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1.   RESUMEN 

Introducción. 

La distrofia muscular de Duchenne es la distrofia muscular de mayor severidad en la niñez, como 

resultado de las mutaciones genéticas presentes en el gen DMD conduciendo a la ausencia de la 

proteína distrofina. La falta de la proteína distrofina provoca daño al sarcolema y degeneración 

muscular, dando lugar a la perdida de la capacidad de ambulación entre los 9 y 12 años con muerte 

prematura durante la tercera década de vida por falla cardiaca o respiratoria. 

Durante la historia natural de la DMD, el daño muscular provoca inflamación crónica y estrés 

oxidativo (EO). Además, entre las diferentes aberraciones moleculares, se ha descrito la presencia 

de patrones de miRNAs participando también en la fisiopatología de la DMD (distromiRs); sin 

embargo, los distromiRs circulantes no han sido evaluados en función del daño muscular a nivel 

clínico. 

Objetivos. 

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), así como un grupo de marcadores de EO (Nrf2, glutation, malondialdehído y proteínas 

carboniladas) se asocian con el daño muscular y con parámetros metabólicos en pacientes con 

DMD. 

Materiales y métodos. 

Veintinueve pacientes con DMD fueron incluidos en el presente estudio de manera transversal y 

comparativa. Las escalas clínicas para evaluar el daño muscular fueron la escala de Vignos, del 

SCFMG, de Brooke y del Medical Research Council. Se midieron parámetros enzimáticos de daño 

muscular tales como CPK, ALT y AST, parámetros antropométricos, indicadores metabólicos, 

actividad física, 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, 

malondialdehído y proteínas carboniladas) en pacientes ambulatorios y no ambulatorios con DMD. 
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Resultados. 

Los niveles de distromiRs y miRNAs REO fueron menores en pacientes no ambulatorios en 

contraste de pacientes ambulatorios; la expresión de dichos miRNAs correlacionó con el puntaje 

de la escala de Vignos, asi como con la escala de función y fuerza muscular, además de las 

concentraciones bioquímicas de CPK, AST y ALT. Por otro lado, nuestro análisis in silico arrojó 

que 97 genes se encuentran relacionados con el EO como potenciales genes blancos de los miRNAs 

evaluados en el presente trabajo. 

Respecto al análisis bioquímico del EO, la concentración de Nrf2 fue menor, mientras que la 

concentración de malondialdehído fue mayor en los pacientes no ambulatorios comparados con los 

pacientes ambulatorios. La concentración de Nrf2 correlacionó con la edad y con la escala de 

Vignos, así como con la escala de SCFMG y el puntaje de la escala de Brooke. Por último, la 

concentración de MDA correlacionó 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 circulación en comparación con los pacientes ambulatorios. El daño muscular 

progresivo se asoció con la disminución en la expresión de los miRNAs estudiados evidenciando 

el progreso de la DMD. Por otro lado, los pacientes con menor función muscular poseen un mayor 

daño oxidativo y menor capacidad antioxidante comparados con los pacientes con mejor función 

muscular. Estos resultados aportan información molecular nueva sobre la historia natural de la 

DMD. 

 

Palabras clave: Distrofia muscular de Duchenne, miRNAs, estrés oxidativo, daño muscular. 
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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 
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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 miRNAs 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. 
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3. INTRODUCCIÓN 

3.1. Características clínicas de la distrofia muscular de Duchenne. 

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad hereditaria músculo degenerativa y 

es la distrofia más común en la niñez con una incidencia de 1 en 3600 varones con esperanza 

promedio de vida de hasta 30 años (Emery, 1998; Bushby et al., 1991).  

En un contexto general, la manifestación clínica más importante en la DMD es la debilidad en los 

músculos de la cadera y los proximales a esta. Los primeros síntomas empiezan a partir de la edad 

preescolar (2-5 años) y consisten en dificultad para caminar (pasos cortos con movimientos suaves 

de lado a lado, marcha en puntas y posición lordótica). 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 posición 

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

De los 6 a los 8 años, el deterioro muscular de los pacientes con esta distrofinopatía se vuelve más 

evidente, y entre los 9 y 12 años empieza a manifestarse escoliosis y pérdida de ambulación (Wong 

y Christopher, 2002; Verma et al., 2010). El constante daño muscular conduce al deceso de estos 

pacientes por insuficiencia respiratoria o cardiaca como consecuencia del debilitamiento de 

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

3.2. Evaluación del daño muscular en los pacientes con DMD. 

La progresión de la enfermedad se evalúa mediante diversas herramientas clínicas que tienen como 

objetivo medir la fuerza y función muscular en los pacientes con DMD. Entre estas herramientas 

se encuentran las escalas que se describen a continuación y que son las más empleadas en la práctica 

clínica. 

3.2.1. Escala de Vignos. 

La escala de Vignos incluye diez grados (1-10) de función 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 

función muscular, significa que el paciente está postrado en la cama  (Vignos y Archibald, 1960). 



 

6 

 

3.2.2. Escala del Sistema de Clasificación de la Función Motora Gruesa (SCFMG). 

La escala del SCFMG tiene un puntaje mínimo de 1 y un puntaje máximo de 5. El puntaje mayor 

representa el peor grado de función muscular (Palisano et al., 1997). 

