanigan 
(2009) 

DMD-34 32398632 Nonsense Exón 34 c.4840G>T No 

DMD-36 32490285 Nonsense Exón 22 c.2945T>A No 

DMD-38 32490364 Nonsense Exón 22 c. 2866C>T 
Taylor 
(2007) 

DMD-41 32482754 Nonsense Exón 24 c.3224G>A 
Flanigan 
(2009) 

DMD-43 31747789 Frameshift Exón 52 c.7618_7619 delAA No 

DMD-44 32472892 Nonsense Exón 26 c.3490A>T No 

DMD-49 32591946 Nonsense Exón 14 c.1620G>A ¨¨ 

DMD-52 31366736 Nonsense Exón 61 c.9100C>T 
Flanigan 
(2009) 
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Código 
Posición en 
GRCh37.p13 

Tipo de 
Mutación 

Región 
Afectada 

Mutación 
Mutación 
Reportada 

DMD-60 31187703 Frameshift Exón 74 c.10409delT No 

DMD-63 31515036 Nonsense Exón 57 c.8416C>T 
Taylor 
(2007) 

DMD-66 32632431 Nonsense Exón 12 c.1471C>T 
Kneppers 

(1995) 

DMD-67 32466617 Nonsense Exón 27 c.3742C>T 
Flanigan 
(2009) 

DMD-68 31196785 Splicesite Intrón 70 c.10223+1G>A 
Takeshima 

(2010) 

DMD-70 32717339 Nonsense Exón 8 c.721C>T 
Prior 

(2005) 

DMD-72 32827609 Splicesite Intrón 7 c.649+1G>T 
Stockley 
(2006) 

DMD-84 32398743 Nonsense Exón 34 c.4729C>T 
Taylor 
(2007) 

Nota: La nomenclatura utilizada para nombrar las mutaciones es la recomendada por 
la HGVS (Human Genome Variation Society), y en negrita se distinguen las mutaciones 
antes no reportadas. 

 

A continuación, se describen dos de los casos no reportados previamente, un 

ejemplo de mutación de tipo nonsense y otro de tipo frameshift. 

Paciente DMD-36 

Paciente de ocho años, presenta hipertrofia de gemelos, hipotonía desde el primer 

año y empezó a tener dificultades para caminar desde los 6 años. Los exámenes 

complementarios presentan un nivel de CPK elevado y una electromiografía 

positiva. Lamentablemente no se cuenta con el heredograma de este paciente. 

La prueba NGS-target indica que existe un cambio de una timina (T) por una 

adenina (A) en la posición 32490285 (Según la referencia GRCh37.p13), esta 

posición se ubica en el cromosoma X, gen DMD, exón 22. Esta variante 

(c.2945T>A) fue comprobada mediante secuenciación Sanger (ver figura15), 
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gracias a la cual se observa cómo el cambio de una timina por una adenina, provoca 

un cambio del aminoácido leucina (TTG) a un codón de parada (TAG). 

  

Exon # 22 Exon # 23 

… GGG GAA TTG CAG GCT TTA CAA AGT … 

… Gly Glu Leu Gln Ala Leu Gln Ser … 

… 980 981 982 983 984 985 986 987 … 

  

Exon # 22 Exon # 23 

… GGG GAA TAG CAG GCT TTA CAA AGT … 

… Gly Glu *             

… 980 981               

Figura 15. Secuencia del exón 22 para el paciente DMD-36. Arriba comparación de la 

secuencia estándar del GenBank (NC_000023.11) con la secuencia forward del paciente. 

Abajo evaluación del cambio de codones en la traducción de la proteína. 

Paciente DMD-60 

Paciente de ocho años, con hipertrofia de gemelos, hipotonía desde el primer año 

y empezó con dificultades para caminar a los 6 años. Los exámenes 

complementarios indican CPK elevado y una electromiografía positiva. En cuanto 

a su historia familiar, el paciente tiene un tío materno afectado (ver imagen 16). 



