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Resumen

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad muscular ligada al
cromosoma X, causada por la ausencia de la proteina distrofina y expresandose
como pérdida progresiva de masa muscular y su sustitucion por tejido adiposo
provocando finalmente la muerte de los pacientes. A pesar de que hay
tratamientos actuales que mejoran la calidad y aumentan la expectativa de vida de
los pacientes, como los corticoesteroides o glucocorticoides, el acceso a estas
herramientas, igual que el diagndstico molecular, se encuentra limitado por
cuestiones econdmicas y por falta de informacién e incluso de capacitacién
especializada en médicos y profesionales de la salud. Debido a la falta de
métodos no invasivos para diagnosticar la enfermedad, es importante establecer
marcadores confiables y de facil obtencion como lo es suero sanguineo.
Miostatina y folistatina fueron seleccionados como posibles biomarcadores en
pacientes con DMD, debido a su participacion en el proceso desarrollo-
degradacion muscular, asi como también la posible correlacion en la progresiéon de
la enfermedad con ayuda de pruebas clinicas utilizadas para su evaluacién en los
pacientes. La concentracion de miostatina y folistatina fueron cuantificadas por
medio de la prueba ELISA, utilizando 21 pacientes diagnosticados con DMD
previos al tratamiento y con 3 y 6 meses posteriores al tratamiento, ademas de 17
controles sanos. La concentracion de miostatina fue significativamente menor a
los pacientes con DMD en comparacion con controles sanos, mientras que las
concentraciones de folistatina fueron significativamente mayor en pacientes en
comparacién con los controles. La concentracion sérica de miostatina y folistatina
no mostraron diferencias significativas en los pacientes antes del tratamiento a los
3 y 6 meses con el corticoide. El resultado de las pruebas cronometradas (como

levantarse de una silla), refleja una tendencia a la mejoria clinica; sin embargo, no



mostro relacion con las concentraciones de ninguna de las proteinas estudiadas.
Con base en los resultados sugerimos que miostatina podria ser un biomarcador

en la etapa temprana pero no en etapas avanzadas.
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INTRODUCCION

Las distrofias musculares son un conjunto de enfermedades caracterizadas por
deterioro muscular progresivo resultado del mal funcionamiento de proteinas que
conforman el complejo distrofina-glicoproteina (DGC, por sus siglas en ingles), que
participan en la unién entre el citoesqueleto y la matriz extracelular, dichas uniones
protegen a las células musculares del estrés mecanico durante la contraccion.
Coral-Vazquez, et al. (1993). Cuando se dafa el sarcolema, la proteina creatina
cinasa (CPK) se libera al torrente sanguineo, como fuente de energia que se
utiliza en la contraccion muscular, cuando se encuentra elevada en sangre, es
utilizada como indicador del dafio muscular por algun proceso como la distrofia
muscular. Sin embargo, existen condiciones fisioldogicas como la fiebre o el
esfuerzo muscular en exceso que incrementa la concentracion de CPK sin
una patologia aparente. Cuando el sarcolema presenta alteraciones se incrementa
la una mayor entrada de moléculas de calcio, lo cual degrada a las proteinas del
DGC lo que resulta en la degeneracidon muscular progresiva y fibrosis en donde las
fibras musculares son remplazadas por tejido adiposo y tejido conectivo (Cordone,
et al. 1984) (Figura 1).
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Figura 1. Proceso de desgaste muscular en la DMD (imagen de elaboracion propia).



En México como en el resto de mundo, las distrofias musculares que se presentan
con mayor incidencia son la de Duchenne (DMD) y Becker (BMD) denominadas
distrofinopatias (figura 2) debido a que son resultado de la ausencia de distrofina,
proteina estructural del musculo esquelético que brinda soporte y proteccion a las
células musculares del dafio causado durante la contraccion Gomez-Diaz, et al.
(2012); (Lopez-Hernandez, et al. 2009).
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Figura 2. Distribucion de la incidencia de enfermedades musculares en la poblacibn mexicana,

distrofinopatias son las mas frecuentes (Gomez-Diaz, et al. 2012).

Dicha enfermedad es de tipo genético ligada al cromosoma X, que presenta en

mayor incidencia en nifios varones (Spitali, et al. 2013).

Los pacientes con DMD muestran sintomas a muy temprana edad, empiezan a
caminar después de los 18 meses de edad y presentan debilidad muscular, en
general los pacientes son diagnosticados entre los 3 a 5 afios de edad, tiene
retraso en el desarrollo motor, fuerza muscular deteriorada, trastornos
respiratorios debido a la debilidad muscular de la caja toracica y complicaciones

cardiacas y entre los 8 y 12 afios pierden la capacidad de caminar. Cuando la
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enfermedad progresa los pacientes presentan escoliosis deformando la espalda
en forma de “S” o “C” la edad promedio del fallecimiento del paciente es 18 a 19
afnos (Aartsma-Rus, et al. 2006a; Verma, et al. 2010).

DISTORFIA MUSCULAR DUCHENNE Y FISIOPATOLOGIA

La DMD cuya evolucidén es lenta y progresiva, se manifiesta afectando los
musculos proximales y distales (figura 3) provocando debilidad muscular, es
visible hipotrofia muscular principalmente de la cintura escapular y pélvica
(Brooke, et al. 1989), y tiene una afeccién a 1 de cada 3.500 recién nacidos
varones alrededor del mundo. Es una enfermedad resultado de mutaciones en el
gen DMD o también llamado gen de la distrofina, ubicado en el locus Xp21
(Koenig, et al. 1987) (figura 3) que llevan a la interrupcion del marco de lectura en

la traduccién de la proteina (Aartsma-Rus, et al. 2006b).
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Figura 3. Ubicacién del gen DMD. Localizado en el brazo corto (p) del cromosoma X, en la posicion
21.2. con 79 exones (tomado de http://qhr.nlm.nih.qov/qene/DMD).
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http://ghr.nlm.nih.gov/gene/DMD

Este gen posee 79 exones y su procesamiento para producir la proteina es
complejo. Esto favorece la aparicion de mutaciones espontaneas. La distrofina se
expresa fundamentalmente en el musculo esquelético y cardiaco, existen
isoformas que se expresan selectivamente en otros 6rganos como el cerebro, las
células de Schwann en la retina. Esto justifica las manifestaciones no musculares
asociadas a la DMD (Baumbach, et al. 1989). Esta se localiza en el sarcolema, en

su cara interna, y tiene un peso molecular de 427kDa7 (figura 4).
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Figura 4.- Se muestra la isoforma Dp 427s con su region amino terminal, los 24 repetidos de
actina, dominio bisagra, el dominio rico en cisteina y su regioén carboxilo terminal, de la proteina

distrofina, el gen DMD formado por 79 exones localizada en el locus Xp21(Solari 2004).

Se divide en 4 dominios: el amino-terminal la une a la actina; el dominio en
cilindrico es el mas amplio; el dominio rico en cisteina que contiene los sitios de
anclaje al beta-distroglicano de la membrana y, por ultimo, el dominio carboxil-
terminal contacta con la distrobrevina (Ervasti and Campbell 1993; Mendell, et al.
2010). De esta forma, ademas de dar estabilidad y soporte estructural, la
distrofina supone un enlace indirecto entre la matriz extracelular y el aparato

contractil de la fibra muscular (Manzur, et al. 2008).

Cuando el sarcolema se ve expuesta a falta de distrofina, es susceptible a dafos
causados por contracciones musculares (Ervasti, et al. 1990), hay un exceso de

calcio, y estimula la activacion de calpainas, proteasas que degradan las
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proteinas contractiles que activan otras proteasas dentro de la célula (figura 5). La
proteasa termina con la muerte celular de miocitos, necrosis, inflamacion y fibrosis
de reemplazo. La fibra se necrosa y los intentos de regeneracién muscular son
insuficientes hasta que gran parte del tejido muscular normal es sustituido por

tejido fibro-adiposo (Anthony, et al. 2014).
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Figura 5.- Esquema del complejo Distrofina-Glicoproteinas. Se observa la proteina distrofina
asociada en un extremo a la F-actina y en su otro extremo, al beta-distroglucano. De esta manera
la proteina distrofina proporciona el acoplamiento mecanico entre el sarcolema y el citoesqueleto
de la fibra muscular (Scheuerbrandt 2013).



Estos procesos que inducen a necrosis, regeneracion e infiltracion de grasa son

visibles en la biopsia muscular y constituyen el patrén muscular distréfico.

Los sintomas generalmente aparecen antes de los 6 afios de edad haciéndose
presente la debilidad muscular, en piernas pelvis, pero también se presenta con
menos gravedad en brazos, cuello y musculos toracicos (Biggar 2006). La
dificultad en habilidades motoras como correr, bailar, saltar, las caidas frecuentes,
la dificultad para levantarse de una posicion acostado o para subir escalas, estas
la progresion es rapida y la capacidad motriz se puede perder hacia los 12 afios
de edad y el nifio tendra que usar una silla de ruedas (Biggar, et al. 2002;
Ohlendieck, et al. 1993), la debilidad en los musculos de la caja toracica complica
las funciones respiratorias, desarrollando a través de los afios cardiopatias, siendo
factor de mortandad en los pacientes afectados con Duchenne (Soltanzadeh, et al.
2010).

Independientemente del tipo de mutacion, la aparicién de signos y sintomas en
DMD, la alteracion genética rompe el marco de lectura del ARNm que sintetiza la
proteina, de manera que su sintesis se interrumpe y la proteina sintetizada es
degradada. En caso de que no rompa el marco de lectura, se produce la proteina
en menor cantidad o parcialmente funcional, lo que origina otro tipo de
distrofinopatias de fenotipo mas leve como la distrofia muscular de Becker
(Hoffman, et al. 1988), dando como resultado los fenotipos distroficos y las

deficiencias fisicas y mecanicas.
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CARACTERISTICAS CLINICAS

El fenotipo resultante en pacientes con DMD es caracterizada por pérdida en la
funcidbn muscular, principalmente de musculo esquelético y cardiaco. Los
musculos se ven afectados desde el nacimiento, los musculos proximales denotan
como primeros indicios de la enfermedad entre los tres y cinco afios de edad, se
distorsiona la marcha, caidas frecuentes y dificultad para elevar los brazos, y una
pseudo hipertrofia de pantorrilla debido a la sustitucion de las fibras musculares
por tejido conectivo y graso. La cintura pélvica se ve afectada como primer grupo
muscular, seguido por los de la cintura escapular y las pantorrillas. La maniobra
de Gower’s es una prueba que se aplica a los pacientes que presentan distrofias
musculares mostrando las dificultades para caminar en superficies irregulares,
andar lento y las altas complicaciones para para incorporarse desde el suelo
(Figura 6), complicando las actividades como saltar, subir escaleras, entre otras
(Biggar 2006); (Coral, et al. 2010).
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Figura 6. Movimientos caracteristicos de un paciente con distrofia muscular. Se observa la
maniobra de Gower’s, en la que el paciente escala sobre su propio cuerpo para ponerse de pie

(tomado de: http://www.treat-nmd.eu/diagnosis-and-management-of-DMD).

