UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE MEDICINA
BIOMEDICINA

MIRNAS CIRCULANTES DE ESTRES OXIDATIVO Y SU ASOCIACION CON EL DANO
MUSCULAR EN LA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA:

M. EN C. ALMEIDA BECERRIL TOMAS

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MARICELA RODRIGUEZ CRUZ
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
COMITE TUTOR: DR. GUILLERMO AQUINO JARQUIN
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
DR. FEDERICO AVILA MORENO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA, UNAM

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX., ENERO, 2024



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






ERSIDAD NACONAL AUTONGIA Wy

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE MEDICINA
BIOMEDICINA

MIRNAS CIRCULANTES DE ESTRES OXIDATIVO Y SU ASOCIACION CON EL DANO
MUSCULAR EN LA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA:

M. EN C. ALMEIDA BECERRIL TOMAS

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MARICELA RODRIGUEZ CRUZ
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
COMITE TUTOR: DR. GUILLERMO AQUINO JARQUIN
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
DR. FEDERICO AVILA MORENO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA, UNAM

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX., ENERO, 2024



PSS L RADC

Sl BN AET] A &

®BI0LOGICAS ®

COORDINACION GENERAL DE ESTUDIOS DE POSGRADO
COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
ENTIDAD (FACULTAD DE MEDICINA)

OFICIO: CGEP/CPCB/FMED/0780/2023

ASUNTO: Oficio de Jurado

M. en C. lvonne Ramirez Wence
Directora General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunion ordinaria del Comité Académico del Posgrado en Ciencias
Bioldgicas, celebrada el dia 08 de mayo de 2023 se aprobé el siguiente jurado para el examen de grado
de DOCTOR EN CIENCIAS del estudiante ALMEIDA BECERRIL TOMAS con nimero de cuenta
307102908 con la tesis titulada “MIRNAS CIRCULANTES DE ESTRES OXIDATIVO Y SU ASOCIACION
CON EL DANO MUSCULAR EN LA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE”, realizada bajo la
direccion de la DRA. MARICELA RODRIGUEZ CRUZ, quedando integrado de la siguiente manera:

Presidente: DRA. CLARA ORTEGA CAMARILLO

Vocal: DRA. DIANA BARRERA OVIEDO
Vocal: DRA. ANA LILIA GARCIA HERNANDEZ
Vocal: DR. FAUSTO SANCHEZ MUNOZ

Secretario: DR. FEDERICO AVILA MORENO

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 27 de septiembre de 2023

COORDINADOR DEL PROGRAMA

DR. ADOLFO GERARDO NAVARROD SIGUENZA
c. c. p. Expediente del alumno
AGNS/RCHT/EARR/rcht
COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Unidad de Posgrado, Edificio D, 1° Piso. Circuito de Posgrados, Ciudad Universitaria
Alcaldia Coyoacan. C. P 04510 CDMX Tel. (+5255)5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx/



AGRADECIMIENTOS

Al Posgrado en Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Autonoma de México por

fortalecer mi formacion académica.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca otorgada durante mis estudios de

posgrado.

Este proyecto con nimero de registro R-2018-785-089 emitido por la Comision Nacional de
Investigacion Cientifica del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), recibio el
financiamiento FIS/IMSS/PROT/PRIO/19/117 del IMSS.

A la Dra. Maricela Rodriguez Cruz quien ha sido el pilar mas importante en mi formacion
académica. He sido muy afortunado de ser guiado por una mujer investigadora admirable y con

una gran calidez humana.

A los miembros del Comité tutor: Dr. Guillermo Aquino Jarquin y Dr. Federico Avila Moreno por
su compromiso con el proyecto y con mi formacion académica a través de sus criticas y

recomendaciones oportunas.



INDICE

indice de figuras.

indice de tablas.

Abreviaturas.

O S 0= o
2. ADSTIACT. ..
B INtrOAUCCION. . ..ottt e e e
3.1. Caracteristicas clinicas de la distrofia muscular de Duchenne (DMD)....................
3.2. Evaluacion del dafio muscular en los pacientes con DMD.................ccoeovvvinnnn.
3.2.1. ESCAlade VIgNOS. .. .ottt e
3.2.2. Escala del Sistema de Clasificacion de la Funcion Motora Gruesa (SCFMG).......
3.2.3. ESCala de BrOOKE. ... ..cuoti i
3.2.4. Escala del Medical Research Council (MRC)...........cooiiiiiiiii
B3 B I0l0QIa. .. et
B4, TratAMIENTO. .. et e e e e e e
3.5. Fisiopatologia de [a DMD..........oiiiiiii e
3.6. Inflamacion, degeneracion y regeneracion muscularenlaDMD..........................
3.7.Estrés oxidativo (EQ).......c.oriiiii e e,
3.8. Mecanismos propuestos de regulacion del EOenlaDMD.................ccocoevveninnnn.
3.8.L ENZIMASAEI EO. ..ottt
3.8.1.1. Sintasa de Oxido nitrico neuronal (NNOS)......... c.oiiiiiiiiii s
3.8.1.2. Superdxido dismutasa (SOD).........c.oiiiririiii e
3.8.2. El calcio intracelular en el EO............oiiiiiii e
3.8.3. LosMICroRNAS €N €l EO......o.iniiii e
3.8.4. Los factores de transcripcion Nrfly Nrf2enel EO...........c.oooooiiiiiin,
4. ANEECEACNEES. ... ettt e
4.1. MIRNASY EO anivel MUSCUIAr. ..........ooiiiieii e
4.2. MIRNASAel EO Y IaDMD ... .ot e
4.3. Establecimiento de los distromiRsen [aDMD..............ccoooiiiiiiiiiiiie

0. JUSHIIICACION. . .ottt e e e e e e e e
0 o] <8 Ao LS PP
6.1. ODJEtIVO eneral.........oooiuii i
6.2. ObjJetivos PArtICULATES. ... ettt ettt e

0O N N oo oo oo oo or o o1 O W Bk

N DD NN R R R B R PR B R R R R R
B P B O © N o Ul B~ WDNMDNDRRPRRLRO



7. Metodolog

[T TS

7.1. Caracteristicas del STUAIO. . .....uuire e
7.2, SUJETOS A8 €STUAIO. ... vttt

7.3. Criterios

de inclusion de los sujetos de estudio...........c.oovviiiiiiii i,

7.4. Procedimientos el diade lacitadel paciente..........c...ccooooviiiiiiiiiiiii i,

7.5. Grupos d

LY (1o [0 P

7.6. Extraccion y cuantificacion de los miRNAs circulantes..............ccoooviinnien.n.
7.6.1. Extraccion del RNAtotal.........ccoooniiii
7.6.2. SiNteSiS del CDNA . ...
7.6.3. Ensayos de Amplificacion por PCR........ ..ot
7.7. Parametros de dafio MUSCUIAr. ...........oiiriiii e

7.7.1. Funcidny fuerza muscular........ ..o
7.7.2. Parametros enzimaticos de dafo MUSCUIAr. .........oovvrri e

7.8. Parametros antropOmMELIiCOS. .. ...uurntiireet ettt et et et e e et et
7.9. INdicadores MetabOliCOS. .. ...uuunini ettt e
7.10. Parametros de actividad fiSiCa...........c.oovinininiiii e
7.11. Frecuencia del consumo de alimentos antioxidantes...........c.cccovviviiiinineenenn...
7.12. Andlisis in silico de la prediccion de los genes blancos relacionados con estrés

OXIdAtIVO (REQ). ... e
7.13. Marcadores circulantes de respuesta antioxidante..................oooeviiiiiiiiiinn.
A 5 B €1 11 L1 o 4 PP

7.13.2. Nrf2..

7.14. Marcadores circulantes de dafio oXidatiVo...........c..ooeiiiiiiiiiiii e
7.14.1. Malondialdehido. .........oooni
7.14.2. Proteinas carboniladas................. ..o e
7.15. ANALISIS €StadiStiCOS. ... vttt
A A ] 1T (0 < 1o o R

7.17. Tipo de

= [o J PR

7.18. Beneficios de partiCipacion..............ouuieiuieinie i
7.19. PrINCIPIOS BLICOS. ...ttt e e e e

7.19.1. Carta

de consentimiento y carta de asentimiento.................cooeviiiiiiiiinn,

7.19.2. Confidencialidad de la informacion de los pacientes................ccooeviiiiininn
7003, RIBSYOS. .ottt et ettt e
7.20. Aspectos de bioSeguridad. .........o.veiuii i

8. Resultados

22
22
22
22
22
23
23
23
24
24
25
25
26
26
26
27
27

28
28
28
29
29
29
29
30
30
31
31
31
31
31
32
32
33



8.1. Diagndstico clinicoy molecular de laDMD............ccccoiiiiiiiiieeee,
8.2. Comparacion de la edad, los parametros clinicos y la frecuencia del consumo de
entre los pacientes ambulatorios y no ambulatorios con DMD....................ocoeinel.
8.3. DistromiRs y miRNAs REO circulantes en pacientes ambulatorios y no ambulatorios
DMD y su correlacion con el dafio muscular. ...
8.3, L. DISIrOMIRS. ...ttt e e
8.3.2. MIRNAS REOD . ...ttt e
8.4. DistromiRs y miRNAs REO circulantes, y su correlacion con los parametros
antropométricos, metabolicos, de actividad fisica y con la frecuencia del consumo

de alimentos de los pacienteS CONDMD.........c.oiuiiiiiiiii e
8.5. Correlacion entre los distromiRs y los miRNAs REO circulantes de los pacientes

8.6.2. Marcadores circulantes de dafio oXidativo..............coeiiiiiiiiiiiiiieeae,
8.7. Correlacion de los marcadores circulantes del EO con los parametros clinicos,

los parametros de actividad fisica y la frecuencia del consumo de alimentos antioxidantes
PACIENteS CON DIMD ... .. i
8.8. Correlacion entre los marcadores de respuesta antioxidante y los marcadores de dafio
oxidativo circulantes de los pacientes CONDMD...........coviiiiiiiiiiiiee e
8.9. Correlacion entre los marcadores del EO y la expresion de los miRNAs circulantes
PACIENtES CON DIMD ... ..t e e
8.10. Evaluacion de las variables predictoras de la expresion de los miRNAs y de los
MAarcadoreS del EO ...
0. DSCUSION. ..ttt ettt ettt et e e
10, CONCIUSIONES. ...\ttt ettt et e e et et e e e et e e e e e e e e e ane e eaaeaes
11. Referencias bibliografiCas........ ..ot
N 1 1S o LT
12.1. Anexo 1. Articulo requisito para obtener el grado..............ccooviiiiiiiiiiiiin..
12.2. Anexo 2. Carta de consentimiento informado.................ooooiiiiiiiiiii i,
12.3. Anexo 3. Carta de asentimiento. ... ......ouiuiiriniiiee e
12.4. Anexo 4. Escala de evaluacion clinica para pacientescon DMD.........................
12.5. ANeX0 5. ANrOPOMETITA. ... .ottt e
12.6. Anexo 6. Cuestionario de actividad fisica para nifios (PAQ-C)...........cccevevinnnnn.

33

36

39
39
41

43

48

49
49
49

51

53

54

55
58
66
67
78
78
91
95
97
99



12.7. Anexo 7. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos............oovveevee.nn.

12.8. Anexo 8. Tablas suplementarias



INDICE DE FIGURAS
Figura 1. MiRNAs asociados con el proceso de regeneracion muscular y el EO en la

Figura 2. Variantes patogénicas del gen DMD de la poblacion de estudio...................
Figura 3. DistromiRs circulantes en pacientes con DMD con diferente grado de dafio
MUSCUIAN . . ..o e e,
Figura 4. MiRNAs REOQ circulantes de pacientes con DMD con diferente grado de dafio
MUSCUIAT . . .. e e e,
Figura 5. Marcadores circulantes del EO de pacientes con DMD con diferente grado de
a0 MUSCUIAT. ... e e e e et e ae e

18
35

40

42



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. MiRNAs circulantes analizados. .............c.coooiuiiniiiiiiii e
Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientescoONnDMD.................cooeoiiiiiiinnn,
Tabla 3. Comparacion de la edad, los parametros clinicos y la frecuencia de consumo de
alimentos entre los pacientes ambulatorios y no ambulatorios con DMD.....................
Tabla 4. Correlacion de la edad, los parametros clinicos y la frecuencia del consumo de
alimentos con la expresion de los miRNAs circulantes de los pacientes con DMD............
Tabla 5. Matriz de correlaciones entre los distromiRs y los miRNAs REO circulantes

de los pacientes con DM ... ...
Tabla 6. Correlacion de la edad, los parametros clinicos y la frecuencia del consumo de

alimentos antioxidantes con los marcadores circulantes de EO de los pacientes con

Tabla 7. Matriz de correlaciones entre los marcadores de respuesta antioxidante y los
marcadores de dafio oxidativo circulantes de los pacientes con DMD.........................
Tabla 8. Correlacion de la expresion de los miRNAs con la concentracion de los
marcadores de EO circulantes de los pacientes con DMD................ccoiiiiiiiiinn.
Tabla 9. MLGU para evaluar las variables predictoras de la expresién del distromiR
circulante miR-1-3p de los pacientes CONDMD. ...
Tabla 10. MLGU para evaluar las variables predictoras de Nrf2 circulante de los
PACIENtES CON DIMD ... .ot e,

24
34

37

45

48

52

54
55

56

57



ABREVIATURAS

ALT
Amb
AST
CDC
CDG
CPK
C-VLDL
Dup

Eli

EO

ERO
FCAA
HOMA-IR

IMC
IMSS
INF-y
IL-1
IL-4
IL-6
IL-10
MAFG
MDA
mg/dL
puU/mL
MLGU
MLPA
mPCR
MPO

Alanina aminotransferasa.

Ambulatorio.

Aspartato aminotransferasa.

Centro para el control y prevencion de las enfermedades, significado en espafiol.
Complejo distrofina-glicoproteina.

Creatina fosfocinasa.

Colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad, significado en espafiol.
Duplicacién.

Eliminacion

Estrés oxidativo.

Especie reactivas de oxigeno.

Frecuencia del consumo de alimentos antioxidantes.

Modelo homeostéatico de evaluacion de resistencia a la insulina, significado en
espafiol.

indice de masa corporal.

Instituto Mexicano del Seguro Social.

Interferon-y

Interleucina-1p.

Interleucina-4.

Interleucina-6.

Interleucina-10.

Oncogén homologo G de fibrosarcoma aviar musculo apaneurotico.
Malondialdehido.

Miligramos sobre decilitro.

Micro unidades sobre mililitro.

Modelo lineal general univariado.

Amplificacion de sondas mdltiples ligadas, significado en espariol.
Reaccion en cadena de la polimerasa multiplex, significado en espafiol.

Mieloperoxidasa.



MRC
NF«B
nNOS
NO
NOD2
Nrf2
PAQ-C
REO
SCFMG
Sec
SOD2
SOD3
TBARS
TNF-a
uU/L
UIMN
UMAE

Medical Research Council.

Factor de transcripcion nuclear kappa B.

Sintasa de 0xido nitrico neural.

Oxido nitrico.

NADPH oxidasa 2.

Factor nuclear eritroide 2, significado en espafiol.
Cuestionario de actividad fisica.

Relacionados con estrés oxidativo.

Sistema de Clasificacion de Funcion Motora Gruesa.
Secuenciacion.

Superoxido dismutasa 2.

Superoxido dismutasa 3.

Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, significado en espafiol.
Factor de necrosis tumoral-a.

Unidades sobre litro.

Unidad de Investigacion Médica en Nutricion.
Unidad Médica de Alta Especialidad



1. RESUMEN

Introduccion.

La distrofia muscular de Duchenne es la distrofia muscular de mayor severidad en la nifiez, como
resultado de las mutaciones genéticas presentes en el gen DMD conduciendo a la ausencia de la
proteina distrofina. La falta de la proteina distrofina provoca dafio al sarcolema y degeneracion
muscular, dando lugar a la perdida de la capacidad de ambulacién entre los 9 y 12 afios con muerte
prematura durante la tercera década de vida por falla cardiaca o respiratoria.

Durante la historia natural de la DMD, el dafio muscular provoca inflamacion cronica y estrés
oxidativo (EO). Ademas, entre las diferentes aberraciones moleculares, se ha descrito la presencia
de patrones de miRNAs participando también en la fisiopatologia de la DMD (distromiRs); sin
embargo, los distromiRs circulantes no han sido evaluados en funcion del dafio muscular a nivel

clinico.

Obijetivos.

El objetivo de este trabajo fue evaluar si los distromiRs (miR-1-3p, miR-133a-3p y miR-206), los
miRNAs relacionados a estrés oxidativo (REO) (miR-21-5p, miR-31-5p, miR-128-3p y miR-144-
3p), asi como un grupo de marcadores de EO (Nrf2, glutation, malondialdehido y proteinas
carboniladas) se asocian con el dafio muscular y con parametros metabdlicos en pacientes con
DMD.

Materiales y métodos.

Veintinueve pacientes con DMD fueron incluidos en el presente estudio de manera transversal y
comparativa. Las escalas clinicas para evaluar el dafio muscular fueron la escala de Vignos, del
SCFMG, de Brooke y del Medical Research Council. Se midieron parametros enzimaticos de dafio
muscular tales como CPK, ALT y AST, parametros antropométricos, indicadores metabolicos,
actividad fisica, distromiRs (miR-1-3p, miR-133a-3p y miR-206), miRNAs REO (miR-21-5p,
miR-31-5p, miR-128-3p y miR-144-3p), Asi como marcadores de EO (Nrf2, glutation,

malondialdehido y proteinas carboniladas) en pacientes ambulatorios y no ambulatorios con DMD.



Resultados.

Los niveles de distromiRs y miRNAs REO fueron menores en pacientes no ambulatorios en
contraste de pacientes ambulatorios; la expresion de dichos miRNAs correlacion6 con el puntaje
de la escala de Vignos, asi como con la escala de funcion y fuerza muscular, ademas de las
concentraciones bioquimicas de CPK, AST y ALT. Por otro lado, nuestro analisis in silico arrojo
que 97 genes se encuentran relacionados con el EO como potenciales genes blancos de los miRNAS
evaluados en el presente trabajo.

Respecto al andlisis bioquimico del EO, la concentracion de Nrf2 fue menor, mientras que la
concentracion de malondialdehido fue mayor en los pacientes no ambulatorios comparados con los
pacientes ambulatorios. La concentracion de Nrf2 correlaciond con la edad y con la escala de
Vignos, asi como con la escala de SCFMG vy el puntaje de la escala de Brooke. Por ultimo, la

concentracion de MDA correlaciond con los puntajes de la escala de Vignos y de Brooke.

Conclusiones.

Los pacientes no ambulatorios con DMD mostraron menores niveles de los distromiRs y los
miRNAs REO en circulacion en comparacion con los pacientes ambulatorios. EI dafio muscular
progresivo se asocid con la disminucion en la expresion de los miRNAs estudiados evidenciando
el progreso de la DMD. Por otro lado, los pacientes con menor funcién muscular poseen un mayor
dafio oxidativo y menor capacidad antioxidante comparados con los pacientes con mejor funcion
muscular. Estos resultados aportan informacion molecular nueva sobre la historia natural de la
DMD.

Palabras clave: Distrofia muscular de Duchenne, miRNAs, estrés oxidativo, dafio muscular.



2. ABSTRACT

Introduction.

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is the most severe dystrophy in childhood because of
genetic mutations in the DMD gene leading to the absence of protein dystrophin. The lack of
dystrophin triggers sarcolemmal breakage and muscle degeneration giving rise to loss of
ambulation between 9 and 12 years of age, with death in the late 20s caused by respiratory or heart

failure.

During the natural history of DMD, muscle injury provokes chronic inflammation and oxidative
stress (OS). In addition, between the molecular aberrations, there have been described the presence
of different miRNAs involved in DMD pathophysiology (distromiRs); however, circulating

distromiRs miRNAs have not been evaluated in terms of muscle injury at a clinical level.
Objectives.

This study aimed to evaluate whether the circulating distromiRs (miR-1-3p, miR-133a-3p, and
miR-206), a group of oxidative stress-related (OS-R) miRNAs (miR-21-5p, miR-31-5p, miR-128-
3p, and miR-144-3p) and OS markers (Nrf2, glutation, malondialdehyde, and protein carbonyl)
are associated with muscle injury and circulating metabolic parameters in DMD patients.

Material and Methods.

Twenty-nine DMD patients were included in this cross-sectional study. Clinical scales to evaluate
muscle injury (Vignos, GMFCS, Brooke, and Medical Research Council), enzymatic muscle
injury parameters (CPK, ALT, and AST), anthropometry, metabolic indicators, physical activity,
serum dystromiRs (MiR-1-3p, miR-133a-3p, and miR-206), OS-R miRNAs (miR-21-5p, miR-31-
5p, miR-128-3p, and miR-144-3p) and OS markers (Nrf2, glutation, malondialdehyde, and protein
carbonyl) were measured in ambulatory and non-ambulatory DMD patients.

Results.

The levels of dystromiRs and OS-R miRNAs were lower in the non-ambulatory group than in the

ambulatory group; the expression of these miRNAs correlated with the Vignos scale score, and

3



with other muscle strength and function scale scores, CPK, AST and ALT concentration.
Additionally, our in silico analysis showed that 97 genes are related to OS as potential target genes
of mMiRNAs evaluated in this study.

Regarding the biochemical analysis of OS, Nrf2 concentration was lower and MDA concentration
was higher in non-ambulatory patients than in ambulatory patients. Nrf2 concentration correlated
with age, Vignos scale, GMFCS scale, and Brooke scale scores. MDA concentration correlated
with Vignos and Brooke scale scores.

Conclusions.

Non-ambulatory DMD patients showed lower levels of circulating dystromiRs and OS-R miRNAs
levels than ambulatory DMD patients. The progressive muscle injury is associated with a decrease
in the expression of those miRNAs studied, evidencing DMD progress. On the other hand, patients
with lower muscle function have higher oxidative damage and lower antioxidant capacity than
DMD patients with better muscle function. These findings add new information about the natural
history of DMD.

Key words: Duchenne muscular dystrophy, miRNAs, oxidative stress, muscle damage.



3. INTRODUCCION

3.1. Caracteristicas clinicas de la distrofia muscular de Duchenne.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad hereditaria masculo degenerativa 'y
es la distrofia mas comun en la nifiez con una incidencia de 1 en 3600 varones con esperanza
promedio de vida de hasta 30 afios (Emery, 1998; Bushby et al., 1991).

En un contexto general, la manifestacion clinica mas importante en la DMD es la debilidad en los
musculos de la cadera y los proximales a esta. Los primeros sintomas empiezan a partir de la edad
preescolar (2-5 afos) y consisten en dificultad para caminar (pasos cortos con movimientos suaves
de lado a lado, marcha en puntas y posicion lorddtica). Durante el progreso de la enfermedad se
presenta pseudohipertrofia en pantorrillas, signo de Gowers (el paciente no logra levantarse sin
apoyo, para hacerlo debe ayudarse con los brazos sobre las rodillas para incorporarse en posicion

vertical), caidas frecuentes y dificultad para subir las escaleras (Verma et al., 2010).

De los 6 a los 8 afios, el deterioro muscular de los pacientes con esta distrofinopatia se vuelve méas
evidente, y entre los 9 y 12 afios empieza a manifestarse escoliosis y pérdida de ambulacion (Wong
y Christopher, 2002; Verma et al., 2010). El constante dafio muscular conduce al deceso de estos
pacientes por insuficiencia respiratoria o0 cardiaca como consecuencia del debilitamiento de

musculos que participan en ambas funciones (Hwa et al., 2007; Verma et al., 2010).

3.2. Evaluacion del dafio muscular en los pacientes con DMD.

La progresion de la enfermedad se evalia mediante diversas herramientas clinicas que tienen como
objetivo medir la fuerza y funcion muscular en los pacientes con DMD. Entre estas herramientas
se encuentran las escalas que se describen a continuacion y que son las mas empleadas en la practica

clinica.
3.2.1. Escala de Vignos.

La escala de Vignos incluye diez grados (1-10) de funcién muscular; el grado 1 se refiere a que el
paciente es capaz de caminar y subir las escaleras sin asistencia; mientras que el grado 10, de menor

funcién muscular, significa que el paciente estd postrado en la cama (Vignos y Archibald, 1960).
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3.2.2. Escala del Sistema de Clasificacion de la Funcién Motora Gruesa (SCFMG).

La escala del SCFMG tiene un puntaje minimo de 1 y un puntaje maximo de 5. El puntaje mayor

representa el peor grado de funcién muscular (Palisano et al., 1997).
3.2.3. Escala de Brooke.

La escala de Brooke evalua seis grados (1-6) de funcion muscular; el grado 1 se refiere a que el
paciente es capaz de levantar los brazos realizando un circulo completo hasta que éstos se toquen
por arriba de la cabeza; mientras que el grado 6 que es el nivel mas bajo de funcion muscular en
esta escala, significa que el paciente no tiene una funcién util con sus manos; por ejemplo, es

incapaz de llevar éstas hacia la boca (Brooke et al., 1981).
3.2.4. Escala del Medical Research Council (MRC).

La escala del MRC permite explorar la intensidad del déficit muscular valorando cualitativamente
la fuerza muscular mediante la observacién de la contraccion de algunos musculos. Esta escala
otorga una puntuacion de 0 a 5 segun la fuerza desarrollada por el paciente (Compston, 1942),

donde el valor méximo corresponde a una mayor intensidad de fuerza muscular.

3.3. Etiologia.

La DMD es una enfermedad con un patrén de herencia de tipo recesivo ligado al cromosoma X,
donde se presentan mutaciones en el gen de la distrofina que pueden ser eliminaciones,
duplicaciones o mutaciones puntuales y generan un fenotipo casi totalmente (>97%) carente de la
proteina llamada distrofina (Hoffman et al., 1987; Nicholson et al., 1990; Emery, 1998; Singh et
al., 2006; Grounds et al., 2008; Kim et al., 2013).

El gen de la distrofina (DMD) se encuentra en el locus Xp21.2, es el gen mas grande del humano
con un tamafio de 2.6 Mb, contiene 79 exones, codifica para un mMRNA de 14 kb y se traduce a
una proteina de 427 kDa (Nowak y Davies, 2004; Singh et al., 2006; Kim et al., 2013).



El gen DMD tiene dos regiones llamadas “hot spots” en las cuales las eliminaciones y las
duplicaciones se presentan con mayor frecuencia. E1 “hot spot” menor incluye a los exones 2 al 20
(30% de los casos con DMD), mientras que el “hot spot” mayor incluye a los exones 44 al 53 (70%
de los casos con DMD) (Forrest et al., 1988; den Dunnen et al., 1989; Koenig et al., 1989; Hu et
al., 1990). Las eliminaciones genéticas en el gen DMD pueden cambiar (posterior al splicing) el
marco de lectura abierto de la traduccion del mRNA formando un codon de paro prematuro

evitando la sintesis completa de la proteina distrofina (Monaco et al., 1988).
3.4. Tratamiento.

El tratamiento integral de los pacientes diagnosticados con DMD incluye terapia con
glucocorticoides (Prednisolona y Deflazacort, principalmente), rehabilitacion cardiaca,
respiratoria y ortopédica. Esto para mejorar la calidad, salud y esperanza de vida de los pacientes
(Bushby et al., 2009).

Los glucocorticoides representan la Unica intervencion farmacol6gica para disminuir la progresion
del debilitamiento muscular, escoliosis, insuficiencia respiratoria, el proceso inflamatorio y
retrasar la pérdida de la ambulacién por aproximadamente dos afios (Ricotti et al., 2013; Bushby
et al., 2009). Sin embargo, dichos farmacos se asocian a varios efectos secundarios adversos como
desarrollo de obesidad (Bonifati et al., 2000), desmineralizacion 6sea (Khalid, 2011), retardo en
el crecimiento (Foster et al., 2004), cambios en el comportamiento (Stuart et al., 2005),
hipertension (Balaban et al., 2005), intolerancia a la glucosa, gastritis, reflujo gastroesofagico
(Bushby et al., 2009), ulcera peptidica (Brunton et al., 2005) y mioglobinuria (Garrood et al.,
2008).