51 

 

 

Figura 16. Heredograma familiar del paciente DMD-60 

La NGS-target indica que existe la pérdida de una timina (T) en la posición 

31187703 (Según la referencia GRCh37.p13), esta posición se ubica en el 

cromosoma X, gen DMD, exón 74. Esta variante (c.10409delT) fue comprobada 

mediante secuenciación Sanger (ver figura 17), gracias a la cual se observa cómo 

la pérdida de una timina, no provoca cambio del aminoácido en esa posición, pero 

si un codón más abajo, un cambio de leucina (TTA) a un codón de parada (TAA). 

 
Exon # 73 Exon # 74 

… GAG AGC ATA GAT GAT GAA CAT TTG TTA ATC … 

… Glu Ser Ile Asp Asp Glu His Leu Leu Ile … 

… 3463 3464 3465 3466 3467 3468 3469 3470 3471 3472 … 

  

Exon # 73 Exon # 74 

… GAG AGC ATA GAT GAT GAA CAT TGT TAA ATC … 

… Glu Ser Ile Asp Asp Glu His Leu *     

… 3463 3464 3465 3466 3467 3468 3469 3470       

Figura 17. Secuencia del exón 74 para DMD-60. Arriba comparación de la secuencia 

estándar (NC_000023.11) con la secuencia forward del paciente. Abajo evaluación del 

cambio de codones en la traducción de la proteína 
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Resultados descriptivos 

De los 46 pacientes analizados, 21 presentan deleciones de uno o más exones, 

cuatro presentan duplicaciones de uno o más exones y 21 presentan pequeñas 

mutaciones (ver tabla 8), las mutaciones pueden abarcar o encontrarse en 

diferentes exones (ver imagen 18).  

Al comparar estos resultados con lo reportado por la UMD-TREAT-NMD DMD 

mutations database, mediante una prueba Chi-cuadrado, se observa que los 

valores obtenidos no son significativamente semejantes a los esperados. 

Tabla 8. Distribución de los tipos de mutaciones en el gen DMD 

Tipos de Mutaciones 
UMD-TREAT-NMD 

DMD 
Datos 

Presentes 
Chi 

Cuadrado 

Deleciones 68% 45.65% 

0,8177 Duplicaciones 11% 8.70% 

Pequeñas Mutaciones 21% 45.65% 

 Nonsense 50% 71.43% 

0,9789 
 Frameshift 34% 19.05% 

 Splicesite 14% 9.52% 

 Missense 2% 0.00% 

 

De los 21 pacientes con pequeñas mutaciones (20 diagnosticados por NGS-target 

y uno por MLPA), 15 son de tipo nonsense, cuatro de tipo frameshift y dos de 

alteración de splicesite (ver tabla 8). Al comparar esto con lo reportado por la UMD-

TREAT-NMD DMD mutation database, mediante la prueba Chi-cuadrado, los 

valores obtenidos no son significativamente semejantes a los esperados. 

Validación de la prueba diagnóstica MLPA 

El primer análisis de validación de la prueba MLPA, sobre un total de 46 pacientes, 

26 resultaron con mutaciones en el gen DMD del tipo deleción o duplicación; lo que 
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nos indica un porcentaje de sensibilidad del 57% y un porcentaje de especificidad 

del 100% para la prueba de la MLPA. 

Tabla 9. Primera tabla de contingencia para la prueba MLPA  

 Enfermos Sanos 

MLPA Positivo 26 0 

MLPA Negativo 20 45 

Total 46 45 

 

Sin embargo, como la prueba de la MLPA solo es capaz de detectar mutaciones 

del tipo deleción o duplicación, se realiza un segundo análisis de validación 

considerando como el total de pacientes a los 26 positivos, después de descartar 

mediante el NGS-Target que los demás pacientes presentan pequeñas 

mutaciones. Este segundo análisis indica un porcentaje de sensibilidad y 

especificidad del 100%. 