Los pacientes entre los 8 y 12 afnos de edad pierden por completo la capacidad de
caminar; el 90% desarrolla una curvatura de la columna en mas de 20 grados y se
requiere una cirugia para estabilizarla. Al llegar a la adolescencia, la funcién de
las extremidades superiores se deteriora y los nifios pierden la capacidad de
alimentarse y cuidarse por si mismos. Entre los 9 y 11 afios, la funcion pulmonar
se deteriora disminuyendo la capacidad vital en un 3 a 10%, la tos debilita al
paciente y se pierde la capacidad para eliminar las secreciones respiratorias.
Comunmente se presenta neumonia, que es la principal causa de muerte, y por lo
regular es necesaria la asistencia respiratoria por la noche, debido a la

hipoventilacion nocturna (Biggar 2006); (Lopez-Hernandez, et al. 2009).
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Los pacientes con DMD presentan complicaciones a lo largo de la vida, como
contracturas, escoliosis, enfermedad pulmonar, cardiomiopatia, complicaciones
gastrointestinales, nutricionales, deficiencias cognitivas y alteraciones en la retina
(Coral, et al. 2010).

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

En el diagndstico de los pacientes con DMD se considera tres factores que son la
edad de aparicion de los sintomas clinicos, la distribucion de la debilidad muscular
y la historia familiar. Posteriormente el médico tratante toma como referencia la
evaluacion de concentracion sérica de CPK que es considerada hasta el momento
como el principal marcador bioquimico para diagnosticar a un paciente con DMD,
CPK en etapas iniciales se presenta con un aumento aproximado de 10 veces
mas respecto a los valores reportados como normales (10 a 120 pg/l), mientras
que en la etapa final se reduce significativamente debido a la pérdida de masa
muscular. En todos los casos el diagnéstico es confirmado con la deteccién de
mutaciones en el gen DMD mediante la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real (PCR TR) de ADN gendmico para la identificacion de
las mutaciones y amplificacion multiple de sondas dependiente de ligaciéon MLPA
(Bushby, et al. 2010); (Lopez-Hernandez, et al. 2011).

En la biopsia muscular se verifica la ausencia de proteina distrofina en musculo
esquelético lo que muestra alteraciones distroficas como nucleos centrales y
presencia de infiltrado fibroso evidenciando la pérdida de la forma poligonal en el
corte transversal (Gomez-Diaz, et al. 2012), el fragmento de musculo es
aproximadamente 1 x 0.5 cm. generalmente puede ser colectada de deltoides,
biceps braquial o vasto lateral, analizadas por inmunohistoquimica que es una
técnica de identificacién de moléculas directamente en el corte de biopsia vy el
inmunoblot donde se separan moléculas por medio de electroforesis para
determinar la presencia de distrofina asi como su tamafo (Gomez-Diaz, Rosas-
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Vargas et al. 2012). La biopsia examina la cantidad y la composicion de la proteina
distrofina en el musculo (Sewry, et al. 1994). Si una persona tiene distrofia
muscular Duchenne si tiene menos del 3% de la cantidad prevista de proteina.
Estas pruebas son necesarias en el diagndstico de distrofinopatias como DMD, vy
no ser confundida con alguna otra distrofia muscular, sirviendo de igual manera

para saber que personas podrian ser portadoras.

Existe una red de investigacion, seguimiento y vigilancia de distrofia muscular (MD
STARnet) que utiliza la extraccion del expediente médico para identificar a los
pacientes con DMD/DMB. Si los miembros del comité son discordantes en la
asignacion de una categoria de caso, el caso es revisado y discutido al menos por
4 miembros. El caso es asignado a la categoria acordada, con "definitivo" el mas
alto nivel de confianza, seguido de “probable”, y “posible” como la mas baja
(Cuadro 1) (Mathews, et al. 2010).
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Cuadro 1.- Explica los criterios establecidos por la STARnet para determinar el
diagnostico en DMD en posible cuando hay indicios fisicos y niveles de CPK
elevados, probable cuando las condiciones de un diagnostico probable se le suma
antecedentes familiares o alteraciones en distrofina y definitivo cuando se
corrobora la mutacién y la ausencia de Distrofina aunado a los puntos anteriores
(Mathews, et al. 2010).

Un caso “definitivo” presentd los sintomas clinicos atribuibles a una
distrofinopatias y el apoyo directo del diagnéstico por lo menos de
uno de estos criterios:

1. El analisis de ADN demostré una mutacién del gen distrofia.

Definitivo | 2. La biopsia de musculo presenta anomalias en la distrofina, y por
tanto se requiere el estudio de proteinas adicionales, asi como las
fibras musculares. Si hay antecedentes familiares que demuestran
la herencia ligada al cromosoma X, no se requiere informacién
adicional sobre el musculo.

3. Altas concentraciones de CK, y un miembro de la familia que
cumpla con los criterios 1 0 2.

-Tiene concentraciones elevadas de CK, mas antecedentes
Probable | familiares, o alteraciones en la distrofina, pero carece del resto de
los elementos.

Posible | -Altas concentraciones de CK y ninguna informacién adicional.

El diagndstico clinicos se basa en sintomas distintivos de la enfermedad, como la
pérdida de reflejos, marcha de pato, caidas frecuentes la torpeza especialmente al
correr, la dificultad al levantarse de una posicién sentada o acostada o al subir
escaleras, los cambios posturales en general, la dificultad respiratoria, debilidad

pulmonar y cardiomiopatia (Soltanzadeh, et al. 2010).
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Actualmente no se tiene un tratamiento especifico que erradique la enfermedad;
sin embargo es de gran importancia dar un manejo integral al paciente con DMD,
con la finalidad de otorgarles una mejor calidad de vida (Rideau, et al. 1995),
posterior al diagnostico, se debe establecer un manejo multidisciplinario,
involucrando diferentes especialidades como son: rehabilitacion, ortopedia,
cardiologia, neurologia, neumologia, gastroenterologia/nutricién, anestesia (en
caso de eventos quirurgicos y cuidados de emergencia) Psicologia, Genética, etc.
(Birnkrant, et al. 2010) Dicho manejo dependera de la etapa de evolucién en la
que se encuentre cada paciente, a reserva de proporcionarle apoyo continuo a
través de valoraciones médicas, educacion, seguimiento familiar y asesoramiento

genético.

El manejo clinico de pacientes diagnosticados con DMD, es prolongar la
ambulacion y dar una mejor calidad de vida. La terapia fisica y el estiramiento
muscular diario, pueden eliminar la necesidad de liberacion quirdrgica de
contracturas. El uso regular de un espirobmetro prolonga la funciéon pulmonar. La
funcién pulmonar, la presion inspiratoria negativa y la capacidad vital forzada debe

ser monitoreada conforme avanza la enfermedad (Birnkrant, et al. 2010).

La escoliosis (es una condicidon que causa una curvatura de lado a lado en la
columna vertebral, la curvatura puede tener forma de “S” o “C”.) se manifiesta
después de que los pacientes han estado dependientes de una silla de ruedas por
al menos uno o dos afos. La cirugia utilizada en el tratamiento de la escoliosis,
consiste en la correccion de la columna vertebral por medio de injertos Oseos,
provocando al paciente mejore su postural al sentarse y en su funcion pulmonar.

La cardiomiopatia clinica se desarrolla en la etapa final de la enfermedad. No hay
recomendaciones especificas para la cardiomiopatia distrofica, aunque se
recomienda tratamiento con inhibidores de enzima convertidor de angiotensina,

con o sin beta bloqueadores (Hsu and Quinlivan 2013).
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Entre los distintos esfuerzos por desarrollar lineas de investigacion para apoyar la
DMD disminuyendo los dafios propios del padecimiento, se han conformado
distintos proyectos como el trasplante de mioblastos, transferencia de células
madre, la inyecciéon de ADN desnudo en las fibras musculares, y la terapia génica
empleando vehiculos virales o no virales para remplazar o reparar el marco de
lectura del gen DMD asi como los avances farmacoloégicos se encuentra la
administracion de glucocorticosterides, retrasando la ambulacion y la perdida de

movilidad en grupos musculares.

ESTEROIDES

Se ha demostrado que el unico tratamiento farmacolégico capaz de retardar la
progresion en DMD son los glucocorticoides (GC), que proporcionan una mejoria
inicial en la fuerza muscular y reducen la pérdida esperada de fuerza a lo largo del
tiempo en varones con DMD y mejora la funcién en estos pacientes, como
consecuencia se reduce el riesgo de presentar escoliosis, estabiliza la funcion
pulmonar, y mejora la funcion cardiaca (Bushby and Griggs 2007). La mayor parte
de la actividad glucocorticoidea esta relacionada con la molécula de cortisol (0
hidrocortisona) (Autret-Leca, et al. 2009) los GC son farmacos potentes y efectivos
en la prevencion y supresion de la inflamacion causada por estimulos mecanicos,
quimicos, infecciosos e inmunoldgicos (Payne and Adcock 2001). El principal
efecto antiinflamatorio de los GC se basa en la inhibicion de la transcripciéon
genética de numerosos genes que codifican proteinas proinflamatorias, como
interleucinas (IL) 1, 2, 3, 4, 5, 6, 11 y 13, el factor de necrosis tumoral alfa, el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), quimiocinas (IL-
8, macrofagos, proteinas quimiotacticas de monocitos 1, 2, 3 y 4), moléculas de
adhesion (molécula 1 de adhesion intracelular, molécula 1 de adhesién de células
vasculares, E-selectina) y enzimas reguladoras de la sintesis de mediadores
(6xido nitrico sintetasa inducible, ciclooxigenasa 2, fosfolipasa A2 [PLAZ]
citoplasmatica)(Payne and Adcock 2001; Pelaia, et al. 2003). Los diferentes

mecanismos moleculares (genémicos y no gendmicos) a través de los cuales se
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sabe que los GC pueden regular la transcripcion genética se describiran

ampliamente en esta revisibn mas adelante.