3.2.3. Escala de Brooke. 

La escala de Brooke evalúa seis grados (1-6) de función muscular; el grado 1 se refiere a que el 

paciente es capaz de levantar los brazos realizando un círculo completo hasta que éstos se toquen 

por arriba de la cabeza; mientras que el grado 6 que es el nivel más bajo de función muscular en 

esta escala, significa que el paciente no tiene una función útil 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 observación de la contracción de algunos músculos. Esta escala 

otorga una puntuación de 0 a 5 según la fuerza desarrollada por el paciente (Compston, 1942), 

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

3.3. Etiología. 

La DMD es una enfermedad con un patrón 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 

proteína 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 más grande del humano 

con un tamaño de 2.6 Mb, contiene 79 exones, codifica para un mRNA de 14 kb y se traduce a 

una proteína de 427 kDa (Nowak y Davies, 2004; Singh et al., 2006; Kim et al., 2013).  
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El gen DMD tiene dos regiones llamadas “hot spots” en las cuales las eliminaciones y las 

duplicaciones se presentan con mayor frecuencia. El “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 traducción del mRNA formando un codón de paro prematuro 

evitando la síntesis completa de la proteína 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), rehabilitación 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 única intervención farmacológica para disminuir la progresión 

del debilitamiento muscular, escoliosis, insuficiencia respiratoria, el proceso inflamatorio y 

retrasar la pérdida de la ambulación por aproximadamente dos años (Ricotti et al., 2013; Bushby 

et al., 2009). Sin embargo, dichos fármacos se asocian a varios efectos secundarios adversos como 

desarrollo de obesidad (Bonifati et al., 2000), desmineralización ósea (Khalid, 2011), retardo en 

el crecimiento (Foster et al., 2004), cambios en el comportamiento (Stuart et al., 2005), 

hipertensión (Balaban et al., 2005), intolerancia a la glucosa, gastritis, reflujo gastroesofágico 

(Bushby et al., 2009), úlcera peptídica (Brunton et al., 2005) y mioglobinuria (Garrood et al., 

2008). 

3.5. Fisiopatología de la DMD. 

La distrofina se localiza debajo del sarcolema, hacia el citoplasma de la célula muscular, 

manteniendo la unión entre el resto del complejo distrofina-glicoproteína (CDG) con las fibras de 

actina. El CDG es una estructura que proporciona estabilidad mecánica al sarcolema del músculo 

estriado durante la contracción y la relajación ya que forma una conexión directa entre las 

miofibrillas (maquinaria contráctil), 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).  
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La distrofina mantiene la fuerza, la flexibilidad y la estabilidad de las fibras musculares (Davies y 

Nowak, 2006). Si la distrofina está ausente a consecuencia de una mutación en el gen DMD, la 

miofibrilla se vuelve frágil y su sarcolema se rompe fácil y aceleradamente por efecto del estrés 

mecánico; particularmente, después de las contracciones sostenidas (Grounds et al., 2005; 

Deconinck y Dan, 2007). Así 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 desorganización 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 óxido nítrico neural (nNOS, por 

sus siglas en inglés), generación exacerbada de especies reactivas de oxígeno (ERO) e inflamación 

crónica (Andrews, 2005; Deconinck y Dan, 2007; Han, 2011; Shin et al., 2013). 

Lo anterior desencadena dos procesos claves en la fisiopatología de la DMD; inflamación y estrés 

oxidativo (EO), que en conjunto contribuyen a generar ciclos repetidos de necrosis en el tejido 

muscular y de regeneración muscular a partir de las células satélite, este último como mecanismo 

compensatorio. Sin embargo, con el tiempo disminuye el número de células satélites musculares 

y la capacidad regenerativa se reduce de manera importante reemplazando el tejido muscular 

dañado por tejido adiposo y conectivo (Emery 1990; Grounds et al., 2008; Choi et al., 2015; 

Guiraud et al., 2015). 

Al ser la inflamación y el EO los procesos clave en el progreso de la DMD, es importante la 

identificación de moléculas o genes que participen en la regulación de dichos eventos lo cual 

podría repercutir clínicamente en la generación y eficacia de terapias que impacten en tales 

mecanismos. 

3.6. Inflamación, degeneración y regeneración muscular en la DMD. 

La regeneración del músculo esquelético está mediada principalmente por células satélites que 

están localizadas debajo de la lámina basal de las miofibras (Mauro 1961; Relaix y Zammit, 2012).  
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Las células satélites se encuentran normalmente en un estado quiescente y pueden ser activadas 

para dar origen a mioblastos que serán diferenciados a miocitos para reparar el músculo dañado 

en la DMD (Emery 2002; Morgan y Zammit, 2010). En el músculo carente de proteína distrofina 

se desencadenan ciclos repetidos de degeneración y regeneración, ambos procesos controlados por 

células del sistema inmunológico y las citocinas secretadas (Madaro y Bouché, 2014). Durante el 

proceso degenerativo, él músculo dañado en la DMD libera citocinas como el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-α), interferón gama (IFN- γ), interleucina -1β (IL-1) e interleucina-4 (IL-4) 

entre otras. Dichas citocinas ocasionan el reclutamiento de neutrófilos y macrófagos hacia el 

músculo dañado (Shireman et al., 2007).  

La función de los neutrófilos radica en la actividad fagocítica para remover la debris generada por 

el daño muscular, además de liberar grandes concentraciones de la citocina TNF-α como estímulo 

de activación del sistema inmunológico entre otros hacia células T cooperadoras (Th1), producción 

de mieloperoxidasa (MPO) y la producción de anión superóxido promoviendo daño al sarcolema 

el cual se incrementa de manera progresiva debido a estos dos últimos eventos (Nguyen et al., 

2005; Hodgetts et al., 2006). 