Tabla 5. Tabla de contingencia corregida para la prueba MLPA  

 Enfermos Sanos 

MLPA Positivo 26 0 

MLPA Negativo 0 25 

Total 26 25 
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Figura 18. Distribución de los tipos de mutaciones presentes por exones.  

 

5
5
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CAPÍTULO V: DISCUSIÓN 

Existen muchos tipos de distrofias musculares que presentan síntomas o signos 

similares, pero cada una puede tener una causa diferente. Por ello el diagnóstico 

de estas enfermedades se hace más complicado.46 

Para algunos tipos de distrofia muscular, Duchenne o Becker (distrofinopatías), que 

son enfermedades monogénicas, el diagnóstico molecular es el más adecuado. Sin 

embargo, elegir una técnica adecuada puede ser un problema.32 

Actualmente, en primera instancia, el diagnóstico clínico se realiza mediante una 

exploración física, presencia de signos característicos, y con la ayuda de algunas 

pruebas complementarias, sensibles, pero poco específicas como la CPK y la 

electromiografía, tal como lo describen Beggs &Kunkel, en 1990. Ellos también 

describen el uso de la biopsia muscular ya que es una prueba muy específica, sin 

embargo, en el presente está considerada una prueba muy invasiva y por lo tanto, 

poco recomendada.4,5,40 

En cuanto al diagnóstico molecular de las distrofinopatías, la búsqueda de 

mutaciones en el gen DMD, ha ido evolucionando. Desde la aparición de la PCR y 

su validación como técnica diagnóstica; como los test (PCR multiplex) que llevan el 

nombre de sus inventores, descritos por Chamberlain et al., en 1988; Beggs et al., 

en 1990; y Kunkel et al., en 1986. Estos permiten detectar la presencia o ausencia 

de nueve, nueve y seis exones del gen DMD respectivamente. 6,7,38 En hospitales 

peruanos aún se utilizan los test de Chamberlain y de Beggs. Sin embargo, aunque 

estos tres test logran evaluar 24 exones en regiones con alta probabilidad de 

variación (hotspots), esto no es suficiente ya que el gen DMD tiene 79 exones. 

Además, esta técnica solo permite detectar deleciones de los exones más no 
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duplicaciones, y únicamente de individuos homocigotos. También se puede realizar 

la secuenciación Sanger de todos los exones por separado y buscar mutaciones, 

pero se tienen que realizar 79 reacciones de PCR, una por cada exón, y luego 158 

reacciones de secuencia en forward y reverse. Esto implica un mayor gasto de 

dinero y tiempo.40,41 

La técnica MLPA permite la amplificación de hasta 50 regiones a la vez, por lo que 

solo en dos reacciones se logran amplificar los 79 exones del gen DMD. Otras 

ventajas de la técnica son, que es capaz de detectar no solo deleciones sino 

también duplicaciones de uno o más exones, y además detectar si las mujeres son 

portadoras de las mutaciones.12–15 

En este trabajo se evaluaron mediante la técnica MLPA a 46 pacientes con distrofia 

muscular, de los cuales 21 presentan deleciones, cuatro duplicaciones de uno o 

más exones del gen DMD y una mutación nonsense. Bladen et al., en 2015, en la 

UMD-TREAT-NMD DMD mutation database, indican que el porcentaje de 

deleciones es de 69% y el de duplicaciones es del 11%, por lo que se esperaría 

que la MLPA resuelva el 80% de los casos.47 En el presente estudio, gracias a la 

MLPA solo se resolvió el 57% de los casos. Sin embargo, este porcentaje no se 

debe a la capacidad de la técnica sino a la distribución mutacional de esta 

población, tal como se detallará más adelante. 