Se ha mostrado en humanos que la administracion glucocorticoides aumentan la
capacidad regenerativa del musculo, lo que permite sustituir el tejido dafado con
nuevas miofibrillas (Verma, et al. 2010). El tratamiento con glucocorticoides es
acompafado de efectos secundarios, como acné y cambios de personalidad,

hirsutismo, retraso del crecimiento, sobrepeso y potencialmente osteoporosis.

Los GC empleados en el tratamiento paliativo de la DMD esta la prednisona,
prednisolona y deflazacort, dichos farmacos prolongan la ambulacién
independiente, mejoran la funcion pulmonar, retrasan la aparicion de las
cardiomiopatias y reducen la incidencia de la escoliosis (Moxley, et al. 2010). En
algunos estudios clinicos se ha reportado que la administracion de
glucocorticoides en etapas tempranas de la enfermedad (cuando aun se
encuentran en la etapa de la deambulaciéon, antes de los 7 anos de edad)
incrementa la fuerza muscular, asi como la calidad de vida del paciente (Coral, et
al. 2010) (Mazzone, et al. 2013).

Entre los glucocorticoides mas aceptados en el tratamiento farmacoldgico en la
DMD la prednisona con dosis diaria de 0.75mg/kg/ y el deflazacort 0.9 mg /kg
(Biggar, et al. 2001), algunos estudios clinicos han mostrado que dichos farmacos

prolongan la ambulacién independiente (Moxley, et al. 2010).
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DEFLAZACORT

El deflazacort es un GC derivado de oxazolina de la prednisolona con actividades
anti-inflamatoria e inmunosupresor, por estas caracteristicas el uso del farmaco
retarda el deterioro muscular en pacientes con DMD, prolongando la ambulacion
entre 3-5 afios, mejora la funcidn de las extremidades superiores, la funcién
pulmonar, retrasa la aparicion de escoliosis (Balaban, et al. 2005; Bushby, et al.
2010; Manzur, et al. 2008) (Bushby, et al. 2010; McAdam, et al. 2012) reportan
que para nifos de 7 a 9 anos con DMD el tratamiento es de 0.9 mg/kg por dia de
deflazacort. Por tres afios resulta en un incremento en los afios de deambulacién
independiente, preserva la funcidén cardiaca y respiratoria, disminuye la incidencia

de escoliosis e incrementa la supervivencia.

Entre los efectos secundarios que se han descrito los pacientes con DMD son:
aumento de peso, disminucion de altura, hipertension, acné, y cataratas, que en
comparacion con la prednisona, el deflazacort ha demostrado desarrollar efectos
secundarios mas sutiles como mejor conservacién de la masa 6sea, un menor
aumento de peso, un mejor perfil de lipidos y menos intolerancia a la glucosa (Mott
and Werb 2004). Bushby et al., 2010 propone que en caso de que los efectos
secundarios sean intolerables o muy grabes la dosis sea disminuida entre 25 y
33%, alternar dias, o interrupcion gradual del farmaco aunque las mejoras fisicas y

motoras sean notorias.

EL deflazacort ejerce sus efectos mediante la union al receptor de glucocorticoides
(GR), intracitoplasmatico especifico (RG). El codigo genético del RG se encuentra
en el brazo largo del cromosoma 5 (region 5q31-32), tiene una estructura
gendmica constituida por 9 exones y existen evidencias de 3 promotores distintos
del gen11(Leung and Bloom 2003). Aunque no esta clara la razén del uso de

diferentes promotores segun el tipo celular, esta heterogeneidad podria estar
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relacionada con diferentes formas de regulacién especificas del RG segun el tipo
celular. Sin embargo todavia no se conocen con exactitud los aspectos mas
criticos de las propiedades antiinflamatorias de los GC, parece claro que los
efectos inhibitorios sobre la sintesis de citocinas y quimiocinas son particularmente
importantes en enfermedades inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral
alfa, GM-CSF, IL-1B, IL-4, IL-5, IL-8 y eotaxina (Payne and Adcock 2001).

Ademas, se sabe que los glucocorticoides también pueden ejercer sus acciones
mediante un mecanismo de sefalizacion mas rapido, al unirse con GR pero sin

accion genomica (Kadmiel 2013).

La evidencia reportada en varios estudios sugiere que la sub-actividad de
transactivacion se asocia mas con los efectos secundarios, mientras que la trans-
represion se asocia con la eficacia clinica, debido a la actividad anti-inflamatoria
(Hoffman, et al. 2012).

En 2001 se realiz6 un estudio para investigar si el glucocorticoide regula la
expresion del gen miostatina, clonando un fragmento que contenia la region
reguladora del gen humano de miostatina, se llevé a cabo en células c2 ¢c12 que
es una linea celular de mioblastos de raton y células de musculo esquelético L6
con dexametasona, los efectos de la dexametasona se bloquearon cunado las
células co-incubaron con el antagonista del receptor de glucocorticoide RU-486.
Estos hallazgos sugieren que los glucocorticoides regulan al alza la expresion de
miostatina mediante la induccion de la transcripcion de genes, posiblemente a
través de una via mediada por el receptor de glucocorticoides. Este resultado nos
sugiere que la atrofia muscular asociada a glucocorticoides podria deberse en
parte a la regulacién por incremento de la expresion de miostatina (Ma, et al.
2001).
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Otro estudio de expresion génica mostré que genes implicados en la inhibicion de
TGF-B se encontraban modificados tras el tratamiento con glucorticoides (Lit, et al.
2009), por lo que se plantea que miostatina también podria ser modificado, ya que

el mecanismo de una interaccidn miostatina-glucocorticoide es desconocido.
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BIOMARCADORES

Biomarcador o marcador biologico es aquel parametro medible y cuantificable
utilizada como indicador de un estado fisiolégico, dichos parametros se tienen que
cuantificar 'y ser evaluadas como un indicador de un proceso
biolégico normal, estado  patogénicoo de respuesta a un tratamiento
farmacoloégico. 2007); (2010; Kristic, et al. 2013).

Las distrofias musculares son enfermedades hereditarias caracterizadas por la
debilidad muscular progresiva y pérdida del tejido muscular. Afectan a 1 de cada
600 personas. Constituyen alrededor de 30 patologias distinguibles por los
patrones de distribuciéon corporal, tipo de herencia, evolucién, prondstico,
sindromes asociados y, principalmente, determinadas por el gen mutado
responsable de la enfermedad. Es necesario identificar la distrofia porque, ademas
de su diferente evolucion, cada una de estas enfermedades responde de manera
distinta a los tratamientos. Conocer el gen y las mutaciones permiten disenar

estrategias para corregir o sobrellevar la enfermedad.

En pacientes con DMD el unico biomarcador utilizado es la CPK, siendo esta una
de las pruebas no invasivas en los individuos con la patologia, sin embargo, este
biomarcador no es especifico de la enfermedad por tal motivo puede generar
falsos positivos. De tal manera que el tener un biomarcador utilizado en el
diagnostico de DMD permitird conocer el prondstico adecuado, preparar a la
familia para implementar estrategias que optimicen la calidad de vida de los
pacientes, con seguimiento fisioterapéutico y cirugias correctivas necesarias en

diferentes etapas del desarrollo de la enfermedad.
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TGF- B

Los factores de crecimiento son sefales bioquimicas capaces de modificar las
respuestas de las células del organismo. Estan involucrados en el control del
crecimiento y diferenciacién celular. Muchos de estos factores se encuentran en la
sangre y especialmente en las plaquetas (Dias, et al. 2009). Los Factores de
crecimiento son péptidos, es decir, secuencias cortas de aminoacidos, que
transmiten sefales entre las células modulando su actividad. Dentro de los

factores de crecimiento se encuentran los factores de crecimiento beta (TGF-B).

La superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-8) es un grupo
muy grande de proteinas multifuncionales donde incluye, activinas y a la proteina
morfogénica de hueso (BMP) (Koinuma, et al. 2005). Los miembros de la familia
del TGF- B regulan diferentes funciones celulares como proliferacion, apoptosis,
diferenciacién, migracion, y tienen un papel clave en el desarrollo del organismo.
Se han descrito en mamiferos; TGF- 3 1, 2 y 3, que son codificados por 3 genes
independientes, el TGF- B 1 es el mas finamente regulado, en casos como
respuesta al estrés, dafio tisular o en enfermedades inducidas por oncogenes y

transactivadores virales (Huang, et al. 2011).

El TGF- B esta implicado en varias patologias humanas, incluyendo desoérdenes
autoinmunes y vasculares, asi como enfermedades fibréticas y cancer. La
activacion del receptor del TGF- B propicia su fosforilacion en residuos de
serina/treonina y dispara la fosforilacion de proteinas efectoras intracelulares
(smad), que una vez activas se translocan al nucleo para inducir la transcripcién
de genes blanco, y asi regular procesos y funciones celulares (Harrison, et al.
2004). Se estan desarrollando novedosas estrategias terapéuticas encaminadas a
corregir las alteraciones presentes en patologias que involucran al TGF- 3 como

actor principal (Koinuma, et al. 2005).
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Los factores de crecimiento mas comunes en plasma y suero son TGF- 3 1y
TGF- B 2, que son mediadores locales cuyas principales actividades son estimular
la quimiotaxis y la mitosis de células osteoprogenitoras. También actuan sobre los
osteoclastos inhibiendo la resorcion ésea, actuan también sobre los fibroblastos,
células endoteliales, etc. Asimismo, promueve la formacion de matriz extracelular,
posee pocos efectos en la migracién de los fibroblastos, inhibe la proliferacion de

células epiteliales.

LOS RECEPTORES DEL TGF- 8

Los receptores para los ligandos de la familia del TGF- B son transmembranales.
Las senales de las tres isoformas del TGF- B son mediados por receptores
funcionales de tipo I, que son los TGF-B Rl con un peso molecular de 53 a 65
kDa, y el tipo Il, TGF-B RIl con un peso molecular de 83 a 110 kDa. Los
receptores tipo | reciben otros nombres, uno de los cuales es quinasa tipo de
receptor de activina (activin receptor-ike kinase, ALK) (Takeda, et al. 2004).
Existen algunas diferencias entre los receptores tipo | y Il que se basan en la
conservacion de los dominios con actividad de quinasa y la presencia de un
dominio serina/treonina que se encuentra anclado a la membrana en el receptor

tipo | y el cual es critico para su activacion (Agarwal, et al. 2015).