3.5.  Fisiopatologia de la DMD.

La distrofina se localiza debajo del sarcolema, hacia el citoplasma de la célula muscular,
manteniendo la union entre el resto del complejo distrofina-glicoproteina (CDG) con las fibras de
actina. EI CDG es una estructura que proporciona estabilidad mecanica al sarcolema del musculo
estriado durante la contraccion y la relajacion ya que forma una conexion directa entre las
miofibrillas (maquinaria contractil), el sarcolema y la matriz extracelular (Hoffman et al., 1987,
Grounds et al., 2005; Kosek y Bamman, 2008; Prins et al., 2009; Shin et al., 2013).



La distrofina mantiene la fuerza, la flexibilidad y la estabilidad de las fibras musculares (Davies y
Nowak, 2006). Si la distrofina est4 ausente a consecuencia de una mutacion en el gen DMD, la
miofibrilla se vuelve fragil y su sarcolema se rompe facil y aceleradamente por efecto del estrés
mecanico; particularmente, después de las contracciones sostenidas (Grounds et al., 2005;
Deconinck y Dan, 2007). Asi que, se considera que dicha ruptura del sarcolema es el evento

primario que desregula el metabolismo celular en la DMD (Grounds et al., 2008).

La ausencia de la distrofina y la ruptura del sarcolema provoca desorganizacion de la matriz
extracelular, la entrada descontrolada de calcio a la célula muscular, la salida de creatina
fosfocinasa (CPK), ausencia de sitios de anclaje para la sintasa de éxido nitrico neural (nNOS, por
sus siglas en inglés), generacion exacerbada de especies reactivas de oxigeno (ERO) e inflamacién
cronica (Andrews, 2005; Deconinck y Dan, 2007; Han, 2011; Shin et al., 2013).

Lo anterior desencadena dos procesos claves en la fisiopatologia de la DMD; inflamacion y estrés
oxidativo (EO), que en conjunto contribuyen a generar ciclos repetidos de necrosis en el tejido
muscular y de regeneracion muscular a partir de las células satélite, este Gltimo como mecanismo
compensatorio. Sin embargo, con el tiempo disminuye el nimero de células satélites musculares
y la capacidad regenerativa se reduce de manera importante reemplazando el tejido muscular
dafado por tejido adiposo y conectivo (Emery 1990; Grounds et al., 2008; Choi et al., 2015;
Guiraud et al., 2015).

Al ser la inflamacion y el EO los procesos clave en el progreso de la DMD, es importante la
identificacion de moléculas o genes que participen en la regulacion de dichos eventos lo cual
podria repercutir clinicamente en la generacion y eficacia de terapias que impacten en tales

mecanismos.
3.6. Inflamacidn, degeneracion y regeneracion muscular en la DMD.

La regeneracion del muasculo esquelético estd mediada principalmente por células satélites que

estan localizadas debajo de la lamina basal de las miofibras (Mauro 1961; Relaix y Zammit, 2012).



Las células satélites se encuentran normalmente en un estado quiescente y pueden ser activadas
para dar origen a mioblastos que serén diferenciados a miocitos para reparar el muasculo dafiado
en la DMD (Emery 2002; Morgan y Zammit, 2010). En el musculo carente de proteina distrofina
se desencadenan ciclos repetidos de degeneracion y regeneracion, ambos procesos controlados por
células del sistema inmunoldgico y las citocinas secretadas (Madaro y Bouché, 2014). Durante el
proceso degenerativo, él musculo dafiado en la DMD libera citocinas como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN- v), interleucina -1p (IL-1) e interleucina-4 (IL-4)
entre otras. Dichas citocinas ocasionan el reclutamiento de neutrofilos y macrofagos hacia el

musculo dafiado (Shireman et al., 2007).

La funcidn de los neutréfilos radica en la actividad fagocitica para remover la debris generada por
el dafio muscular, ademas de liberar grandes concentraciones de la citocina TNF-a como estimulo
de activacion del sistema inmunoldgico entre otros hacia células T cooperadoras (Th1), produccion
de mieloperoxidasa (MPO) y la produccion de anion superoxido promoviendo dafio al sarcolema
el cual se incrementa de manera progresiva debido a estos dos ultimos eventos (Nguyen et al.,
2005; Hodgetts et al., 2006).

Por otro lado, se han identificado dos poblaciones de macrofagos presentes en el proceso de
degeneracion y regeneracion muscular, identificados como M1y M2. En este sentido, la poblacion
M1 poseen capacidad proinflamatoria, caracterizados por secretar diferentes citocinas, entre otras
tales como TNF-a, IL-1p e interleucina-6 (IL-6), las cuales son reguladas por el factor de
transcripcion nuclear kappa B (NFkB). Asi mismo, dichas citocinas son capaces de promover la
fagocitosis de células musculares generando especies reactivas de oxigeno (ERO) induciendo lisis
celular (Brack et al., 2007; Reid y Li, 2001).

Mientras que la poblacion de macréfagos M2 posee capacidad antiinflamatoria y se caracterizan
por secretar diferentes citocinas antiinflamatorias, entre otras como interleucina-10 (IL-10) que
promueve la transicion de macrofagos M1 a macrofagos M2 promoviendo la respuesta
inmunoldgica antiinflamatoria e induciendo la proliferacion de celulas satélite musculares para

promover la regeneracion muscular (Brack et al., 2007; Reid y Li, 2001).



Otros tipos celulares asociados a la DMD son los eosindfilos, los cuales se han observado
infiltrados en el musculo distréfico empleando el modelo animal de la DMD (Rat6n mdx), como

en el tejido muscular de pacientes con DMD (Wehling-Henricks et al., 2008; Cai et al., 2000).

Debido a la permanencia del dafio muscular, la respuesta inmune proinflamatoria contribuye hacia
la necrosis. Siendo esta Ultima, la cual se asocia a la constante regeneracion muscular hasta que se
agota la capacidad regenerativa y el musculo es reemplazado por tejido fibroso y adiposo (Villalta
et al., 2009; Morgan y Zammit, 2010).

La informacion anterior demuestra que en la DMD se genera inflamacion créonica, aumentando el
dafio muscular, reflejado en el debilitamiento del tejido muscular sugiriendo que las citocinas
circulantes podrian contribuir al dafio muscular (Bowie y O"Neill, 2000; Tidball y Wehling-
Henricks, 2007).

Esta hipdtesis se basa en un estudio realizado por nuestro grupo de investigacion, en donde se
detectd que los pacientes con DMD que presentan mejor funcion muscular poseen concentraciones
mas elevadas de las citocinas IL-1 y TNF-a comparados con el grupo de pacientes con menor
funcién muscular. Lo anterior revela que los pacientes en la etapa temprana de la enfermedad
poseen mayor inflamacion sistémica en comparacion con la etapa tardia de la enfermedad (Cruz
et al., 2015). Con base en dicho estudio, se demuestra que la respuesta inflamatoria crénica se
establece desde la etapa temprana de la DMD, en la cual participa el EO de acuerdo con las

diferentes evidencias que se mencionan a continuacion.
3.7.  Estrés oxidativo (EO).

Una de las caracteristicas mas importantes de la fisiopatologia de la DMD es la generacién de
ERO. En este sentido, las ERO representan moléculas que en su estructura atdmica presentan un
electron desapareado o impar en el orbital externo, otorgandoles una configuracion altamente
reactiva o inestable a las moléculas (Mayor, 2010). Las ERO se producen durante una gran
variedad de procesos metabdlicos que participan en mantener la homeostasis celular. Sin embargo,
un exceso en su produccion resulta dafiino para los componentes bioldgicos celulares,
principalmente para las macromoléculas como proteinas, lipidos, carbohidratos y &cidos nucleicos

(Terrill et al., 2013).
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Cuando las ERO aumentan ocasionan un desbalance en relacion con las moléculas antioxidantes
y se presenta un proceso bioquimico conocido como estrés oxidativo (EO) (Kim et al., 2013),
condicion que se ha observado en diferentes patologias como la DMD (Haycock et al., 1996;
Rodriguez y Tarnopolsky, 2003) asi como en su modelo animal; es decir el modelo mdx (Kaczor
et al., 2007; Hauser et al., 1995; Ragusa et al., 1997). Esta evidencia genero estudios enfocados
en analizar el EO en la DMD. En este sentido los hallazgos demuestran que la deficiencia de
distrofina esta relacionada con el incremento del dafio oxidativo de macromoléculas. Por ejemplo,
se ha observado un incremento de peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas y DNA oxidado
en pacientes con DMD, asi como en el ratén mdx (Kim et al., 2013), lo que conduce hacia un
estado de debilidad muscular (Terrill et al., 2013).

3.8.  Mecanismos propuestos de regulacion del EO en la DMD.

La informacion mostrada sugiere que el EO contribuye de manera importante en la fisiopatologia
de la DMD a través de diferentes mecanismos, en los cuales participan diferentes enzimas entre
las cuales destacan nNOS y superdxido dismutasa (Kozakowska et al., 2015), el calcio intracelular
(Peng y Jou, 2010), microRNAs como miR-144 y miR-128 (Banerjee et al., 2017) y factores de

transcripcion (Petrillo et al., 2017) que se describen a continuacion.

3.8.1. Enzimas del EO.
3.8.1.1. Sintasa de 6xido nitrico neuronal (nNOS).

La sintasa de 6xido nitrico neuronal (nNOS, por sus siglas en inglés) forma parte del complejo
distro-glicano (CDG) y se ancla directamente a este complejo en dominios de la distrofina. Asi
que, en ausencia de la distrofina, la nNOS se encuentra deslocalizada del CDG y bajo esta
condicidn, la concentracion de nNOS en musculo es <20% comparada con la cantidad presente en
el masculo sano. Lo anterior marca el inicio de la generacion de EO (Brenman et al., 1995; Chang
et al., 1996) ya que la produccion de 6xido nitrico (NO, por sus siglas en inglés) mediada por esta
enzima, estad reducida, lo cual conduce a un aumento de superdéxido ya que el NO inhibe la
actividad de la NADPH oxidasa (NOX2); por lo que, a bajas concentraciones de NO, se reduce la
inhibicidon enzimatica, provocando la generacion constante de anién superoxido (Chang et al.,
1996; Cave et al., 2005).
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3.8.1.2. Superoxido dismutasa (SOD).

La enzima superdxido dismutasa se encarga de la reduccion del anion superoxido e incluye a tres
variantes: la superoxido dismutasa 1 (SOD1) que se localiza en el citoplasma, la superdxido
dismutasa 2 (SOD2) en la mitocondria y la superéoxido dismutasa 3 (SOD3) extracelular (Cristiana
et al., 2014). Se ha observado que la baja actividad muscular, como es el caso de los pacientes con
DMD, incrementa la actividad de la superdxido dismutasa SOD2, la cual convierte al superdxido
en peroxido de hidrogeno, asociado con la peroxidacion lipidica y agravando el dafio a las
membranas lipidicas de células musculares en la DMD (Tidball y Wehling-Henricks, 2007; Lawler
et al., 2003; Rando et al., 1998).

Adicionalmente a la generacion de ERO por parte de los miocitos, las células del sistema inmune
circulantes como los neutréfilos y los macrdfagos que llegan al musculo dafiado también producen
ERO a través de NADPH oxidasa (NOX) y el desacople de nNOS causando asi el dafio de las
fibras musculares e impactando probablemente en su funcion (Whitehead et al., 2008; Williams y
Allen, 2007). Esta propuesta es apoyada por resultados previos de nuestro grupo de investigacion,
en donde sugerimos que el nivel de EO podria tener un impacto en la funcién muscular. Los
hallazgos muestran que los pacientes no ambulatorios con DMD presentan mayor dafio oxidativo
debido a la mayor concentracion plasméatica de NO y malondialdehido (MDA) como indicador de
lipoperoxidacion y menor concentracion de grupos tiol como indicador de oxidacion proteica,

comparado con pacientes con DMD en condicién ambulatoria (Almeida-Becerril et al., 2021).
3.8.2. El calcio intracelular en el EO.

Como se explicd anteriormente, la ausencia de la distrofina conduce a ruptura del sarcolema
aumentando el flujo de Ca?* en citoplasma y posteriormente en mitocondria, lo que estimula la
produccion de ERO (Rando, 2002). Aungue se desconoce el mecanismo exacto por el cual el Ca?*
mitocondrial estimula la produccion de ERO, se ha propuesto que lo hace a través de la
estimulacion de la tasa metabdlica, activandose la produccién de éxido nitrico y el efecto de este
ultimo sobre sobre los complejos respiratorios aumentando la produccion de anién superoxido y
de perdxido de hidrogeno lo que conduce a la disociacion del citocromo C y lipoperoxidacion de
la cardiolipina (Peng y Jou et al., 2010).
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3.8.3. Los microRNAs en el EO.

Los microRNAs (miRNAs) son pequefios RNAs no codificantes que en su version madura
alcanzan una extension de 18-23 nucleotidos capaces de regular negativamente los niveles del
transcrito sintetizados durante la transcripcién y, por consiguiente, interviene en el patron de
expresion final de genes que codifican para diferentes vias intracelulares, entre otras, como las
metabdlicas contribuyendo en el mantenimiento de la homeostasis celular. Sin embargo, esta

homeostasis se pierde en algunas patologias como en la DMD (Baker et al., 2016).

Debido a que el EO se relaciona con el dafio a tejidos en diferentes enfermedades, han surgido
cada vez mas estudios enfocados a explorar las interacciones que regulan la sefializacion
intracelular 6xido-reduccién y con la presencia de miRNAs asociados a diferentes enfermedades
(Banerjee et al., 2017). No obstante, a la fecha no existen reportes enfocados al conocimiento de

estas interacciones en la DMD.

Dada la participacion de los miRNAs en el metabolismo celular, ha surgido el interés de estudiarlos
en diferentes fluidos como suero y plasma desde hace aproximadamente 10 afios. El primer estudio
reportado en el 2008 demostré por primera vez que los miRNAS extracelulares estan presentes en

biofluidos como suero y plasma (Mitchel et al., 2008).

En este sentido, el andlisis de biofluidos es ampliamente utilizado en la practica clinica
contribuyendo al diagnéstico y el monitoreo de enfermedades eh humanos. La molécula detectable
mas comun para el diagnostico en los pacientes con DMD es la isoforma musculo especifica de la
enzima creatina fosfocinasa (CPK, por sus siglas en inglés). La concentracion mas elevada de CPK
se detecta en el suero de pacientes con DMD a edades tempranas y disminuye en concentracion
con la edad como consecuencia de la degeneracion e inactividad progresiva del musculo (Zatz et
al., 1991; Burch et al., 2015). Aunque, la CPK se emplea como un biomarcador en este tipo de

distrofia, no necesariamente se asocia con la funcién muscular (Kim et al., 2010).

Si bien, se ha demostrado experimentalmente que los niveles elevados de ERO provocan dafio
intracelular, también actian como moléculas de sefializacion intracelular en procesos como
diferenciacion celular, crecimiento, muerte celular y senescencia. Esto hace importante la

regulacién de los niveles de ERO, por lo que es indispensable conocer los mecanismos que
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mantienen dicha homeostasis como la participacion de los miRNAs; como ejemplo, la
desregulacién de niveles fisiologicamente normales de miRNAs circulantes podrian conducir a

dafo oxidativo (Banerjee et al., 2017).
3.8.4. Los factores de transcripcion Nrfl y Nrf2 en el EO.

Los factores transcripcionales nuclear eritroide 1 (Nrfl) y nuclear eritroide 2 (Nrf2) son capaces
de controlar de manera indirecta la generacion de ERO regulando la expresion genética de
diferentes enzimas antioxidantes; sin embargo, Nrfl es capaz de regular la respuesta antioxidante
en la mitocondria (Sangocoya et al. (2010). A pesar de que estos factores son reguladores maestros
del EO, existen pocos estudios en la DMD. La poca evidencia sugiere su asociacion con algunos

miRNASs que se describen a continuacion en los antecedentes.
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4. ANTECEDENTES

4.1. MiRNAsYy EO a nivel muscular.
Existe evidencia cientifica de que algunos miRNAs se encuentran en el musculo sano del humano
y que participan en la regulacion del EO. Un ejemplo de estos miRNAs es el miR-144 que participa

en la regulaciéon del factor de transcripcion maestro Nrf2, como se describe a continuacion.

En un estudio realizado por Sangocoya et al. (2010) se encontrd que el miR-144 regula
directamente la expresion del gen NRF2. Dicha contribucion se basa en sus observaciones sobre
cultivo celular de reticulocitos en donde se mutaron los dominios de NRF2 a los cuales se une
miR-144 lo que disminuy0 la transcripcion de NRF2 impactando en las enzimas antioxidantes
reguladas por este factor transcripcional. Interesantemente este miRNA también se ha identificado
en musculo esquelético de humano, en el musculo cardiaco y en circulacién en modelo de raton

mdx.

Otro miRNA que participa en la regulacion del EO es el miR-128. Caggiano et al. (2017)
estudiaron este miRNA en musculo esquelético encontrando que dicho miRNA inhibe al oncogen
homologo G de fibrosarcoma aviar musculo aponeurdtico (MAFG, por sus siglas en inglés)
regulador transcripcional de respuesta antioxidante. Los resultados de este estudio demostraron
que la mutacion del sitio de union en MAFG bloquea la union del miR-128 activandose la
expresion de MAFG. Dado que MAFG forma un heterodimero con NFR2 para incrementar la
capacidad antioxidante de las células, los autores de este estudio proponen que el miR-128 es un
regulador del EO a través de MAFG.

Otro miRNA que posee funcion en el evento del EO es el miR-21 capaz de inhibir la conversion
de superdxido a peréxido de hidrégeno por la interaccion directa con la proteina superéxido
dismutasa 3 (SOD3) Zhang et al., (2012). En un estudio realizado por Zanotti et al., (2015) se
cuantifico el miRNA-21 en biopsia muscular de sujetos con DMD de 1-8 afios (n = 14) y en un
grupo de sujetos control pareados por edad (n = 11), encontrando que los niveles del miR-21 se
encuentran elevados en los pacientes con DMD, lo que indicaria un acumulo de superoxido; sin

embargo, a la fecha no se sabe si este miRNA se encuentra en circulacion.
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Aunque se han propuesto otros miRNAs (miR-26b, miR-301b y miR-224) asociados al EO, no se
ha demostrado de manera experimental su posible participacion en el musculo esquelético. Basado
en lo anterior, a continuacion, solo decidimos describir a los miR-144, miR-128 y miR-21 ya que
cuentan con la evidencia experimental que sustenta su presencia en el musculo esquelético. Sin
embargo, a la fecha se desconoce si estos mMiRNAs guardan una relacion con el dafio muscular en
los pacientes con DMD vy si su expresion se modifica en los pacientes con diferente dafio muscular
de la distrofia. No obstante, el inico miRNA asociado a EO, el cual se ha detectado desregulado
en la DMD es el miR-31.

4.2. MiRNAs del EOy la DMD.

Greco et al., (2009) realizaron un estudio para identificar los miRNAs expresados en biopsias de
musculo esquelético. El estudio incluyd pacientes con DMD (n = 12) en un rango de edad de 1.6
+ 1.2 afios, asi como un grupo control de nifios clinicamente sanos (n = 10) en un rango de edad
de 2.1 £ 2.5 afios. Los hallazgos de esta investigacion mostraron que 11 miRNAs se encontraban
desregulados, entre ellos miR-31, el cual se detectd sobre expresado en el tejido muscular de los

pacientes con DMD.

Russell et al. (2013) encontraron una disminucion del miR-31 en biopsias de musculo esquelético
de sujetos sanos después de realizar actividad fisica. Ademas, observaron una asociacién negativa

entre la cantidad del miR-31 y la expresion proteica de NRF1.

El avance en el analisis de los miRNAs también ha tenido un impacto en la identificacion de éstos
en la DMD. Importantemente, la mayoria de los estudios en la DMD reportan la presencia (en
biopsias musculares y/o en circulacion) de algunos miRNAs asociados a regeneracion y/o
degeneracion muscular, dichos miRNAs son principalmente miR-1, miR-133 y miR-206 y se han
propuesto como biomarcadores, sin embargo, se requieren profundizar para consolidar las
evidencias para describir un panel de miRNAs involucrados en el dafio muscular en diferentes
etapas de la enfermedad. Estos miRNAs han sido los mas ampliamente estudiados en la DMD por

lo cual se han denominado distromiRs y se describen a continuacion.
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4.3. Establecimiento de los distromiRs en la DMD.

Las células satélites son la fuente principal de nuevos mionucleos para el crecimiento de miofibras
debido a su capacidad de proliferacién y diferenciacion (Zammit et al., 2006). La formacion de
miofibras nuevas esta regulada entre otras cosas por factores de transcripcion maestros como Pax
7y factores reguladores miogénicos (Von Matzahn et al., 2013). Pax7 tiene motivos especificos
para activar la expresion de genes asociados a la regulacion de proliferacion y diferenciacion de
las células satélite (Soleimani et al., 2012). Pax7 es un gen blanco del miRNA-1 y miR-206, la
unién de estos distromiRs a los motivos de Pax7 resulta en la disminucion de la expresion de este
factor de transcripcion impactando en la correcta regeneracion muscular, asi que, la inhibicién de
ambos distromiRs incrementa los niveles de Pax7 y la proliferacion de células satélite (Chen et
al., 2010).

Por otro lado, el distromiR-133 reprime la expresion de SRF, un factor de transcripcion que
aumenta la expresion de miR-1 y miR-133. miR-133 suprime la proliferacion de mioblastos y

promueve la diferenciacion celular por regulacion de MAPK (Liu et al., 2011; Feng et al., 2013).

Zaharieva et al., (2013) analizaron los miRNAs miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-206 y miR-31
en suero de 16 pacientes no ambulatorios con DMD de 10-17 afios y de un grupo de 14 sujetos
sanos de 3-16 afios. Los resultados de este estudio mostraron niveles elevados de los distromiRs;
miR-1, miR-206, miR-133a y miR-133b; pero miR-31 no alcanzé diferencias significativas en los
pacientes con DMD en comparacién con los sujetos sanos. Consistentemente, Matsuzaka et al.,
(2014) y Hu et al., (2014) también encontraron elevados estos miRNAs en el suero de 5 pacientes
con DMD (5 a 18 afios); sin embargo, no encontraron diferencias con respecto a su grupo control
en los niveles de los mMiRNASs en 7 pacientes con DMD de mayor edad (27 a 31 afios) (Figura 1).

En ese mismo afio, otro grupo de investigacion observo resultados similares en los miRNAs
circulantes ya mencionados, siendo la edad de los sujetos de estudio de 7.88+1.86 afios en un grupo
de 39 pacientes con DMD y de 7.79 + 2.12 en el grupo de 6 sujetos control (Hu et al., 2014). En
este mismo estudio se observo una asociacion inversa entre los niveles de los miRNAs miR-1 (r =
-0.40 p = 0.02) y miR-206 (r = -0.43 p = 0.01) con la fuerza muscular medida por extension de

rodilla.
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Asimismo, Li et al. (2014) ademéas de comprobar que los miR-1, miR-133a y miR-206 estan
aumentados en suero de pacientes con DMD, encontraron otros tres miRNAs asociados a la
proliferacion, diferenciacion, y regeneracion muscular que también se encuentran aumentados en
el suero de pacientes con DMD: el miR-499 (se encuentra en fibras musculares de contraccion
muscular lenta'y en el masculo cardiaco) y el miR-208a (se localiza en el musculo cardiaco), y el
miR-208b (se encuentra en fibras musculares de contraccion muscular lenta), comparando un
grupo de 52 pacientes con DMD menores de 6 afios con un grupo control de 23 sujetos sanos

menores de 6 afios.

miR-206
Células satélite Mioblastos _l_ Miocitos
- V-
Pax7 Pax7 ’ '[
MyoD Proliferacibn

T MiR-133 i

miR-1 Miofibra sin distrofina
) R =
S OO A" T 300000000
T codocccoscssde
’ miR-144 miR-128 miR-21

miR-31
G_BFD _— 0).-
NRF2 MAFG SOD

o T T 2000COOTOOOOCOTOOOROTOTOOOO
ooom.- . - . ':'; 2 -
, .3. Células inflamatorias

Figura 1. MiRNAs asociados con el proceso de regeneracion muscular y el EO en
la DMD. MAFG = oncogen homologo G de fibrosarcoma aviar musculo aponeurético;
Nrf2 = Factor nuclear eritroide 2; SOD = Superdxido dismutasa; G6FD = Glucosa -6-

fosfato deshidrogenasa; MyoD = Proteina 1 de diferenciacion miogénica.
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La informacién que hemos descrito indica que los distromiRs estan asociados al proceso de
regeneracion muscular, por lo que, el andlisis bioinformético (in silico) nos podria proporcionar
informacidn acerca de los posibles blancos de los distromiRs que participen en el EO. Actualmente
se ha propuesto que los miRNAs son uno de varios factores importantes que regulan la

fisiopatologia de la enfermedad.

Aunque los miRNAs pueden tener varios genes blancos impactando en diferentes vias de
sefializacion, en las bases de datos existen registros de la afinidad entre miRNAS y sus genes

blancos, lo que permitiria seleccionar sélo aquellos involucrados en el EO (Bentwich, 2005).
4.4. Liberacion de miRNAs a circulacion en la DMD.

El proceso de liberacion de miRNAs es importante para interpretar la relevancia clinica de sus
niveles alterados en circulacion. Inicialmente se asumia que los mMiRNAs circulantes eran liberados
de fibras dafiadas; sin embargo, se ha mostrado que no necesariamente todos los miRNAs se
comportan de esa forma (Coenen-Stass et al., 2017). Por ejemplo, la expresion del miR-1y miR-
133 disminuye en el masculo esquelético del raton mdx y estd elevado en suero, pero no se ha
considerado si esta diferencia estd dada por el dafio muscular. Sin embargo, el miR-206 esta
elevado en musculo y también en el suero del raton mdx (Roberts et al., 2012). Lo anterior sugiere
que la liberacion podria ser selectiva para ejercer su funcién de manera endocrina, aunque esto no

se ha confirmado (Coenen-Stass et al., 2017).

Con base en la literatura sobre los miRNAs, se ha propuesto un modelo, en el cual se sugiere que
los miotubos que se encuentran en diferenciacion, secretan miRNAs para activar a células satélite
y entonces amplificar la respuesta regenerativa e incluso facilitar la comunicacion entre otro tipo
de células como células de sistema inmune, miofibroblastos y progenitores fibroadipogénicos.
Asimismo, los autores proponen que dichos miRNAs pueden ser liberados a circulacion (Coenen-
Stass et al., 2017).
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5. JUSTIFICACION

Con base a la informacion anterior, proponemos primeramente identificar si la expresion de los
distromiRs (miR-1-3p, MiR-133a-3p, miR-206) y los miRNAs REO (miR-21-5p, miR-31-5p,
miR-128-3p, miR-144-3p) se asocian con el dafio muscular. Dicho abordaje nos permitird
proponer si los mMiRNAs estéan relacionados con la fisiopatologia de la enfermedad para saber si su
expresion permite dar seguimiento al avance de la enfermedad. Ademaés de que podrian proponerse
como moléculas diana a nivel de regulacion genética en intervenciones terapéuticas en pacientes
con DMD.

Por otro lado, una de las observaciones mas importantes reportada por diferentes grupos de
investigacion que proponen nuevos tratamientos para la DMD es que deben evaluar integramente
la efectividad de los tratamientos en los diferentes mecanismos de la fisiopatologia de la
enfermedad; destacando como principal interés el patron de miRNAs circulantes presentes en

pacientes con DMD como lo sefiala Coenen-Stass et al. (2017).