Cabe mencionar que la MLPA no es una técnica validada para diagnóstico como lo 

es la PCR y secuenciación Sanger, por ello es importante analizar muy bien los 

resultados. El inserto de las probemix P034 y P035 (MRC-Holland), indica que en 

el caso de duplicaciones de uno o más exones no hay lugar a dudas siempre y 

cuando el DQ se encuentre entre 1.85 y 2.15, en el caso de deleciones, si se trata 
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de varios exones tampoco existen dudas (DQ de cero), pero si se trata de la 

presencia de una deleción de un solo exón, aunque el DQ sea cero, la MRC-Holland 

recomienda comprobarla mediante una PCR. Como lo ha reportado Schwartz & 

Duno, en 2004, la primera vez que se utilizó la MLPA para la búsqueda de 

mutaciones en el gen DMD; y también otros autores como Jansenn et al., en 2005 

que reportan una mutación nonsense nueva encontrada indirectamente por la 

MLPA, o Bai et al., en 2016 que trabajaron con una población más grande (433 

familias) y encontraron tres pequeñas mutaciones de 57 casos de deleciones de un 

solo exón.8,11,14,23 En el presente estudio se encontraron seis pacientes con 

deleciones de un solo exón, las cuales fueron comprobadas mediante una PCR 

multiplex de dos fragmentos y solo en uno de los casos se obtuvo el amplicón del 

exón comprometido, fragmento que se secuenció hallándose una mutación 

nonsense. 

Por lo expuesto, al parecer la MLPA es muy sensible a nivel del reconocimiento 

entre las sondas y el ADN genómico, en este caso en particular, se trata del exón 

23, y la pequeña mutación se encuentra en la región de complementariedad con la 

sonda, y es por esto que el cambio de una citosina por una guanina altera el 

reconocimiento por lo que aparece finalmente como si todo el fragmento estuviese 

deletado. 

En este trabajo en casos de MLPA negativos, se utiliza como segunda técnica de 

búsqueda de mutaciones, la NGS-target, tal como se ha utilizado en otros trabajos; 

como Li et al., en 2016, resolvieron el 82.7% por MLPA y el 17.3% por NGS más 

secuenciación Sanger; o, Bai et al., en 2016, encontraron mutaciones en el 73% de 

los casos por MLPA y en el 21% por NGS más secuenciación Sanger; o, Zhong et 
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al., en 2017, solucionaron el 70.65% por MLPA y el resto por NGS-target.22,23,25 

Aquí se reporta que el 43% restante de los pacientes presentaban pequeñas 

mutaciones, gracias al NGS-Target, mediante el “Ion AmpliSeq inherited disease 

panel target”. Además, éstas fueron comprobadas mediante secuenciación Sanger, 

tal como lo recomiendan los diferentes autores. 

Esta población de pacientes peruanos con una distrofinopatía, presenta en un 

45.5% de los casos deleciones de uno o más exones, en un 9% de los casos, 

duplicaciones de uno o más exones y en un 45.5% de los casos, pequeñas 

mutaciones. Esto resulta significativamente diferente (p=0.8607) a lo reportado por 

Bladen et al., en 2015, en la UMD-TREAT-NMD DMD mutation database, (68%, 

11% y 21%, respectivamente)21, una de la bases de datos internacional más 

completas. Otras bases de datos reconocidas que señalan datos similares son; 

LOVD, reportada por Aartsma-Rus et al., en 2006, que indica un 66% de grandes 

deleciones, un 12% de grandes duplicaciones y un 22% de pequeñas mutaciones16, 

y eDystrophin, reportada por Nicolas et al., en 2012, que indica un 64% de grandes 

deleciones, 22% de grandes duplicaciones y 14% de pequeñas mutaciones.17  

Es importante señalar que las bases de datos mencionadas son europeas, y quizá 

la gran diferencia geográfica sea una respuesta a la diferencia significativa de las 