Respecto a la cooperacion entre TGF-B Rl y TGF-B RII, existe una dependencia
funcional entre ambos; el receptor TGF- Rl requiere de TGF- Rl para unirse al
ligando, mientras que TGF-B RIl requiere de TGF-B RI para la senalizacion
funcional. En presencia del TGF-B, TGF-B RI y TGF-B RIl tienen la habilidad para
interactuar uno con otro y formar un complejo tetramérico a través del cual se

transducen las sefiales (de longh, et al. 2004) Las regiones intracelulares de
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ambos receptores tienen funciones distintas y ambas son necesarias para la
transduccion de senales (Stewart, et al. 2010). Las regiones transmembranal y
extracelular son requeridas por TGF-B Rl y TGF-B RIl para la activacion
dependiente del ligando. La union del TGF-B estabiliza el complejo y genera
respuestas fisiologicas adecuadas en una forma dependiente del ligando. La
expresion anormal de TGF-B Rl y TGF-B RII puede contribuir a la formacion de
complejos activos, produciendo una sefalizacion independiente del ligando vy, en

consecuencia, respuestas celulares inapropiadas (Agarwal et al., 2015).

También estan los receptores tipo Ill, TGF-B RIlIl de peso molecular 250 a 310
kDa, también llamado betaglicano, y la endoglina. Se consideran “co-receptores”
del TGF-B, ya que aunque no son requeridos para la generacion de su senal, son
capaces de modularla al controlar la interaccion del TGF-B con los receptores
funcionales (Stewart, Guan, & Yang, 2010). El betaglicano tiene un gran dominio
extracelular y un dominio de sefalizacion intracelular corto y puede estar anclado
a la membrana o ser secretado en forma soluble; se puede unir a todas las
isoformas del TGF-B, y juega un papel selectivo al facilitar la interaccion del
TGF-B2 con el TGF-B RIl (Agarwal et al., 2015), ya que TGF-B2 tiene menos
afinidad por el TGF-B RIl que TGF-B1 o TGF-B3 (figura 7). La endoglina es similar
a los betaglicanos y se une a los TGF-B1 y TGF-B3 (Stewart, Guan, & Yang,
2010). Los efectos de las isoformas del TGF-B estan asociados a su
disponibilidad, a la combinacion de los tipos de receptores y a la via de

sefalizacion intracelular que inducen.

En ausencia de ligando, los receptores tipo | y Il existen como homodimeros en la
superficie celular. Los complejos del receptor son heterotetraméricos y consisten
en dos receptores tipo |l a los cuales se une el ligando, y dos receptores tipo |,

que transmiten la sefal de transduccion (Stewart, Guan, & Yang, 2010). El
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ensamblaje del complejo heteromérico es iniciado por la unién del ligando vy
estabilizado por las interacciones entre los dominios citoplasmicos de los

receptores tipo | y Il.

TGF-B ‘
'

citoplasma

TGF-B

TGF-B :
receptor tipo |

receptor tipo ||

Figura 7. Activacion de los receptores de TGF-8. El ligando se une inicialmente al Receptor Il (RII)
de TGF-8. Esto puede es reconocido el Receptor | (RI), que es reclutado al complejo.
Posteriormente, el Rll-quinasa activo fosforila y activa el Rl de TGF-8, que propagara la sefal.
Imagen adaptada de (Brand and Schneider 1996).

Sus efectos sobre la MEC se manifiestan en diferentes formas incluyendo un
incremento en la expresion de proteinas de la MEC, la supresion de la expresion
de proteasas degradadoras de la matriz, la induccion de la expresion de
inhibidores de proteasas (TIMPs) y la regulacidn de la expresion de integrinas que
actuan como receptores de diversos componentes de la MEC (Roelen, et al.
1994). Estas funciones son muy importantes resultan en un aumento en la

acumulacién de la MEC y en la interaccion de las células con la matriz.
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MIOSTATINA

El gen asociado a miostatina esta constituido por tres exones y dos intrones
ubicado en el cromosoma 2 en el locus g32.1 con 7,033 bases. La proteina que
codifica pertenece a la superfamilia de los TGFB’s (factor transformante de
crecimiento) el cual actua como regulador extracelular negativo de crecimiento
muscular (Lee and McPherron 1999). Se ha reportado en estudios anteriores, que
mutaciones inducen la expresion de la proteina, son responsables de un

crecimiento muscular exagerado (Grobet, et al. 1997).

La miostatina se expresada en musculo esquelético en desarrollo y adulto; regula
la proliferacion de mioblastos y es un potente regulador negativo de la masa
muscular esquelética (Eisenbarth 1987). Miostatina es sintetizado como en 376
aminoacidos, la pre-proteina que consiste en un péptido de 24 aminoacidos, un
pro-péptido de 243 aminoacidos, y una proteina madura de 109 aminoacidos
(McPherron 2010). La pre-proteina se escinde por proteasas de la familia bmp-1
para separar 35-40 kDa del pro-péptido y formar la proteina madura de 12 kDa.
Esta escisidon da como resultado un complejo latente que contiene un puente
disulfuro, formando un dimero en la proteina madura, y dos pro-péptidos

asociados de forma no covalente (McPherron 2010; McPherron, et al. 2013).

La miostatina madura se conserva en un 100% en humanos, ratén y rata (Lee and
McPherron 1999). Mstn activa puede ser inhibida mediante su asociacion con
folistatina, FLRG, decorina o GSP-1 por compartir recpetores activina
serina/treonina quinasa (Yue and Mulder 2001). También se puede unir a la pre-
proteina BP3 de la familia TGF b latente, en la matriz extracelular e impedir la
escision proteolitica del pro-péptido de GDF8. La eliminacion genética de GDF-8,
asi como la administracién in vivo o sobreexpresion del pro-péptido aumentar la
fibra del musculo esquelético hipertrofia pero no proliferacion (Matsakas, et al.
2009). Miostatina activa se une al receptor de activina tipo Il o Activina RIIB que
luego se asocia con los receptores de tipo | o activina RIB / ALK-4 o TGF- Rl /
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ALK-5 para inducir la sefalizacién y regula el crecimiento muscular (figura 8)
(Matsakas, et al. 2009; Matsakas and Patel 2009). Dicha sefalizacion intracelular
provoca cambios en la expresion génica, que inhiben el crecimiento muscular
mediante bloqueo en diferentes fases del ciclo celular del musculo esquelético y
células satélites. No necesariamente el aumento de GDF-8 total en suero
representa un aumento de los valores de GDF-8 activa o madura, ni el aumento de

GDF-8 activa significa un aumento en la actividad tisular.

Union del dimero Reclutamiento Fosforilacion y activacion
al receptor II del receptor I del receptor I

Lo

e

I I I -~ |m
(@) ® ®

Control del ?

K Desarrollo muscular /

Figura 8.-Mecanismo de accién del dimero de miostatina donde se une a receptores tipo Il

fosforilandose activando la via de proteinas de accién Smads que regulan el crecimiento muscular
(Rebbapragada, et al. 2003).
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ACTIVACION DE MIOSTATINA

Para ejercer su actividad bioldgica el péptido maduro de miostatina debe unirse a
receptores especificos, denominados receptores de activina tipo Il (ActRIIA,
ActRIIB) (Zwaagstra, et al. 2008) pertenecientes al grupo de los receptores con
actividad serina/treonina quinasa. Estos receptores en ausencia de ligando
homodimerizan en la superficie celular y en presencia de dimeros de miostatina
activa ocurre una transfosforilacion mediada por su actividad serina/treonina
quinasa, esta senal se traduce en fosforil (Josso and di Clemente 1997) acciones
de proteinas Smad (R-Smads) que actuan como mediadores intracelulares. Se ha
establecido que las Smad2/3 estan involucradas en la via de sefalizacion de
mstn. Estas proteinas después de activarse por fosforilaciéon en su regiéon C-
terminal forman un complejo heteromérico con co-Smad4 y, a su vez, éste
interactia con co-activadores o0 co-represores permitiendo la activacién o
inhibicion de la transcripcion de genes musculo especificos (Hernandez-
Canaveral, et al. 2004). La formacion de los complejos Smad- coSmad son
inhibidos por Smad7 y Smurf1 (Ebisawa, et al. 2001; Fukuchi, et al. 2001).
Cuando no se lleva a cabo esta interaccién entre el dimero de miostatina se
produce el crecimiento muscular se descompensa y aparece el fenotipo

hipertrofico (figura 9).

29



- -
' ' —  smed2fs @

I vam

-
'l l'ﬂ m — smaizs ) @ —— s

L g

Figura 9.-En miostatina activa: se une a sus receptores | y Il, lo que permite que el receptor tipo Il fosforile al
receptor tipo | en una serie de residuos de serina y de treonina. Una vez fosforilado, el receptor tipo | activa
su dominio cinasa, lo que le permite fosforilar a unas proteinas intracelulares denominadas smads reguladas
por receptores. Una vez fosforiladas, las R-smads forman un heterodimero con smad-4 y se trasladan al
ndcleo, donde regularan la transcripcion de genes diana. En la sefializacion de abajo, se muestra una
miostatina no activa, lo que produce que la sefializacion encargada de la regulacion negativa muscular, no se

lleve a cabo. Imagen modificada de (Rios, et al. 2002).

(Zhu, et al. 2000) realizo un estudio de expresion de miostatina, trabajaron con un
modelo de ratén llamado mdx, es un ratdon distréfico con una mutacion puntual en
el gen DMD expresado en un cabio de glutamina por treonina provocando un
codon de paro que afecta la sintesis de distrofina (Lee, et al. 2015); obteniendo un
aumento significativo de la regeneracion muscular. En esta misma linea,
Bogdanovich et. al. Bloquearon la miostatina endégena en ratones mdx durante
tres meses, obteniendo un aumento significativo de la masa muscular y de la
fuerza absoluta, ademas de una reduccion significativa de la degeneracion
muscular. El bloqueo de miostatina proporciona una nueva via farmacoldgica para
el tratamiento en DMD, asi como de igual forma sustenta nuestro trabajo y
reafirma la hipotesis de poder ser biomarcador en el desarrollo de la enfermedad.
El unico antecedente para miostatina en DMD realizado en humanos fue realizado

por Awano et al. 2008 donde se realizaron las cuantificaciones séricas por medio
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de inmunoensayo ligado a enzimas, donde no encuentran diferencias significativas,

pero siendo mayores los valores en controles con respecto en pacientes.