Con base en todo lo anterior, las bases moleculares del EO en la DMD no se han dilucidado
completamente por lo que contribuir en el estudio de las moléculas de EO en la DMD resulta de
importancia para conocer mas sobre dichos mecanismos en la fisiopatologia de la enfermedad que
permita generar evidencia solida para impactar de manera mas eficiente sobre la terapia a nivel de

antioxidantes en la DMD.

20



6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general.

Determinar si los distromiRs (miR-1-3p, miR-133a-3p, miR-206), los miRNAs relacionados a
estrés oxidativo (REO) (miR-21-5p, miR-31-5p, miR-128-3p, miR-144-3p) y los marcadores de

estrés oxidativo circulantes se asocian con el dafio muscular de los pacientes con DMD.
6.2. Objetivos particulares.

e Analizar si hay diferencias en la expresion de los distromiRs y los miRNAs REO circulantes
en pacientes con DMD que presentan diferente grado de dafio muscular y edad.

e Determinar si la expresion de los miRNAs estd asociada con los parametros de dafio
muscular.

e Determinar si la expresion de los miRNAs estad asociada con los parametros
antropométricos, los indicadores metabolicos, la actividad fisica y la frecuencia del
consumo de alimentos.

¢ Identificar mediante un analisis in silico, los genes blancos asociados al EO de los miRNAs
de estudio.

e Analizar si hay diferencias en las concentraciones plasmaticas de los marcadores
antioxidantes (Nrf2 y glutation) y los marcadores de dafio oxidativo (MDA y proteinas
carboniladas) en pacientes con DMD diferente grado de dafio muscular.

e Determinar si la concentracion plasmatica de los marcadores antioxidantes (Nrf2 vy
glutation) asi como de dafio oxidativo (MDA y proteinas carboniladas) esta asociada al
dafio muscular.

e Determinar si la concentracion plasmaética de los marcadores antioxidantes (Nrf2 y
glutation) asi como de dafio oxidativo (MDA vy proteinas carboniladas) esta asociada a los
parametros antropométricos, los parametros metabdlicos, la actividad fisica y la frecuencia

de consumo de alimentos de los pacientes con DMD.
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7. METODOLOGIA

7.1. Caracteristicas del estudio.

El estudio fue descriptivo, observacional, transversal y prospectivo. Se llevo a cabo en la Unidad
de Investigacion Médica en Nutricion (UIMN) de la Unidad Médica de Alta Especialidad (UMAE)
Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund” del Centro Médico Nacional Siglo XXI (CMN-
SXXI), Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).

7.2. Sujetos de estudio.

Veintinueve pacientes de 3 a 15 afios con DMD fueron reclutados de 3 hospitales de la Ciudad de
Meéxico: UMAE Hospital de Pediatria del CMN-Siglo XXI, UMAE Hospital General “Dr.
Gaudencio Gonzalez Garza” del CMN-La Raza (IMSS) y del Instituto Nacional de Rehabilitacion

“Luis Guillermo Ibarra Ibarra” de la Secretaria de Salud (SS).
7.3. Criterios de inclusién de los sujetos de estudio.

Los criterios de inclusion fueron los siguientes: 1) Pacientes con diagnostico clinico y molecular
de DMD, este Gltimo por reaccion maltiple en cadena de la polimerasa (PCR multiplex, por sus
siglas en inglés) o por amplificacion de sondas dependientes de ligandos multiples (MLPA, por
sus siglas en inglés). 1l) Carta de consentimiento informado firmada por los padres de cada
paciente, donde aceptan que su representado participe en el proyecto de investigacion (Anexo 2).
I11) Asentimiento de los pacientes < 8 afios o carta de asentimiento para los pacientes > 8 afios,
donde el paciente sefiala que acepta participar en el proyecto de investigacion (Anexo 3). IV) Que
los pacientes no se encontraran en tratamiento con corticosteroides u otros antiinflamatorios. V)

Que los pacientes no consumieran suplementos alimenticios antioxidantes.
7.4. Procedimientos el dia de la cita del paciente.

Se programo una cita en ayuno de 12 horas para cada paciente en la UIMN de la UMAE Hospital
de Pediatria del CMN-SXXI, IMSS. Se colectd6 una muestra sanguinea de 3mL en un tubo
Vacutainer™ con gel separador y otra muestra sanguinea de 3mL en un tubo Vacutainer™ con

EDTA como anticoagulante.
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Ambos tubos se centrifugaron a 3500 rpm (12 cm de radio del rotor) por 10 minutos a 5°C para la
obtencion del suero y del plasma, respetivamente en cada tubo. El plasma y suero sanguineo se
alicuotaron en tubos viales (AXYGEN® 1500uL, Reynosa, México) que se almacenaron a -70°C

hasta su uso.

En el suero se midio la expresion de los distromiRs, la expresion de los miRNAs REO, los
pardmetros enzimaticos de dafio muscular y los parametros metabolicos. En el plasma se midieron

los marcadores circulantes de dafio oxidativo y antioxidantes.

Después de tomar la muestra de sangre, se midieron los parametros clinicos de dafio muscular
(escalas de funcion y fuerza muscular), y se registraron las medidas antropométricas. Finalmente,
los padres de los pacientes respondieron un cuestionario de datos generales, de actividad fisica y
un cuestionario semicuantitativo de frecuencia de consumo de alimentos. Los detalles de la

informacion anterior se describen mas adelante.
7.5. Grupos de estudio.

Para alcanzar los objetivos propuestos, los pacientes con DMD se clasificaron de dos maneras: En
funcién de la ambulacion (pacientes ambulatorios y pacientes no ambulatorios) y en funcion de la

edad (<9 afios y >9 afios).
7.6. Extraccion y cuantificacion de los miRNAs circulantes.
7.6.1. Extraccion del RNA total.

El RNA total se extrajo de una muestra de 200 puL de suero mediante el kit miRNeasy
Serum/Plasma Kit (QIAGEN®, Hilden, Alemania). EI RNA total fue cuantificado en un
espectrofotometro EPOCH 2 Microplate (BioTek Instruments, Inc. Vermont, EUA) que utiliza el
Softwere Gen5™ (BioTek Instruments, Inc. Vermont, EUA) para la coleccion de datos y el anélisis

de estos.
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7.6.2. Sintesis del cDNA.

El cDNA se sintetizo por retrotranscripcion con el Kit TagMan® MicroRNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems®, California, EUA) utilizando primers individuales de tipo “stem-loop”
para los distromiRs hsa-miR-1-3p, hsa-miR-133a-3p y hsa-miR-206, los miRNAs REO hsa-miR-
21-5p, hsa-miR-31-5p, hsa-miR-128-3p, hsa-miR-144-3p y para el control de normalizacion U6
snRNA (Applied Biosystems® California, EUA) (Tabla 1). Las reacciones se realizaron en un
termociclador MultiGene OptiMax Thermocycler (Labnet International, Inc. Nueva Jersey, EUA)
con las siguientes instrucciones de programacién: 30 minutos a 16 °C, 30 minutos a 42 °C, 5

minutos a 85 °C y 5 minutos a 4 °C.

Tabla 1. MiRNAs circulantes analizados.

Identificador del ensayo en Identificador en . )
Applied Biosystems® iRBase NUmero de acceso en miRBase
MiRNAs analizados
2222 hsa-miR-1-3p MIMATO0000416
0397 hsa-miR-21-5p MIMATO0000076
2279 hsa-miR-31-5p MIMATO0000089
2216 hsa-miR-128-3p MIMATO0000424
2246 hsa-miR-133a-3p MIMATO0000427
2676 hsa-miR-144-3p MIMATO0000436
0510 hsa-miR-206 MIMATO0000462
Control de normalizacion
1973/ U6 snRNA - -

7.6.3. Ensayos de Amplificacion por PCR.

La amplificacion de la PCR fue realizada a partir de 1.33uL de cDNA, 10uL de TagMan®
universal PCR Master Mix (Applied Biosystems®, California, EUA), 7.67uL de agua libre de
nucleasas y 1pL del primer TagMan® MicroRNA Assay (20X) especifico para cada miRNA

analizado.
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Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador LightCycler® Nano (Roche®
Indianapolis, EUA) con las siguientes instrucciones de programacion: Incubacion a 50°C por 2
min, activacion de la DNA polimerasa a 95°C por 10 min, desnaturalizacion del material genético

a 95°C por 15s y la extension a 60°C por 60s (40 ciclos).

Para la normalizacién de los datos se utiliz6 como control al SnARNA U6 y para el anélisis de
expresion de los miRNAs de estudio se aplicé la formula de 2°°¢,

7.7. Parametros de dafno muscular.

7.7.1. Funciony fuerza muscular.

Los genetistas colaboradores de esta investigacion realizaron las mediciones de la funcion y la
fuerza muscular en los pacientes utilizando diferentes escalas (Anexo 4). La funcion muscular de
las extremidades inferiores fue estimada con la escala de Vignos (Vignos & Archibald, 1960) y la
escala del Sistema de Clasificacion de la Funcion Motora Gruesa (SCFMG) (Palisano et al., 1997).
La escala de Vignos tiene un puntaje minimo de 1 y un puntaje maximo de 10; mientras que la
escala del SCFMG tiene un puntaje minimo de 1 y un puntaje maximo de 5. Para ambas escalas,

el puntaje mayor representa el peor grado de funcién muscular.

La funcion muscular de las extremidades superiores fue estimada con la escala de Brooke que tiene
un puntaje de 1-6 (Brooke et al., 1981). El puntaje mayor de esta escala representa el peor grado

de funcién muscular.

Para estimar la fuerza muscular se utilizo la escala del Medical Research Council (MRC, por sus
siglas en inglés) (Compston, 1942) que considera la fuerza de 13 grupos musculares. La escala
considera un puntaje de 0-5 para cada grupo muscular evaluado siendo el puntaje mayor el que
indica una mayor fuerza muscular. El porcentaje total de fuerza muscular se obtuvo con la

siguiente ecuacion referida por Scott et al. (1982):

( Sumatoria de los puntajes de fuerza muscular)(100)

F lar total (%) =
uerza muscular total (%) (Numero de grupos musculos evaluados)(5)
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7.7.2. Paradmetros enziméaticos de dafo muscular.

Se determind la concentracion de la creatina fosfocinasa (CPK, por sus siglas en inglés) (U/L) por
ensayo inmunomeétrico quimioluminiscente con un kit comercial (SPINREACT, Girona, Espafia).
La concentracion de las transaminasas alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST) se determind con kits enzimaticos colorimétricos (SPINREACT, Girona,
Espafa). Las tres moléculas se midieron en un analizador clinico SPIN 120 (SPINREACT, Girona,

Esparfia).
7.8. Parametros antropomeétricos.

Un nutriélogo colaborar de esta investigacion registrd la edad (afios) y realiz6 las mediciones
antropométricas de talla y peso (Anexo 5). La talla (cm) de los pacientes ambulatorios se midi6
con un estadimetro de pared calibrado (Seca®) y la talla de los pacientes no ambulatorios se
determind con una cinta ergonémica (Seca®201) en posicion dectibito supino (Adams et al., 2010).
El peso de todos los pacientes fue medido con una bascula silla (Seca® 954). Con estos datos se
calculd el percentil del indice de masa corporal (IMC) con base a las curvas de crecimiento para
nifios (2-20 afios) de los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus
siglas en inglés) (CDC, 2000).

7.9. Indicadores metabdlicos.

La concentracion circulante de la glucosa (mg/dL), del colesterol total (mg/dL) y de los
triacilgliceroles (mg/dL) se cuantifico mediante ensayos inmunométricos quimioluminiscentes
con kits comerciales (SPINREACT, Girona, Espafia) en un analizador clinico SPIN 120
(SPINREACT, Girona, Espafia). La concentracion de las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL-C, por sus siglas en inglés) fue estimada con la ecuacion de Friedewald (Hata y Nakajima,
1986).

La concentracion de la insulina (uU/mL) se midi6 con un kit comercial (Linco Research, Missouri,
EUA) y el modelo homeostéatico de evaluacion de resistencia a la insulina (HOMA-IR, por sus

siglas en ingles) (Matthews et al., 1985) se calculé utilizando la siguiente ecuacion:
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(WU /mL de insulina en ayuno)(mmol/L de glucosa en ayuno)

HOMA — IR = 525

7.10. Parametros de actividad fisica.

Los parametros de actividad fisica que se registraron fueron la frecuencia de las sesiones de la
terapia fisica (sesiones / semana) y la actividad fisica durante los 7 Gltimos dias previos a la cita.
Para este ultimo parametro, se aplico el cuestionario de actividad fisica (PAQ-C, por sus siglas en
inglés) (Kowalski et al., 2004).

El PAQ-C se adapt6 a la poblacion infantil mexicana con DMD ya que no existia en la literatura
una herramienta disefiada previamente (Anexo 6). El cuestionario es un recordatorio de 7 dias
compuesto de 9 items que adquieren un puntaje del 1 al 5. El cuestionario fue respondido por los
padres o tutores. Para disminuir el sesgo de la informacién, se aclar6 previamente a los tutores y a

los pacientes que el cuestionario no era una examinacion con fin medico si no de investigacion.

El puntaje final del cuestionario PAQ-C se obtuvo a partir de la media del valor asignado a cada
uno de los 9 items que conforman el cuestionario. Dicho puntaje final puede adquirir un valor del

1 al 5. Donde 1 indica actividad fisica baja mientras que 5 indica actividad fisica elevada.
7.11. Frecuencia de consumo de alimentos antioxidantes.

Para la evaluacion de la frecuencia de consumo de alimentos antioxidantes (FCAA) se utiliz6 un
cuestionario de frecuencia del consumo de alimentos que aplicé un nutridlogo del equipo de
trabajo a los tutores de los pacientes. El cuestionario fue disefiado por el Instituto Nacional de
Salud Publica de México (ENSANUT, 2016). Durante la aplicacion del cuestionario, se les pidid
a los padres de los pacientes recordar la frecuencia de consumo de 188 alimentos que sus hijos
hayan ingerido. Los alimentos estan categorizados en 12 grupos: 23 vegetales, 27 frutas, 14
productos de leche y productos lacteos, 9 pescados y mariscos, 14 carnes rojas, 9 carnes blancas,
7 leguminosas, 26 cereales y tubérculos, 19 aceites y grasas, 15 azucares, 12 bebidas y 13 antojitos

mexicanos y comida rapida (Anexo 7).
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La frecuencia de consumo de cada alimento (veces/dia) se calculé de acuerdo con Zotor et al.,
(2012). Las veces de consumo/dia fueron transformados semi cuantitativamente de la siguiente
manera: ninguna o pocas veces/afio se convirtio a 0 veces/dia, una vez/mes se convirtio a 0.033
veces/dia, 2-3 veces/mes se convirtio a 0.083 veces/dia, una vez/semana se convirtié a 0.143
veces/dia, 2-4 veces a la semana se convirtié a 0.429 veces/dia, 5-6 veces por semana se convirtié
a0.786 veces/semana, 1 vez/dia se mantuvo igual y 2 o0 mas veces/dia fue convertido a 2 veces/dia.

Para la seleccion de los alimentos con capacidad antioxidante se tomo en cuenta su capacidad

antioxidante total reportada en la literatura (Carlsen et al., 2010).

7.12. Analisis in silico de la prediccion de los genes blancos relacionados con estrés
oxidativo (REO).

Para la identificacion de los genes blanco REO, primeramente, se generd una lista de los genes
blanco de los 7 miRNAs de interés desde la plataforma miRDB http://mirdb.org/ (Wong & Wang,
2015) considerando solo las interacciones de los genes blanco-miRNAs con un valor de target
score > 80. Posteriormente, de la lista generada de genes blanco, se identific exclusivamente a
los genes asociados a EO a través de la plataforma Mouse Genome Database
(http://www.informatics.jax.org/) considerando como criterios de blsqueda: respuesta a EO,

actividad antioxidante y especies reactivas de oxigeno.
7.13. Marcadores circulantes de respuesta antioxidante.

Como marcadores circulantes de respuesta antioxidante se midio la concentracion de glutation y

del factor de transcripcion de respuesta antioxidante Nrf2.
7.13.1. Glutation.

La determinacion de la concentracion de glutation (UM) se realizé en un volumen de 50 pL de
plasma sanguineo a través del ensayo colorimétrico Glutathione Assay Kit (Cayman Chemical
Company, Michigan, EUA) que utiliza una curva estandar (0 - 16 puM) para calcular la
concentracion del glutation a partir de la medicién de la absorbancia de las muestras a 410 nm. El

coeficiente de variacion del ensayo es de 1.6%.
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7.13.2. Nrf2.

La determinacion de la concentracion de N (pg/mL) se realiz6 en un volumen de 100 pL de plasma
sanguineo a través del ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en
inglés) Human NRF2 ELIZA Kit (RayBiotech, Inc, Atlanta, EUA) que utiliza una curva estandar
(0 - 10000 pg/mL). La medicion de la absorbancia de las muestras se realiz6 a 450 nm. El
coeficiente de variacion del ensayo es <1.6%.

7.14. Marcadores circulantes de dano oxidativo.

Como marcador de oxidacion lipidica se midié la concentracion de malondialdehido (MDA) y de
las proteinas carboniladas.

7.14.1. Malondialdehido.

La determinacion de la concentracion de MDA (UM) se realiz6 en un volumen de 100 pL de
muestra de plasma sanguineo a través del ensayo colorimétrico de sustancias reactivas al acido
tiobarbitdrico (TBARS, por sus siglas en inglés) TBARS (TCA Method) Assay Kit (Cayman
Chemical Company, Michigan, EUA) que emplea una curva estandar (0 - 50 uM) para calcular la
concentracion de MDA a partir de la medicién de la absorbancia de las muestras a 535 nm. El

coeficiente de variacion del ensayo es de 2.5%.
7.14.2. Proteinas carboniladas.

La determinacion de la concentracion de las proteinas carboniladas (nmol/mL) se realiz6 en un
volumen de 200 pL de plasma sanguineo a través del ensayo colorimétrico Protein Carbonyl
Colorimetric Assay Kit (Cayman Chemical Company, Michigan, EUA) que utiliza una muestra
problema y una muestra control para calcular la concentracion de proteinas carboniladas a partir
de la absorbancia medida en las muestras a 370 nm. EIl coeficiente de variacion del ensayo es de
8.5%.
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7.15. Andlisis estadisticos.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa SPSS version 24 (Nueva York, EUA)
y un valor de p < 0.05 se aceptdé como estadisticamente significativo. La distribucion de los datos
de cada una de las variables se evalu6 con la prueba de Shapiro-Wilk. Los datos que mostraron
una distribucién normal se presentan como media + desviacion estandar (DE) y los datos que no

mostraron una distribucion normal se presentaron como mediana (minimo, maximo).

La comparacion de las variables de interés entre los pacientes ambulatorios y los pacientes no
ambulatorios se realiz6 mediante unas pruebas t de Student para los datos que mostraron una
distribucion normal o mediante unas pruebas de U de Mann Whitney para los datos con
distribucion no normal. Las correlaciones bivariadas se realizaron a partir de los coeficientes rho

de las correlaciones de Spearman en funcién de la distribucion no normal de los datos.

Los modelos lineales generales univariados (MLGU) se realizaron para cada uno de los miRNAs
de estudio para conocer si los parametros de dafio muscular, los parametros antropométricos, los
pardmetros metabolicos, la actividad fisica y la frecuencia del consumo de alimentos son
predictores de los niveles circulantes de los miRNAs analizados. La significancia estadistica esta
representada por (*) para valores de p < 0.05, (**) para valores de p <0.01y (***) para los valores
de p <0.001.

7.16. Aspectos éticos.

Este protocolo fue disefiado por la Dra. Maricela Rodriguez Cruz y el M en C. Tomas Almeida
Becerril y autorizado el 14 de agosto de 2018 por el Comité Nacional de Investigacion Cientifica
del IMSS (R-2018-785-089). La planeacién y la ejecucion del proyecto de estudio se apegaron a
la Declaracién de Helsinki en relaciéon con la investigacion médica en humanos y las guias del

Comité de Investigacion Cientifica del IMSS.
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7.17. Tipo de riesgo.

Con base en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud,
Titulo segundo: De los aspectos éticos de la investigacion en Seres Humanos, Capitulo 1, Articulo
17, este estudio se encuentra en categoria de riesgo minimo debido a que la intervencidn clinica de
mayor riesgo que se realizard en la poblacién de estudio es la extraccion de sangre por puncion
venosa que no rebasa el 2% del volumen circulante y se realiz6 en una poblacién con DMD de 2 a
15 afios (Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, en

Linea).
7.18. Beneficios de participacion.

Los beneficios fueron: 1) El diagndstico molecular de la DMD, 2) Las pruebas bioquimicas
(glucosa y perfil de lipidos) y 3) Diagndstico del estado de nutricion y recomendacion dietaria con

base a los resultados de las medidas antropométricas del paciente con DMD.
7.19. Principios éticos.
7.19.1. Carta de consentimiento y carta de asentimiento.

Se les explico de manera detallada a los pacientes y padres/tutores, en qué consistié el estudio, las
maniobras que se realizarian a los sujetos de estudio el dia de la cita en el laboratorio, los riesgos
y los beneficios otorgados; con un lenguaje entendible y se aclar6 cualquier duda que ellos tenian.
Si aceptaban la participacion de su hijo en el estudio, se les solicitaba que firmaran la carta de

consentimiento (Anexo 2) y que el paciente firmara la carta de asentimiento (Anexo 3).
7.19.2. Confidencialidad de la informacion de los pacientes.

Toda la informacion personal se manejé bajo estricta confidencialidad y privacidad siendo utilizada
exclusivamente para fines de este estudio. Las muestras biologicas fueron etiquetadas con un

cddigo alfanumérico para que las etiquetas no revelaran el nombre del paciente.
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7.19.3. Riesgos.

Los riesgos durante la toma de muestra de sangre que se pudieron haber presentado fueron el dolor
y la formacién de un hematoma en el sitio de la puncion. Durante la toma de muestra sanguinea se

contd con un meédico para atender potenciales eventos respiratorios, nauseas 0 mareos.
7.20. Aspectos de bioseguridad.

Debido a que en esta investigacion se tomaron muestras de sangre se considera que tiene
implicaciones de bioseguridad ya que se corria el riesgo de que dichas muestras pudieran ser
material infectocontagioso. Asi que, se tiene el conocimiento del manejo de los residuos biolégicos
generados en la investigacion y se realizaron los procedimientos adecuados para su desecho en
contenedores especificos para su retiro por parte del Instituto.
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8. RESULTADOS

8.1. Diagnéstico clinico y molecular de la DMD.

Los médicos genetistas registraron la edad de la aparicion de los primeros sintomas, la edad de la
pérdida de la ambulacion, los niveles de CPK circulantes, la presencia de pseudohipertrofia en
gastrocnemios y la presencia o ausencia del signo de Gowers de los pacientes. Dicha informacion
clinica, el analisis molecular del gen DMD o la expresion de la proteina distrofina asi como la
prediccion de la pérdida del marco de lectura del gen DMD (Plataforma Reading-Frame Checker
version 1.9) (Aartsma et al., 2006) permitieron el diagndstico clinico y molecular de los 29
pacientes con DMD que participaron en esta investigacion.

En lo que concierne al diagndstico clinico, de los 29 pacientes, 23 eran ambulatorios y 6 no
ambulatorios al momento del diagnostico. Respecto a la CPK en circulacion, todos los pacientes
mostraron concentraciones mayores al limite superior del intervalo de la concentracién normal de
CPK (20-200 U/L) (Basheer et al., 2017). Este marcador de dafio muscular se encontré elevado
desde 27 veces en el paciente 22 (5380 U/L) hasta 162 veces en el paciente 23 (32346 U/L).
Ademas, todos los pacientes tenian pseudohipertrofia en gastrocnemios, asi como un signo de

Gowers positivo al momento del diagnostico clinico (Tabla 2).

Respecto al diagndstico molecular de los 29 pacientes, 4 tuvieron un diagnéstico por ausencia de
la expresidn de la proteina distrofina en biopsia muscular. En los otros 25 pacientes se identifico
que 23 de ellos presentaban eliminacion exdnica como variante patogénica mientras que 2
pacientes mostraron duplicacion exonica. La region del gen en la que predominaron las mutaciones
se localiza entre los exones 45-55. Ademas, 23 pacientes mostraron pérdida del marco de lectura

del gen DMD y 2 mostraron conservacion (Fig. 2).
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con DMD.

Paciente Edad (afios) de CPK Pseudohipertrofia Signo
(U/L) de de
gastrocnemios Gowers
Inicio Diagnéstico
de sintomas molecular

Pl 1 3 14300 + +
P2 2 2 20752 ni +
P3 4 4 14522 + +
P4 2 5 23352 ni +
P5 <1 6 15531 + +
P6 3 5 7784 + +
P7 2 2 12213 + +
P8 3 6 20100 + ni
P9 3 5 10736 ni ni
P10 1 2 11496 ni +
P11 <1 5 15670 ni +
P12 4 9 14265 + +
P13 4 8 6650 + +
P14 4 7 8668 ni +
P15 3 6 18827 + +
P16 <1 2 8951 ni +
P17 4 9 9028 + +
P18 <l 7 11741 + +
P19 2 3 18601 ni ni
P20 7 8 17022 + +
P21 3 8 14334 + +
P22 4 12 5380 + ni
P23 4 6 32346 + ni
P24 2 5 9140 + +
P25 5 8 13850 + +
P26 3 10 14567 + +
P27 3 8 14625 + +
P28 1 6 20550 + +
P29 3 9 7500 + +

CPK, Creatina fosfocinasa; ni, no se encontrd la informacion en el expediente clinico. El simbolo

de discapacidad indica pérdida de ambulacion.
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Marco de

Pacientes Secuencia exonica del gen DMD
lectura
e & e G T G T Y O 0 o T L S D T e R R B TR U T L S LB RRR TR R

P1 Amb. - - Eli 48,50 (mPCR) Pérdida
P2 Amb. = Eli 52(mPCR) Pérdida
P3 Amb. —_— Eli_45-47,50-52 (MLPA) Pérdida
P4 Amb. *
P5 Amb. Eli 1-67 (Sec.) Pérdida
P6 Amb. - Eli 50 (mPCR) Pérdida
P7 Amb. - Eli 48,50 (mPCR) Pérdida
P8 Amb. *
P9 Amb. Dup_46-61 (MLPA) Pérdida
P10 Amb. — Dup_53,54 (MLPA) Pérdida
P11 Amb. *
P12 No amb. Eli 51-52(mPCR) Conservacion
P13 No amb. — Eli 51-52(mPCR) Conservacion
P14  Amb. — Eli 45-52 (MLPA) Pérdida
P15  Amb. - — Eli 48,50-52(mPCR) Pérdida
P16 No amb. *
P17  Amb. - Eli 51 (MLPA) Pérdida
P18  Amb. — Eli 53-55(MLPA) Pérdida
P19 No amb. - Eli 44 (mPCR) Pérdida
P20  Amb. - - Eli 48,50 (mPCR) Pérdida
P21  Amb. —— Eli_45-52 (MLPA) Pérdida
P22 No amb. Eli 51-53 (MLPA) Pérdida
P23 No amb. - = — Eli 45, 48,50-52(mPCR) Pérdida
P24  Amb. = Eli 45(mPCR) Pérdida
P25  Amb. — Eli 46-51 (MLPA) Pérdida
P26  Amb. — Eli 10,11 (MLPA) Pérdida
P27  Amb. — Eli 48-52(MLPA) Pérdida
P28  Amb. — Eli 50-54 (MLPA) Pérdida
P29  Amb. — Eli 50-52 (MLPA) Pérdida

Figura. 2. Variantes patogénicas del gen DMD de la poblacion de estudio.
* Caracterizacion por ausencia de distrofina en biopsia muscular.
Amb, Ambulatorio; mPCR, PCR multiplex; MLPA, Amplificacion de sondas multiples ligadas; Sec, Secuenciacion; Eli,

— Eliminacion — Duplicacion

Eliminacién; Dup, Duplicacion.