Por otro lado, se han identificado dos poblaciones de macrófagos presentes en el proceso de 

degeneración y regeneración muscular, identificados como M1 y M2. En este sentido, la población 

M1 poseen capacidad proinflamatoria, caracterizados por secretar diferentes citocinas, entre otras 

tales como TNF-α, IL-1β e interleucina-6 (IL-6), las cuales son reguladas por el factor de 

transcripción nuclear kappa B (NFκB). Así mismo, dichas citocinas son capaces de promover la 

fagocitosis de células musculares generando especies reactivas de oxígeno (ERO) induciendo lisis 

celular (Brack et al., 2007; Reid y Li, 2001). 

Mientras que la población de macrófagos M2 posee capacidad antiinflamatoria y se caracterizan 

por secretar diferentes citocinas antiinflamatorias, entre otras como interleucina-10 (IL-10) que 

promueve la transición de macrófagos M1 a macrófagos M2 promoviendo la respuesta 

inmunológica antiinflamatoria e induciendo la proliferación de células satélite musculares para 

promover la regeneración muscular (Brack et al., 2007; Reid y Li, 2001). 
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Otros tipos celulares asociados a la DMD son los eosinófilos, los cuales se han observado 

infiltrados en el músculo distrófico empleando el modelo animal de la DMD (Ratón mdx), como 

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

Debido a la permanencia del daño muscular, la respuesta inmune proinflamatoria contribuye hacia 

la necrosis. Siendo esta última, la cual se asocia a la constante regeneración 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 información anterior demuestra que en la DMD se genera inflamación crónica, aumentando el 

daño muscular, reflejado en el debilitamiento del tejido muscular sugiriendo que las citocinas 

circulantes podrían contribuir al daño muscular (Bowie y O´Neill, 2000; Tidball y Wehling-

Henricks, 2007).  

Esta hipótesis se basa en un estudio realizado por nuestro grupo de investigación, en donde se 

detectó que los pacientes con DMD que presentan mejor función muscular poseen concentraciones 

más elevadas de las citocinas IL-1 y TNF-α comparados con el grupo de pacientes con menor 

función muscular. Lo anterior revela que los pacientes en la etapa temprana de la enfermedad 

poseen mayor inflamación sistémica en comparación con la etapa tardía de la enfermedad (Cruz 

et al., 2015). Con base en dicho estudio, se demuestra que la respuesta inflamatoria crónica 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 continuación. 

3.7. Estrés oxidativo (EO). 

Una de las características más importantes de la fisiopatología de la DMD es la generación de 

ERO. En este sentido, las ERO representan moléculas que en su estructura atómica presentan un 

electrón desapareado o impar en el orbital externo, otorgándoles una configuración altamente 

reactiva o inestable a las moléculas (Mayor, 2010). Las ERO se producen durante una gran 

variedad de procesos metabólicos que participan en mantener la homeostasis celular. Sin embargo, 

un exceso en su producción resulta dañino para los componentes biológicos celulares, 

principalmente para las macromoléculas como proteínas, lípidos, carbohidratos y ácidos nucleicos 

(Terrill et al., 2013).  
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Cuando las ERO aumentan ocasionan un desbalance en relación con las moléculas antioxidantes 

y se presenta un proceso bioquímico conocido como estrés oxidativo (EO) (Kim et al., 2013), 

condición que se ha observado en diferentes patologías como la DMD (Haycock et al., 1996; 

Rodríguez y Tarnopolsky, 2003) así como en su modelo animal; es decir el modelo mdx (Kaczor 

et al., 2007; Hauser et al., 1995; Ragusa et al., 1997). Esta evidencia generó estudios enfocados 

en analizar el EO en la DMD. En este sentido los hallazgos demuestran que la deficiencia de 

distrofina está relacionada con el incremento del daño oxidativo de macromoléculas. Por ejemplo, 

se ha observado un incremento de peroxidación lipídica, oxidación de proteínas y DNA oxidado 

en pacientes con DMD, así como en el ratón mdx (Kim et al., 2013), lo que conduce hacia un 

estado de debilidad muscular (Terrill et al., 2013). 

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

La información mostrada sugiere que el EO contribuye de manera importante en la fisiopatología 

de la DMD a través de diferentes mecanismos, en los cuales participan diferentes enzimas entre 

las cuales destacan nNOS y superóxido 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 

transcripción (Petrillo et al., 2017) que se describen a continuación. 

3.8.1. Enzimas del EO. 

3.8.1.1. Sintasa de óxido nítrico neuronal (nNOS).  

La sintasa de óxido nítrico 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. Así 

que, en ausencia de la distrofina, la nNOS se encuentra deslocalizada del CDG y bajo esta 

condición, la concentración de nNOS en músculo es <20% comparada con la cantidad presente en 

el músculo sano. Lo anterior marca el inicio de la generación de EO (Brenman et al., 1995; Chang 

et al., 1996) ya que la producción de óxido nítrico (NO, por sus siglas en inglés) mediada por esta 

enzima, está reducida, lo cual conduce a un aumento de superóxido ya que el NO inhibe la 

actividad de la NADPH oxidasa (NOX2); por lo que, a bajas concentraciones de NO, se reduce la 

inhibición enzimática, provocando la generación constante de anión superóxido (Chang et al., 

1996; Cave et al., 2005). 
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3.8.1.2. Superóxido dismutasa (SOD). 

La enzima superóxido dismutasa se encarga de la reducción del anión superóxido e incluye a tres 

variantes: la superóxido dismutasa 1 (SOD1) que se localiza en el citoplasma, la superóxido 

dismutasa 2 (SOD2) en la mitocondria y la superóxido 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 superóxido dismutasa SOD2, la cual convierte al superóxido 

en peróxido de hidrógeno, asociado con la peroxidación lipídica y agravando el daño a las 

membranas lipídicas de células musculares en la DMD (Tidball y Wehling-Henricks, 2007; Lawler 

et al., 2003; Rando et al., 1998).  