FOLISTATINA

La Folistatina (FS) o proteina de unién a activina se identifico6 primero como una
sustancia inhibidora de la hormona estimulante del foliculo (es decir,
estructuralmente distintos de la inhibina), esta presente en el liquido folicular
ovarica (Phillips and de Kretser 1998). Es una glicoproteina que se expresa en
casi todos los tejidos de los animales superiores, su funcion principal es la union y
la bio-neutralizacion de miembros de la superfamilia de TGF (Wankell, et al. 2001),
existe una amplia distribucion de FS en los tejidos adultos. No se limita
unicamente a las personas involucradas en la reproduccion. FS ha sido detectado
en la hipdfisis, la placenta, ovario, testiculos, préstata, glandulas suprarrenales,
tiroides, cerebro, médula 6sea, hueso endocondral, pancreas, higado, rifidn, y

vasos sanguineos (es decir, células endoteliales y células de musculo liso).

Se ha demostrado que es una proteina reguladora multifuncional ejerciendo la
mayoria de sus efectos a través de la neutralizacion de la activina. FS es una
proteina de unidn monomérica que regula la actividad de activina mediante la
formacion de un complejo inactivo (Akita, et al. 2013). El gen de FS se encuentra
en el brazo largo del cromosoma humano 5 (5q11.2), teniendo un 98% de
identidad entre folistatina humana y folistatina ratén el gen de la FS se compone
de seis exones, cada molécula de folistatina tiene tres dominios similares,
conocidos como dominios de folistatina (FSD), variando individualmente en el nivel
de aminoacidos, pero que tienen las mismas caracteristicas estructurales (figura
10). Algunas otras proteinas que no estan estrechamente relacionados con
folistatina también tienen FSD en su estructura. Antes del primer dominio
folistatina, hay otro dominio conocido como dominio 'N-terminal' (ND) (Phillips and
de Kretser 1998). El gen folistatina sufre lo que se conoce como un evento
"splicing alternativo”, donde algunos FSD son formados por seis exones y algunos
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se hacen con sélo cinco, lo que resulta en una proteina mas corta. Estas dos
formas principales de folistatina son conocidos por el numero de aminoacidos que

tienen, y se conocen comunmente como FS315 y FS288 (Lerch, et al. 2007).

HBS

FSD1 FSD2 288 315

Figura 10. La estructura béasica de la folistatina se compone de un dominio 'N-terminal' (ND),
seguido por tres dominios folistatina (FSD1, FSD2 y FSD3). A través de las dos formas principales
de folistatina se folistatina 288 y folistatina 315, este Ultimo contiene el exdn 6. Una secuencia de

unién a la heparina (HBS) se encuentra dentro de FSD1(Rodino-Klapac, et al. 2009).

Cuando una molécula de folistatina se reine una molécula de activina, esto resulta
en un acontecimiento de union casi irreversible que impide que la activina de la
unién a sus receptores especificos y causando la activacion de genes. La
molécula de activina es un dimero que comprende dos subunidades 3 (A y B)
idénticos o similares. Se requieren dos moléculas de folistatina para neutralizar
totalmente una molécula de activina (figura 11) FS une a las subunidades
comunes BA y BB de la activina y la inhibina. Por lo tanto, la activina tiene dos
sitios de unién para FS (es decir, un dimero activina y FS dos mondémeros
componen el complejo activina-FS), mientras que la inhibina tiene solo uno (Lee,
et al. 2015; Rodino-Klapac, et al. 2009).
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Figura 11. Moléculas de activina libres son capaces de unirse a sus receptores celulares e iniciar
acontecimientos celulares tales como la inflamacién y la fibrosis. En la via de neutralizacién, se
unen dos moléculas de folistatina a la activina con alta afinidad y prevenir activina de la unién a sus

receptores.

Ademas de activina, folistatina también se une con menor afinidad a algunos otros
miembros de la superfamilia TGFR, incluyendo BMPs 2, 4, 5, 6, 7, 11 y 15, la
GDF8 y GDF9. Folistatina no se une a TGFRR1 o TGFR2, pero se puede unir a
TGFR3. La propiedad anti-caquexia de folistatina conferida a través de la
neutralizacion de la miostatina potencialmente ofrece beneficios terapéuticos
significativos a los pacientes que sufren de pérdida de masa muscular

enfermedades cronicas que se acompafian (Kimura, et al. 2010).

Uno de los mecanismo que impide miostatina regule el crecimiento y
diferenciacion muscular, es mediante folistatina, que se une a miostatina y da
lugar a la formacion de un complejo inactivo (Phillips and de Kretser 1998;
Shimasaki, et al. 1988). Dado que la miostatina comparte su pareja de receptores
de activina, FS competiria por los mismos receptores que miostatina (receptores
de activina tipo | y Il) evitando de tal forma que miostatina cumpla con su funcion
de regulador negativo del crecimiento muscular (figura 12). Estos sistemas de
control son tan eficaces que son incluso capaces de evitar que la miostatina actue
de forma sistémica cuando se sobreexpresa de forma especifica en células

musculares (Reisz-Porszasz, et al. 2003).
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Figura 12.- Miostatina como un homodiméro se secreta en los miocitos y esta en forma inactiva
cuando esta unida a folistatina. Miostatina en su forma activa interactda con el receptor de activina
tipo Il (ActRIl) en la superficie de los miocitos. Esta interaccion ligando-receptor recluta receptores
tipo | receptor y tipo Il trans-fosforila receptor de tipo I, que a su vez fosforila a las SMADs
reguladoras, como SMAD 2 o 3. SMADs reguladoras fosforilados son reconocidos por y asociados
con los co-mediadores SMADs, como SMAD4, y trasladadas en el ndcleo para interactuar con el
promotor del gen diana cis -elementos y para regular la expresion de genes de la miostatina
especifico. Estos complejos de Smad se asocian a menudo con otros factores de transcripcion y
co-factores, tales como la proteina activadora 1 (AP1), representado como X en el esquema. Como
resultado, la regulacion de expresién de genes especificos asociados a miogenesis, como MyoD vy
myogenin (Kollias, et al. 2006).

Sin embargo, pese a que la FS circula en plasma, no se ha reportado la
identificacion de miostatina circulante unida a FS (Hill, et al. 2002), se plantea que
FS actua directamente en el musculo, y regular la accesibilidad de la miostatina a
su receptor. De esta forma, las moléculas de FS formarian una "barrera" que

impide el paso de moléculas de miostatina activa a la circulacion.
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Kota et al. (2009) mostraron en el mono macaco la introduccién de genes que
codifica a la expresiéon de la folistatina resulta en el incremento del tamafo de los
musculos y de la fuerza en las piernas y dichos resultados llevaron a los autores a

sugerir que la mejoria en la fuerza muscular.
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JUSTIFICACION

La DMD es una enfermedad, progresiva y discapacitante de origen hereditario.
Las intervenciones médicas mas relevantes que han contribuido a la mejoria en el
estado de salud de los pacientes con DMD es el tratamiento con corticoesteroides.
En pacientes con DMD el tratamiento con glucorticoides como el deflazacort
responden con un aumento en el periodo ambulatorio entre 3 y 5 afios y promueve
la estabilizacion de la funcion muscular, sin embargo, los mecanismos de accién
por los cuales el uso de esteroides mejora la funcibn muscular aun son
desconocidos. Hasta el momento la unica proteina utilizada como biomarcador en
el diagnostico de DMD es CPK, sin embargo, esta presenta inespecificadad
debido a los multiples factores que contribuyen a modificar su secrecién por la
célula muscular como la actividad fisica. Por esta razén es necesario explorar la
viabilidad de proteinas como la miostatina y folistatina como métodos no invasivos

en el seguimiento del desarrollo de la enfermedad en los pacientes con DMD.
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HIPOTESIS

Dado que el deflazacort es un inmunosupresor y retarda el deterioro muscular en
pacientes con DMD, tomando en cuenta que la miostatina ejerce un efecto
inhibitorio en la regulacion del crecimiento muscular, entonces: el tratamiento con
deflazacort a pacientes con DMD provocara disminucion de la secrecién sérica de
miostatina e incrementara la de folistatina lo que se reflejara en la mejoria en los

pacientes.

OBJETIVO PRINCIPAL

Analizar el efecto de la administracién del deflazacort a pacientes diagnosticados CON

DMD sobre la concentracion de miostatina y folistatina post tratamiento.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Identificar la presencia de la mutacion en el gen de la DMD para poder

establecer un diagnéstico definitivo.

Cuantificar la concentracion de la miostatina y folistatina en el suero de pacientes
con DMD antes y después del tratamiento con deflazacort.
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METODOS

El estudio a realizado es un estudio observacional descriptivo longitudinal, donde
se incluyeron 23 pacientes tratados con deflazacort con una edad media de 9.9
afios de edad, provenientes de instituciones de la Asociacion de Distrofia Muscular
de Occidente (ADMO) y la Sociedad Mexicana de Distrofia Muscular A.C. (SMDM
A.C) siguiendo los criterios de MD STARnet, y 17 controles sanos con una edad

media de 9.5 afnos de edad, provenientes del banco de sangre.

La identificacion de mutaciones por medio de MLPA conjunto a electroforesis
capilar, se realizd solo para tres pacientes que requerian confirmacion del
diagnostico definitivo, debido a que los otros 20 pacientes ya habian sido
diagnosticados previamente con DMD de acuerdo a los criterios de la red MD
STARnet.

El médico responsable conformo la historia clinica y la genealogia, ademas se
analizaron los resultados de los examenes de laboratorio para la clasificacion del
tipo de distrofia muscular al que correspondié a cada paciente de acuerdo con los
criterios clinicos MD STARnet basados en la edad de aparicion de sintomas,
resultados de CPK, Inmunotincion y biopsia muscular cuando fue necesario
(Mathews, et al. 2010) con deflazacort de acuerdo a las guias medicas
establecidas por los pediatras y médicos especialistas provenientes de las mismas
instituciones (ADMO y SMDM) .
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Criterios inclusidn-exclusion

Entre los pacientes que se incluyeron fueron aquellos con documentacion con
caracteristicas clinicas de distrofinopatia, resultados de los procedimientos de
analisis clinicos como inmunofluorecencia de la biopsia muscular o MLPA con
resultados en un diagndstico definitivo de DMD y que hayan firmado la carta de

consentimiento informado segun la Declaracién de Helsinki.