8.2. Comparacion de la edad, los pardmetros clinicos y la frecuencia del consumo de
alimentos entre los pacientes ambulatorios y no ambulatorios con DMD.

Se analiz6 si habia diferencia estadistica en la edad, los parametros de dafio muscular, los
parametros antropométricos, los parametros metabolicos circulantes, los parametros de actividad
fisicay la frecuencia del consumo de alimentos entre los pacientes ambulatorios y no ambulatorios
con DMD.

La edad de la poblacién de estudio (N = 29) se encontré en un intervalo de 3 a 15 afios. Los
pacientes se dividieron en ambulatorios (n = 23) y no ambulatorios (n = 6). La edad fue
significativamente mayor (p < 0.001) en los pacientes no ambulatorios comparada con la edad de
los ambulatorios (Tabla 3).

Para evaluar el dafio muscular se incluyeron diversas escalas clinicas de funcion y fuerza muscular,
asi como enzimas séricas. Los puntajes de la funcion muscular en extremidades inferiores (Escalas
de Vignos y del SCFMG) y el puntaje de funcién muscular en extremidades superiores (Escala de
Brooke) fueron significativamente mas altos (p < 0.001) en los pacientes no ambulatorios
comparados con los pacientes ambulatorios. En el mismo sentido, el porcentaje de fuerza muscular
medido con la escala de MRC fue significativamente mas bajo (p < 0.001) en los pacientes no

ambulatorios con respecto a los ambulatorios.

Las concentraciones de las enzimas séricas CPK, AST y ALT que indican dafio muscular fueron
significativamente mas bajas (p < 0.001) en los pacientes no ambulatorios en comparacién con los

pacientes ambulatorios (Tabla 3).

Los pardmetros antropométricos como la altura y el peso corporal fueron significativamente méas
altos (p < 0.001 y p = 0.003, respectivamente) en el grupo de los pacientes no ambulatorios
comparado con el grupo de pacientes ambulatorios. El percentil del IMC para la edad no mostrd

diferencias (p = 0.127) entre los dos grupos de pacientes con DMD (Tabla 3).
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Los indicadores metabolicos considerados en este estudio fueron glucosa, insulina, indice HOMA-

IR, triacilgliceroles, colesterol total y C-VLDL. Unicamente la concentracion de colesterol total

fue significativamente menor (p = 0.002) en los pacientes no ambulatorios comparados con los

ambulatorios (Tabla 3).

La actividad fisica estimada con el puntaje del cuestionario Pag-C fue méas baja (p < 0.001) en los

pacientes no ambulatorios en comparacion con los pacientes ambulatorios. En lo que respecta a la

actividad fisica en términos de las sesiones de terapia por semana, no se encontraron diferencias

significativas (p = 0.174) entre ambos grupos de pacientes comparados (Tabla 3).

Finalmente, en la frecuencia del consumo de alimentos categorizado por grupos de alimentos, no

se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) entre los grupos de estudio (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion de la edad, los parametros clinicos y la frecuencia de consumo de alimentos

entre los pacientes ambulatorios y no ambulatorios con DMD.

Ambulatorios No ambulatorios Valor de p
n=23 n==6

Edad (anos) 7.00 = 2.47 13.18 £1.30 <0.001
Parametros de daiio muscular

Escala de Vignos (puntaje) 3(12,4) 9(09,9) <0.001

Escala del GMFCS (puntaje) 2(L,2) 54,5) <0.001

Escala de Brooke (puntaje) 1(1,3) 3(2,4) <0.001

Fuerza muscular del MRC (%) 91 (75, 100) 71 (43,77)8 <0.001

CPK (U/L) 14691 + 6899 5842 + 1601 <0.001

AST (U/L) 207 + 68 98 + 19 <0.001

ALT (U/L) 258 (84, 650) 67 (58, 138) <0.001
Parametros antropométricos

Talla (cm) 112.97 + 14.88 149.48 + 14.09 <0.001

Peso corporal (kg) 19.05 (11.70, 48.80) 39.20 (22.20, 53.40)  0.003

IMC (Percentil) 28 (1, 97) 6 (1,77) 0.127
Parametros metabolicos

Glucosa (mg/dL) 84.96 + 7.30 87.17 +8.91 0.533

Insulina (MU/mL) 5.65(5.10,22.70) 1 5.7 (4.90, 7.60) 0.547

37



HOMA-IR 1.20 (0.99,4.65)%  1.16 (1.08, 1.87) 0.739

Triacilgliceroles (mg/dL) 134 (56, 326) 119 (80, 290) 0.726
Colesterol total (mg/dL) 157 (124, 264) 115 (108, 155) 0.002
C-VLDL (mg/dL) 27 (11, 65) 24 (16,58) 0.726
Parametros de actividad fisica
Pag-C (Puntaje) 242+081°F 1.46 £0.31 <0.001
Terapia fisica (s/s) 7(0,7) 1(0,2) 0.174
Frequencia del consumo de alimentos
Vegetales 0.24 (0.02,0.34)*  0.21 (0.14, 0.29) 0.977
Frutas 0.13(0.02,0.38)*  0.18 (0.11, 0.47) 0.157
Leche y productos lacteos 0.19£0.09* 0.19+0.13 0.943
Pescado y mariscos 0.02 (0, 0.10) % 0.06 (0, 0.13) 0.289
Carnes rojas 0.06 (0, 0.27) % 0.08 (0.02, 0.10) 0.376
Carnes blancas 0.10 (0.04,0.37)*  0.13 (0.06, 0.22) 0.755
Leguminosas 0.08 (0, 0.36) * 0.08 (0.16, 0.13) 0.932
Cereales y tubérculos 0.19 (0.07,0.45)%  0.23(0.20, 0.30) 0.140
Grasas animales y vegetales 0.14 £0.08* 0.18 £0.05 0.297
Azlcares 0.15 (0, 0.66) 0.18 (0.05, 0.46) 0.977
Bebidas 0.20+0.12* 0.22 £0.21 0.739

Antojitos mexicanos y comida rapida  0.05 (0.01, 0.26)*  0.04 (0.02, 0.11) 0.755

DMD, Distrofia muscular de Duchenne; GMFCS, Sistema de Clasificacion de la Funcion Motora
Gruesa; MRC, Medical Research Council; CPK, Creatina fosfocinasa; AST, Aspartato
aminotransferasa; ALT, Alanina aminotransferasa; IMC, Indice de masa corporal; HOMA-IR,
Modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina; C-VLDL, Colesterol de
lipoproteinas de muy baja densidad; Paq-C, Cuestionario de actividad fisica; s/s, Sesiones/semana.
Los datos se muestran como media + desviacion estandar o mediana (minimo, méximo). Prueba ¢
de Student para datos con distribucién normal y prueba U de Mann-Whitney para datos con
distribucién no normal. 'n =22, *n =21, = 18, 3n = 5.

Los datos de N de algunas variables cambian ya que no fue posible la obtencion de algunos datos

de los pacientes el dia de la cita o la muestra sanguinea fue limitante para las mediciones.
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8.3. DistromiRs y miRNAs REO circulantes en pacientes ambulatorios y no ambulatorios

con DMD y su correlacion con el dafio muscular.
8.3.1. DistromiRs.

Respecto al grupo de los distromiRs, se encontrd que la expresion en circulacion del miR-1-3p,
miR-133-a-3p y miR-206 fue significativamente menor (p < 0.05) en pacientes no ambulatorios
en comparacion con los pacientes ambulatorios (Figs. 3A-C). En relacion con la estratificacion de
los pacientes por su edad, la expresion de los distromiRs en los pacientes > 9 afios fue menor (p <

0.05) que en los pacientes < de 9 afios (Figs. 3D-F).

Se observo una correlacion negativa moderada entre la edad y todos los distromiRs (p < 0.05). El
puntaje de la escala de Vignos (funcién muscular en extremidades inferiores) correlacion6
negativamente con la expresion del miR-133a-3p (rho =-0.351, p =0.031). Sin embargo, la escala
del SCFMG (funcion muscular en extremidades inferiores) y la escala de Brooke (funcion
muscular en extremidades superiores) no mostraron correlacion significativa (p > 0.05) con la

expresion de los distromiRs circulantes de los pacientes con DMD (Tabla 4).

El porcentaje de fuerza muscular evaluado con la escala del MRC (extremidades superiores e
inferiores) mostré una correlacion positiva (p < 0.05,) con la expresion del miR-133a-3p (rho =
0.392) y del miR-206 (rho = 0.384). La concentracion de los marcadores séricos de dafio muscular
como CPK, AST y ALT correlacionaron positivamente (p < 0.05) con la expresion de los
distromiRs (Tabla 4).
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Figura 3. DistromiRs circulantes en pacientes con DMD con diferente grado de
dafio muscular. Figs. A-C, Comparacién de pacientes en estado ambulatorio (n = 23) y
no ambulatorio (n = 6). Figs. D-F, Comparacion de pacientes < 9 afios (n =19) y > 9
afios (n = 10). Pruebas U de Mann-Whitney. * p <0.05, ** p <0.01.
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8.3.2. MiRNAs REO.

La expresion de los miRNAs circulantes REO analizados fue significativamente més baja (p < 0.05)
en los pacientes no ambulatorios comparada con los pacientes ambulatorios (Figs. 4A-D). También,
la expresion de los miRNAs REO fue significativamente menor (p < 0.01) en los pacientes
distroficos > 9 afios comparados con los pacientes < 9 afios, excepto para la expresion del miR-31-
5p (p = 0.104) (Figs. 4E-H).

Se observo una correlacion negativa moderada entre la edad y los miRNAs REO (p < 0.05). El
puntaje de la escala de Vignos (funcion muscular en extremidades inferiores) correlacioné (p < 0.05)
con la expresion de los mMiRNAs miR-21-5p (rho = -0.392) y miR-128-3p (rho = -0.361) (Tabla 4).

El puntaje de la escala del SCFMG (funcion muscular en extremidades inferiores) correlaciono
significativamente (p = 0.047) con miR-21 (rho = -0.317). Aunque no se identificaron correlaciones
entre el puntaje de la escala de Brooke (funcion muscular en extremidades superiores) y los niveles
de miRNAs REO. El porcentaje de fuerza muscular medido con la escala del MRC (extremidades
superiores e inferiores) correlaciond significativamente (p < 0.05) con miR-21-5p (rho = 0.416),
miR-31-5p (rho = 0.319), miR-128-3p (rho = 0.369) y miR-144-3p (rho = 0.364) (Tabla 4).

Ademas, la concentracion circulante de CPK, AST y ALT correlaciond significativamente (p <0.05)
con la expresion de los miRNAs REO: miR-21-5p, miR-31-5p, miR-128-3p y miR-144-3p. (Tabla
4).

41



%k %k

* %k

—~

Ll

(eAnejad ugisaadxa 0T607)
dg-Tz-yiw

Ambulatorio No ambulatorio

)

<

(ennejas ugisaidxa 0T607)
ds-Tz-diw

ns

> 9 afios

Ambulatorio No ambulatorio

[} [}
® ° ) ...
el o
[ ] [ 1) [ ] .O" [ ]
[ X ]
o =) [} =) i) =)
s © 9 < T o
T (ennrejaa ugisaadxa 01607)
dg-Te-yiw
[ ]
® ° [ X 1 J
®
[ X ) °
@ [} [ 1] oo [ ] ° e o
o0
o0
1) S n S i) S
s oS & ¢ 5 o
m  (eaneas ugisaadxe 01607)

dg-Te-diw

anos

o
o0
. ° °®
*
*
°
() ee_ o
® 0 . .®lee®e °
°
— <) - o]

O (ennejad ugisaadxa 0T607)

Ambulatorio No ambulatorio

de-gzT-Hiw
[ I ) .0
*
*
..O [ X ] O.
® ® 00000 000000 ®
— =) ¢ o o

O/ (ennejas ugisaidxa 0T607)
de-gzT-"iw

=9

42



* ¥ * %

| L — |
D) 2 H) 2
TU\ [ ] —~ [ ]
2 14 E 1
K °® 3 ®e
(<5}
&= a2
T C LY i
< O < . i
E g 0 oo LAY :r' % 0 ° : °
x5 . x5 s, 8
= —ged i E 3 ® °
g -1 : ° = RE °®
g . g .
= ° (X < d o0
° ~ )
-21 Se T ee -21 °e
b ° b °
Ambulatorio No ambulatorio <9 afios > 9 afios

Figura 4. MiRNAs REO circulantes de pacientes con DMD con diferente grado de
dafio muscular. Figs. A-D, Comparacion de pacientes en estado ambulatorio (n = 23)
y no ambulatorio (n = 6). Figs. E-H, Comparacion de pacientes <9 afios (n=19)y > 9
afios (n = 10). Pruebas U de Mann-Whitney. * p <0.05, ** p <0.01, ns p > 0.05.

8.4. DistromiRs y miRNAs REO circulantes, y su correlacion con los parametros
antropométricos, metabdlicos, de actividad fisica y con la frecuencia del consumo de

alimentos de los pacientes con DMD.

La talla mostré una correlacion significativa (p = 0.006) con la expresion del distromiR miR-1-3p
(rho = -0.463) y con los miRNAs REO (p < 0.05) miR-21-5p (rho = -0.432), miR-31-5p (rho = -
0.324), miR-128-3p (rho = -0.389) y miR-144-3p (rho = -0.338). El peso corporal mostré una
correlacion significativa (p = 0.015) con la expresion del distromiR miR-1-3p (rho =-0.403) y con
la expresion de los miRNAs REO (p < 0.05) miR-21-5p (rho = -0.355) y miR-128-3p (rho = -
0.313). Sin embargo, el percentil de IMC correlacion6 (p = 0.048) solamente con el miR-133a-3p
(rho = 0.315) (Tabla 4).

Respecto a los parametros metabolicos, la concentracion de insulina correlacion6 (p = 0.05) con
la expresion del miR-1-3p (rho = 0.343). El resto de los parametros metabolicos como glucosa,
HOMA-IR, triacilgliceroles, colesterol total y C-VLDL no correlacionaron con ninguno de los
miRNAs analizados (Tabla 4).
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Respecto a la actividad fisica, ni el puntaje del Pag-C ni la frecuencia de la terapia fisica mostraron
correlacion con la expresion de los miRNAs circulantes analizados en este estudio (Tabla 4).

En cuanto a la frecuencia del consumo de alimentos, el grupo de los vegetales mostré correlacion
(p < 0.05) con la expresion del miR-133a-3p (rho = 0.407), miR-206 (rho = 0.369), miR-21-5p
(rho = 0.333), miR-128-3p (rho = 0.371) y miR-144-3p (rho = 0.379). Ademas, el grupo de
alimentos de las leguminosas mostré correlacion (p < 0.05) con la expresion del miR-133a-3p (rho
=0.412) y miR-206 (rho = 0.408) (Tabla 4).
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Tabla 4. Correlacion de la edad, los parametros clinicos y la frecuencia del consumo de alimentos con la expresion de los miRNAs

circulantes de los pacientes con DMD.

DistromiRs miRNAs REO

miR-1-3p miR-133a-3p mIiR-206 miR-21-5p miR-31-5p mIiR-128-3p mIiR-144-3p
Edad (afios) -0.431** -0.362* -0.381* -0.469** -0.305* -0.435** -0.387*
Parametros de dafio muscular
Escala de Vignos (Puntaje) -0.166 -0.351* -0.294 -0.392* -0.293 -0.361* -0.255
Escala del SCFMG (Puntaje) -0.266 -0.265 -0.259 -0.317* -0.217 -0.301 -0.207
Escala de Brooke (Puntaje) -0.029 -0.254 -0.260 -0.258 -0.258 -0.266 -0.185
Fuerza muscular del MRC (%) 0.218 0.392* 0.384* 0.416* 0.319* 0.369* 0.364*
CPK (U/L) 0.436** 0.586** 0.606** 0.538** 0.410* 0.516** 0.525**
AST (U/L) 0.486** 0.666** 0.704** 0.655** 0.517** 0.642** 0.640**
ALT (U/L) 0.348* 0.539** 0.561** 0.576** 0.346* 0.553** 0.555**
Parametros antropométricos
Talla (cm) -0.463** -0.291 -0.295 -0.432** -0.324* -0.389* -0.338*
Peso corporal (kg) -0.403* -0.167 -0.194 -0.355* -0.252 -0.313* -0.266
IMC (Percentil) 0.026 0.315* 0.208 0.107 -0.019 0.119 0.104
Paradmetros metabdlicos
Glucosa (mg/dL) -0.197 -0.156 -0.121 -0.215 -0.225 -0.136 -0.015
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Insulina (MU/mL) ¥

HOMA-IR?

Triacilgliceroles (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)
C-VLDL (mg/dL)

Parametros de actividad fisica
Pag-C (Puntaje)

Terapia fisica (s/s)

Frecuencia del consumo de alimentos *
Vegetales

Frutas

Leche y productos lacteos
Pescado y mariscos

Carnes rojas

Carnes blancas

Leguminosas

Cereales y tubérculos

0.343*

0.263

-0.019

-0.064

-0.019

0.066

0.227

0.255

-0.035

-0.150

0.109

0.048

-0.288

0.263

-0.012

0.145

0.040

0.217

0.193

0.217

0.158

0.165

0.407*

0.117

0.248

0.178

-0.008

-0.050

0.412*

0.060

0.158

0.097

0.092

0.150

0.092

0.278

0.174

0.369*

0.077

0.252

0.096

-0.027

-0.087

0.408*

-0.014

0.142

-0.019

-0.018

0.076

-0.018

0.246

0.053

0.333*

0.206

0.164

0.199

-0.144

-0.090

0.221

-0.018

0.037

-0.083

-0.062

0.018

-0.062

0.153

0.053

0.040

0.132

0.176

0.152

-0.062

-0.217

-0.030

-0.195

0.140

0.045

0.034

0.121

0.034

0.230

0.070

0.371*

0.199

0.147

0.162

-0.122

0.090

0.246

-0.012

0.152

0.147

0.036

0.098

0.036

0.194

-0.059

0.379*

0.133

0.017

0.139

-0.141

-0.140

0.288

-0.071
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Grasas animales y vegetales -0.034 -0.012 -0.056 -0.157 -0.051 -0.137 -0.133

Azlcares -0.128 -0.011 0.087 -0.005 -0.054 -0.040 -0.024
Bebidas -0.191 -0.007 0.143 0.012 0.273 -0.010 -0.061
Antojitos mexicanos y comida rapida 0.059 0.124 0.152 0.201 0.133 0.151 0.139

Coeficientes de correlacion (rho) calculados por correlacion de Spearman (N = 29).

SCFMG, Sistema de Clasificacion de la Funcién Motora Gruesa; MRC, Medical Research Council; CPK, Creatina fosfocinasa; AST,
Aspartato aminotransferasa; ALT, Alanina aminotransferasa; IMC, indice de masa corporal; HOMA-IR, Modelo homeostatico para
evaluar la resistencia a la insulina; C-VLDL, Colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad; Paq-C, Cuestionario de actividad fisica;
s/s, Sesiones/semana; REO, Relacionados a estrés oxidativo.

*p<0.05 **p<0.01.

TN=27,*N=24.

Los valores de N de algunas variables cambian ya que no fue posible la obtencién de algunos datos de los pacientes el dia de la cita o la

muestra sanguinea fue limitante para las mediciones.
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8.5. Correlacion entre los distromiRs y los miRNAs REO circulantes de los pacientes con

DMD.

La correlacion entre los distromiRs y los miRNAs de EO evidencio asociacion de moderadas a

altas (p < 0.016) entre ambos grupos de miRNAs (valores de rho desde 0.398 hasta 0.974), siendo

la correlacion mas alta la que se dio entre el miR-21-5p y el miR-128-3p y la correlacion mas baja
se dio entre miR-1-3p y miR-31-5p (Tabla 5).

Tabla 5. Matriz de correlaciones entre los distromiRs y los miRNAs REO circulantes de los

pacientes con DMD.

DistromiRs miRNAs REO
1-3p 133a-3p 206 21-5p 31-5p 128-3p 144-3p
1-3p /
w
@x
£ | 133a-3p rho = 0.691 /
o p <0.001
)
2
a
206 rho =0.681 rho =0.953 /
p <0.001 p <0.001
21-5p rho=0.682 rho=0.898 rho=0.880 /
p <0.001 p <0.001 p <0.001
QC | 315 rho=0.398 rho=0.650 rho=0.687 rho=0.759 /
E p =0.016 p <0.001 p <0.001 p <0.001
v
<
é 128-3p rho=0.712 rho=0917 rho=0.888 rho=0.974 rho=0.677 /
é p <0.001 p <0.001 p <0.001 p <0.001 p <0.001
144-3p rho=0.694 rho=0.882 rho=0884 rho=0.931 rho=0.643 rho=0.953 /
p <0.001 p <0.001 p <0.001 p <0.001 p <0.001 p <0.001

Coeficiente de correlacion (r40) calculado por correlacion de Spearman (N = 29).

p, valor de p; REO, Relacionados a estrés oxidativo.
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8.6. Marcadores circulantes del EO en los pacientes ambulatorios y no ambulatorios con
DMD.

8.6.1. Marcadores circulantes antioxidantes.

Los marcadores antioxidantes que se midieron en plasma sanguineo fueron Nrf2 y glutation. Se
observo que la concentracion de Nrf2 fue significativamente menor (p = 0.01) en los pacientes no
ambulatorios (7.33pg/mL, min. 2.1, max. 72.72) con respecto a los pacientes ambulatorios con
(79.03pg/mL, min. 5.69, max. 5628.03) (Fig. 5A).

La concentracion de glutation no mostro diferencia (p = 0.138) entre los pacientes ambulatorios
(0.693uM, min. 0.691, méax. 0.70) y los pacientes no ambulatorios (0.693uM, min. 0.692, max.
0.694) (Fig. 5B).

8.6.2. Marcadores circulantes de dafo oxidativo.

Los marcadores de dafio oxidativo que se midieron en plasma sanguineo fueron MDA y proteinas
carboniladas. La concentracion de MDA fue significativamente mayor (p = 0.018) en los pacientes
no ambulatorios (4.62 £ 1.37uM) comparada con la concentracion de los pacientes ambulatorios
(3.6 £ 0.71uM) (Fig. 5C).

La concentracion de las proteinas carboniladas no mostroé diferencia (p = 0.850) entre los pacientes
ambulatorios (26.17nm/mL + 12.57) y los pacientes no ambulatorios (25.11 + 8.9nm/mL) (Fig.
5D).
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Figura 5. Marcadores circulantes del EO de pacientes con DMD con
diferente grado de dafio muscular. A) Nrf2 (n = 22, n = 6), B) Glutation (n =
19, n =6), C) MDA (n = 22, n = 6), D) Proteinas carboniladas (n = 22, n = 6).
Prueba U de Mann-Whitney para Nrf2 y Glutation. Prueba ¢ de Student para
MDA y Proteinas carboniladas. * p <0.05, ** p <0.01. MDA, Malondialdehido;

Nrf2, Factor nuclear eritroide 2 relacionado al factor 2.



8.7. Correlacion de los marcadores circulantes de EO con los parametros clinicos, los
parametros de actividad fisica y la frecuencia del consumo de alimentos antioxidantes en los

pacientes con DMD.

La concentracion de Nrf2 correlaciond negativamente (p < 0.05) con la edad (rho =-0.387), con el
puntaje de la escala de Vignos (funciéon muscular en extremidades inferiores) (740 = -0.328), con
el puntaje de la escala del SCFMG (funcién muscular en extremidades inferiores) (rho =-0.399) y

con el puntaje de la escala de Brooke (funcion muscular en extremidades superiores (720 =-0.371)

(Tabla 6).

Con respecto a los parametros antropométricos, Nrf2 también correlaciono (p < 0.05) con la talla

(rho = -0.396) y con el peso corporal (rho = -0.355) (Tabla 6).

Con respecto a la frecuencia del consumo de alimentos antioxidantes, Nrf2 correlaciono (p < 0.05)

con el pescado y mariscos (rho = -0.376) y con el grupo de las grasas animales y vegetales (rho =

-0.449) (Tabla 6).

La concentracion del marcador de respuesta antioxidante glutation se correlacion6 negativamente
(p <£0.05) con el puntaje de la escala de Brooke (740 =-0.378) y positivamente con la concentracion

de ALT (rho = 0.336) (Tabla 6).

La concentracidon del marcador de lipoperoxidacion MDA correlacion6 positivamente (p < 0.05)
con el puntaje de la escala de Vignos (rho = 0.317), con el puntaje de la escala de Brooke (ko =
0.414), con la talla (rho = 0.324), con el peso corporal (rho = 0.328) y el grupo de alimentos de las
leguminosas (rho = 0.454) (Tabla 6).

La concentracion de las proteinas carboniladas no mostrd correlacion (p > 0.05) con ninguna de

las variables medidas en los pacientes con DMD (Tabla 6).
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Tabla 6. Correlacion de la edad, los parametros clinicos y la frecuencia del consumo de alimentos

antioxidantes con los marcadores circulantes de EO de los pacientes con DMD.

Marcadores de respuesta

Marcadores de dano

antioxidante oxidativo
Nrf2 Glutation MDA P. Carb.
(pg/mL) (M) (M) (nmol/mL)
(N=28) (N=25) (N=28) (N=28)
Edad (afios) -0.387* -0.138 0.244 0.049
Parametros de dafio muscular
Escala de Vignos (Puntaje) -0.328%* -0.216 0.317* 0.228
Escala del SCFMG (Puntaje) -0.399* -0.154 0.307 -0.119
Escala de Brooke (Puntaje) -0.371%* -0.378%* 0.414%* 0.068
Fuerza muscular del MRC (%) * 0.261 0.009 -0.293 -0.197
CPK (U/L) 0.105 0.158 -0.137 -0.087
AST (U/L) 0.135 0.290 -0.266 0.053
ALT (U/L) 0.168 0.336* -0.263 0.070
Parametros antropométricos
Talla (cm) -0.396* -0.156 0.324%* 0.011
Peso (kg) -0.355* -0.216 0.328* -0.028
IMC (Percentil) -0.014 -0.242 0.182 -0.286
Parametros metabdlicos
Glucosa (mg/dL) 0.136 -0.051 0.258 0.038
Insulina (MU/mL) * 0.208 0.110 -0.032 -0.236
HOMA-IR * 0.171 -0.018 0.165 -0.268
Triacilgliceroles (mg/dL) -0.020 -0.020 -0.060 0.168
C-VLDL (mg/dL) 0.183 0.136 -0.269 -0.078
C-VLDL (mg/dL) -0.026 -0.020 -0.060 0.168
Parametros de actividad fisica
Pag-C (Puntaje) 0.154 0.112 -0.283 0.041
Terapia fisica (s/s) -0.017 0.087 -0.070 -0.264
Frecuencia del consumo de
alimentos antioxidantes '
Vegetales -0.002 0.068 0.033 0.119
Frutas 0.128 -0.157 0.292 -0.095
Leguminosas -0.071 0.136 0.092 -0.240
Cereales y tubérculos -0.215 -0.134 0.465* -0.065
Grasas animales y vegetales -0.324 -0.348 0.165 -0.083
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Azlcares -0.171 -0.045 -0.055 0.071
Bebidas -0.043 -0.080 -0.142 0.137

Coeficientes de correlacion calculados por correlacion de Spearman (N = 28).

SCFMG, Sistema de clasificacion de la funcion motora gruesa; MRC, Medical Research Council;
CPK, Creatina fosfocinasa; AST, Aspartato aminotransferasa, ALT, Alanina aminotransferasa;
IMC, Indice de masa corporal; HOMA-IR, Modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la
insulina; C-VLDL, Colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad; Pag-C, Cuestionario de
actividad fisica; S/s, Sesiones/semana; Nrf2, Factor nuclear eritroide 2; MDA, Malondialdehido; P.
Carb, Proteinas carboniladas.