Adicionalmente a la generación de ERO por parte de los miocitos, las células del sistema inmune 

circulantes como los neutrófilos y los macrófagos que llegan al músculo dañado también producen 

ERO a través de NADPH oxidasa (NOX) y el desacople de nNOS causando así el daño de las 

fibras musculares e impactando probablemente en su función (Whitehead et al., 2008; Williams y 

Allen, 2007). Esta propuesta es apoyada por resultados previos de nuestro grupo de investigación, 

en donde sugerimos que el nivel de EO podría tener un impacto en la función muscular.  Los 

hallazgos muestran que los pacientes no ambulatorios con DMD presentan mayor daño oxidativo 

debido a la mayor concentración plasmática de NO y malondialdehído (MDA) como indicador de 

lipoperoxidación y menor concentración de grupos tiol como indicador de oxidación proteica, 

comparado con pacientes con DMD en condición ambulatoria (Almeida-Becerril et al., 2021).  

3.8.2. El calcio intracelular en el EO. 

Como se explicó anteriormente, la ausencia de la distrofina conduce a ruptura del sarcolema 

aumentando el flujo de Ca2+ en citoplasma y posteriormente en mitocondria, lo que estimula la 

producción de ERO (Rando, 2002). Aunque se desconoce el mecanismo exacto por el cual el Ca2+ 

mitocondrial estimula la producción de ERO, se ha propuesto que lo hace a través de la 

estimulación de la tasa metabólica, activándose la producción de óxido nítrico y el efecto de este 

último sobre sobre los complejos respiratorios aumentando la producción de anión superóxido y 

de peróxido de hidrógeno lo que conduce a la disociación del citocromo C y lipoperoxidación 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 pequeños RNAs no codificantes que en su versión madura 

alcanzan una extensión de 18-23 nucleótidos capaces de regular negativamente los niveles del 

transcrito sintetizados durante la transcripción y, por consiguiente, interviene en el patrón de 

expresión final de genes que codifican para diferentes vías intracelulares, entre otras, como las 

metabólicas contribuyendo en el mantenimiento de la homeostasis celular. Sin embargo, esta 

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

Debido a que el EO se relaciona con el daño a tejidos en diferentes enfermedades, han surgido 

cada vez más estudios enfocados a explorar las interacciones que regulan la señalización 

intracelular óxido-reducción 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 participación de los miRNAs en el metabolismo celular, ha surgido el interés de estudiarlos 

en diferentes fluidos como suero y plasma desde hace aproximadamente 10 años. El primer estudio 

reportado en el 2008 demostró por primera vez que los miRNAs extracelulares están presentes en 

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

En este sentido, el análisis de biofluidos es ampliamente utilizado en la práctica clínica 

contribuyendo al diagnóstico y el monitoreo de enfermedades eh humanos. La molécula detectable 

más común para el diagnóstico en los pacientes con DMD es la isoforma músculo específica de la 

enzima creatina fosfocinasa (CPK, por sus siglas en inglés). La concentración más elevada de CPK 

se detecta en el suero de pacientes con DMD a edades tempranas y disminuye en concentración 

con la edad como consecuencia de la degeneración e inactividad progresiva del músculo (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 función muscular (Kim et al., 2010).  

Si bien, se ha demostrado experimentalmente que los niveles elevados de ERO provocan daño 

intracelular, también actúan como moléculas de señalización intracelular en procesos como 

diferenciación celular, crecimiento, muerte celular y senescencia. Esto hace importante la 

regulación de los niveles de ERO, por lo que es indispensable conocer los mecanismos que 
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mantienen dicha homeostasis como la participación de los miRNAs; como ejemplo, la 

desregulación de niveles fisiológicamente normales de miRNAs circulantes podrían conducir a 

daño oxidativo (Banerjee et al., 2017). 

3.8.4. Los factores de transcripción Nrf1 y Nrf2 en el EO. 

Los factores transcripcionales nuclear eritroide 1 (Nrf1) y nuclear eritroide 2 (Nrf2) son capaces 

de controlar de manera indirecta la generación de ERO regulando la expresión genética de 

diferentes enzimas antioxidantes; sin embargo, Nrf1 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 asociación con algunos 

miRNAs que se describen a continuación en los antecedentes. 
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4. ANTECEDENTES 

 

4.1. MiRNAs y EO a nivel muscular. 

Existe evidencia científica de que algunos miRNAs se encuentran en el músculo sano del humano 

y que participan en la regulación del EO. Un ejemplo de estos miRNAs es el miR-144 que participa 

en la regulación del factor de transcripción maestro Nrf2, como se describe a continuación. 

En un estudio realizado por Sangocoya et al. (2010) se encontró que el miR-144 regula 

directamente la expresión del gen NRF2. Dicha contribución 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 disminuyó la transcripción de NRF2 impactando en las enzimas antioxidantes 

reguladas por este factor transcripcional. Interesantemente este miRNA también se ha identificado 

en músculo esquelético de humano, en el músculo cardiaco y en circulación en modelo de ratón 

mdx. 