frecuencias mutacionales del gen DMD en esta población. En China también se 

han realizado trabajos similares, como; Guo et al., en 2015,  que genotipa una 

población de pacientes con DMD indicando también datos similares a los de las 

poblaciones europeas, un 64.6% de grandes deleciones, un 10.3% de grandes 

duplicaciones y 25.1% de pequeñas mutaciones.20 Y Zhong et al., en 2017, que al 

igual que en este trabajo utilizaron en primera instancia MLPA, en los casos 
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negativos, NGS-target más secuenciación, ellos indicaron un 68% de grandes 

deleciones, 9% de grandes duplicaciones y un 23% de pequeñas mutaciones.25 

Por lo tanto, en nuestra población las deleciones de uno o más exones del gen 

DMD no son la causa más común de una distrofinopatía, sino que aparentemente 

tanto las deleciones como las pequeñas mutaciones se presentan en frecuencias 

iguales. 

En cuanto a las pequeñas mutaciones, en el presente estudio, el mayor porcentaje 

fue de mutaciones de tipo nonsense (71%), seguido muy por debajo por las 

mutaciones frameshift (19%) y splicesite (10%). Bladen et al., en 2015, en la UMD-

TREAT-NMD DMD mutation database indica que el tipo de mutaciones nonsense, 

frameshift y splicesite se presentan en un 50%, 34% y 14%, respectivamente21; 

entonces, la distribución de las pequeñas mutaciones en esta población de 

pacientes con distrofinopatías también es significativamente diferente (p=0.9745), 

aparentemente debido a un aumento de mutaciones de tipo nonsense y una 

disminución de las de tipo frameshift en esta muestra.  

Además, según Guo et al., en 2015, en la población china se presenta un 49% de 

pequeñas mutaciones tipo nonsense, 36% de frameshift y 15% de splicesite20, 

datos similares a las frecuencias europeas. Sin embargo recientemente, Wang et 

al., en 2017, para una muestra del sur de China indicaron una frecuencia un tanto 

diferente (44% nonsense, 46% frameshift y 10% splicesite)26, tanto a la población 

europea como a la nuestra, ya que se presentan en porcentajes similares las 

mutaciones de tipo nonsense y frameshift.  

Entre los 46 pacientes evaluados, se presentan 42 mutaciones diferentes, siendo 

la mutación que más se repite (tres veces) la deleción de los exones del 45 al 50. 
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Además la mayoría de deleciones también se presentan entre los exones 45 y 50, 

dato que coincide con lo reportado para poblaciones europeas, primero por 

Aartsma-Rus et al., en 2006, que en la base de datos LOVD, indican que la región 

hotspot para largas deleciones en el gen DMD se encuentra entre los exones 45 y 

5316,  luego, lo reportado por Bladen et al., en 2015, que en la UMD-TREAT-NMD 

DMD mutation database, indican la región hotspot entre los exones 45 y 55.47 Y 

también para la población china, reportado por Yang et al., en 2013 y por Guo et 

al., en 2015, que indican que la región hotspot para las grandes deleciones se 

encuentra entre los exones 45-54.18,20 

De las 42 mutaciones encontradas, 12 son mutaciones nunca antes reportadas, 

comprobadas mediante la búsqueda en las diferentes bases de datos; LOVD, 

reportada Aartsma-Rus et al., en 200616, UMD-TREAT-NMD DMD mutation 

database reportada por Bladen et al., en 201521 y eDystrophin reportada por Nicolas 

et al., en 2012.17 Cuatro de ellas fueron detectadas por MLPA, una duplicación: 

c.(?_2169-1)_(4233+1_?)dup; tres deleciones: c.(?_1603-1)_(7098+1_?)del, 

c.(?_8548-1)_(*1_?)del y c.?_(4071+1_?)del; y siete pequeñas mutaciones 

detectadas por NGS-target y verificadas por secuenciación Sanger, entre ellas 

cuatro nonsense: c.9277C>T, c.4840G>T, c.2945T>A y c.3490A>T, y tres de tipo 

frameshift: c.6253 delT, c.7618_7619 delAA y c.10409delT. 