*p<0.05.

"N =26, "N =23.

Los valores de N de algunas variables cambian ya que no fue posible la obtencién de algunos
datos de los pacientes el dia de la cita o la muestra sanguinea fue limitante para las

mediciones.

8.8. Correlacidn entre los marcadores de respuesta antioxidante y los marcadores de dafio

oxidativo circulantes de los pacientes con DMD.

La correlacion entre los marcadores de respuesta antioxidante y los marcadores de dafio oxidativo
evidencié una asociacion moderada (p = 0.024) entre la concentracion de glutation y la
concentracion de MDA (rho =-0.399). Sin embargo, no se observaron correlaciones entre el resto

de los marcadores de respuesta antioxidante y de dafio oxidativo (Tabla 7).
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Tabla 7. Matriz de correlaciones entre los marcadores de respuesta antioxidante y los marcadores

de dafo oxidativo circulantes de los pacientes con DMD.

Marcadores de Marcadores de
respuesta antioxidante dafio oxidativo
Nrf2 Glutation® MDA P. carb.
® Nrf2 / / / /
= ]
@n S E
=
§ =~ £| Glutation  rho = -0.121 / / /
p=0282
= MDA rho =-0.242  rho =-0.399 / /
ﬁ = =
S p=0.108 p=0.024
T8 |Pcarb.  rho=-0.057  rho=-0.109  rho=0.24] /
g p=0.356 p=0.302 p=0.109

Coeficiente de correlacion (ko) calculado por correlacion de Spearman (N = 28). P = valor de p.

Nrf2, Factor nuclear eritroide 2; MDA, Malondialdehido; P. Carb, Proteinas carboniladas.

N = 25.

8.9. Correlacién entre los marcadores del EO y la expresion de los miRNAs circulantes de los

pacientes con DMD.

Se realizo una correlacion entre la concentracion circulante de los marcadores de EO y la expresion
circulantes de los distromiRs, y los miRNAs REO. Se observo que la concentracion circulante de
Nrf2 correlaciono (p < 0.05) con la expresion de los miRNAs REO miR-21-5p (rho = 0.359), miR-
31-5p (rho = 0.660) y miR-128-3p (rho = 0.332) (Tabla 8).
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Ademaés, se encontrd que la concentracion del glutation correlacion6 (p < 0.05) con la expresion
circulante de miR-1-3p (rho = 0.344) y miR-128-3p (Rho = 0.386). Entre el resto de los miRNAs

y los marcadores de EO no se encontraron correlaciones significativas (p > 0.05) (Tabla 8).

Tabla 8. Correlacion de la expresion de los miRNAs con la concentracién de los

marcadores de EO circulantes de los pacientes con DMD.

Marcadores de Marcadores de
respuesta antioxidante daiio oxidativo
Nrf2 Glutation” MDA P. Carb.
DistromiRs
miR-1-3p 0.285 0.344* -0.027 -0.100
miR-133a-3p 0.155 0.273 -0.024 -0.047
miR-206 0.223 0.315 -0.062 -0.033
miRNAs REO
miR-21-5p 0.359* 0.296 -0.209 0.010
miR-31-5p 0.660* -0.013 -0.275 0.168
miR-128-3p 0.332* 0.386* -0.152 -0.018
miR-144-3p 0.299 0.244 -0.041 -0.011

Coeficiente de correlacion (rho) calculado por correlacién de Spearman. (N =28) * p <
0.05. REO, Relacionados a estrés oxidativo; Nrf2, Factor nuclear eritroide 2; MDA,
Malondialdehido: P. Carb, Proteinas carboniladas. "N = 25.

8.10. Evaluacion de las variables predictoras de la expresion de los miRNAs y de los
marcadores del EO.

Para identificar las variables predictoras de la expresion de los distromiRs y los miRNAs REO, se
realizaron modelos de tipo lineal generalizado para cada uno de los miRNAs de estudio. El Gnico
modelo que fue estadisticamente significativo fue el modelo 1 para la expresion del miR-1-3p en
el que se observo que la CPK, miR-133-3p, miR-206, miR-21-5p, miR-128-3p y glutation son las
variables predictivas de este miRNA considerando el total de las variables que se tomaron en cuenta

para este estudio (Tabla 9).
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Tabla 9. MLGU para evaluar las variables predictoras de la expresion del distromiR circulante

miR-1-3p de los pacientes con DMD.

Var_iables Coeficiente Error T Valor de
predictoras B Estandar p
Modelo 1: miR-1-3p R%?=0.973 Valor de p = 0.018
Edad (afios) -0.006 0.031 -0.184 0.859
Peso (kg) -0.005 0.008 -0.707 0.502
Insulina (MU/mL) 0.026 0.014 1.826 0.111
CPK (U/L) -6.105E-05 2.289E-05 -2.667 0.032
AST (U/L) 0.003 0.002 1.466 0.186
ALT (U/L) 0.001 0.001 1.076 0.318
miR-133a-3p 0.444 0.101 4.374 0.003
miR-206 -0.640 0.266 -2.409 0.047
miR-21-5p 0.212 0.039 5.402 0.001
miR-31-5p -6.326 3.441 -1.838 0.109
miR-128-3p -8.098 1.823 -4.441 0.003
miR-144-3p -1.384 0.995 -1.392 0.207
Glutation -312.122 101.853 -3.064 0.018

MLGU, Modelo lineal general univariado;, CPK, Creatina fosfocinasa; AST, Aspartato

aminotransferasa; ALT, Alanina aminotransferasa.

Respecto a los marcadores de EO, el inico modelo que fue estadisticamente significativo fue el

modelo 1 para la concentracion de Nrf2 en el que se observé que la edad, es la variable predictiva

de este miRNA considerando el total de las variables que se tomaron en cuenta para este estudio

(Tabla 10).
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Tabla 10. MLGU para evaluar las variables predictoras de la concentracion de Nrf2 circulante

de los pacientes con DMD.

Variables Coeficiente Error T Valor de
predictoras B Estandar p
Modelo 1: Nrf2 R2=0.248 Valor de p=0.011
Edad (afios) -258.589 97.201 -2.660 0.014
Escala SCFMG (puntaje) 363.948 281.133 1.295 0.208
Escala de Brooke (puntaje) 74.802 275.685 0.271 0.788

MLGU, Modelo lineal general univariado; Nrf2, Factor nuclear eritroide 2; SCFMG, Sistema

de Clasificacion de la Funcion Motora Gruesa.
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9. DISCUSION

El presente estudio reporta por primera ocasion la expresion circulante de los distromiRs asociados
a diversos parametros clinicos, bioquimicos y moleculares de los pacientes con DMD
estratificados por diferente grado de dafio muscular. Actualmente existe suficiente evidencia en
modelos animales que sustenta el papel de los miRNAs en el desarrollo muscular y el metabolismo
tanto en la normalidad fisiologica como en la DMD (Lee et al., 2022).

Diferentes estudios han mostrado que la expresion en circulacion de los distromiRs y los miRNAs
REO evaluados en este trabajo, esta desregulada en la DMD comparados con sujetos sanos (Amor
et al., 2021, Cacchiarelli et al., 2011, Zaharieva et al., 2013, Vignier et al., 2013; Hu et al., 2014;
Lietal., 2014; Matsuzaka et al., 2016; Becker et al., 2016; Llano - Diez et al., 2017; Mousa et al.,
2020). Sin embargo, la limitacién mas significante de estos estudios es la falta de consideracion
de un gradiente de edad, de fuerza y funcion muscular entre los pacientes, y la reducida
interpretacion de los datos de expresion por la escasa consideracion de las caracteristicas clinicas,
entre ellas la actividad fisica.

Los resultados del presente estudio mostraron una menor expresion de los distromiRs circulantes
en pacientes con peor funcion muscular en comparacion con aquellos pacientes con mejor funcion
muscular, lo cual es consistente con lo publicado previamente por Zaharieva et al. (2013). Entre
las hipdtesis que explican la menor expresion de los miRNAs circulantes en los pacientes con peor
funcién muscular, esta la reducida cantidad de masa muscular que provoca una menor la liberacion
pasiva (producto de la constante ruptura del sarcolema) o activa de los miRNAs (liberacion
controlada) o bien la evolucion fisiopatoldgica de la enfermedad asociada con una posible
adaptacion transcripcional; es decir que la desregulacion de los miRNAs sea consecuencia de los

cambios transcripcionales en la enfermedad (Amor et al., 2021).

Se ha reportado que los pacientes con DMD de mayor edad presentan mayor dafio muscular
reflejado en la disminucién de la masa tisular (Mazzone et al., 2011). El presente estudio agrega
conocimiento a nivel clinico de la DMD que consiste en que la expresion de los distromiRs es
menor en los pacientes mayores de 9 afios comparados con los menores de 9 afios y aunado a esto

dicha expresion disminuye conforme avanza la edad de los pacientes va aumentando.
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Sin embargo, la asociacién de la edad con los distromiRs circulantes, contrasta con los resultados
de Zaharieva et al. (2013) y Li et al. (2014) ya que en ambos estudios mencionados no se
encontraron correlaciones entre la edad y la expresion de los miRNAs circulantes, lo cual podria
deberse a que en los estudios citados hubo pacientes con un fenotipo menos severo de DMD; es
decir distrofia muscular de Becker ya que no detallan los criterios empleados para discernir entre
el diagnostico de ambos fenotipos de la enfermedad (Duchenne/Becker).

La informacion mencionada anteriormente sobre la disminucion de los miRNAs en etapas mas
avanzadas de la enfermedad coincide con un cambio adverso y marcado en la disminucién funcion
muscular reportado a los 7 afios en la DMD (Mazzone et al., 2011). Entonces podemos hipotetizar
que la edad de 9 afios podria ser un punto de corte en la que se produce la disminucion de los

distromiRs circulantes, posiblemente antes de la pérdida de la ambulacion.

Los niveles del distromiR circulante miR-133a-3p disminuyeron cuando el puntaje de la escala de
Vignos aumentd; patron que no fue observado con el resto de los distromiRs ni con el puntaje de
la escala de Brooke. Entonces, proponemos que miR-133a-3p podria ser mejor indicador del dafio
muscular en extremidades inferiores en comparacion con el resto de los distromiRs analizados, y

gue ninguno de los distromiRs refleja el dafio muscular en extremidades superiores.

Como se menciond, los pacientes de mayor edad presentan mayor grado de dafio muscular lo cual
reduce la actividad fisica como lo reportamos en la tabla 3. Para elucidar si la actividad fisica de
los pacientes con DMD se asociaba con la expresién circulante de los distromiRs se realizé un
analisis de correlacion entre ambas variables. Sin embargo, no se encontrdé asociacion, lo cual
permite hipotetizar que los cambios en la expresion de los miRNAs no se explican por la
disminucion de la actividad fisica en los pacientes que presentaban un estado méas avanzado de la

enfermedad, si no por la fisiopatologia de la enfermedad.

Respecto al grupo de miRNAs REO (miR-21-5p, miR-31-5p, miR-128-3p y miR-144-3p),
nuestros resultados muestran que, en aquellos pacientes con DMD que tienen peor funcion
muscular (no ambulatorios y/o > 9 afios), los niveles de miR-31-5p y miR-128-3p son menores
comparados con los pacientes con mejor funcién muscular (ambulatorios y/o < 9 afios), lo que

coincide con lo reportado por Zaharieva et al. (2013) y Amor et al. (2021).
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Ademas, en este trabajo se reporta por primera vez que los pacientes con DMD con peor funcion
muscular (No ambulatorios y/o > 9 afios) también expresan menores niveles circulantes de miR-
21-5p y miR-144-3p comparados con los pacientes con mejor funcién muscular (Ambulatorios y/o

<9 afios).

Debido a que la DMD representa una enfermedad cronica muasculo-degenerativa, el dafio muscular
aumenta conforme avanza la edad. Los resultados de la presente investigacion agregan
conocimiento acerca de la expresion de los miRNAs circulantes REO que disminuyen conforme
aumenta la edad de los pacientes, siendo la edad un indicador indirecto del avance de la
enfermedad ya que se trata de una enfermedad degenerativa. Mazzone et al. (2011) propusieron
que a la edad de 7 afios los pacientes experimentan el mayor cambio funcional en el mdsculo
esquelético, adicionalmente nosotros reportamos que a la edad de 9 afios los MiIRNAs

experimentan una disminucién significativa en la expresion circulante.

Adicionalmente, se evaluaron diferentes variables metabolicas (glucosa, insulina, triacilgliceroles,
colesterol total, colesterol -VLDL Yy resistencia a la insulina). De dichas variables, se identifico
gue miR-1-3p correlaciond positivamente con la concentracion de insulina. La correlacion positiva
entre miR-1-3p y la concentracion circulante de insulina también se ha evidenciado en sujetos
prediabéticos (N = 29) de edad promedio de 50 + 5.6 afios (Al-kafaji et al., 2021) y debido a que
a la fecha no existen evidencias sobre el mecanismo involucrado en esta asociacion de variables,

la relacion miR-1-3p e insulina circulante es un campo importante de estudio.

Ademas, en este trabajo identificamos las variables predictoras mas importantes de la expresién
de cada uno de los miRNAs evaluados. Encontramos que miR-128-3p, que se ha reportado
aumentado en pacientes con DMD de 4 a 12 afios con respecto a sujetos control (Amor et al.,
2021), es el predictor comun de la expresion de la mayoria de los miRNAs analizados en este
estudio. Por lo que, hipotetizamos que este miRNA puede ser un regulador central del grupo de
los distromiRs y de los miRNAs REO. Nuestra propuesta esta basada en que miR-128-3p se
encuentra altamente expresado en tejido musculoesquelético y modula la hipertrofia muscular a
través de la proliferacion de mioblastos y la formacion de miotubos in vitro e in vivo, ya que la
disminucion de la expresion de dicho miRNA facilita la sefializacion de la insulina mediada por

IRS1/Akt (Motohashi et al., 2013).
60



El andlisis in silico de los distromiRs y los miRNAs REO nos permitio identificar un total de 97
genes blanco como potenciales reguladores del EO en la DMD (Anexo 8). Este hallazgo aporta
informacién nueva sobre posibles mecanismos epigenéticos por miRNAs que modulan la
generacion de EO en la fisiopatologia de la DMD. Uno de los genes blanco mas relevante fue
NRF2 del miR-144-3p que tiene una funcion maestra en la regulacion de la respuesta antioxidante
de la DMD (Almeida-Becerril et al., 2021; Petrillo et al., 2021).

Por otro lado, respecto a la evaluacion de los marcadores de EO, es bien sabido que este juega un
papel importante en la fisiopatologia de la DMD, como se ha reportado en tejido muscular del
modelo animal mdx y de pacientes con DMD (Mechler et al., 1984; Hunter et al., 1986; Petrillo et
al., 2017; Burns et al., 2019). Sin embargo, el EO ha sido escasamente estudiado en circulacion
de pacientes con DMD (Grosso et al., 2008; Almeida-Becerril et al., 2021; Al-Mshhdani et al.,
2021). El estudio de marcadores circulantes de EO es crucial para entender la fisiopatologia de la
enfermedad y si el EO circulante refleja el EO en el musculo porque acceder al tejido humano es

limitado e invasivo, principalmente en pacientes pediatricos.

En este estudio, se evalu6 la concentracion circulante de Nrf2, GSH, MDA vy proteinas
carboniladas en los pacientes con DMD de un amplio rango de edad (3-15 afios), incluyendo

pacientes ambulatorios y no ambulatorios.

En este trabajo se reportan por primera vez los niveles circulantes de Nrf2 en pacientes con DMD.
Se observd menor nivel en los pacientes no ambulatorios. Adicionalmente, previamente se ha
demostrado como Nrf2, en respuesta al EO, regula la expresion de genes que codifican para
enzimas antioxidantes por su interaccion con elementos de respuesta antioxidante como sitios

promotores (Itoh et al., 1997).

Nuestros resultados coinciden con un reporte previo de nuestro grupo de investigacion en una
cohorte de menor nimero de pacientes (N = 24) independiente de la cohorte del presente estudio.
En dicho trabajo, el mMRNA de NRF2 en leucocitos circulantes mostrd una tendencia a disminuir

en los pacientes no ambulatorios (Almeida-Becerril et al., 2021).

61



Estos resultados también son similares a lo reportado por Petrillo et al. (2017) en biopsias
musculares. Los autores observaron una reducida expresion de Nrf2 en biopsias musculares de

pacientes mas grandes (2-9 afios) comparada con la expresion en pacientes mas jovenes (0-2 afos).

Con base a toda la evidencia mostrada podemos sugerir que la concentracion de Nrf2 en
circulacién y en el masculo tienen un patrén similar de cambio que se da en funcidn de la severidad
de la enfermedad. Entonces la concentracion circulante de Nrf2 podria reflejar los cambios de los

niveles de este factor de transcripcion en el musculo de los pacientes con DMD.

Otros resultados del presente estudio mostraron que la concentracidon circulante de Nrf2 disminuye
con la edad y con el dafio muscular, lo cual puede ser evidencia de que la proteccion antioxidante
mediada por Nrf2 disminuye con la severidad de la enfermedad. Nrf2 correlacion6 con la altura'y
con el peso; sin embargo, esto podria ser resultado de una relacion indirecta con la edad de los

pacientes.

Nuestros resultados del anélisis in silico predictivo de los genes blanco de cada miRNA mostraron
que NRF2 es gen blanco de miR-144-3p, pero no observamos correlacion entre ambas variables.
No podemos descartar que haya una relacion entre ambas variables por lo que se sugieren estudios

en los que se analice la relacion de miR-144-3p y su gen blanco NRF2.

Los resultados sobre los niveles de glutation circulante mostraron que no hay diferencia entre el
estado ambulatorio y el estado no ambulatorio. La informacion disponible en la literatura previa

sobre dichos marcadores es inconsistente.

Se ha reportado que la concentracién de GSH en biopsias de masculo y en sangre total en pacientes
con DMD (0-9 afos) fue menor comparada con sujetos sanos (Petrillo et al., 2017). Sin embargo,
Burns et al. (2019) reportaron que la concentracién de glutation en el diafragma de ratones madx (8
semanas de edad) fue similar a la concentracion en ratones sanos. Ademas, Petrillo et al. (2017)
observaron gue la concentracion de GSH fue mas alta en pacientes mas grandes (0-2 afios vs 2-9
afios). Sin embargo, en dicho trabajo no se detectaron cambios en la concentracién de este

antioxidante en sangre total.
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Si la concentracion circulante de glutation refleja 0 no cambios de esta molécula antioxidante en
el musculo aun es controversial. Esta afirmacidn es porque en este estudio identificamos una
correlacion de la concentracion de glutation con el puntaje de la escala de Brooke, pero no con
otra escala de funcion o fuerza muscular. La correlacion de glutation con ALT y el puntaje de la
escala de Brooke pueden ser indicadores de que glutation se relaciona con la severidad de la DMD;
sin embargo, se requiere de mas estudios por que como se menciond anteriormente, los resultados

son inconsistentes con respecto a trabajos previos.

Los resultados de este estudio sugieren que los marcadores antioxidantes no correlacionan con los
indicadores metabolicos, la actividad fisica y la frecuencia del consumo de alimentos
antioxidantes. Estas observaciones sustentan que los marcadores antioxidantes estan

primordialmente relacionados con la severidad del dafio muscular.

Con respecto a MDA, en el presente trabajo se detectd que la concentracion de este marcador fue
mas alta en los pacientes con DMD con peor funcién muscular comparada con la observada en los
pacientes con mejor funcion muscular. Este resultado coincide con una observacion previa de
nuestro grupo de investigacion en la cual reportamos que la concentracidon circulante de MDA y
8-isoprostano son mas altas en los pacientes no ambulatorios comparados con aquellos pacientes
ambulatorios (Almeida-Becerril et al., 2021). Asi mismo, en el presente estudio demostramos que
los puntajes alcanzados con las escalas de Vignos y de Brooke correlacionaron con el marcador
de lipoperoxidacion MDA. Basados en lo anterior, nuestros resultados sostienen nuestra hipotesis

donde la concentracion circulante de MDA esta asociada con la progresién de la DMD.

Como mencionamos anteriormente para los marcadores antioxidantes, la ausencia de la
correlacion entre MDA, parametros antropométricos, metabolicos, actividad fisica y la frecuencia
del consumo de alimentos antioxidantes nos sugiere que MDA esta relacionado con la severidad

de la enfermedad; sin embargo, se requieren mas estudios confirmatorios.

Finalmente, la concentracion de las proteinas carboniladas no fue diferente entre los pacientes
ambulatorios y los pacientes no ambulatorios y no se encontro correlacion con la funcién muscular.
Al-Mshhdani et al. (2021) reportaron que la concentracion de las proteinas carboniladas estaba

elevada en los musculos de ratones mdx de mayor edad comparados con los ratones de menor edad.
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Sin embargo, en dicho estudio también se midid la concentracion circulante de las proteinas
carboniladas y no se encontraron diferencias entre ambos grupos de ratones, concluyendo que las
proteinas carboniladas no es un buen indicador circulante de la oxidacion proteica en musculo. En
este sentido, nuestros resultados en pacientes coinciden con lo reportado en ratones mdx apoyando
la idea de que las proteinas carboniladas parecieran no ser un marcador adecuado en musculoy o

circulacién de los pacientes con DMD.

Cuando analizamos la correlacion entre los marcadores circulantes antioxidantes y los marcadores
circulantes de dafio oxidativo, encontramos una correlacion negativa entre GSH y MDA. El disefio
de este estudio no nos permite proponer una explicacion mecanistica de este resultado; sin
embargo, varios autores han reportado la misma asociacion antagonica entre ambos marcadores
(Orman et al., 2005; Kasperczik et al., 2014; Shraideh et al., 2018; Tualeka et al., 2019).

El MLGU predijo que la edad es una variable importante relacionada con los cambios en la
concentracion de Nrf2 y la edad es un indicador de la severidad de la enfermedad ya que la DMD
es una enfermedad degenerativa. Entonces, podemos decir que el MLGU evidencié que la

concentracion circulante de Nrf2 disminuye en funcién de la severidad de la enfermedad.

Los resultados de los marcadores de EO en conjunto con la evidencia previa en la literatura
subrayan la importancia de las terapias nutricionales antioxidantes en los pacientes con DMD
desde etapas tempranas de la enfermedad para ayudar a prevenir un estado crénico de EO tanto
como pueda ser posible mejorando la preservacion de la masa muscular e impactando en su calidad

de vida.

En resumen, el presente trabajo representa el primer reporte sobre los cambios de los niveles de
expresion de los miRNAs REO a nivel sistémico en suero de pacientes ambulatorios y no
ambulatorios con DMD. Otro hallazgo importante es que tanto los distromiRs como los REO estan
asociados con el dafio muscular y la edad. Por lo cual, proponemos que este grupo de 7 miRNAs
podrian ser candidatos de estudio para monitorear la progresion de la DMD o la intervencion de

terapias en la DMD.

Esta investigacion también abre un campo de estudio del EO y la relacion con los miRNAs en el

proceso fisiopatoldgico de la DMD.
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Dentro de las limitaciones de este trabajo se encuentra el tamafio de la muestra que al tratarse de
una enfermedad rara dificulta el reclutamiento de los pacientes, la falta de un grupo control de
sujetos sanos y el disefio transversal que dificulta determinar una relacion causa efecto comparado
con un estudio longitudinal, ademéas de la validacion de los genes blanco de los miRNAs
analizados. Aunque los miRNAs analizados estan altamente expresados en musculo no podemos
aseverar que tanto los miRNAs como los marcadores de EO estudiados provengan en su totalidad

de tal tejido.

A pesar de dichas limitaciones nuestro trabajo presenta fortalezas como los criterios de seleccién
de la poblacién de estudio que descarta a pacientes con distrofia muscular de Becker cuyo fenotipo
de la enfermedad podria generar una interpretacion erronea de los resultados obtenidos en el
presente trabajo tanto en los miRNAs como en los marcadores de EO. Ademas, consideramos
pacientes con un rango de edad y de dafio muscular, se consideraron pardmetros de dafio muscular
que no se habian estudiado previamente en otros reportes como; funcion y fuerza musculares en
extremidades superiores e inferiores, ademas que en el presente trabajo controlamos factores como
la dieta y la actividad fisica que pueden provocar un efecto en la expresion de los miRNAS o en

los marcadores circulantes.

65



10. CONCLUSIONES

1. La expresion de los distromiRs circulantes y los miRNAs REO es menor en los pacientes
con peor grado de funcion muscular (considerando el estado ambulatorio y la edad) en
comparacion con la expresion en pacientes con mejor funcién muscular. La disminucion de
la expresion de los miRNAs esta asociada inversamente con la edad y con parametros de

dafio muscular.

2. La deteccion de miR-1-3p correlaciond positivamente con los niveles de insulina,
probablemente explicando que este miRNA ademas de tener una funcion importante en la

sintesis de musculo también intervenga en mantener los niveles metabdlicos.

3. La desregulacion de la expresion de los miRNAs incluidos en este estudio y sus posibles
genes blanco sugieren el estudio de su regulacion a nivel epigenético sobre el dafio
oxidativo in la DMD causada por mecanismos no clasicos de la enfermedad. Este grupo de
7 miRNAs estudiados podria ayudar al monitoreo de la progresion de la enfermedad o bien

al monitoreo en el curso de las intervenciones terapéuticas.

4. Respecto a los marcadores de dafio oxidativo en circulacion podemos concluir que el dafio
oxidativo se encuentra aumentado en el estado no ambulatorio y que en este mismo estado
la capacidad antioxidante se detecta disminuida. Ademas, fue detectada una relacion directa
entre la magnitud del dafio muscular de los pacientes y una pobre capacidad antioxidante.

Entre las perspectivas generadas a partir de este trabajo se encuentra explorar el impacto de la
desregulacién de los miRNAs en el EO de la DMD ya que el EO constituye un eje principal en esta
enfermedad y por otro lado, estudiar el papel que desempefia Nrf2 en la fisiopatologia de la DMD

ya que la evidencia en la literatura aun es escasa.
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is associated with a decrease in the expression of those miRNAs, evidencing DMD

progress. These findings add new information about the natural history of DMD.

KEYWORDS

circulating miRNAs, Duchenne muscular dystrophy, dystromiRs, oxidative stress

1 | INTRODUCTION

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is the most severe dystrophy
in childhood and occurs through mutations in the DMD gene leading
to the absence of protein dystrophin.? The lack of dystrophin trig-
gers sarcolemmal breakage and muscle degeneration giving rise to
loss of ambulation between 9 and 12 years of age, with death in the
late 20s caused by respiratory or heart failure.®

During the natural history of DMD, muscle injury is exacer-
bated by chronic inflammation and oxidative stress.*> The release
of creatine phosphokinase (CPK), alanine aminotransferase (ALT),
and aspartate aminotransferase (AST) reflect the muscle injury.®
Additionally, metabolic alterations like overweight, obesity, hyper-
insulinemia, insulin resistance, hypertriglyceridemia, and metabolic
syndrome could be associated with the pathophysiological processes
in DMD;”® the microRNAs (miRNAs) might play a role. Using bioin-
formatic analysis for dysregulated miRNAs, Amor et al predicted a
central role in the perturbation of lipid metabolism in DMD. Gene
expression analysis confirmed the significant up-regulation of mem-
bers of the transcription factors SREBP that regulate cholesterol and
fatty acids metabolism.” Thus, the miRNA expression profile could
be a helpfultool for understanding the molecular mechanisms of this
disease.