Otro miRNA que participa en la regulación del EO es el miR-128. Caggiano et al. (2017) 

estudiaron este miRNA en músculo esquelético encontrando que dicho miRNA inhibe al oncogen 

homólogo G de fibrosarcoma aviar músculo aponeurótico (MAFG, por sus siglas en inglés) 

regulador transcripcional de respuesta antioxidante. Los resultados de este estudio demostraron 

que la mutación del sitio de unión en MAFG bloquea la unión del miR-128 activándose la 

expresión de MAFG. Dado que MAFG forma un heterodímero 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 función en el evento del EO es el miR-21 capaz de inhibir la conversión 

de superóxido a peróxido de hidrógeno por la interacción directa con la proteína superóxido 

dismutasa 3 (SOD3) Zhang et al., (2012). En un estudio realizado por Zanotti et al., (2015) se 

cuantificó el miRNA-21 en biopsia muscular de sujetos con DMD de 1-8 años (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 indicaría un acumulo de superóxido; sin 

embargo, a la fecha no se sabe si este miRNA se encuentra en circulación.  
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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 participación en el músculo esquelético. Basado 

en lo anterior, a continuación, 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 músculo esquelético. Sin 

embargo, a la fecha se desconoce si estos miRNAs guardan una relación con el daño muscular en 

los pacientes con DMD y si su expresión se modifica en los pacientes con diferente daño muscular 

de la distrofia. No obstante, el único miRNA asociado a EO, el cual se ha detectado desregulado 

en la DMD es el miR-31.  

4.2. MiRNAs del EO y la DMD. 

Greco et al., (2009) realizaron un estudio para identificar los miRNAs expresados en biopsias de 

músculo esquelético. El estudio incluyó pacientes con DMD (n = 12) en un rango de edad de 1.6 

± 1.2 años, así como un grupo control de niños clínicamente sanos (n = 10) en un rango de edad 

de 2.1 ± 2.5 años. Los hallazgos de esta investigación mostraron que 11 miRNAs se encontraban 

desregulados, entre ellos miR-31, el cual se detectó sobre expresado en el tejido muscular de los 

pacientes con DMD.  

Russell et al. (2013) encontraron una disminución del miR-31 en biopsias de músculo esquelético 

de sujetos sanos después de realizar actividad física. Además, observaron una asociación negativa 

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

El avance en el análisis de los miRNAs también ha tenido un impacto en la identificación de éstos 

en la DMD. Importantemente, la mayoría de los estudios en la DMD reportan la presencia (en 

biopsias musculares y/o en circulación) de algunos miRNAs asociados a regeneración y/o 

degeneración 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 daño muscular en diferentes 

etapas de la enfermedad. Estos miRNAs han sido los más ampliamente estudiados en la DMD por 

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

Las células satélites son la fuente principal de nuevos mionúcleos para el crecimiento de miofibras 

debido a su capacidad de proliferación y diferenciación (Zammit et al., 2006). La formación de 

miofibras nuevas está regulada entre otras cosas por factores de transcripción maestros como Pax 

7 y factores reguladores miogénicos (Von Matzahn et al., 2013). Pax7 tiene motivos específicos 

para activar la expresión de genes asociados a la regulación de proliferación y diferenciación de 

las células satélite (Soleimani et al., 2012). Pax7 es un gen blanco del miRNA-1 y miR-206, la 

unión de estos distromiRs a los motivos de Pax7 resulta en la disminución de la expresión de este 

factor de transcripción impactando en la correcta regeneración muscular, así que, la inhibición de 

ambos distromiRs incrementa los niveles de Pax7 y la proliferación de células satélite (Chen et 

al., 2010).  

Por otro lado, el distromiR-133 reprime la expresión de SRF, un factor de transcripción que 

aumenta la expresión de miR-1 y miR-133. miR-133 suprime la proliferación de mioblastos y 

promueve la diferenciación celular por regulación 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 años y de un grupo de 14 sujetos 

sanos de 3-16 años. Los resultados de este estudio mostraron niveles elevados de los distromiRs; 

miR-1, miR-206, miR-133a y miR-133b; pero miR-31 no alcanzó diferencias significativas en los 

pacientes con DMD en comparación 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 años); sin embargo, no encontraron diferencias con respecto a su grupo control 

en los niveles de los miRNAs en 7 pacientes con DMD de mayor edad (27 a 31 años) (Figura 1).  

En ese mismo año, otro grupo de investigación observó resultados similares en los miRNAs 

circulantes ya mencionados, siendo la edad de los sujetos de estudio de 7.88±1.86 años 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 observó una asociación 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 extensión de 

rodilla. 
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Asimismo, Li et al. (2014) además de comprobar que los miR-1, miR-133a y miR-206 están 

aumentados en suero de pacientes con DMD, encontraron otros tres miRNAs asociados a la 

proliferación, diferenciación, y regeneración muscular que también se encuentran aumentados en 

el suero de pacientes con DMD: el miR-499 (se encuentra en fibras musculares de contracción 

muscular lenta y en el músculo cardiaco)  y el miR-208a (se localiza en el músculo cardiaco), y el 

miR-208b (se encuentra en fibras musculares de contracción muscular lenta), comparando un 

grupo de 52 pacientes con DMD menores de 6 años con un grupo control de 23 sujetos sanos 

menores de 6 años.  

 

Figura 1. MiRNAs asociados con el proceso de regeneración muscular y el EO en 

la DMD. MAFG = oncogen homólogo G de fibrosarcoma aviar músculo aponeurótico; 

Nrf2 = Factor nuclear eritroide 2; SOD = Superóxido dismutasa; G6FD = Glucosa -6- 

fosfato deshidrogenasa; MyoD = Proteína 1 de diferenciación miogénica.  
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La información que hemos descrito indica que los distromiRs están asociados al proceso de 

regeneración muscular, por lo que, el análisis bioinformático (in silico) nos podría proporcionar 

información 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 

fisiopatología de la enfermedad.  