Se excluyeron quellos pacientes con alguna otra distrofia muscular, pacientes con
diagnostico definitorio con DMD pero que no siguieron el tratamiento con

deflazacort y aquellos que no firmaron el consentimiento informado.

EXTRACCION DE ADN CTAB-DTAB (DETERGENTES CATIONICOS)

Se obtuvo una muestra de sangre periférica de pacientes con DMD, y el ADN
sanguineo fue extraido por la técnica DTAB/CTAB (Gustincich, et al. 1991), la
extraccion de ADN consta de una etapa de lisis celular, donde se rompen las
estructuras que confinan el citoplasma y liberar al medio su contenido y una
etapa de purificacion, que implica remover de la solucion final la mayoria de
elementos que pueden afectar en los distintos analisis moleculares como podrian
ser un exceso de sal, impidiendo una lectura idonea en los equipos a utilizar en los

procesos de PCR-TR y el secuenciador de electroforesis capilar.
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TECNICA CTAB/DTAB

Se captaron las muestras de sangre (5-10ml) en tubos con anticoagulante EDTA,
se centrifugo a 2000 revoluciones por minuto (rpm) durante 15 minutos separando

por gradiente de densidad los leucocitos.

En un tubo eppendorf de 1.5 ml se agregé 600ul de DTAB al 8% (sigma, NaCl
1.5M. EDTA 50mM, Tris 100mM pH 8.7). En otro tubo eppendorf de 1.5ml 100yl
de CTAB. Se coloc6é 300ul de la muestra sanguinea tomando el paquete
leucocitario y fue agregado en el tubo eppendorf con DTAB, se mezcla y calienta
entre 65 a 68 °C durante 5 minutos. Inmediatamente se adicionan 550ul de
cloroformo, agitacién manual durante 5 minutos y centrifugar a 13000 rpm durante
10 minutos. Se rescata la parte acuosa superior (sin tomar particulas de la fase
proteinica) depositandolo en el tubo eppendorf con los 100 ul de CTAB, y afadir
7504l de agua estéril. Se mezclé6 suavemente hasta que quedar homogéneo,
reposa a temperatura ambiente durante 10 minutos, y posteriormente se centrifuga

a 10000 rpm durante 5 minutos.

Se descartdé el sobrenadante y el precipitado. Resuspende con 200ul de NaCL
1.2M y anade 850ul de etanol al 100% frio, mezclar y deja precipitar durante 10
minutos a -20°C. Posteriormente se centrifugo a 10000 rpm durante 5 minutos.
Descartar sobrenadante y conservar el precipitado, agregar 500ul de etanol al
70%. Centrifugar durante 5 minutos a 10000 rpm. Se decanta el sobrenadante y
solo se conserva el precipitado, se puso al vacio a temperatura ambiente para que
el etanol se evapore y quede libre de alguna sustancia que pueda interferir con la
calidad. Una vez secado el ADN, se agrega 100ul de TE o H20 estéril, se dejo

calentar a 65°C durante 30 minutos para reconstituir el ADN y se homogeniza.

Posterior a la extraccion de ADN se verificd la integridad del mismo, esto se
realiza mediante la separacion por electroforesis en geles de agarosa al 1.5%
utilizando 2 yl de ADN sanguineo con 3 pl de azul de bromofenol que nos da la
fluorescencia de la muestra la cual es visible a través de bromuro de etidio.
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El NanoDrop-1000 de la marca Thermo scientific (figura 13) es un
espectrofotometro de espectro total (220-750 nm) que mide concentraciones en
0.5-2ul de muestra con exactitud y reproducibilidad. El equipo es de gran ayuda
para medir la concentracion de acidos nucleico en volumenes pequefios (como
los obtenidos de las extracciones de pacientes con DMD) ademas de poseer la

caracteristica de determinar sales y pureza del ADN.

Figura 13.- Espectrofotometro NanoDrop-1000 utilizado para medir las concentraciones de acido

nucleico

EL ADN se cuantifico con un espectrofotometro NanoDrop-1000 (figura 14)
(Thermo scientific) para conocer la concentracion y preparar diluciones a
100ng/pL y 10 ng/uL.
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TECNICA MLPA PARA IDENTIFICAR MUTACIONES.

La MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplificacion) es una técnica
descrita por Schouten JP et al. (2002). Es un procedimiento de cuantificacion
relativa basado en reaccion de PCR y electroforesis capilar permitiendo la
deteccién de deleciones o inserciones que afectan a uno o varios exones, de
hasta 50 secuencias de ADN en una unica reaccion o incluso secuencias que

difieren en un solo nucledtido (figura 14).

Teniendo diluciones de ADN de los pacientes a 100 ng/MI, se proces6 por medio
de: MLPA con la que se pretende detectar las deleciones o duplicaciones en los

de diferentes exones del gen DMD.

Este procedimiento se llevd a cabo siguiendo las indicaciones del proveedor
(MCR-Holland) en dos reacciones, P034 para la mitad de los exones, y P035 para
la otra mitad en el gen DMD. Después de preparar las reacciones de las muestras

se analizaron por electroforesis capilar, por medio del analisis de fragmentos.

MLPA se divide en cinco pasos: 1) la desnaturalizacién del ADN vy la hibridacién de
las sondas de MLPA, 2) la reaccion de ligacién, 3) la amplificacién por PCR, 4) la
separacién de los productos de amplificacion por electroforesis capilar y 5) el

analisis de datos (figura 15).

En la primera etapa, el ADN se desnaturaliza y se incuba con una mezcla de
sondas de MLPA. Las sondas de MLPA consisten en dos oligonucleétidos; cada
una contiene un grupo cromoforo y un cebador de PCR, las cuales se hibridan al
reconocer las secuencias especificas diana de ADN contiguas. Solamente cuando
ocurre la hibridacion, pueden ser ligados durante la reaccion de ligacién. Debido a
que solo las sondas ligadas se amplifican exponencialmente durante la reaccién
de amplificacién en PCR, el numero de productos de ligacién es utilizado como

medida para el numero de secuencias diana en la muestra. La amplificacion por
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PCR se realiza usando solo un par de cebadores de PCR, uno de los cuales esta
marcado con fluorescencia. Los productos de amplificacion se separan mediante
electroforesis capilar para su correcta interpretacion. Para la electroforesis capilar,
SE incubaron las muestras durante 2 minutos a 94°C, y después enfriarlas en una
placa fria. Caracteristicas del capilar: 5-47cm 50um. ABI1402839. Polimero POP-4.
Condiciones de la electroforesis: tiempo de inyeccion 20 segundos a 2.0kV.

Tiempo de ejecucion: 30 minutos a 60°C y 15 kV.

Los amplicones producto de esta reaccion pueden ser cuantificados por la
intensidad de la fluorescencia en un equipo de electroforesis capilar, y el analisis
de resultados con la ayuda de softwares especiales se determina que exones
hacen falta o cuales de ellos estan duplicados. Cuando el exén esta presente, el
amplicon del fragmento produce energia fluorescente, por lo tanto, una sefial nula
de fluorescencia indica cuales son los exones que estan ausentes, asi como un

incremento en ella representa las duplicaciones exonicas.
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Figura 14.- Reaccién de MLPA. Desnaturalizacion e hibridacion: cada par de sondas se

une especificamente a cada exoén. Ligacién: Las sondas son unidas entre si por una

enzima termoestable (ligasa). Amplificacién: Se lleva a cabo una reaccién de PCR para
amplificar los fragmentos de ADN.
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CUANTIFICACION DE MIOSTATINA Y FOLISTATINA

INMUNOENSAYO LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

La técnica ELISA se fundamenta en la premisa de que luego de acoplar antigenos
solubles o anticuerpos a una matriz sélida insoluble, éstos retienen la actividad
inmunoldgica y en que estas biomoléculas también pueden unirse a una enzima,
reteniendo el conjugado resultante, tanto la actividad enzimatica como

inmunoldgica.

Los kits utilizados fueron provenientes de la marca R&D Systems, el
inmunoensayo de fase sélida para las proteinas miostatina y folistatina humana es
capaz de determinar los niveles en sobrenadantes de cultivo de células,
homogeneizados de tejido, suero y plasma. Para miostatina el kit contiene un
recombinante de GDF-8 y los anticuerpos NSO-expresados contra el factor
recombinante y para folistatina el recombinante Sf-21 expresado en folistatina y
anticuerpos producidos contra el factor recombinante. Los resultados muestran
curvas lineales que son paralelas a las curvas de calibracion obtenidas con los
patrones del kit Quantikine. Estos nos que se pueden utilizar para determinar los

valores de masa relativas para miostatina y folistatina humana natural.

Este ELISA es de tipo sandwich cuantitativo. Un anticuerpo monoclonal especifico
para Miostatina y folistatina humana ha sido pre-revestido sobre una microplaca
de 96 pozos. Patrones y muestras se pipetean en los pocillos y cualquier presente
de miostatina y Folistatina se une a su anticuerpo y es inmovilizado. Después de
lavar cualquier sustancia no especifica unida, se afiade un anticuerpo monoclonal
especifico para cada proteina a los pocillos. Posterior a un lavado para eliminar
cualquier reactivo de anticuerpo-enzima no unido, se afiade una solucion de
sustrato a los pocillos y se desarrolla el color en proporcién a la cantidad de
proteina atado en el paso inicial. ElI desarrollo del color se detiene y se mide la

intensidad del color.
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PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

R&D Systems recomienda que cada muestra estandar y control se lleve a cabo
por duplicado anadiendo 50 pl de Diluyente de ensayo a cada pozo para

miostatina y 100 ul para folistatina por pozo.

Antes de comenzar el ensayo, el kit para la proteina miostatina tiene la
particularidad de una fase de activacion de la muestra, esta requiere de N
NaOH/0.5 M HEPES afiadiendo 50 pl a cada pocillo que contenga muestra,

dandonos un factor de dilucion de 1:4.