The most studied miRNAs in DMD are miR-1, miR-133a/b, and
miR-206, also known as dystromiRs; they participate in muscle re-
generation.”®™? Studies in DMD patients”'®*?™® and animal mod-
elst13221620-25 have shown that circulating dystromiRs expression
is upregulatedinearly and late clinical stages of dystrophy compared
with healthy controls. However, there is no conclusive evidence
whether circulating miRNA expression is associated with muscle in-
jury, but taking into account factors like physical activity or dietary
compounds that modify miRNA expression.27

Other miRNAs involved in DMD disease are miR-21-5p, miR-
31-5p, miR-144-3, and miR-128-3p, which are oxidative stress-related
(OS-R) but non-dystrophic muscle.?®-3° The evidence suggests that,
for instance, miR-21-5p is associated with an increase of fibrosis in
dystrophic muscle,®® miR-31-5p represses dystraphin expression,*
and miR-144-3p regulates the development and performance of
the muscle fiber in DMD.*® Although the expression of miR-128-3p
has not been directly associated with DMD disease, its possible
role as a promotor of muscle regeneration has been described.®
Nevertheless, it is unknown whether those OS-R miRNAs*2%? also
could participate in the oxidative stress processes of DMD.

The new knowledge has demonstrated that the pathophys-
iology of DMD is overly complex. For instance, in addition to

oxidative stress, the metabolic alterations seem to be associated
with the natural history of the disease, where the miRNAs like dys-
tromiRs and OS-R could also play an important role. Bioinformatic
analysis might be a helpful tool for exploring the oxidative stress
target genes candidates of those miRNAs. However, this hypoth-
esis needs to be confirmed. Thus, this study aimed to evaluate
whether there are differences in the expression of circulating
dystromiRs and OS-R miRNAs between ambulatory and non-
ambulatory DMD patients and whether the expression of miRNAs
is associated with muscle injury, anthropometric and metabolic
parameters in DMD patients. Also, to identify genes involved in
oxidative stress that are targets of dystromiRs and OS-R miRNAs
by an in-silico analysis.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Study design and study participants
This was a prospective, cross-sectional, observational, and co-
hort study. Twenty-four DMD patients were recruited from the
Pediatric Hospital of the CMN-SXXI, Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), General Hospital of the CMN-La Raza, IMSS, and the
National Institute of Rehabilitation (INR), Mexico City. Inclusion cri-
teria were as follows: (I) clinical and molecular diagnosis of DMD,
(I} corticosteroid naive, and (Ill) and not intake of supplements with
antioxidants.

This research was authorized by the Institutional Ethics
Committee of Scientific Research of IMSS (R-2018-785-089), and
parents or legal guardians signed informed consent.

2.2 | Procedures

A blood sample of 3 ml from patients was collected after a 12-h
overnight fast in a Vacutainer™ serum separator gel to measure the
expression of dystromiRs and OS-R miRNAs, muscle injury param-
eters, and metabolic indicators in serum. Subsequently, the function
and strength muscle were evaluated, and anthropometric param-
eters were registered. Finally, the Physical Activity Questionnaire
for Older Children (Pag-C) and a semi-quantitative Food Frequency
Questionnaire (FFQ) were applied. Blood samples were centrifu-
gated for 10 min at 9,000 g at 4°C. The serum was separated and
stored at —=70°C for later analysis. Patients were classified according
to ambulatory status and age (<7 and >7 years).3¢
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2.3 | Measurements
2.3.1 | Circulating dystromiRs and OS-R miRNA
expression analysis

According to the manufacturer's protocol, two hundred microliters
of serum was used for total RNA extractions using the miRNeasy
Serum/Plasma Kit (QIAGEN®). Total RNA was quantified in Epoch 2
Microplate Spectrophotometer (BioTek Instruments, Inc.).

Quantitative realtime PCR was performed from 20ng of total
RNA in a MultiGene OptiMax Thermocycler (Labnet International,
Inc) using TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems®), and the stem-loop reverse transcription primers of
dystromiRs, OS-R miRNAs, and U6 snRNA were used as reference
RNA (Applied Biosystems® in California, USA) following the manu-
facturer's protocols asis detailed in Supplementary Material, Table S1.

The PCR amplification of 1.33pl cDNA was carried out in a
LightCycler® Nano (Roche) using 10 ul of TagMan® universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems®) and 1 pl of miRNA-specific
stem-loop primers TagMan® MicroRNA Assay (20X) (Applied
Biosystems®) following the manufacturer's protocol. We used the
7P method and U6 snRNA as the control for the miRNA expres-
sion analysis data normalization.

2.3.2 | Muscle injury evaluation

Muscle injury was evaluated with function and strength using clini-
cal scales and quantifying circulating muscle injury markers levels.
Trained clinical geneticists measured the muscle function of lower
limbs was graded it using the Vignos scale®” and Gross Motor
Function Classification System (GMFCS).*® Muscle function in upper
limbs was graded using the Brooke scale.’® Muscle strength was
evaluated using the Medical Research Council (MRC) scale*? (see
Supplementary Material).

The circulating markers like CPK (U/L) were determined by chemi-
luminescentimmunometricassay with a commercial kit (SPINREACT).
ALT and AST were determined with enzymatic-colorimetric kits
(SPINREACT) in a clinical analyzer SPIN 120 (SPINREACT).

2.3.3 | Metabolic and anthropometric parameters
determination

Circulating metabolic indicators such as glucose, total cholesterol,
and triglycerides were determined in serum by chemiluminescent
immunometric. Insulin concentrations were determined in serum by
enzyme-linked immunosorbent assay (See Supplementary Material).

Anthropometric measurements were carried out by trained nu-
tritionists registering age, height, and body weight to calculate body
mass index (BMI) percentile, and age was also recorded.

Physical activity was evaluated according to the frequency
of therapy sessions and using the Pag-C.** Finally, to obtain the

frequency of food and beverage consumption, FFQ was applied***®
(See Supplementary Material).

2.34 | Prediction of genes involved in oxidative
stress that are targets of dystromiRs and OS-R
miRNAs by an in-silico analysis

First, we generated alist of target genes using the miRBD database,**
considering a target score 280. Next, we identified the target genes
oxidative stress related to the online Mouse Genome Database,*
considering research criteria such as response to oxidative stress, anti-
oxidant activity, and reactive oxygen species metabolic process. Finally,
we matched the genes selected in both databases.

2.4 | Statistical analyses

The SPSS statistical software (SPSS ver. 24) was used for sta-
tistical analyses. Variable distributions were evaluated with the
Shapiro-Wilk test. The data were presented as mean + standard
deviation (SD) when they followed a normal distribution or me-
dian (minimum, maximum) when they followed a non-normal dis-
tribution. Comparisons between ambulatory and non-ambulatory
patients were performed by Student t-test for normal data or
Mann-Whitney U-test for non-normal data. Correlation be-
tween variables was estimated with Spearman's rho correlation
coefficient.

General Linear Model (GLM) was performed for each miRNA
to evaluate whether muscle injury parameters, anthropometric pa-
rameters, metabolic parameters, physical activity, and frequency of
food consumption are predictors of circulating dystromiRs and OS-R
miRNAs levels. p-value <.05, 2-sided was considered for statistical
significance.

3 | RESULTS

3.1 | Diagnostic and clinical characteristics of DMD
patients

Clinical information, analysis of DMD gene or protein dystrophin
expression, and reading frame prediction of DMD gene*® were
used to confirm the diagnosis of DMD in the twenty-four patients
(Supplementary Material, Table S2).

3.2 | Characteristics of ambulatory and non-
ambulatory DMD patients

Table 1 depicts that age, Vignos, GMFCS, and Brooke scales scores,
height, and body weight were significantly (p-value <.05) higher in
the non-ambulatory group than in the ambulatory group. In contrast,
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ALMEIDA-BECERRIL T AL

the MRC scale score, circulating muscle injury markers levels, total
cholesterol concentration, and physical activity score were signifi-
cantly (p-value <.001) lower in non-ambulatory patients than am-
bulatory patients. The concentration of metabolic parameters and
the frequency of food consumption were similar between groups
(p-value>.05).

3.3 | Serum dystromiRs and OS-R miRNAs levels
in ambulatory and non-ambulatory DMD patients and
correlation with muscle injury

3.31 | DystromiRs

We found that serum miR-133a-3p and miR-206 levels were lower
in non-ambulatory patients than ambulatory patients (p-value £.01),
but the serum miR-1-3p expression did not reach significance
(p-value = .056, Figure 1A-C). When we stratified the patients
according to age, serum all dystromiRs levels were significantly (p-
value <.05) lower in DMD patients with >7years of age than those
younger (Figure 1D-F).

Although a borderline correlation (rho = -0.313, p-value = .068)
between Vignos scale score and the serum miR-1-3p expression
was observed (Figure 2A), this score correlated significantly (p-
value <.05) with the serum miR-133a-3p (rho = —0.533, Figure 2B)
and miR-206 (rho = -0.469, Figure 2C) expression. Other scale score
such as GMFCS correlated (rho = -0.340, p-value = .05) with the
serum miR-1-3p expression, but we did not identify correlation be-
tween Brooke scale score and the serum dystromiRs (p-value > .05,
Table 2) levels. MRC scale score showed a positive significant (p-
value <.05) correlation with the serum miR-133a-3p and miR-206
expression (Table 2). Serum of the three dystromiRs levels positively
correlated (p-value<.05) with CPK, AST, and ALT concentrations
and negatively (p-value < .05) with age (Table 2).

3.3.2 | OS-RmiRNAs

The serum levels of the four OS-R miRNAs were significantly (p-
value <.05) lower in non-ambulatory DMD patients than in ambula-
tory DMD patients (Figure 3A-D). Also, those OS-R miRNAs levels
werelower (p-value < .05) indystrophic older patients compared with
the dystrophic younger group, except for miR-31-5p (p-value = .128)
(Figure 3E-H).

Vignos scale score correlated significantly (p-value <.05) with
the serum miR-21-5p, miR-31-5p, miR-128-3p, and miR-144-3p
(rho = -0.567, -0.393, -0.564, and -0.413, respectively) levels
(Figure 4A-D). The GMFCS scale score significantly (p-value <.05)
correlated with the serum miR-21-5p and miR-128-3p (rho = -0.387
and rho = -0.384, respectively) expression. However, no correla-
tions (p-value> .05) were identified between the Brooke scale score
and the serum levels of the four OS-R miRNAs (Table 2). MRC score
significantly (p-value <.05) correlated with the serum miR-21-5p,

miR-128-3p, and miR-144-3p (rho = 0.487, 0.441, and 0.408, respec-
tively) expression (Table 2).

The serum levels of the four OS-R miRNAs correlated (p-
value <.05, Table 2) positively with CPK, AST, and ALT concentra-
tions and negatively with age.

3.4 | Correlation between serum miRNAs

levels and anthropometry, metabolic indicators,
physical activity, and frequency of food consumption
in DMD patients

The serum levels of the three dystromiRs and those levels of the four
0S-R miRNAs correlated (p-value <.05) with height, but only miR-
1-3p expression carrelated with body weight (p-value <.01). Similar
correlations for body weight were observed, except for serum miR-
133a-3p and miR-206 expression. However, only the expression of
miR-133a-3p correlated (rho = 0.348, p-value = .048) with the BMI
percentile.

Serum miR-1-3p levels correlated (rho = 0.343, p-value = .05)
with insulin concentration and serum miR-21-5p expression
correlated (rho = -0.369, p-value = .038) with glucose levels
(Table 2).

Only serum miR-206 and miR-1-3p expression correlated
with Pac-C score and beverage's consumption (rho = 0.384, p-
value = .039 and rho = -0.394, p-value = .035, respectively, Table 2).

Additionally, we performed the analyses only considering ambu-
latory patients, but no consistent correlations with age, muscle in-
jury parameters, anthropometric parameters, metabolic indicators,
physical activity, and frequency of food consumption were found
(Supplementary Table S3).

Correlations analyses between serum of dystromiRs and OS-R
miRNA expression evidenced significant positive correlation among
those miRNAs (p-value <0.001, Supplementary Table S4). The
strongest correlation was observed between the serum dystro-
miRs expression; miR-133a-3p, and miR-206 (rho = 0.939); and be-
tween the serum OS-R miRNAs levels, miR-21-5p with miR-128-3p
(rho = 0.970) and with miR-144-3p (rho = 0.917), and between miR-
128-3p with miR-144-3p (rho = 0.937).

3.5 | Predictors of circulating expression of
miRNAs in DMD patients

The GLM analyses adjusted by covariables allowed us to iden-
tify the parameters that influence circulating miRNA expression
(Supplementary Table S5). Regarding the dystromiRs expression,
the model 1 (p-value = .001) showed that serum miR-133a-3p,
miR-21-5p, miR-128-3p, and miR-144-3p levels predict the miR-
1-3p expression. The model 2 (p-value<.001) showed that serum
miR-1-3p, miR-206, miR-21-5p, and miR-128-3p levels predict miR-
133a-3p expression. Finally, the model 3 (p-value <.001) showed
that serum miR-133a-3p levels predict the miR-206 expression.
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ALMEIDA-BECERRIL ET AL.

TABLE 1 Characteristics of ambulatory

fonganbulstony and non-ambulatory DMD patients

Ambulatoryn =18 n=6 p-Value
Age (year) 6.59+2.58 13.18+1.3 <.001*
Muscle injury parameters
Vignos scale (score) 3(2,4) 9(9,9) <.001°
GMFCS scale (score) 2(1,2) 5(4, 5) <.001°
Brooke scale (score) 2(1,3) 3(2,4) <.001°
MRC muscle strength (%) 91 (80, 100)T 71 (43,77)* <.001°
CPK (U/L) 14,661 +7371 5842+1601 <.001*
AST (U/L) 199.61+66.78 97.67 +18.82 <.001?
ALT (U/L) 268.22+95.47 83.67+32.14 <.001?
Anthropometric parameters
Height (cm) 111.1+16.34 149.48 +14.09 <.001?
Body weight (kg) 17.95(11.7,48.8) 39.2(22.2,53.4) .006°
BMI (percentile) 31.5(1,97) 6(1,77) .090°
Metabolic indicators
Glucose (mg/dl) 84.33+7.68 8717+8.91 .459°
Insulin (pU/ml) 5.65(5.1,22.7) 5.7 (4.9,7.6) .581°
HOMA-IR 1.2(0.99,4.65) 1.16(1.08,1.87) 7700
Triglycerides (mg/dI) 134 (56, 326) 119.5 (80, 290) .581°
Total cholesterol (mg/dl) 165 (124, 264) 115.5 (108, 155) .001°
VLDL-C (mg/dl) 26.8(11.2, 65.2) 23.9 (16, 58) .581°
Physical activity parameters
Pag-C (score) 2.43+0.82° 1.46+0.31 .011*
Physical therapy (s/w) 5(0,7) 1(0,2) 199°
Frequency of food consumption
Vegetables 0.181+0.108° 0.215+0.058 .347%
Fruits 0.132 (0.015,0.335)° 0.175 (0.110, 0.474) 85°
Milk and milk products 0.206+0.091° 0.201+0.137 .914*
Fish and sea food 0.020 (0, 0.078)% 0.056 (0, 0.127) 267°
Red meat 0.055 (0,0.270)° 0.083 (0.019,0.097) .555°
White meat 0.153+0.089° 0.132+0.051 .592%
Legumes 0.084+0.058° 0.081+0.046 .936%
Cereals and tubers 0.196 (0.070, 0.450)° 0.226 (0.203, 0.292) .210°
Animal and vegetable fats 0.134+0.084% 0.175+0.048 .269%
Sugars and confectionery 0.140 (0, 0.656)° 0.180(0.048,0460)  .883°
Beverages 0.190+0.134% 0.218+0.212 714%
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Traditional or fast food 0.052 (0.017, 0.257)° 0.041 (0.017,0.110) 606"

Note: Data are shown as mean+ standard deviation (SD) or median (minimum, maximum).

Note: Physical activity was obtained applying the physical activity questionnaire-C (Pag-C).
Note: The value of n changes as follows because some data were unavailable: h= 17, #n=5and
Sn=16.

Abbreviations: ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; BMI, body
mass index; CPK, creatine phosphokinase; DMD, Duchenne muscular dystrophy; GMFCS, Gross
Motor Function Classification System; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment-Insulin
Resistance; MRC, Medical Research Council; s/w, sessions/week; VLDL-C, very low-density
lipoprotein-cholesterol.

*Student t-test.

bMann—Whitney U-test.
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FIGURE 1 Circulating dystromiRs in DMD patients. (A-C) Comparation between ambulatory (n = 18) and non-ambulatory (n = 6) DMD
patients: (A) miR-1-3p, (B) miR-133a-3p, and (C) miR-206. (D-F) Comparation between DMD patients <7 years of age (h = 12) and DMD
patients >/ years of age (n = 12): (D) miR-1-3p, (E) miR-133a-3p, and (F) miR-206. Mann-Whitney U-test. *p=<.05, **p =.01. Data were

transformed to Log, ; only for a better data representation.

Concerning the OS-R miRNA expression, model 4 (p-value<.001)
showed that Vignos scale score, GMFCS scale score, miR-1-3p, miR-
133a-3p, and miR-128-3p levels predict miR-21-5p expression. The
model 5 (p-value<.001) showed that serum miR-133a-3p, miR-128-3p,
and miR-144-3p levels predict miR-31-5p expression. The model 6 (p-
value <.001) showed that Vignos and GMFCS scales scares, serum miR-
1-3p, miR-133a-3p,miR-21-5p, and miR-144-3plevels predict miR 128-3p
expression. The last model (p-value<.001) showed that serum miR-
31-5p and miR-128-3p levels predict the miR-144-3p expression.

All models computed predict at least 96% of circulating miRNA
expression. Also, the two most robust predictors expression were
the miR-133a (which predicts the serum of the three dystromiRs and
the four OS-R miRNA expression) and miR-128-3p (which predicts
two dystromiRs and the four OS-R miRNA expression).

3.6 | Prediction of genes involved in oxidative
stress that are targets of dystromiRs and OS-R
miRNAs by an in-silico analysis

The in-silico analysis predicted the following target genes re-
lated to oxidative stress. For dystromiRs: 30 for miR-1-3p, 17 for

miR-133a-3p, and 31 for miR-206 genes were found. For OS-R miR-
NAs: 12 for miR-21-5p, 15 for miR-31-5p, 24 for miR-128-3p, and
22 for miR-144-3p were identified (Supplementary Table 56-512).
All those genes target either the 3“UTR, the coding region, or the
5-UTR.

4 | DISCUSSION

This is the first study that reports the circulating expression of miR-
NAs associated with diverse clinical parameters in DMD patients
graded by muscle damage. Some miRNAs are essential for muscle
development and metabolism, and different studies have shown that
circulating dystromiRs and OS-R miRNA expression is dysregulated
in DMD.?*%12% However, the most significant limitation of those
studies is the restricted interpretation of miRNA expression because
of the scarce consideration of clinical traits.

Our findings demonstrated a lower circulating dystromiRs ex-
pression in patients with worse muscle function than those DMD
patients with better muscle function, which agrees with Zaharieva
et al.2 The low expression of miRNAs may reflect reduced muscle
mass and physical activity, passive leakiness from damaged fibers,
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FIGURE 2 Correlation of Vignos scale score and circulating dystromiRs expression in DMD patients. (A) miR-1-3p, (B) miR-133a-3p,
and (C) miR-206. The correlation was computed by Spearman’s correlations (N = 24). Data were transformed to Log,, for a better data

representation.

the active passage of miRNAs through the dystrophic sarcolemma,
or pathophysiological evolution associated with transcriptional ad-
aptation.? It is well known that older DMD patients have substan-
tial muscle damage, *¢ and we are adding knowledge that circulating
dystromiRs expression decreases when age increases. However,
these outcomes contrast with findings reported by Zaharieva
et al'? and Li et al'® because, in both studies, no correlations were
observed between age and dystromiRs expression. Also, we ob-
served that patients older than seven years expressed lower dys-
tromiRs levels than younger patients. Our results agree with an
adverse change in muscle function reported at seven years of age
in DMD.* Therefore, we can hypothesize that age of seven might
be a cutoff to decreasing circulating dystromiRs even before the
loss of ambulation.

Circulating dystromiRs levels decrease when the Vignos scale
score increases; however, this pattern was not observed with the
Brooke scale score. Thus, we propose that dystromiRs levels might
better indicate muscle injury in lower limbs than in upper limbs.

Nevertheless when just ambulatory patients were considered, al-
most all correlations were lost and only dystromiR miR-206 expres-
sion correlated with GMFCS and Brooke scale score, as similarly
reported by Cacchiarelli et al and Hu et al. Those authors found
positive correlations between circulating dystromiRs levels like
miR-206 and worst muscle function in ambulatory patients 3-6 and
4-12years.'®** Therefore, we hypothesized that miR-206 expres-
sion might be a candidate to indicate muscle injury in the upper limbs
in ambulatory DMD patients. More studies are required to confirm
this hypothesis.

Additionally, only the expression of miR-206 augments when
physical activity increases, similarly reported by Gomes et al. Those
authors described that circulating miR-206 levels increased 4.3
times in healthy males (n = 5) after running a half marathon.?® We
probably did not observe a correlation between physical activity in-
dicators with the other two dystromiRs (miR-1-3p and miR133a-3p)
levels because physical activity is less intensive in DMD patients
than in healthy boys. Thus, our findings reinforce the proposal of
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TABLE 2 Correlation of age, muscle injury parameters, anthropometric parameters, metabolic parameters, physical activity, and
frequency of food consumption with serum miRNA expression of DMD patients

DystromiRs miR-1-3p miR-133a-3p miR-206  OS-R miRNAs miR-21-5p miR-31-5p miR-128-3p miR-144-3p

WOQ PEPECTEAST ¢ TTOT HOH0 08T

Age (year) -0.554"" -0.450" -0.494" -0.558" -0.371 -0.552" -0475"
Muscle injury parameters
GMFCS scale (score) -0.340° -0.328 -0.320 -0.387 -0.245 -0.384" -0.260
Brooke scale (score) 0.060 -0.229 -0.231 -0.269 -0.248 -0.251 -0126 :é
MRC muscle strength (%)? 0.234 0431 0438 0.487" 0.291 0441 0.408" i
CPK (U/L) 0415 0.582" 0.659" 0.510" 0.420° 0516~ 0.536" %
AST (U/L) 0.406 0.656 0741 0.635 0.609" 0.634" 0.634" 5
ALT (U/L) 0.397 0.664" 0.676" 0.660 0.538" 0.655 0.650" g
Anthropometric parameters 8;:
Height (cm) -0.572" -0.339 -0.373 -0.506" -0.348 -0.490" -0.417
Body weight (kg) -0.521" -0.212 -0.263 -0.438" -0.350" -0.416 -0.341" %
BMI (percentile) 0.020 0.348" 0.253 0.120 -0.144 0.146 -0.134 E
Metabolic indicators E
Glucose (mg/dI) -0.303 -0.295 -0.268 -0.369 -0.287 -0.284 -0.4151 g
Insulin (pU/mi) 0.343" 0.145 0158 0.142 0.037 0.140 0152 E
HOMA-IR 0.263 0.040 0.097 -0.019 -0.083 0.045 0.147 §
Tryglicerides (mg/dI) 0.009 0.304 0.152 -0.030 -0.215 0.070 0.040 E
Total cholesterol (mg/dI) -0.007 0.291 0.245 0.161 0.023 0.207 0156 E
VLDL-C (mg/dl) 0.009 0.304 0.152 -0.030 -0.219 0.070 0.040 E
Physical activity parameters
Pag-C (score)® 0.135 0.276 0.384 0.347 0.329 0.330 0.281 P
Physical therapy (s/w) 0.266 0.144 0.144 0.016 0.007 0.034 -0.01% ;5
Frequency of food consumption® E
Vegetables 0.108 0.339 0.219 0.229 -0.059 0.246 0.248 E
Fruits -0.118 0.104 0.043 0.182 0.007 0176 0.138 i
Milk and milk products -0.232 0.295 0.281 0117 0.184 0124 -0.051
Fish and sea food 0.196 0.257 0.148 0.247 0.195 0.228 0.226
Red meat 0.101 0.025 0.043 -0.195 -0.045 -0.150 -0.136 §
White meat -0.148 0171 0122 0.041 -0.082 0.054 -0.015 i
Legumes 0.095 0.283 0.254 0.038 -0.182 0.055 0152 g
Cereals and tubers 0.051 0.142 0.043 0.014 -0.181 0.020 -0.054 1
Animal and vegetable fats -0.113 -0.094 -0.149 -0.233 -0.089 -0.246 -0.207
Sugars and confectionery -0.257 -0.021 0.062 -0.006 0.077 -0.010 -0.046
Beverages -0.394° -0.086 0.060 -0.077 0.256 -0.125 -0.4174
Traditional or fast food 0.144 0.194 0.267 0.297 0.212 0.243 0.297

Note: Correlation coefficients calculated by Spearman correlation (N = 24).

Note: The value of n changes in some variables because some data were unavailable.

Abbreviations: ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; CPK, creatine phosphokinase; GMFCS,
Gross Motor Function Classification System; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment-Insulin Resistance; MRC, Medical Research Council;
OS-R miRNAs, oxidative stress related miRNAs; Pag-C, physical activity questionnaire-C; s/w, sessions/week; VLDL-C, very low-density
lipoprotein-cholesterol.

N=22.

*p-value=.05; **p<.01.

Gomes et al that circulating miR-206 expression might be a potential and miR-128-3p levels than ambulatory boys, which agrees with

biomarker of muscle damage in DMD. Zaharieva et al*? and Amor et al® reports. Moreover, we are reporting
Regarding the OS-R miRNAs, we proved that DMD patients for the first time that serum miR-21-5p and miR-144-3p expression
with worse muscle function have lower circulating miR-31-5p are also lower in non-ambulatory DMD patients than in ambulatory
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FIGURE 3 Circulating OS-R miRNAs in DMD patients. (A-D) Comparation between ambulatory (n = 18) and non-ambulatory (n = 6)
DMD patients: (A) miR-21-5p, (B) miR-31-5p, (C) miR-128-3p and (D) miR-144-3p. (E-H) Comparation between DMD patients <7 years of age
(n = 12) and DMD patients =7 years of age (n = 12): (E) miR-21-5p, (F) miR-31-5p, (G) miR-128-3p, and (H) miR-144-3p. Mann-Whitney U-test.
"p=.05, " p .01, ns, not statistically significant. Data were transformed to Log,, only for a better data representation.

patients. Muscle injury augments as age, and we are adding new
knowledge about circulating OS-R miRNA expression decreases as
age increases, except for the miR-31-5p level. DMD patients older
than seven years express lower levels of circulating OS-R miRNAs
than younger patients. Thus, those miRNA expressions seem to be
involved with adverse changesin muscle function at seven years; that

age was proposed by Mazzone et al.*® Because serum OS-R miRNA
expression only decreases as the Vignos scale score increases and
not with the Brooke scale score, those miRNA expression might be
associated with muscle damage in lower extremities, at least at the
age of studied patients. However, we should consider that DMD indi-
viduals experience weakness in the upper limbs later.3
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representation.

The correlation of serum dystromiRs and OS-R miRNAs levels
with enzymatic markers concentration of muscle injury support the
hypothesis that those miRNA expression decreases when muscle
function is worst.

Additionally, we evaluated DMD patients' different metabolic
perturbation indicators (glucose, insulin, triglycerides, total cho-
lesterol, VLDL-cholesterol concentration, and insulin resistance).”®
However, we only identified that miR-21-5p and miR-1-3p levels are
associated with glucose and insulin concentration. Serum miR-21-5p
expression increases as serum glucose concentration decreases.
MiR-21-5p has a critical role in hepatic gluconeogenesis. It targets
forkhead box O1 pathway-mediated downregulation of phosphoe-
nolpyruvate carboxykinase and glucose-6-phosphatase as observed
in diabetic mice and primary hepatocytes.”*® Thus, miR-21-5p
might act in the liver to modulate the circulating glucose. However,
more studies are needed to confirm this proposal. Additionally, the
positive correlation between miR-1-3p and circulating insulin con-
centration is an important field to explore because no studies sup-
port our observation.