Aunque los miRNAs pueden tener varios genes blancos impactando en diferentes vías de 

señalización, en las bases de datos existen registros de la afinidad entre miRNAs y sus genes 

blancos, lo que permitiría seleccionar sólo aquellos involucrados en el EO (Bentwich, 2005). 

4.4. Liberación de miRNAs a circulación en la DMD. 

El proceso de liberación de miRNAs es importante para interpretar la relevancia clínica de sus 

niveles alterados en circulación. Inicialmente se asumía que los miRNAs circulantes eran liberados 

de fibras dañadas; sin embargo, se ha mostrado que no necesariamente todos los miRNAs se 

comportan de esa forma (Coenen-Stass et al., 2017). Por ejemplo, la expresión del miR-1 y miR-

133 disminuye en el músculo esquelético del ratón mdx y está elevado en suero, pero no se ha 

considerado si esta diferencia está dada por el daño muscular. Sin embargo, el miR-206 está 

elevado en músculo y también en el suero del ratón mdx (Roberts et al., 2012). Lo anterior sugiere 

que la liberación podría ser selectiva para ejercer su función 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 diferenciación, secretan miRNAs para activar a células satélite 

y entonces amplificar la respuesta regenerativa e incluso facilitar la comunicación 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 circulación (Coenen-

Stass et al., 2017). 
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5.  JUSTIFICACIÓN 

Con base a la información anterior, proponemos primeramente identificar si la expresión 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 daño muscular. Dicho abordaje nos permitirá 

proponer si los miRNAs están relacionados con la fisiopatología de la enfermedad para saber si su 

expresión permite dar seguimiento al avance de la enfermedad. Además de que podrían proponerse 

como moléculas diana a nivel de regulación genética en intervenciones terapéuticas en pacientes 

con DMD.  

Por otro lado, una de las observaciones más importantes reportada por diferentes grupos de 

investigación que proponen nuevos tratamientos para la DMD es que deben evaluar íntegramente 

la efectividad de los tratamientos en los diferentes mecanismos de la fisiopatología de la 

enfermedad; destacando como principal interés el patrón de miRNAs circulantes presentes en 

pacientes con DMD como lo señala 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 más sobre dichos mecanismos en la fisiopatología de la enfermedad que 

permita generar evidencia solida para impactar de manera más eficiente sobre la terapia a nivel de 

antioxidantes en la DMD. 
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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 daño muscular de los pacientes con DMD. 

6.2. Objetivos particulares. 

• Analizar si hay diferencias en la expresión de los distromiRs y los miRNAs REO circulantes 

en pacientes con DMD que presentan diferente grado de daño muscular y edad. 

• Determinar si la expresión de los miRNAs está asociada con los parámetros de daño 

muscular. 

• Determinar si la expresión de los miRNAs está asociada con los parámetros 

antropométricos, los indicadores metabólicos, la actividad física y la frecuencia del 

consumo de alimentos. 

• Identificar mediante un análisis in silico, los genes blancos asociados al EO de los miRNAs 

de estudio. 

• Analizar si hay diferencias en las concentraciones plasmáticas de los marcadores 

antioxidantes (Nrf2 y glutation) y los marcadores de daño oxidativo (MDA y proteínas 

carboniladas) en pacientes con DMD diferente grado de daño muscular.  

• Determinar si la concentración plasmática de los marcadores antioxidantes (Nrf2 y 

glutation) así como de daño oxidativo (MDA y proteínas carboniladas) está asociada al 

daño muscular. 

•  Determinar si la concentración plasmática de los marcadores antioxidantes (Nrf2 y 

glutation) así como de daño oxidativo (MDA y proteínas carboniladas) está asociada a los 

parámetros antropométricos, los parámetros metabólicos, la actividad física y la frecuencia 

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

7.1.  Características del estudio. 

El estudio fue descriptivo, observacional, transversal y prospectivo. Se llevó a cabo en la Unidad 

de Investigación Médica en Nutrición (UIMN) de la Unidad Médica de Alta Especialidad (UMAE) 

Hospital de Pediatría “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 años con DMD fueron reclutados de 3 hospitales de la Ciudad de 

México: UMAE Hospital de Pediatría del CMN-Siglo XXI, UMAE Hospital General “Dr. 

Gaudencio González Garza” del CMN-La Raza (IMSS) y del Instituto Nacional de Rehabilitación 

“Luis Guillermo Ibarra Ibarra” de la Secretaría de Salud (SS). 

7.3. Criterios de inclusión de los sujetos de estudio. 

Los criterios de inclusión fueron los siguientes: I) Pacientes con diagnóstico clínico y molecular 

de DMD, este último por reacción múltiple en cadena de la polimerasa (PCR multiplex, por sus 

siglas en inglés) o por amplificación de sondas dependientes de ligandos múltiples (MLPA, por 

sus siglas en inglés). II) Carta de consentimiento informado firmada por los padres de cada 

paciente, donde aceptan que su representado participe en el proyecto de investigación (Anexo 2). 

III) Asentimiento de los pacientes < 8 años o carta de asentimiento para los pacientes  8 años, 

donde el paciente señala que acepta participar en el proyecto de investigación (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 día de la cita del paciente. 

Se programó una cita en ayuno de 12 horas para cada paciente en la UIMN de la UMAE Hospital 

de Pediatría del CMN-SXXI, IMSS. Se colectó una muestra sanguínea de 3mL en un tubo 

VacutainerTM con gel separador y otra muestra sanguínea de 3mL en un tubo VacutainerTM 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 

obtención del suero y del plasma, respetivamente en cada tubo. El plasma y suero sanguíneo se 

alicuotaron en tubos viales (AXYGEN® 1500µL, Reynosa, México) que se almacenaron a -70°C 

hasta su uso.  