Anadir 50 pl de estandar, control y muestra por pocillo para miostatina, 100 pl
para folistatina, se cubre con la cinta adhesiva suministrada, posteriormente se
Incuba durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador de microplaca
orbital horizontal, fijado en 500 + 50 rpm. Para el caso de folistatina la incubacién

sera durante 3 horas a temperatura ambiente.

Los lavados para cada pocillo, se realizaron mediante una pizeta agregando
aproximadamente 400 pl por pozo, repitiendo el proceso tres veces para un total
de cuatro lavados. La eliminacién completa del liquido en cada paso es esencial
para una Optima deteccion. Después del ultimo lavado, eliminar los restos del
lavado por decantacién, seguido de un secado de la placa contra toallas de papel

limpias, repitiendo los pasos durante 4 tiempos.

Se Afade 200 pl de conjugado para cada proteina a cada pocillo y cubrir con una
nueva tira adhesiva. Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente en el

agitador, y repetir la aspiracion / lavado anteriormente mencionado.

8. Anadir 200 ul de solucion de sustrato a cada pocillo. Incubar durante 30 minutos

a temperatura ambiente, protegiendo de la luz (figura 15).

9. Aiadir 50 pl de solucion de parada a cada pocillo. El color en los pocillos debe

cambiar de azul a amarillo. Si el color de los pozos es de color verde o el cambio
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de color no aparece uniforme, golpear suavemente la placa para asegurar una

buena mezcla.

Figura 15.- en la parte izquierda se observa la reaccion con el sustrato que contiene peréxido de
hidrogeno observandose una coloracion azul, a la derecha la placa cuando se ha afadido la

solucién de paro reaccion provocada por peroxidasa, para su analisis en el equipo.

Se Determina la densidad optica de cada pocillo en 30 minutos, utilizando un
Lector de microplacas para absorbancia / ELISA iMark ajustado a 450 nm, si la
correccion de la longitud de onda esta disponible, se recomienda ajustar los filtros
a 540 nm o 570 nm. Si la correccion no esta disponible en el equipo, restar las
lecturas a 540 nm o 570 nm a partir de las lecturas de la 450 nm, esta resta
corregira las imperfecciones oOpticas en la placa. El kit indica que si las lecturas
realizadas directamente a 450 nm sin correccion puede ser mayor y menos

preciso.

Para analizar los datos de forma adecuada se promedian los resultados con su
repeticion de estandar, control y muestra se le resta el promedio de la densidad
Optica estandar cero (D.O.), el software propio del equipo, crea una curva estandar
(figura 16) con los datos ya ajustados, trazando en el eje y la absorbancia media
de cada estandar, y en el eje x la concentracion, linealizando la curva en la cual se
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puedan extrapolar la media de las absorbancias de cada muestra y de esta

manera obtener la concentracion.
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Figura 16.- Curva estandar para miostatina y folistatina, con un coeficiente de correlacion de r =
0.996 y 0.998.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de la concentracion de ELISA para miostatina y folistatina se
analizaron por medio del test de normalidad basado en la prueba Shapiro-Wilk
posterior a este se realiz6 la comparacion de medias mediante una prueba de t de
Student o U de Mann-Whitney dependiendo de su comportamiento, antes y
después del tratamiento segun fuera el caso. En todos los casos se consideraran
como significativas aquellas diferencias en las cuales la probabilidad sea igual o
menor a 0.05. Se evaluaron las posibles correlaciones de las evaluaciones de las
proteinas y con los datos clinicos de los pacientes por medio de la prueba
Wilcoxon de muestras relacionadas para aquellos datos que se distribuian de
manera diferente a la normal, mientras que para los datos que tenian una
distribucion normal se les aplicé la prueba t de Student datos no paramétricos,
como la edad, pruebas cronometradas y funcionales como la caminata de los seis
minutos, el tiempo que tardan los pacientes en ponerse una camiseta, levantarse
de una silla, subir escaleras, caminar 10 m, signo de Gowers y otras pruebas
especificas como North Star Ambulatory Assessment (NSAA), Vignos, Barthel, en
los pacientes con DMD, ademas se utiliz6 el analisis de varianza para medidas
repetidas para determinar si habia diferencia antes del tratamiento contra 3 y 6
meses de tratamiento para los niveles de las diferentes proteinas, asi como para
las escalas funcionales y las pruebas cronometradas. En todos los casos se tomé
un intervalo de confianza del 95% y se aceptaron como significativos aquellos
valores menores o iguales a 0.05. Los analisis se realizaran utilizando el paquete

estadistico SPSS version 21.
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RESULTADOS

IDENTIFICACION DE MUTACIONES

Posterior al analisis de MLPA para los tres pacientes que se tuvo que necesitaban

corroborar el diagnostico definitivo para DMD, se muestran los resultados

obtenidos posteriores la electroforesis capilar,

analizados por el

software

GeneMarker V 2.1 mostrando electrofenogramas para comparar la altura o el area

de los picos que representan la florescencia derivada de la reaccién de PCR con

respecto a un control sano para observar las duplicaciones o deleciones o

mediante la relacion de picos, donde valores arriba de 1.5 se consideran como

duplicaciones y menores a 0.5 se consideran delecion (figura 17, 18 y 19).
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Figura 17. Duplicacién del exon 45 determinada por medio de la técnica MLPA. a) Se muestra en el

electroferograma, las curvas de la muestra control (rojo) y el paciente (azul), el paciente tiene una

50



intensidad de fluorescencia de casi el doble al pico control lo que indica la duplicacién de ese exoén.

b) En la relacién de picos se observa que el punto rojo tiene un valor mayor a 1.5, correspondiente

al mismo exén corroborando la duplicacion.
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Figura 18.- Delecion del exén 44 determinada por medio de la técnica MLPA. a) Se muestra en el

electroferograma que falta un pico en color azul (paciente) con respecto al pico en color rojo

(control). En la relacién de picos se observa que el punto rojo tiene un valor menor a 0.5,

correspondiente al mismo exén corroborando delecion.
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Figura 19.- Delecion del exén 6 y 44 determinada por medio de la técnica MLPA. a) Se muestra en

el electroferograma que faltan dos picos en color azul (paciente) con respecto a los picos en color

rojo (control). En la relacion de picos se observa que los dos puntos en rojo tienen un valor menor

a 0.5, correspondiente al mismo exén corroborando delecidn.
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PROTEINAS EN SUERO

Se realizaron los ELISAS para folistatina en suero y compararon las medias de
pacientes con DMD con respecto a controles, se observé un comportamiento no
normal, mostrando un aumento en pacientes con DMD (media de 1.1916 ng/ml)
con respecto a los controles sanos (media de 0.894 ng/ml) sin mostrar diferencia
significativa con una p<0.05 (figura 20) y la correlacion entre edad y folistatina sin

mostrar diferencias con una p=0.458.

Concentraciones séricas de folistatina ng/ml
N

Control Paciente

Figura 20.-Diagrama de caja y bigote de los niveles séricos de folistatina entre controles y
pacientes con DMD, representado lo bigotes los valores maximos y minimos, las medias de las
concentraciones séricas se indican mediante la linea que corta la caja por la mitad; donde existen
una diferencia significativamente mayor en los pacientes con DMD co cronometradas con respecto
a los controles y una p<0.05.
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Se realizaron los ELISAS para miostatina en suero y compararon las medias de
pacientes con DMD con a con controles, se observd un comportamiento no
normal, mostrando un decremento en pacientes con DMD (media de 1.331 ng/ml)
con respecto a los controles sanos (media de 2.87 ng/ml) siendo diferente
estadisticamente con una p= 0.001 (figura 21) y la correlacién entre edad y

folistatina con diferencia estadistica con una p=0.001.

Concentraciones séricas de miostatina mg/ml

Control Paciente

Figura 21.-Diagrama de caja y bigote de los niveles miostatina en controles y pacientes con DMD,
representado lo bigotes los valores maximos y minimos, las medias de las concentraciones séricas
se indican mediante la linea que corta la caja por la mitad; donde existe una diferencia
significativamente menor en los pacientes con respecto a los controles con una p< 0.01
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El andlisis de correlacion para las edades entre pacientes con DMD (con una edad

media de 9.6 afios con rangos entre 5 y 13 afos) y controles sanos (con una edad

media de 9.5 aflos con rangos entre 5 y 11 afos) no mostro diferencias

significativas con una p=0.774.

PACIENTES DE SEGUIMIENTO

Prueba de muestras relacionadas para los grupos de seguimiento tratados con

deflazacort, de primera y segunda toma, para los nifilos ambulantes entre primera

(media de 1.298 ng/ml) y segunda toma (media de 1.299 ng/ml) de miostatina, con

una n=16 no mostro diferencias significativas con una p=0.97. También para los 6

ninos que contaban con las 3 tomas se llevd a cabo un analisis de varianza para

muestras repetidas en ambas proteinas sin mostrar diferencias entre si (tabla 1).

Tabla 1.- Andlisis de varianza. Se muestran las concentraciones medias de miostatina de las
3 tomas comparadas sin ser diferentes estadisticamente en ningln caso con p> 0.05.

Medias estimadas de las concentraciones de miostatina
lomade lamyesia de pacientes ambulantes

Antes del tratamiento 0.856 ng/ml

2 3 meses con tratamiento 1.229 ng/ml

6 meses con tratamiento 1.220 ng/ml

Toma Diferencia de medias Valordep

miostatina

1 2 0.373 p=0.183
1 3 0.364 p=0.263
2 3 0.009 p=0.956
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Prueba de muestras relacionadas para los grupos de seguimiento tratados con

deflazacort, de primera y segunda toma, para los nifilos ambulantes entre primera

(media de 0.55 ng/ml) y segunda toma (media de 0.87 ng/ml) de folistatina, con

una n=16 no mostro diferencias significativas con una p=0.186. También para los

6 nifos que contaban con las 3 tomas se llevd a cabo un analisis de varianza para

muestras repetidas en ambas proteinas sin mostrar diferencias entre si (tabla 2).

Tabla 2.- Andlisis de varianza. Se muestran las concentraciones medias de folistatina de las
3tomas comparadas sin ser diferentes estadisticamente en ningln caso con p> 0.05.