En lo referente a la validación de la técnica MLPA como medio de diagnóstico 

molecular, se demuestra que presenta una sensibilidad y especificidad del 100%, 

pero solo para la detección de deleciones y duplicaciones de uno o más exones, 

que al parecer en nuestra población se encuentra alrededor del 54%, valor 

significativamente menor que lo reportado para poblaciones europeas; 78% en la 
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base de datos LOVD, reportada por Aartsma-Rus et al., en 200616, 79% en la UMD-

TREAT-NMD DMD mutation database reportada por Bladen et al., en 201521 y 86% 

en la eDystrophin reportada por Nicolas et al., en 2012.17 También es diferente a lo 

indicado en poblaciones chinas, por una metodología idéntica a la utilizada en este 

trabajo, un 82.7% reportado por Li et al., en 201622, un 77.5% reportado por Bai et 

al., en 201623 y un 76.7% reportado por Zhong et al., en 2017.25 Por lo tanto, al 

parecer la técnica del MLPA para diagnóstico en la población peruana no es tan 

eficiente como para otras poblaciones. 

En el presente trabajo se evalúan la sensibilidad y especificidad de la MLPA con 

respecto a un diagnóstico clínico, pero desde que apareció esta metodología, se 

han realizado diversos estudios de validación. Por ejemplo, Schwartz & Duno, en 

2004, compararon la MLPA con la PCR multiplex o el Southern blot11; Lalic et al., 

en 2005, la confrontaron solo contra la PCR multiplex12; Jansenn et al., en 2005, la 

compararon con la PCR multiplex o por FISH (fluorescence in situ hybridization)14 

y Lai et al., en 2006, que también realizaron la comparación con la PCR multiplex15; 

todos ellos concluyeron que la MLPA es más sensible y específica que las demás 

técnicas. 

La validación de la NGS-target en este trabajo, no se ha realizado.  Sin embargo, 

cabe mencionar que tanto Wei et al., en 2014 y Okubo et al., en 201619,24, realizaron 

una validación de la NGS-target versus MLPA y secuenciación Sanger, 

concluyendo ambos que esta es 99.99% sensible y específica para la detección de 

largas deleciones, 50% para grandes duplicaciones y 100% para pequeñas 

mutaciones. Por lo tanto, para un diagnóstico molecular adecuado de las 

DMD/DMB, se recomienda realizar primero un tamizaje por MLPA, confirmado en 
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caso de tratarse de una deleción de un solo exón por PCR más secuenciación 

Sanger. De no encontrarse una mutación por MLPA se debe realizar un NGS-target 

en busca de alguna pequeña mutación patogénica, confirmándola también por 

secuenciación Sanger. 

La caracterización genética de una enfermedad en una determinada población y el 

conocimiento de los métodos más eficientes para diagnosticarla, tienen importancia 

médica económica y social.  El que los pacientes tengan acceso a un diagnóstico 

temprano y certero, les permitirá estar mejor preparados para el desarrollo de la 

enfermedad, tener acceso a terapias que mejoren la calidad de vida del paciente o 

incluso ser considerados para posibles ensayos clínicos con nuevos medicamentos 

o terapias que le ofrezcan alguna mejora al paciente. Dentro de las novedosas 

terapias, se encuentran la terapia celular por medio de la inyección de células 

madre, o la terapia genética por medio de la conocida técnica del exón skipping, tal 

como lo reportan Aartsma-Rus et al., en 2002; Nowak et al., en 2004 y Falzarano 

et al., en 2015. 48–50 

El acceso de la familia del paciente al asesoramiento genético es otro punto 

importante. Para ello es necesario armar un heredograma del paciente y conocer 

la historia familiar, para saber si existe la sospecha de que la enfermedad sea 

hereditaria. De ser así es importante confirmar la presencia de portadoras en la 

familia en edad fértil, para brindar el asesoramiento y tratar de prevenir futuros 