En el suero se midió la expresión de los distromiRs, la expresión de los miRNAs REO, los 

parámetros enzimáticos de daño muscular y los parámetros metabólicos. En el plasma se midieron 

los marcadores circulantes de daño oxidativo y antioxidantes.  

Después de tomar la muestra de sangre, se midieron los parámetros clínicos de daño muscular 

(escalas de función y fuerza muscular), y se registraron las medidas antropométricas. Finalmente, 

los padres de los pacientes respondieron un cuestionario de datos generales, de actividad física y 

un cuestionario semicuantitativo de frecuencia de consumo de alimentos. Los detalles de la 

información anterior se describen más adelante. 

7.5. Grupos de estudio. 

Para alcanzar los objetivos propuestos, los pacientes con DMD se clasificaron de dos maneras: En 

función de la ambulación (pacientes ambulatorios y pacientes no ambulatorios) y en función de la 

edad (˂9 años y >9 años). 

7.6. Extracción y cuantificación de los miRNAs circulantes. 

 

7.6.1. Extracción del RNA total. 

El RNA total se extrajo de una muestra de 200 µL de suero mediante el kit miRNeasy 

Serum/Plasma Kit (QIAGEN®, Hilden, Alemania). El RNA total fue cuantificado en un 

espectrofotómetro EPOCH 2 Microplate (BioTek Instruments, Inc. Vermont, EUA) que utiliza el 

Softwere Gen5TM (BioTek Instruments, Inc. Vermont, EUA) para la colección de datos y el análisis 

de estos. 
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7.6.2. Síntesis del cDNA. 

El cDNA se sintetizó por retrotranscripción con el Kit TaqMan® 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 normalización 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 programación: 30 minutos a 16 ºC, 30 minutos a 42 ºC, 5 

minutos a 85 ºC y 5 minutos a 4 ºC. 

Tabla 1. MiRNAs circulantes analizados. 

Identificador del ensayo en 

Applied Biosystems® 

Identificador en 

miRBase 
Número de acceso en miRBase 

 

MiRNAs analizados   

2222 hsa-miR-1-3p MIMAT0000416  

0397 hsa-miR-21-5p MIMAT0000076 

2279 hsa-miR-31-5p MIMAT0000089 

2216 hsa-miR-128-3p MIMAT0000424 

2246 hsa-miR-133a-3p MIMAT0000427 

2676 hsa-miR-144-3p MIMAT0000436 

0510 hsa-miR-206 MIMAT0000462 

Control de normalización   

1973/ U6 snRNA - - 

 

7.6.3. Ensayos de Amplificación por PCR. 

La amplificación de la PCR fue realizada a partir de 1.33µL de cDNA, 10µL de TaqMan® 

universal PCR Master Mix (Applied Biosystems®, California, EUA), 7.67µL de agua libre de 

nucleasas y 1µL del primer TaqMan® MicroRNA Assay (20X) específico para cada miRNA 

analizado.  

http://www.mirbase.org/cgi-bin/query.pl?terms=MIMAT0000416
http://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/microrna/002438?CID=&ICID=&subtype=
http://www.mirbase.org/cgi-bin/query.pl?terms=MIMAT0004494
http://www.mirbase.org/cgi-bin/query.pl?terms=MIMAT0000089
http://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/microrna/002216?CID=&ICID=&subtype=
http://www.mirbase.org/cgi-bin/query.pl?terms=MIMAT0000424
http://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/microrna/002246?CID=&ICID=&subtype=
http://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/microrna/002676?CID=&ICID=&subtype=
http://www.mirbase.org/cgi-bin/query.pl?terms=MIMAT0000462
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Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador LightCycler® Nano (Roche® 

Indianapolis, EUA) con las siguientes instrucciones de programación: Incubación a 50°C por 2 

min, activación de la DNA polimerasa a 95ºC por 10 min, desnaturalización del material genético 

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

Para la normalización de los datos se utilizó como control al snRNA U6 y para el análisis de 

expresión de los miRNAs de estudio se aplicó la fórmula de 2-DCt. 

7.7. Parámetros de daño muscular. 

 

7.7.1. Función y fuerza muscular. 

Los genetistas colaboradores de esta investigación realizaron las mediciones de la función y la 

fuerza muscular en los pacientes utilizando diferentes escalas (Anexo 4). La función muscular de 

las extremidades inferiores fue estimada con la escala de Vignos (Vignos & Archibald, 1960) y la 

escala del Sistema de Clasificación de la Función Motora Gruesa (SCFMG) (Palisano et al., 1997). 

La escala de Vignos tiene un puntaje mínimo de 1 y un puntaje máximo de 10; mientras que la 

escala del SCFMG tiene un puntaje mínimo de 1 y un puntaje máximo de 5. Para ambas escalas, 

el puntaje mayor representa el peor grado de función muscular. 

La función 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 función muscular. 

Para estimar la fuerza muscular se utilizó 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 ecuación referida por Scott et al. (1982): 

𝐹𝑢𝑒𝑟𝑧𝑎 𝑚𝑢𝑠𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (%) =  
( 𝑆𝑢𝑚𝑎𝑡𝑜𝑟𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑜𝑠 𝑝𝑢𝑛𝑡𝑎𝑗𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑓𝑢𝑒𝑟𝑧𝑎 𝑚𝑢𝑠𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟)(100)

(𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜𝑠  𝑚ú𝑠𝑐𝑢𝑙𝑜𝑠 𝑒𝑣𝑎𝑙𝑢𝑎𝑑𝑜𝑠)(5)
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7.7.2. Parámetros enzimáticos de daño muscular. 