Toma de la muestra

Medias estimadas de las concentraciones de folistatina
de pacientes ambulantes

1 Antes del tratamiento 1.353 ng/ml

3 meses con tratamiento 1.368 ng/ml

6 meses con tratamiento 1.593 ng/ml

Toma folis- Diferencia de medias Valordep
1 2 0.015 p=0.970
1 3 0.24 p=0.753
2 3 0.0225 p=0.573

56



ESCALAS FUNCIONALES Y CRONOMETRADAS

Para las escalas funcionales y las pruebas cronometradas las tablas 3 y 4
muestran el resultado del analisis de muestras relacionadas, sin observar
diferencias significativas antes del tratamiento y a 3 meses de tratamiento con

deflazacort.

Tabla 3.-comparacion de las escalas funcionales antes y después del

tratamiento con deflazacort.

funcional

ibarthel Brookesup |brookeinf |vignos NSAS
mediana* |90 1 3 3 9
mediana** |95 1 2 2 12
Wilcoxon |P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05
N 15 19 19 19 8

Mediana* puntajes antes del tratamiento. Mediana** puntajes 3 meses después del tratamiento
(indice de Barthel/ IBarthel, Brooke para miembros superiores/BrookeSup, Brooke miembros
inferiores/Brookinf, Vignos para miembros inferiores/Vignos y NortStar/NSAS).

Tabla 4.-comparacion de las pruebas cronometradas antes y después del

tratamiento con deflazacort.

cronometradas
gowers |subesc |Ievsi|la Camiseta | Co10m | Cam10m | 6minC
mediana* |13 14.5 3 20 1.1 0.7 280.55
mediana** |6.5 6 2 17 1.2 1 340.85
Wilcoxon P=0.059 P>0.05 p=.034 P=0.128 P>0.05 P>0.05 P>0.05
N 10 10 12 13 10 10 12

Mediana* puntajes antes del tratamiento. Mediana** puntajes 3 meses después del tratamiento
(Maniobra de Gower’s/Gower’s. Subir 4 escalones/SubEsc. Levantarse de una silla/LevSilla.
Ponerse una camiseta/camiseta. Correr 10 metros/Col0m. Caminar 10 metros/Cam10m. Prueba
de los 6 minutos caminando/6minC, para la cual se observan los metros recorridos y no en
segundos).
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El analisis de varianza para medias repetidas antes del tratamiento, a 3 meses y
seis meses de tratamiento, para el indice de Barthel, la prueba de Brooke para
miembros superiores y la prueba de Vignos para miembros inferiores, para las
escalas funcionales. Mientras que en las pruebas cronometradas se tomaron la
maniobra de Gower’s, subir 4 escalones, y ponerse una camiseta. Como puede
observarse no hay diferencias significativas entre las tres diferentes tomas en
ninguna de las escalas funcionales ni tampoco para las pruebas cronometradas

con p>0.05 en todas ellas (Tabla 4).

Tabla 5. Comparacion de las escalas funcionales y pruebas cronometradas
de 6 pacientes, antes, asi como a tres y seis meses de tratamiento con
deflazacort.

Escalas de funcionalidad. Pruebas cronometradas.
IBarthel BrookeSup Vignos Gowers Escalones Camiseta
85 1.6 2.8 11.5 5.6 18.42
Toma 1 (65-95) (1-3) (2-5) (1-32) (5-7) (11 -24)
80 1.6 3.6 6.5 5.5 14.83
Toma 2 (50 -95) (1-2) (2-7) (5-8) (5-06) (6 —22)
78.33 1.6 4.2 7.5 4.5 14.83
Toma 3 (50-95) (1-3) (1-9) 4-11) (4-5) (10 -20)
Valor de P p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
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CORRELACIONES ENTRE LAS ESCALAS FUNCIONALES Y LAS PRUEBAS
CRONOMETRADAS EN RELACION CON LAS CONCENTRACIONES SERICAS
DE MIOSTATINA'Y FOLISTATINA.

Se realizé la correlacion con ayuda de las pruebas Spearman y Pearson antes, 3 y

6 meses después del tratamiento sin existir una correlacion entre miostatina y

folistatina en funcion con las escalas funcionales y las pruebas cronometradas el

caracter — dice que por falta de datos no se puedo realizar la prueba estadistica

correspondiente (tablas 8 y 9).

Tabla 6.- correlacion entre las proteinas y las escalas funcionales.

toma |prote|’na |ibarthe| |brookesup |brookeinf |vignos |NSAS
miostatina p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
antes del tratamiento  folistatina p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
miostatina p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
3 meses del tratamiento folistatina p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
miostatina p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
6 meses del tratamiento folistatina p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
Tabla 7.- correlacion entre las proteinas y las escalas funcionales.
t . SubEsc LevSilla Camiseta Correr 10 Cam 10m [6minC
oma proteina gowers m
miostatina p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
antes del tratamiento  folistatina p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
miostatina p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
3 meses del tratamiento folistatina p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
miostatina - - - - - - p>0.05
6 meses del tratamiento folistatina - - - - - - p>0.05
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DISCUSION

Miostatina y folistatina, fueron elegidos como potenciales biomarcadores en DMD
por su relacién con la regeneracion muscular; Yin-HsiuChien en 2013 ha reportado
un aumento significativo en las concentraciones séricas de miostatina,
relacionandolo fuertemente con la regeneracion muscular en enfermedad de
Pompe, que tiene afeccion en los tejidos musculares. Nishiyama et. al. En 2007
mostro que el bloqueo de miostatina en ratones mdx, aumentaba el grosor de las
fibras muscular y reducia la fibrosis, dando como resultado una mejora funcional
en los modelos mdx. Con base en lo antecedentes, se examind la hipdtesis en
este estudio que posterior al tratamiento provocaria una disminucién en la
secrecion seérica de miostatina, y a su vez incrementara la de su antagonista

folistatina, reflejando una mejoria en los pacientes.

Posterior a nuestro analisis y resultados en seres humanos, nos arroja que los
niveles folistatina tienen una mayor expresion en pacientes con DMD con respecto
los sujetos sanos, pero sin mostrar diferencia estadistica con un p<0.05; en 2009
se evaluo la expresion de folistatina en ratones mdx en comparacion con una cepa
B10, donde se observd un incremento significativamente mayor en ratones mdx
con respecto a ratones B10 (Abe, et al. 2009), lo que concuerda con nuestros
resultados. Para miostatina las concentraciones séricas se encuentran elevados
en controles con respecto a los pacientes con DMD en poco mas del doble con
una diferencia significativa de p=0.001, aunque en reportes ya mencionados
muestran una correlacion inversa a la obtenida en nuestro estudio o proponen una

terapia de bloque de miostatina (Chien, et al. 2013; Nishiyama, et al. 2007).

Un estudio donde bloquearon miostatina endégena en raton mdx, mostro que
miostatina en suero no modifica el fenotipo distrofico, a pesar de que el bloqueo ha
demostrado mejoras en el fenotipo de mdx (Bogdanovich, et al. 2002; Magee, et
al. 2006). Klingeret.al; midié la miostatina que se hace reaccionar con un
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anticuerpo monoclonal que reconoce el predominio de miostatina, a diferencia de
nuestro estudio, donde el kit de la marca R&D System para miostatina humana,
trabaja en la forma activa del dimero contraste a lo que reporto Awano et. Al.
Donde realizé un estudio en 41 pacientes con DMD, seguidos en el hospital de la
Universidad de Kobe con una media de 8.3 afos, y evaluan el bloqueo de
miostatina como terapia en DMD, el grupo cuantifica la proteina miostatina en su
forma inactiva, por medio de la técnica de ELISA, pudiendo ser este factor a
considerar en los resultados de nuestro estudio. Las comparaciones entre las
tomas no mostraron diferencias, esto quiza sea debido a que miostatina es
generada en musculo esquelético y en funcidon de la progresiéon el musculo sigue
degradandose por eso es complicado observar una mejoria en las

concentraciones, debid a que la degradacion del musculo aun no es tan grave.

En las pruebas funcionales realizadas, se notaba en las puntuaciones pequefas
mejoras clinicas, sin embargo, ningun analisis mostro diferencias, En contra parte
se analizaron las escalas funcionales antes y después del tratamiento, donde hubo
discrepancias, y no se observé ninguna diferencia significativa con una P> 0.05 en
las pruebas cronometradas, se observo una disminucion del tiempo que les lleva
realizar las distintas actividades sin ser significativo, el numero de individuo por
prueba es distinto ya que no se contaba con esos datos, o no era posible para los
individuos realizar dicha prueba. Es normal seguir viendo disminucion en este tipo
de pruebas, asi como no ver diferencias grandes, pues el tratamiento retarda un

poco los sintomas, no los evita.

Lo ultimo que se hizo se hizo fue la comparacién entre los niveles séricos de
miostatina y folistatina de seis pacientes, ya que solo de estos seis se contaba con
la informacién mas completa, después de 3 meses y 6 meses del tratamiento, lo
que no arrojo ninguna diferencia significativa entre ellas, contrario a lo que se
esperaba, esto quiza debido a que no encontramos trabajos donde se hayan
realizado una relacién miostatina con la edad, se plantea que la pérdida constante
de musculo, y tomando en cuenta que un nifilo con DMD perderia funcionalidad

motriz alrededor de los 12 afios (Matsumura, et al. 1993), la cantidad de musculo
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incluso con el tratamiento, sigue disminuyendo con la edad, y por eso
encontramos diferencias tan marcadas con respecto a los controles en miostatina,
lo que no necesariamente nos indicaria que la proteina esta realizando la funcién
de inhibir el crecimiento muscular (Cox, et al. 1993; Klingler, et al. 2012). Estas
variacion mostradas en nuestro estudio podria ser resultado de una pequeio
tamano de muestra, ademas de tomar en cuenta que la cantidad de tejido adiposo
y conectivo es mayor procedente de miofibras vulnerables, necrosis de las células
musculares y procesos inflamatorios presentes en la DMD (Cox, et al. 1993;
Klingler, et al. 2012). Estos procesos van aumentados conforme sigue el desarrollo
de la enfermedad y no hay una forma de determinar qué porcentaje en realidad

sigue representando el musculo.

CONCLUSIONES

La proteina miostatina podria ser usada como una biomarcador en la DMD, ya que
al parecer muestra diferencias significativas, pero solo como un biomarcador en
etapas tempranas de la enfermedad ya que con el paso del tiempo el musculo
sigue degradandose y miostatina no se expresa en las mismas cantidades, por
otro lado, folistatina no se puede proponer como un biomarcador sérico ya que al
no ser una proteina especifica de musculo seria muy complicado llegar a un

diagnostico confiable.
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