In addition, we identified the most important predictors of circu-
lating miRNAs evaluated in this study. We found that miR-133a-3p
and miR-128-3p, previously reported as downregulated in older pa-
tients with DMD,? are the most common predictors of expression of
all miRNAs analyzed. Thus, we hypothesize that both miRNAs could
be central regulators of the seven miRNAs analyzed. Our proposal
is based on the evidence that miR-133a-3p and miR-128-3p mod-
ulate myoblast proliferation and myotubes and play a diverse role
in muscle pathophysiology® regulating muscle mass. It is reinforced
because we also found that the Vignos scale and GMFCS scores are
predictors of circulating miR-21-5p and miR-128-3p levels.

Finally, the in silico analysis of dystromiRs and OS-R allowed us to
identify 151 genes as potential regulators of oxidative stressin DMD
disease. The most relevant gene identified was the master transcrip-
tion nuclear NRF2 which triggers the antioxidant activity.*** Our
findings show that NFR2 is a target gene of miR-144-3p. Therefore,
miR-144-3p might be the main regulator of oxidative stressin DMD
disease. However, further studies are required to confirm this
hypothesis.
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This is the first study that reports dysregulated oxidative stress-
related miRNAs in the serum of DMD patients. Also, both types of
miRNAs, dystromiRs and OS-R miRNAs, are associated with muscle
damage and age and seem to be regulated between them. Thus, we
propose this group of seven miRNAs for monitoring DMD progres-
sion or therapeutic interventions. The present research opens a field
of study to consider dystromiRs and OS-R miRNAs as regulators
of oxidative stress, which is increased in dystrophic muscle and is
strongly associated with myonecrosis and inflammation of the com-
plex pathophysiology of DMD.

Limitations of this study are the small sample, the absence of a
healthy control group, and the cross-sectional design, which makes
it hard to determine a cause-and-effect relationship compared with
a longitudinal study and validation of target genes of miRNAs ana-
lyzed. Strengths are the criteria selection of the study population
discarding Becker muscular dystrophy. Moreover, we included not
previously considered muscle injury parameters such as muscle
function and muscle strength of upper and lower limbs, the control
of potential factors such as food and beverage consumption and
physical activity that influence circulating dystromiRs, and OS-R
miRNA expression. In addition, predictors of circulating miRNAs
were considered.

5 | CONCLUSIONS

Circulating dystromiRs and OS-R miRNA expression are lower in
patients with worse muscle function than in patients with better
muscle function. Those circulating miRNA expression decreased is
associated with more muscle injury in the lower limb. Furthermore,
circulating insulin and glucose concentration could be influenced by
miR-1-3p and miR-21-5p expression, respectively. In addition, the
deregulation of circulating dystromiRs and OS-R miRNAs found in
this study and the possible target genes related to oxidative stress
open a field of study about epigenetic contribution to oxidative
damage in DMD caused by non-classical mechanisms. This group of
seven miRNAs might help monitor DMD progression or therapeutic
interventions; however, more studies are required to confirm this
proposal. Thus, this study provides new information on the natural
history of DMD.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

Tomas Almeida-Becerril: Conceptualization (equal), data curation
(equal), formal analysis (equal), investigation (equal), methodology
(equal), supervision (equal), writing original draft (equal). Maricela
Rodriguez-Cruz: Conceptualization (lead), funding acquisition
(lead), investigation (lead), project administration (lead), resources
(lead), supervision (lead), writing review & editing (lead). Sthephanie
Yannin Hernandez-De la Cruz: data curation (supporting), formal
analysis (supporting), methodology (supporting), writing review
& editing (supporting). Eugenia Dolores Ruiz-Cruz: Investigation
(supporting), methodology (supporting), supervision (supporting),
writing review & editing (supporting). Christian Ricardo Sanchez

Mendoza methodology (supporting), data curation (supporting).
Alan Cérdenas-Conejo: Investigation (supporting), methodology
(supporting), supervision (supporting), writing review & editing
(supporting). Rosa Elena Escobar-Cedillo: Investigation (support-
ing), methodology (supporting), supervision (supporting), writing
review & editing (supporting). Federico Avila-Moreno: Supervision
(supporting), methodology (supporting), data curation (supporting),
writing review & editing (supporting). Guillermo Agquino-Jarquin:
Supervision (supporting), methodology (supporting), data curation
(supporting), writing review & editing (supporting).

ACKNOWLEDGMENTS

The first author is a doctoral student from the "Programa de
Doctorado en Ciencias Biologicas” at UNAM and received fellow-
ship 629546 from Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia. The
authors appreciate patients and their families for their participation
inthe research.

FUNDING INFORMATION

This research was funded by the Fondo de Investigacion en Salud
del Instituto Mexicano del Seguro Social, México (grant #FIS/IMSS/
PROT/PRIO/19/117).

CONFLICT OF INTEREST
The authors declare that they have no conflicts of interest.

PEER REVIEW
The peer review history for this article is available at https://publo
ns.com/publon/10.1111/ane.13673.

DATA AVAILABILITY STATEMENT
The data supporting this study's findings are available from the cor-
responding author (MR-C) upon reasonable request.

ETHICS STATEMENT
The local institutional ethics committee approved this study before
the initiation of patient recruitment under permits R-2018-785-089.

ORCID
Maricela Rodriguez-Cruz "= https://orcid.
org/0000-0001-8496-4023

REFERENCES

1. Emery AE. Population frequencies of inherited neuromuscular dis-
eases-aworld survey. Neuromuscul Disord. 1991;1(1):19-29.

2. Allen DG, Whitehead NP, Froehner SC. Absence of dystrophin
disrupts skeletal muscle signaling: roles of Caz*, reactive oxygen
species, and nitric oxide in the development of muscular dystrophy.
Physiol Rev. 2016;96(1):253-305.

3. Verma S, Anziska Y, Cracco J. Review of Duchenne muscular dys-
trophy (DMD) for the pediatricians in the community. Clin Pediatr
(Phila). 2010;4%(11):1011-1017.

4. Cruz-Guzman OD, Rodriguez-Cruz M, Escobar Cedillo RE. Systemic
inflamrmation in Duchenne muscular dystrophy: association with mus-
cle function and nutritional status. Biomed Res Int. 2015;2015:891972.

/211 wo LoeIqU SULEg LAY ‘@R BT ETWOUCIY [FUCIEN PEPISIZATL) 4 £/ 9ET R [11 01/ 0P/ meLa(w resqrpuriue; sduy Wog pepeeTiacd ‘s ‘TI0T HOH0009T

T

i
i
:
¢
g

e R

asmRaT] STewe) sanFer) S1qreNdds # £Q Peai0d I SN VO ‘FI0 ST 10f AmIqTT SUTED STAL

(o]
(o]



ALMEIDA-BECERRIL eT &L

10.

11

12,

13.

14,

15.

16.

17

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Almeida-Becerril T, Rodriguez-Cruz M, Sdnchez-Gonzilez JR, et al.
Circulating markers of oxidative stress are associated with a muscle
injury in patients with muscular dystrophy Duchenne. Brain Dev.
2021:43(1):111-120.

Rodriguez-Cruz M, Almeida-Becerril T, Atilano-Miguel S, Cardenas-
Conejo A, Bernabe-Garcia M. Natural history of serum enzyme lev-
els in Duchenne muscular dystrophy and implications for clinical
practice. Am J Phys Med Rehabil. 2020;99(12):1121-1128.
Rodriguez-Cruz M, Sanchez R, Escobar RE, et al. Evidence of in-
sulin resistance and other metabolic alterations in boys with
Duchenne or Becker muscular dystrophy. Int J Endocrinol.
2015;2015:867273.

Rodriguez-Cruz M, Cruz-Guzman OR, Escobar RE, Lopez-Alarcon M.
Leptin and metabolic syndrome in patients with Duchenne/Becker
muscular dystrophy. Acta Neurol Scand. 2016;133(4):253-260.
Amor F, Vu Hong A, Corre G, et al. Cholesterol metabolism is a
potential therapeutic target in Duchenne muscular dystrophy. J
Cachexia Sarcopenia Muscle. 2021;12(3):677-693.

Cacchiarelli D, Legnini I, Martone J, et al. miRNAs as serum bio-
markers for Duchenne muscular dystrophy. EMBO mol Med.
2011;3(5):258-265.

Roberts TC, Godfrey C, McClorey G, et al. Extracellular microRNAs
are dynamic non-vesicular biomarkers of muscle turnover. Nucleic
Acids Res. 2013;41(20):9500-9513.

Zaharieva IT, Calissano M, Scoto M, et al. Dystromirs as serum bio-
markers for monitoring the disease severity in Duchenne muscular
dystrophy. PLoS One. 2013:8(11):e80263.

Vignier N, Amor F, Fogel P, et al. Distinctive serum miRNA pro-
file in mouse models of striated muscular pathologies. PLoS One.
2013;8(2):e55281.

Hu J, Kong M, Ye Y, Hong S, Cheng L, Jiang L. Serum miR-206
and other muscle-specific microRMNAs as non-invasive biomark-
ers for Duchenne muscular dystrophy. J Neurochem. 2014;129(5):
877-883.

Li X, Li Y, Zhao L, et al. Circulating muscle-specific miRNAs in
Duchenne muscular dystrophy patients. Mol Ther Nucleic Acids.
2014;3(7):e177.

Matsuzaka Y, Tanihata J, Komaki H, et al. Characterization and
functional analysis of extracellular vesicles and muscle-abundant
miRNAs (miR-1, miR-133a, and miR-206) in C2C12 myocytes and
mdx mice. PLoS One. 2016;11(12):e0167811.

Becker S, Florian A, Patrascu A, et al. Identification of cardiomy-
opathy associated circulating miRNA biomarkers in patients with
muscular dystrophy using a complementary cardiovascular mag-
netic resonance and plasma profiling approach. J Cardiovasc Magn
Reson. 2016;18(1):1-14.

Llano-Diez M, Ortez Cl, Gay JA, et al. Digital PCR quantification of
miR-30c and miR-181a as serum biomarkers for Duchenne muscu-
lar dystrophy. Neuromuscul Disord. 2017;27(1):15-23.

Mousa NO, Abdellatif A, Fahmy N, Zada S, El-Fawal H, Osman
A. Circulating MicroRNAs in Duchenne muscular dystrophy. din
Neurol Neurasurg. 2020;189:105634.

Mizuno H, Makamura A, Aoki Y, et al. Identification of muscle-
specific microRNAs in serum of muscular dystrophy animal models:
promising novel blood-based markers for muscular dystrophy. PLoS
One. 2011;6(3):e18388.

Roberts TC, Blomberg KE, McClorey G, et al. Expression analysis
in multiple muscle groups and serum reveals complexity in the
microRNA transcriptome of the mdx mouse with implications for
therapy. Mol Ther Nucleic Acids. 2012;1(8):e39.

Goyenvalle A, Babbs A, Wright J, et al. Rescue of severely affected
dystrophin/utrophin-deficient mice through scAAV-U7snRNA-
mediated exon skipping. Hum Mol Genet. 2012;21(11):2559-2571.
Jeanson-Leh L, Lameth J, Krimi S, et al. Serum profiling identi-
fies novel muscle miRNA and cardiomyopathy-related miRNA

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37

38.

39.

41.

42,

biomarkers in Golden retriever muscular dystrophy dogs and
Duchenne muscular dystrophy patients. AmJ Pathol. 2014;184(11):
2885-2898.

Coenen-Stass AM, Betts CA, Lee YF, et al. Selective release of
muscle-specific, extracellular microRNAs during myogenic differ-
entiation. Hum Mol Genet. 2016;25(18):3960-3974.

Israeli D, Poupiot J, Amor F, et al. Circulating miRNAs are generic
and versatile therapeutic monitoring biomarkers in muscular dys-
trophies. Sci Rep. 2016;6(1):1-11.

Gomes CP, Oliveira GP Jr, Madrid B, Almeida JA, Franco OL, Pereira
RW. Circulating miR-1, miR-133a, and miR-206 levels are increased
after a half-marathon run. Biomarkers. 2014;19(7):585-589.
Quintanilha BJ, Ferreira LR, Ferreira FM, et al. Circulating plasma
microRNAs dysregulation and metabolic endotoxemiainduced by a
high-fat high-saturated diet. Clin Nutr. 2020;39(2):554-562.

Zanotti 5, Gibertini S, Curcio M, et al. Opposing roles of miR-21 and
miR-29 inthe progression of fibrosis in Duchenne muscular dystro-
phy. Biochim Biophys Acta. 2015;1852(7):1451-1464.

Cacchiarelli D, Incitti T, Martone J, et al. miR-31 modulates dystro-
phin expression: new implications for Duchenne muscular dystro-
phy therapy. EMBO Rep. 2011;12(2):136-141.

Xiu MX, Zeng B, Kuang BH. Identification of hub genes, miRNAs
and regulatory factors relevant for Duchenne muscular dys-
trophy by bioinformatics analysis. Int J Neurosci. 2020;132(3):
296-305.

Shang Q. Shen G, Chen G, et al. The emerging role of miR-128 in
musculoskeletal diseases. J Cell Physiol. 2021;236(6):4231-4243.
Zhang X, Ng WL, Wang P, et al. MicroRNA-21 modulates the levels
of reactive oxygen species by targeting SOD3 and TNFu. Cancer
Res.2012;72(18):4707-4713.

Li J, Lv H, Che YQ. Upregulated microRNA-31 inhibits oxidative
stress-induced neuronal injury through the JAK/STAT3 pathway
by binding to PKD1 in mice with ischemic stroke. J Cell Physiol.
2020,235(3):2414-2428.

Caggiano R, Cattaneo F, Moltedo O, et al. miR-128 is implicated in
stress responses by targeting MAFG in skeletal muscle cells. Oxid
Med Cell Longevity. 2017;2017:9308310-9308313.

Sangokoya C, Telen MJ, Chi JT. microRNA miR-144 modulates oxi-
dative stress tolerance and associates with anemia severity in sickle
cell disease. Blood. 2010;116(20):4338-4348.

Mazzone E, Vasco G, Sormani MP, et al. Functional changes in
Duchenne muscular dystrophy: a 12-month longitudinal cohort
study. Neurology. 2011;77(3):250-256.

Vignos PJ, Archibald KC. Maintenance of ambulation in childhood
muscular dystrophy. J Chranic Dis. 1960;12(2):273-290.

Palisano R, Rosenbaum P, Walter S, Russell D, Wood E, Galuppi
B. Development and reliability of a system to classify gross motor
function in children with cerebral palsy. Dev Med Child Neurol.
1997,39(4):214-223.

Brooke MH, Griggs RC, Mendell JR, Fenichel GM, Shumate JB,
Pellegrino RJ. Clinical trial in Duchenne dystrophy. |. The design of
the protocol. Muscle Nerve. 1981;4(3):186-197.

Compston A. Aids to the investigation of peripheral nerve in-
juries. Medical Research Council: nerve injuries research com-
mittee. His Majesty's stationery office: 1942; pp. 48 (iii) and 74
figures and 7 diagrams; with aids to the examination of the pe-
ripheral nervous system. By Michael O'Brien for the Guarantors
of Brain. Saunders Elsevier: 2010; pp. [8] 64 and 94 figures. Brain.
2010;133(10):2838-2844.

Kowalski KC, Crocker PR, Donen RM. The Physical Activity
Questionnaire for Older Children (PAQ-C) and Adolescents (PAQ-A)
Manual. University of Saskatchewan; 2004,

ENSAMUT. Instituto Nacional de Salud Puablica; 2016. Accessed
June 17, 2021, https://ensanut.insp.mx/encuestas/ensanut2016/
index.php

SUQUIPWO ) PUF UL # #25 [CT0T/T1/TL] we AmIqr] surup £2(1Ay ‘O EY = FWOUoNIY [FUCIEN PEPIstaatn) 4q £/ 96T @ [11 01/ 10pme L[lw erqueuriue; sduy Weg peproTiuod ‘s ‘TI0T ‘HOH008T

o feea

ssmaT] STeTTIe) sanFer) #1qroNdde #m £Q PeenoT I SETI VO ST FO SeT 103 AWEATT SUNG ATAL

[o]
Vo]



43.

44,
45,
46.

47.
48.

49.

ALMEIDA-BECERRIL T aL.

Zotor F, Sheehy T, Lupu M, Kolahdooz F, Corriveau A, Sharma S.
Frequency of consumption of foods and beverages by Inuvialuit
adults in Northwest Territories, Arctic Canada. Int J Food Sci Nutr.
2012;63(7):782-789.

Wong N, Wang X. miRDB: an online resource for microRNA tar
get prediction and functional annotations. Nucleic Acids Res.
2015;43(Database issue):D146-D152.

Mouse Genome Database (MGD). The Jackson Laboratory, Bar
Harbor, Maine; 2019. Accessed January 11, 2021. http://www.infor
matics.jax.org

Leiden Muscular Dystrophy pages. Center for Human and Clinical
Genetics, Leiden University Medical Center; 2006. Accessed
February 13, 2021. https://www.dmd.nl/

Luo A, Yan H, Liang J, et al. MicroRNA-21 regulates hepatic glucose
metabolism by targeting FOXQO1. Gene. 2017;627:194-201.

Guay C, Regazzi R. Circulating microRNAs as novel biomarkers for
diabetes mellitus. Nat Rev Endocrinel. 2013;9(9):513-521.

Petrillo §, Pelosi L, Piemonte F, et al. Oxidative stress in Duchenne
muscular dystrophy: focus on the NRF2 redox pathway. Hum Mol
Genet. 2017;26(14):2781-2790.

SUPPORTING INFORMATION
Additional supporting information can be found online in the
Supporting Information section at the end of this article.

How to cite this article: Almeida-Becerril, T., Rodriguez-Cruz,
M., Hernandez-Crug, S. Y., Ruiz-Cruz, E. D, Mendoza, C.R. S,
Cardenas-Conejo, A., Escobar-Cedillo, R. E., Avila-Moreno, F.
& Aquino-Jarquin, G. (2022). Natural history of circulating
miRNAs in Duchenne disease: Association with muscle injury
and metabolic parameters. Acta Neurologica Scandinavica,
146, 512-524. https://doi.org/10.1111/ane.13673

STONPTeD pu sTwe ] A 22 [C0T/T1T1] T AmKrT 2unuQ A2[ray ‘0NN 2 FROUOMLY TEUCIIEN PEPISIAATIT] £q £LSET FUE/TT1T O1/10R/ WO A2TLu ATerqEwo, /st TOF PAPECTIAGG 'S ‘TTOT ‘TOFD00ST

o daa

m

SITT ST 2apear) AQRddE S £Q PRetod S SIE VO FS1I0 S 103 AT FUNG AP

[¥o)
o



12.2. Anexo 2. Carta de consentimiento.

miRNAs y dafio muscular en la DMD Rodriguez-Cruz M., Aimeida-Becerril T.y col.

[N
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
@ UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD
IM$ COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

SEGURIDA Y 50U CARIDAD 1AL

Carta de consentimiento informado para participacion en protocolos de investigacion
(padres o representantes legales de nifios o personas con discapacidad)

Nombre del estudio: MIRNAS CIRCULANTES DE ESTRES OXIDATIVO Y SU ASOCIACION
CON EL DANO MUSCULAR EN LA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE:

No. de registro ante la CNIC

Lugar y fecha: México, CD. MX., a de del 20__

Justificacion y objetivo de estudio

Como su médico Genetista ya se lo menciond, su hijo tiene alta sospecha de padecer distrofia
muscular de Duchenne, en esta distrofia se producen moléculas conocidas como especies
reactivas que estan en la sangre y que dafian mas los musculos de su hijo, en esta investigacion
queremos estudiar si otras moléculas llamadas miRNAs pueden participar en la produccién de
estas especies reactivas. Los resultados de este estudio seran importantes para el conocimiento
de la enfermedad.

Dentro de las aplicaciones que generara el presente trabajo, esta la posibilidad de encontrar en
estudios futuros miRNAs en circulacién que nos permitan monitorear el avance de la enfermedad
en otros pacientes, asi como conocer moléculas importantes que sirvan como blanco para
diferentes tipos de tratamientos en la distrofia muscular de Duchenne.

Procedimientos

Se programaréa una unica cita para que usted acuda junto con su hijo que debe tener un ayuno
de 12h al Laboratorio de Nutricién Molecular de la Unidad de Investigacion Médica en Nutricion
ubicada en el 4° Piso del Hospital de Pediatria de Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto
Mexicano del Seguro Social.

Primeramente, a su hijo se le tomara una muestra de sangre de una vena del brazo equivalente
a dos cucharadas o 10 mL de sangre distribuidos en un tubo morado con anticoagulante y un
tubo amarillo con gel separador.
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Estas muestras seran utilizadas para medir los componentes que se llaman miRNAs que se
encuentran en la sangre, asi como también algunas moléculas que indican la severidad del dafio
oxidativo de su hijo.

Después, a su hijo lo pesaremos, le mediremos la talla, la circunferencia de cintura y la
circunferencia de cadera. Posteriormente, se le pedira que usted o su hijo respondan un
cuestionario sobre los datos generales de su hijo como edad, edad a la que iniciaron sus
sintomas, edad a la que dejo de caminar (si es el caso) antecedentes familiares de la
enfermedad, cuales medicamentos esta tomando su hijo, etc.

A continuacion, se le pedira que responda otro cuestionario para conocer el nivel de actividad
fisica que realiz6 su hijo durante la ultima semana previa a su visita al laboratorio de Nutricién
Molecular. De manera general, este cuestionario es una serie de preguntas que cuestionan sobre
diferentes actividades de la vida diaria de su hijo y la frecuencia con la que las realiza a lo largo
del dia y de la semana.

Posteriormente, se le pedira que conteste un ultimo cuestionario sobre la frecuencia con la que
su hijo consume ciertos alimentos para conocer sus habitos alimenticios.

Finalmente, un médico hara una medicion de la funcién de los musculos de su hijo. Estas ultimas
pruebas no causaran ningun dolor ya que solo consisten en generar movimientos con piernas y
brazos. Todos los procedimientos se realizaran en aproximadamente 1.5 hrs.

Posibles riesgos y molestias

La medicion de peso y talla, asi como la evaluacion funcional muscular se realiza por métodos
no invasivos que no ocasionan incomodidad, dolor o riesgo alguno para su hijo. Las molestias
durante la toma de muestra de sangre son minimas, en algunas ocasiones el procedimiento
puede causarle a su hijo un poco de dolor, es posible que se le pueda formar un hematoma
(moreton). Durante la toma de muestra de sangre, su hijo estara supervisado por un médico para
monitorear que no presente nauseas o mareos asociados a la toma de la muestra.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio

El primer beneficio de la participacién de su hijo en este estudio es que se le entregarén a usted
los resultados de las pruebas de laboratorio que realizaremos (glucosa, triglicéridos y colesterol),
los cuales les proporcionaran informacion sobre el estado de salud de su hijo.

Ademas, usted recibira un reporte nutricio y orientacion nutricia personalizada con la finalidad de
que su hijo siga una adecuada nutricion. La orientacion nutricia se realizara para que en su hijo
se puedan disminuir los factores de riesgo metabdlico que pudiera presentar en un futuro como
consecuencia de la fisiopatologia de distrofia muscular de Duchenne.
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Informacion sobre resultados

Los resultados de laboratorio y el plan nutricio de su hijo seran entregados en una segunda cita
en el laboratorio de Nutricion Molecular, en ese caso ya no es necesario que acuda su hijo.

Participacion o retiro

La participacién en este estudio es voluntaria. Si usted decide que su hijo no participe, seguira
recibiendo la atencién médica brindada por el IMSS o por la Institucién que le proporciona el
servicio médico a su hijo con los procedimientos establecidos. Si en un principio firma la carta de
consentimiento informado y posteriormente cambia de opinién, incluso durante la toma de
muestra, su hijo puede abandonar el estudio en cualquier momento sin que esto modifique los
beneficios que tiene en la institucion que atiende la salud de su hijo.

Privacidad y confidencialidad

Toda la informacion proporcionada sobre su hijo como nombre, numero telefénico, direccion y
respuestas a los cuestionarios, asi como los resultados de la investigacion sera manejada bajo
estricta confidencialidad y privacidad siendo utilizada exclusivamente para fines de este estudio.
Ademas, todas las muestras biolégicas seran etiquetadas con un cédigo alfanumérico para que
las etiquetas no revelen el nombre del paciente.

Solo proporcionaremos informacion sobre su hijo si fuera necesario para proteger sus derechos,
proteger su bienestar o si lo requiere la ley. Cuando los resultados de este estudio sean
publicados o presentados, por ejemplo en reuniones cientificas, no se dara informacién que
pudiera revelar la identidad de su hijo, por lo que nos comprometemos a proteger su identidad.

Los resultados se guardaran confidencialmente y seran entregados exclusivamente a los
padres/tutores mismos que hayan firmado la carta de consentimiento informado.

Declaracion de consentimiento

Después de heber leido y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio:
E] No acepto que mi familiar o representado participe en el estudio.

(] Si acepto que mi familiar o representado participe y que se tome la muestra
sanguinea.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse al
investigador responsable:
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Dra. Maricela Rodriguez Cruz de 8:00 a 16:00 hrs de lunes a viernes, al teléfono 5627-6900 en
la extension 22483. Laboratorio de Nutricion Molecular. Unidad de Investigacion Médica en
Nutricion. 4to. Piso, Hospital de Pediatria. Centro Médico Nacional Siglo XXI. Instituto Mexicano
del Seguro Social. Ciudad de México, México. Correo electrénico:

maricela.rodriguez.cruz@gmail.com

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a:
Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso
Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores, Ciudad de México, México. C.P. 06720.
Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230. Correo electronico: comiteeticainv.imss@gmail.com

Nombre y firma de ambos padres o Nombre y firma de quien obtiene el
tutores o representante legal consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacion y firma
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12.3. Anexo 3. Carta de asentimiento.

> INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
| D) UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD
IMSS COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

Carta de asentimiento en menores de edad (8 a 17 anos)

Nombre del estudio: “miRNAs circulantes de estrés oxidativo y su asociacion con el
dafio muscular en la distrofia muscular de Duchenne”

Numero de registro institucional:

Objetivo del estudio: Te estamos invitando a participar en un estudio de investigacién
donde estudiamos la enfermedad que tienes en tus musculos. Ademas de ti, otros nifios
van a participar en esta investigacion cuyo objetivo es conocer como ciertos componentes
que se llaman microRNAs que estan circulando por toda tu sangre pueden tener una
relacion en el progreso de la distrofia muscular de Duchenne y de esta forma generar las
bases para que estas moléculas puedan servir para monitorear dicha enfermedad en un
futuro a otros nifios con este tipo de distrofia.

Procedimientos: Si aceptas participar en este estudio se le pedira a la persona que te
acompafia (mama, papa o tutor) que nos responda una serie de cuestionarios sobre datos
generales como edad, las actividades que realizas diariamente y la frecuencia del consumo
de algunos alimentos para conocer tus habitos alimenticios. Después se te tomara una
muestra de sangre de una vena de tu brazo equivalente a dos cucharadas o 10mL de
sangre distribuidos en un tubo morado y un tubo amarillo, después de 12 horas de ayuno,
que se utilizara para medir los componentes que se llaman microRNAs que estan circulando
por toda tu sangre. Ademas, un médico te hara unas pruebas para conocer la fuerza y la
funcidn de tus musculos. Estas ultimas pruebas no te causaran ningun dolor ya que solo
consisten en generar movimientos con piernas y brazos. Todos estos procedimientos nos
tomaran aproximadamente de 1.5 hrs.

Hola mi nombre es y trabajo en
el Instituto Mexicano del Seguro Social. Actualmente estamos realizando un estudio para
conocer acerca de la relacion que hay entre algunas componentes de tu sangre y la fuerza
de tus musculos, y para ello queremos pedirte que nos apoyes.