embarazos afectados, tal como lo sugieren Aartsma-Rus et al. en 2016.32,51 

Entonces, para llevar a cabo una consejería genética es necesario el diagnóstico 

de portadoras de la enfermedad, y las técnicas MLPA y NGS-target permiten 

realizar esta detección. Durante la ejecución de este estudio, se han observado 
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casos de familias con varios miembros afectados (hermanos, tíos maternos, primos 

maternos, etc.), que no recibieron diagnóstico temprano y en algunos casos no 

saben qué enfermedad padecían. De haber contado con esta información a tiempo, 

las familias pudieron haber tomado decisiones reproductivas informadas, previendo 

estos casos.  

Por último, gracias al presente estudio se ha logrado implementar la MLPA y la 

NGS-target, para la detección de distrofinopatías, en el CIGBM. Esta es una 

contribución importante para detectar las mutaciones en la población peruana, que 

no se ha estudiado previamente. Además, se ha construido una pequeña base de 

datos en excel con la información de estos pacientes que posteriormente se 

ampliará y compartirá en bases de datos internacionales como LOVD, con miras a 

que nuestros pacientes puedan ser considerados en futuros ensayos clínicos. 
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CONCLUSIONES 

 El diagnóstico molecular por MLPA resulta válido en la detección de 

mutaciones conocidas o nuevas, de tipo deleción o duplicación, de uno o 

más exones en todo el gen DMD, con una sensibilidad y especificidad del 

100%.  

 Esta población de pacientes peruanos con DMD/DMB, presenta una 

distribución mutacional de un 45.65% de deleciones, 8.70% de duplicaciones 

y 45.65% de pequeñas mutaciones (71.43% del tipo nonsense, 19.05% 

frameshift y 9.52% splicesite). 

 Se demostró que la distribución de los tipos de mutaciones causantes de la 

DMD/DMB de esta población de pacientes peruanos es significativamente 

diferente a lo reportado por la UMD-TREAT-NMD DMD global database, que 

contiene datos de todo el mundo. Por lo que mediante la prueba MLPA, se 

esperaría solucionar el 57% de los casos. 

 Se logró confeccionar un banco de ADN caracterizado genéticamente, que 

a futuro se compartirá en una base de datos internacional, para que nuestros 

pacientes puedan ser tomados en cuenta en futuras investigaciones clínicas, 

evaluación de nuevos fármacos o terapias. 
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RECOMENDACIONES 

 Implementar la técnica MLPA como técnica diagnóstica para detectar 

mutaciones de tipo deleción o duplicación de uno o más exones, de los 79 

exones del gen DMD, lo que aumentará el número de pacientes correcta y 

tempranamente diagnosticados. 

 Este estudio se realizó en una pequeña población de pacientes peruanos (la 

mayoría limeños) con distrofinopatías. Se debe realizar un estudio con 

muestras de todo el país, para confirmar la distribución significativamente 

diferente, de los tipos de mutaciones causantes de esta enfermedad en nuestro 

país. 

 Realizar estudios con familias grandes, para establecer las mutaciones 

heredadas y de novo. Esto podría demostrar por qué la distribución de tipos de 

mutaciones causantes de esta enfermedad, es significativamente diferente en 

nuestro país. 

 Realizar un estudio de costo-efectividad para las técnicas MLPA y NGS-target, 

versus las técnicas actualmente empleadas en nuestro país, y proponer de esta 

manera la mejor metodología para un diagnóstico más certero y accesible al 

público. 
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Anexo 1: Consentimiento informado 
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Anexo 2: Instrumentos de recolección de datos 

1. Hoja de especificaciones del equipo termociclador VERITI (Veriti Thermal 

Cycler).
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2. Hoja de especificaciones del equipo analizador genético ABI 3500 (Applied 

Biosystems 3500 and 3500xL Genetic Analyzers). 
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3. Hoja de especificaciones del equipo ION TORRENT (The Ion PGM System 

High-quality, accessible sequencing). 
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