Tu participacién en el estudio es voluntaria, es decir, aun cuando tu papa o mama hayan
dicho que puedes participar, si ti no quieres hacerlo puedes decir que no. Es tu decision si
participas o no en el estudio. También es importante que sepas que si en un momento dado
ya no quieres continuar en el estudio, no habra ningun problema, o si no quieres responder
a alguna pregunta en particular, tampoco habra problema.
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Esta informacién sera confidencial. Esto quiere decir que no diremos a nadie tus respuestas
o resultados sin que tu lo autorices, solo lo sabran las personas que forman parte del equipo
de este estudio.

Si aceptas participar, te pido que por favor pongas una (x) en el cuadrito de abajo que dice
“Si quiero participar” y escribe tu nombre. Si no quieres participar, déjalo en blanco.

Si quiero participar

Nombre:

Nombre y firma de la persona que obtiene el asentimiento:

Fecha:
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12.4. Anexo 4. Escalas de evaluacion clinica para pacientes con DMD.

ESCALAS DE EVALUACION CLINICA PARA PACIENTES CON DISTROFIA
MUSCULAR DE DUCHENNE.

Sistema Clasificacion de la Funcion Motora Gruesa (GMFCS, Gross Motor Function
Classification System)

Nivel 1: Camina sin limitacion.

Nivel 2: Camina con limitacion.

Nivel 3: Camina usando un aparato de movilidad de mano o pies (férulas).

Nivel 4. Movilidad personal con dificultad.

Nivel 5: Transportado en silla de ruedas manual.

Medical Research Council

Grado 5: Normal.

Grado 5 -: Debilidad perceptible.

Grado 4 +: Debilidad leve pero definitiva.

Grado 4: Mueve articulacion contra la gravedad y poca resistencia.

Grado 4 -: Pone minima resistencia.

Grado 3 +: Resistencia transitoria, pero colapsa abruptamente.

Grado 3: Movimiento activo contra la gravedad.

Grado 3 -: Puede mover contra gravedad, pero no en el rango total de movilidad.
Grado 2: Puede mover si la gravedad es eliminada.

Grado 1: se puede apreciar o palpar movimiento o contraccion leve en el musculo.
Grado 0: ausencia total de movimiento.

Férmula para calcular el porcentaje de fuerza muscular mediante escala MRC.

% MRC = suma total del puntaje x 100 / nimero de musculos valorados x 5.

Sistema de clasificacion en la escala de Brookes

1: Iniciando con los brazos a los lados, el paciente puede abducir los brazos en circulo
completo hasta alcanzar la linea media por encima de la cabeza.

2: Puede levantar los brazos encima de la cabeza solo si flexiona los codos (disminuyendo
la circunferencia total del movimiento) o mediante el uso de musculos accesorios.

3: No puede elevar los brazos por encima de la cabeza, pero puede levantar un vaso de 8
onzas (240 mL) hasta la boca.

4: No puede levantar un vaso de 8 onzas (240 mL) hasta la boca, pero puede llevar las
manos a la boca.

5: No puede llevar la mano a la boca, pero puede sostener una pluma o monedas  dela
mesa.

6: Sin funcion de manos.

Sistema de clasificacion en la escala de Vignos.

Descripcion.

1: Camina y puede subir escaleras sin ayuda.

2: Camina y puede subir escaleras con ayuda de barandal.

3: Camina y puede subir escaleras lentamente con ayuda de barandal (mas de 25
segundos en 8 escalones regulares).

4: Camina sin ayuda y puede levantarse de la silla, pero no puede subir escaleras.
5: Camina sin ayuda, pero no puede levantarse de una silla o subir escaleras.

6: Camina solo con ayuda o camina de forma independiente con férulas largas (aparto
ortopédico) de piernas.

7: Camina con férulas largas, pero requiere apoyo para el equilibrio.

8: Se levanta con ayuda de férulas, pero no puede caminar aun con ayuda.

9: Confinado a una silla de ruedas.

10: Confinado a la cama.
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Laboratorio de Nutricion Molecular, Unidad de Investigacion Médica en Nutricion,
Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund”, Centro Médico Nacional Siglo XXIl,
Instituto Mexicano del Seguro Social

EVALUACION DE FUERZA Y FUNCION MUSCULAR

Nombre Fecha

Clave

MRC Derecha | Izquierda
Extensores
de cuello
Flexores del
cuello
Aductores de
los hombros
Rotador
externo del
hombro
Flexores del
codo
Extensores
del codo
Aductor del
pulgar
Interéseos
Imbrincados
de las manos
Flexores de la
pelvis
Extensores
de la pelvis
Flexores del
tobillo
Extensores
del tobillo

Brooke

Vignos

GMFCS




12.5. Anexo 5. Antropometria.

Ea

®©
IMSS

Laboratorio de Nutricion Molecular, Unidad de Investigacion Médica en Nutricion,
Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund”, Centro Médico Nacional Siglo XXI,
Instituto Mexicano del Seguro Social

ANTROPOMETRIA

Nombre Clave del paciente

Fecha de Nacimiento Edad Sexo

Peso (Kg)

Talla (cm)

Circunferencia de cintura (cm)
Circunferencia de cadera (cm)
IMC (Kg/m?)

Percentil de IMC

Diagnéstico de estado nutricio

Observaciones:




12.6. Anexo 6. Cuestionario de actividad fisica para nifios (PAQ-C).

=

©
IMSS

Laboratorio de Nutricion Molecular, Unidad de Investigacion Médica en Nutricion,
Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund”, Centro Médico Nacional Siglo XXI
Instituto Mexicano del Seguro Social

CUESTIONARIO DE ACTIVIDAD FiSICA PARA NINOS (PAQ-C)

Nombre: Clave del paciente:

Edad: Grado escolar: Fecha de aplicacion:

Sexo: M F

El paciente se encuentra en periodo vacacional escolarsi ____no_____. Silarespuesta es “si”,

omita responder las preguntas 2y 3.

Queremos conocer cuél es el nivel de actividad fisica de su hijo en los ultimos 7 dias (ultima semana).
Esto incluye todas aquellas actividades que hacen sudar a su hijo o sentirse cansado, o juegos que
hagan que se aceleré su respiracion.

Recuerde:

a) No hay preguntas buenas o malas. Esto NO es un examen.
b) Conteste las preguntas de la forma mas honesta y sincera posible. Esto es muy importante.

1. Actividad fisica en el tiempo libre: Su hijo ha hecho alguna de estas actividades en los ultimos
7 dias (ultima semana). Si la respuesta es si jCuantas veces las ha hecho? (Marque un solo
recuadro por actividad).

NO 1-2 34 5-6 7vecesomas

Actividad fisica realizada en los tltimos 7 dias (Ultima semana)

T
Actividad No 1-2 34 5-6 veces | Observaciones
o mas (opcional)

Saltar la cuerda
Patinar

Jugar atrapadas

Andar en bicicleta
Caminar como ejercicio
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Continuacion...

Correr/trotar
Natacion
Bailar/danza

Andar en monopatin
Futbol

Voleibol

Hockey

Baloncesto
Deporte de raqueta
Atletismo

Artes marciales
Otra

Otra

Otra

2. Enlos ultimos 7 dias durante las clases de educacion fisica, ¢, Con qué frecuencia su hijo estuvo
muy activo durante las clases: jugando intensamente, corriendo, saltando, haciendo
lanzamientos? (Sefale solo una. Puede apoyarse con el profesor de educacion fisica para
contestar esta pregunta).

No hizo educacién fisica
Casi nunca

Algunas veces

A menudo

Siempre

3. Enlos ultimos 7 dias, {Qué hizo su hijo en el tiempo de descanso (recreo)? (Sefiale solo una).

Estar sentado (hablar, leer, trabajo de clase, etc.)
Pasear por los alrededores

Correr o jugar un poco

Correry jugar bastante

Correry jugar intensamente todo el tiempo

4. En los ultimos 7 dias, ¢ Qué hizo su hijo ademas de comer (en la tarde)? (Sefiale solo una).

Estar sentado (hablar, leer, trabajo de clase)
Estar o pasear por los alrededores

Correr o jugar un poco

Correry jugar bastante

Correry jugar intensamente todo el tiempo
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5. En los ultimos 7 dias, ¢Cuantos dias (inmediatamente después del colegio y antes de la
comida); su hijo hizo deporte, baile o jugo juegos en los que estuviera muy activo? (Sefiale solo
una).

Ninguno

1 vez en la ultima semana

2-3 veces en la ultima semana

4 veces en la Ultima semana

5 veces 0 mas en la ultima semana

6. En los ultimos 7 dias, ¢Cuantas tardes (después de la comida y antes de dormir) su hijo hizo
deporte, baile o jugar a juegos en los que estuviera muy activo? (Sefiale solo una).

Ninguna

1 vez en la ultima semana

2-3 veces en la ultima semana
4-5 veces en la uUltima semana
6-7 veces en la ultima semana

7. El ultimo fin de semana, ;Cuéantas veces su hijo hizo deporte, baile o jugar juegos en los que
estuviera muy activo? (Sefiale solo una).

Ninguna

1vez

2-3 veces

4-5 veces

6 0 mas veces

8. ¢Cual de las siguientes frases describen mejor la Ultima semana de su hijo? Lee las cinco frases
antes de deducir cuél lo describe mejor. (Sefiale solo una):

Todo o la mayoria del tiempo libre de su hijo lo dedico a actividades que suponen poco esfuerzo
fisico

Algunas veces (1 0 2 veces la ultima semana) su hijo hizo actividades fisicas en su tiempo libre
(por ejemplo, hacer deportes, correr, nadar, andar en bicicleta)

A menudo (3-4 veces en la ultima semana) su hijo hizo actividad fisica en su tiempo libre
Bastante a menudo (5-6 veces en la ultima semana) su hijo hizo actividad fisica en su tiempo
libre

Muy a menudo (7 o mas veces en la ultima semana) su hijo hizo actividad fisica en su tiempo
libre

102



9. Sefiala con qué frecuencia su hijo hizo actividad fisica para cada dia de la Gltima semana (como
hacer deporte, jugar, bailar o cualquier actividad fisica).

Ninguna Poca Normal Bastante Mucha

Lunes
Martes
Miércoles
Jueves
Viernes
Sabado
Domingo

10. ¢ Su hijo estuvo enfermo esta ultima semana o algo impidié que hiciera normalmente actividades
fisicas? (Sefiale solo una).
Si
No

Si la respuesta es si,  Qué actividades impidié hacer?

11. ¢ Cuantas horas al dia destina su hijo ante una pantalla (monitor, tablet, TV y teléfono celular?

12. ;De que manera se transporta su hijo para ir de la casa a la escuela y de la escuela a la casa?
a) Transporte activo (caminar, bicicleta, silla de ruedas impulsada por el paciente)
b) Transporte pasivo (Silla de ruedas eléctrica, transporte particular, transporte publico

o silla ruedas impulsada por alguien mas. _____

13. ¢, Cual es el tiempo que invierte un dia normal para transportarse de la casa a la escuela y de la
escuela a la casa?

NOTA: Si su hijo se encuentra en periodo vacacional, explique en el siguiente espacio
detalladamente y en forma de lista las actividades que su hijo realiza desde que se despierta hasta
la comida por la tarde, incluyendo los tiempos aproximados que invirti6 en cada una de las
actividades.

Referencia
Kowalski K, Crocker P y Donen R. The Physical Activity Questionnaire for Older Children (PAQ-C) and Adolescents (PAQ-A)
Manual. College of Kinesiology, University of Saskatchewan.
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12.7. Anexo 7. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos.

[— Laboratorio de Nutricion Molecular, Unidad de Investigacion Médica en Nutricion,
E Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund”, Centro Médico Nacional Siglo XXI.

IMSS CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS

Nombre Clave

Fecha

2-5 por 6 0o mas

Pocas veces 1vezal 2-3 por 1 por 24 por 5-6 por
VERDURAS Nunca dia por dia

2 1 pordia
al afio mes mes semana semana semana

| Acelgas

Betabel

| Brocoli

Calabaza

| Cebolla

Champifiones

| Chayote

Chicharos

| Chile

Col

| Coliflor

Ejotes

| Espinacas

Flor de Calabaza

| Jicama

Jitomate

| Lechuga

Nopal

| Pepino

Pimiento

| Tomate Verde

Verdolagas

| Zanahoria

Otros (¢,Cuales?):

2-5 por 6 omas

Pocas veces 1vezal 2-3 por 1 por 24 por 56 por
FRUTAS Nunca dia soridb

o 1 pordia
al afio mes mes semana semana semana

| Arandanos

Cereza

| Chabacano

Ciruela

| Fruta en almibar

Fresas

| Guayaba

Kiwi

| Mandarina

Mango

| Higo

Lichis

| Lima

Granada

| Pasas

Manzana

| Melon

Naranja

| Papaya

Platano

| Pera

Pifa

| Sandia

Tuna

| Toronja

Uvas

| Zapote

Otros (¢,Cuales?):
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LECHE Y PRODUCTOS
LACTEOS

Nunca

Pocas veces

al afio

1vezal

mes

2-3 por i

mes

1 por
semana

2-4 por
semana

56 por i

semana

1 por dia

25 por '

dia

6 omas
por dia

| Helado de leche

Leche con azucar (saborizada)

| Leche descremada

Leche entera

| Leche semidescremada

Queso amarillo

| Queso cottage

Queso crema

| Queso manchego

| Queso oaxaca (quesillo)

| Queso panela

| Requesén

| Yogurt

| Oftros (¢,Cuales?):

PESCADOS Y MARISCOS

Nunca

Pocas veces
al afio

1vezal

2-3 por
mes

1 por
semana

2-4 por
semana

56 por
semana

1 por dia

2-5 por
dia

6 omas
por dia

| Almejas/ostiones

Atln en agua /aceite

| Calamar

| Camaron

| Charales

| Pescado

| Pulpo

Salmén

| Sardinas

Otros (¢,Cuéales?):

CARNES ROJAS

Nunca

Pocas veces
al afio

1vezal
mes

2-3 por
mes

1 por
semana

2-4 por
semana

56 por
semana

1 por dia

2-5 por
dia

6 o mas
por dia

| Arrachera

Barbacoa

| Bistec de Res

Came de Cerdo

| Came molida popular

Cecina

| Cortes magros de res

Chuleta ahumada

| Cueritos

Jamon de cerdo

| Visceras de res

Milanesa de res

| Pata deres

| Salchicha de cerdo

| Otros (;Cudles?):

CARNES BLANCAS

Nunca

Pocas veces
al afio

1vezal
mes

2-3 por
mes

1 por
semana

2-4 por
semana

56 por
semana

1 por dia

2-5 por
dia

6 omas
por dia

| Gallina

Huevo de gallina

| Jamén de pavo

Visceras de pollo

| Pavo

. Pechuga de pavo

| Pollo con piel

. Pollo sin piel

| Salchicha de pavo

| Otros (¢,Cuales?):
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LEGUMINOSAS

Nunca

Pocas veces
al afio

1vezal
mes

2-3 por
mes

1 por
semana

2-4 por
semana

56 por
semana

1 pordia

2-5 por
dia

6 omas
por dia

Alubias

Alverjon

Frijoles

Garbanzos

Habas

Lentejas

Soya

Otros (¢,Cudles?):

CEREALES Y TUBERCULOS

Nunca

Pocas veces
al afio

1vezal
mes

2-3 por
mes

1 por
semana

2-4 por
semana

56 por
semana

1 pordia

2-5 por
dia

6 omas
por dia

Amaranto

Arroz

Avena

Barra de cereal

Bolillo

Cereal de caja (marca):

Elote

Frituras de Maiz
¢ Cuales?

Galletas
¢ Cuales?

Galletas Marias/Animalitos

Granola

Hot cake

Palomitas de maiz

Pan de caja blanco

Pan dulce

Pan Integral

Pan tostado

Pasta cocida

Pastel

Tortilla de harina

Tortilla de maiz

Tostadas

Camote

Papa

Puré de papa

Papas fritas

Otros (¢,Cuales?):

ACEITES Y GRASAS

Nunca

Pocas veces
al afio

1vezal
mes

2-3 por
mes

1 por
semana

2-4 por
semana

56 por
semana

1 pordia

2-5 por
dia

6 omas
por dia

Aceite de Oliva

Aceite (marca):

Aderezos

Aguacate

Coco

Crema

Manteca

Mantequilla

Margarina

Tocino

Ajonjoli

Almendras

Cacahuates

Chorizo/Longaniza

Mayonesa

Nuez de castilla

Nuez de la india

Pepitas

Pistache

Otros (¢ Cudles?):
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g Pocas veces 1vezal 2-3 por 1 por 2-4 por 56 por
AZUCARES Nunca al afo mes mes semana semana semana

1 pordia

2-5 por
dia

6 0o mas
por dia

| Aziicar mascabado

Az(car de mesa

| Aziicar morena

Cajeta

| Caramelos

Chocolate en polvo

| Chocolate solido

Flan

" Flan light

Gelatina

| Gelatina light

Gomitas

| Mermelada

Miel

| Salsa catsup

Otros (¢,Cudles?):

Pocas veces 1veza 2-3por 1 por 2-4 por 56 por

Nunca 2
BEBIDAS al afio mes mes semana semana semana

1 pordia

2-5 por
dia

6 o mas
por dia

| Agua de sabor de fruta natural

Agua de sabor en polvo

| Atole en agua

Atole con leche

| Bebidas alcohdlicas

Café

| Jugo de fruta industrial

Jugo de fruta natural

| Licuados

Refresco de cola

| Refresco de sabor

Té

| ¢Cual?

Oftros (¢, Cuales?):

ANTOJITOS/COMIDA RAPIDA | Nunca | "ocasveces | fvwezal | 23por | fpor | 24por | 56 por

1 pordia

2-5 por
dia

6 omas
por dia

al afio mes mes semana semana semana
| Burrito

Crepa

| Flautas de pollo

Gordita de Chicharrén

| Hamburguesa

Pizza

| Pozole

Sope o quesadilla

| Sushi

Tacos al pastor

| Tacos de canasta

Tamal

| Torta

| Oftros (¢,Cuales?):

Pocas veces 1vezal 2-3 por 1 por 2-4 por 56 por
OTROS ALIMENTOS Ninca al afo mes mes semana semana semana

1 pordia

2-5 por
dia

6 o mas
por dia

¢ Cuantas cucharadas de azucar le agrega a sus alimentos durante el dia?

a) O b) % c) 1 d) 2 e) 3 f) 4
iLes agrega sal a sus alimentos antes de probarlos? a) Si
. Se come la piel del pollo? a) Si
. Se come el gordito de la carne? a) Si

g) 5omas

b) No
b) No
b) No
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12.8. Anexo 8. Tablas suplementarias.

Tabla S1. Genes blanco de EO para miR-1-3p.

Region  Simbolo Nombre del gen Puntaje de la
del gen del gen interaccion
3’ UTR PDCD10 Programmed cell death 10 96
FOXP1 Forkhead box P1 96
IMPACT  Impact RWD domain protein 95
EDN1 Endothelin 1 94
HSPD1 Heat shock protein family D (Hsp60) member 1 93
STC2 Stanniocalcin 2 92
GCH1 GTP cyclohydrolase 1 91
GCLC Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit 90
CLCN3 Chloride voltage-gated channel 3 90
IGF1 Insulin like growth factor 1 88
SLC7A2  Solute carrier family 7 member 2 87
THBS1 Thrombospondin 1 87
PREX1 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate dependent 86
Rac exchange factor 1
NET1 Neuroepithelial cell transforming 1 86
ARF4 ADP ribosylation factor 4 85
PDK3 Pyruvate dehydrogenase kinase 3 85
MET MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase 84
MCTP1 Multiple C2 and transmembrane domain containing 1 84
KLF4 Kruppel like factor 4 83
SLC8BA1l  Solute carrier family 8 member Al 82
FBXW7 F-box and WD repeat domain containing 7 81
CR GAB1 GRB2 associated binding protein 1 99
EZH2 Enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 95

subunit
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GNAI3 G protein subunit alpha i3 94
LRRK2 Leucine rich repeat kinase 2 94
MYEF2 Myelin expression factor 2 90
TOP2B DNA topoisomerase 1l beta 87
HBP1 HMG-box transcription factor 1 82
NXN Nucleoredoxin 81
5’ UTR FBLN5 Fibulin 5 82

UTR, region no trascrita (siglas en inglés); CR, regién codificante (siglas en ingleés).
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Tabla S2. Genes blanco de EO para miR-133a-3p.

Region  Simbolo Nombre del gen Puntaje de la
del gen del gen interaccion
3’ UTR PTPRK Protein tyrosine phosphatase, receptor type K 95
PPP2CB  Protein phosphatase 2 catalytic subunit beta 95
IDH1 Isocitrate dehydrogenase (NADP(+)) 1, cytosolic 86
EGFR Epidermal growth factor receptor 85
SP1 Sp1 transcription factor 80
PML Promyelocytic leukemia 80
CR EZH2 Enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 100
subunit
PSEN1 Presenilin 1 97
PSIP1 PC4 and SFRS1 interacting protein 1 93
DUOXA2  Dual oxidase maturation factor 2 92
ALDH3A2 Aldehyde dehydrogenase 3 family member A2 89
SMPD3 Sphingomyelin phosphodiesterase 3 88
DDAH2 Dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 87
SESN3 Sestrin 3 82
NMES5 NME/NM23 family member 5 80
PTPRK Protein tyrosine phosphatase, receptor type K 80
TRPM2 Transient receptor potential cation channel subfamily 80

M member 2

UTR, region no trascrita (siglas en inglés); CR, regién codificante (siglas en ingleés).
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Tabla S3. Genes blanco de EO para miR-206.

Region  Simbolo Nombre del gen Puntaje de la
del gen del gen interaccion
3’ UTR G6PD Glucose-6-phosphate dehydrogenase 97
PDCD10 Programmed cell death 10 96
FOXP1 Forkhead box P1 96
IMPACT  Impact RWD domain protein 95
EDN1 Endothelin 1 94
HSPD1 Heat shock protein family D (Hsp60) member 1 93
STC2 Stanniocalcin 2 92
GCH1 GTP cyclohydrolase 1 91
CLCN3 Chloride voltage-gated channel 3 90
GCLC Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit 90
IGF1 Insulin like growth factor 1 88
THBS1 Thrombospondin 1 87
SLC7A2  Solute carrier family 7 member 2 87
NET1 Neuroepithelial cell transforming 1 86
PREX1 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate dependent 86
Rac exchange factor 1
PDK3 Pyruvate dehydrogenase kinase 3 85
ARF4 ADP ribosylation factor 4 85
MET MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase 84
MCTP1 Multiple C2 and transmembrane domain containing 1 84
KLF4 Kruppel like factor 4 83
SLC8A1l  Solute carrier family 8 member Al 82
FBXW7 F-box and WD repeat domain containing 7 81
CR GAB1 GRB2 associated binding protein 1 99
EZH2 Enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 95
subunit
LRRK2 Leucine rich repeat kinase 2 94
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GNAI3 G protein subunit alpha i3 94
MYEF2 Myelin expression factor 2 90
TOP2B DNA topoisomerase 1l beta 87
HBP1 HMG-box transcription factor 1 82
NXN Nucleoredoxin 81
5 UTR FBLN5 Fibulin 5 82

UTR, region no trascrita (siglas en inglés); CR, regién codificante (siglas en ingleés).
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Tabla S4. Genes blanco de EO para miR-21-5p.

Region  Simbolo

Nombre del gen

Puntaje de la

del gen del gen interaccion
3’ UTR FOXO3 Forkhead box O3 94
CPEB2 Cytoplasmic polyadenylation element binding protein 91
2
PDCD10 Programmed cell death 10 88
RIPK1 Receptor interacting serine/threonine kinase 1 87
SP1 Sp1 transcription factor 84
PSEN1 Presenilin 1 83
CR STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 97
NOX4 NADPH oxidase 4 96
AIFM1 Apoptosis inducing factor mitochondria associated 1 94
JAK2 Janus kinase 2 90
SETX Senataxin 89
TRPC6 Transient receptor potential cation channel subfamily 80

C member 6

UTR, region no trascrita (siglas en inglés); CR, regién codificante (siglas en inglés).
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Tabla S5. Genes blanco de EO para miR-31-5p.

Region  Simbolo Nombre del gen Puntaje de la
del gen del gen interaccion
3’ UTR UACA Uveal autoantigen with coiled-coil domains and 92
ankyrin repeats
OXSR1 Oxidative stress responsive kinase 1 90
PARP1 Poly(ADP-ribose) polymerase 1 84
PRKAA2  Protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 84
2
GCH1 GTP cyclohydrolase 1 83
NOS1 Nitric oxide synthase 1 81
CR JAK2 Janus kinase 2 96
HGF Hepatocyte growth factor 92
GCH1 GTP cyclohydrolase 1 88
PRDX3 Peroxiredoxin 3 87
MTOR Mechanistic target of rapamycin kinase 86
ALS2 ALS2, alsin Rho guanine nucleotide exchange factor 85
PRKAA1 Protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 82
1
ACOX2 Acyl-CoA oxidase 2 82
SIN3A SIN3 transcription regulator family member A 81

UTR, regidn no trascrita (siglas en inglés); CR, region codificante (siglas en inglés).
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Tabla S6. Genes blanco de EO para miR-128-3p.

Region Simbolo Nombre del gen Puntaje de la
del gen del gen interaccion
3’ UTR NGFR Nerve growth factor receptor 97
GAB1 GRB2 associated binding protein 1 97
MAPK14  Mitogen-activated protein kinase 14 94
FBLN5 Fibulin 5 93
MET MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase 92
SLC7A11  Solute carrier family 7 member 11 92
SP1 Sp1 transcription factor 90
STK24 Serine/threonine kinase 24 89
FBXW7 F-box and WD repeat domain containing 7 89
TXNIP Thioredoxin interacting protein 88
SIRT1 Sirtuin 1 87
RCAN2 Regulator of calcineurin 2 83
NCOA7 Nuclear receptor coactivator 7 80
CR ACOX2 Acyl-CoA oxidase 2 99
ADAM9 ADAM metallopeptidase domain 9 98
PRKD1 Protein kinase D1 94
OPRM1 Opioid receptor mu 1 92
KLF4 Kruppel like factor 4 92
SELENON  Selenoprotein N 91
UCP2 Uncoupling protein 2 84
DAPK1 Death associated protein kinase 1 84
PLA2R1 Phospholipase A2 receptor 1 83
MYCN MY CN proto-oncogene, bHLH transcription factor 80
5 UTR TLR5 Toll like receptor 5 89

UTR, regidn no trascrita (siglas en inglés); CR, regidn codificante (siglas en inglés).
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Tabla S7. Genes blanco de EO para miR-144-3p.

Region Simbolo Nombre del gen Puntaje de la
del gen del gen interaccion
3’ UTR NFE2L2 Nuclear factor, erythroid 2 like 2 100
MYEF2 Myelin expression factor 2 99
SELENOT  Selenoprotein T 98
VKORCI1L1 Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 like 97
1
SLC7A11 Solute carrier family 7 member 11 96
RORA RAR related orphan receptor A 95
DDIAS DNA damage induced apoptosis suppressor 95
MYCN MYCN proto-oncogene, bHLH transcription factor 94
ALS2 ALS2, alsin Rho guanine nucleotide exchange factor 92
EZH2 Enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 90
subunit
PDES8A Phosphodiesterase 8A 89
PRKAA1 Protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 88
1
FOS Fos proto-oncogene, AP-1 transcription factor 87
subunit
PRKRA Protein activator of interferon induced protein kinase 87
EIF2AK2
MTOR Mechanistic target of rapamycin kinase 86
MAPK9 Mitogen-activated protein Kinase 9 85
NOS1 Nitric oxide synthase 1 84
APP Amyloid beta precursor protein 84
IMPACT Impact RWD domain protein 84
ZC3H12A  Zinc finger CCCH-type containing 12A 83
CPEB2 Cytoplasmic polyadenylation element binding protein 81

2
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NCF2 Neutrophil cytosolic factor 2 81

UTR, region no trascrita (siglas en inglés); CR, region codificante (siglas en inglés).
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