Se determinó la concentración de la creatina fosfocinasa (CPK, por sus siglas en inglés) (U/L) por 

ensayo inmunométrico quimioluminiscente con un kit comercial (SPINREACT, Girona, España). 

La concentración de las transaminasas alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato 

aminotransferasa (AST) se determinó con kits enzimáticos colorimétricos (SPINREACT, Girona, 

España). Las tres moléculas se midieron en un analizador clínico SPIN 120 (SPINREACT, Girona, 

España). 

7.8. Parámetros antropométricos. 

Un nutriólogo colaborar de esta investigación registró la edad (años) y realizó las mediciones 

antropométricas de talla y peso (Anexo 5). La talla (cm) de los pacientes ambulatorios se midió 

con un estadímetro de pared calibrado (Seca®) y la talla de los pacientes no ambulatorios se 

determinó con una cinta ergonómica (Seca® 201) en posición decúbito supino (Adams et al., 2010). 

El peso de todos los pacientes fue medido con una báscula silla (Seca® 954). Con estos datos se 

calculó el percentil del índice de masa corporal (IMC) con base a las curvas de crecimiento para 

niños (2-20 años) de los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades (CDC, por sus 

siglas en inglés) (CDC, 2000). 

7.9. Indicadores metabólicos. 

La concentración circulante de la glucosa (mg/dL), del colesterol total (mg/dL) y de los 

triacilgliceroles (mg/dL) se cuantificó mediante ensayos inmunométricos quimioluminiscentes 

con kits comerciales (SPINREACT, Girona, España) en un analizador clínico SPIN 120 

(SPINREACT, Girona, España). La concentración de las lipoproteínas de muy baja densidad 

(VLDL-C, por sus siglas en inglés) fue estimada con la ecuación de Friedewald (Hata y Nakajima, 

1986).  

La concentración de la insulina (µU/mL) se midió con un kit comercial (Linco Research, Missouri, 

EUA) y el modelo homeostático de evaluación de resistencia a la insulina (HOMA-IR, por sus 

siglas en inglés) (Matthews et al., 1985) se calculó utilizando la siguiente ecuación: 
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𝐻𝑂𝑀𝐴 − 𝐼𝑅 =  
(µ𝑈/𝑚𝐿  𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑠𝑢𝑙𝑖𝑛𝑎 𝑒𝑛 𝑎𝑦𝑢𝑛𝑜)(𝑚𝑚𝑜𝑙/𝐿 𝑑𝑒 𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎 𝑒𝑛 𝑎𝑦𝑢𝑛𝑜)

22.5
 

 

7.10. Parámetros de actividad física. 

Los parámetros de actividad física que se registraron fueron la frecuencia de las sesiones de la 

terapia física (sesiones / semana) y la actividad física durante los 7 últimos días previos a la cita. 

Para este último parámetro, se aplicó el cuestionario de actividad física (PAQ-C, por sus siglas en 

inglés) (Kowalski et al., 2004).  

El PAQ-C se adaptó a la población infantil mexicana con DMD ya que no existía en la literatura 

una herramienta diseñada previamente (Anexo 6). El cuestionario es un recordatorio de 7 días 

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 información, se aclaró previamente a los tutores y a 

los pacientes que el cuestionario no era una examinación con fin médico si no de investigación. 

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 física baja mientras que 5 indica actividad física elevada. 

7.11. Frecuencia de consumo de alimentos antioxidantes. 

Para la evaluación de la frecuencia de consumo de alimentos antioxidantes (FCAA) se utilizó un 

cuestionario de frecuencia del consumo de alimentos que aplicó un nutriólogo del equipo de 

trabajo a los tutores de los pacientes. El cuestionario fue diseñado por el Instituto Nacional de 

Salud Pública de México (ENSANUT, 2016). Durante la aplicación del cuestionario, se les pidió 

a los padres de los pacientes recordar la frecuencia de consumo de 188 alimentos que sus hijos 

hayan ingerido. Los alimentos están categorizados en 12 grupos: 23 vegetales, 27 frutas, 14 

productos de leche y productos lácteos, 9 pescados y mariscos, 14 carnes rojas, 9 carnes blancas, 

7 leguminosas, 26 cereales y tubérculos, 19 aceites y grasas, 15 azúcares, 12 bebidas y 13 antojitos 

mexicanos y comida rápida (Anexo 7). 
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La frecuencia de consumo de cada alimento (veces/día) se calculó de acuerdo con Zotor et al., 

(2012). Las veces de consumo/día fueron transformados semi cuantitativamente de la siguiente 

manera: ninguna o pocas veces/año se convirtió a 0 veces/día, una vez/mes se convirtió a 0.033 

veces/día, 2-3 veces/mes se convirtió a 0.083 veces/día, una vez/semana se convirtió a 0.143 

veces/día, 2-4 veces a la semana se convirtió a 0.429 veces/día, 5-6 veces por semana se convirtió 

a 0.786 veces/semana, 1 vez/día se mantuvo igual y 2 o más veces/día fue convertido a 2 veces/día.  

Para la selección de los alimentos con capacidad antioxidante se tomó en cuenta su capacidad 

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

7.12. Análisis in silico de la predicción de los genes blancos relacionados con estrés 

oxidativo (REO). 

Para la identificación de los genes blanco REO, primeramente, se generó 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 identificó exclusivamente a 

los genes asociados a EO a través de la plataforma Mouse Genome Database 

(http://www.informatics.jax.org/) considerando como criterios de búsqueda: respuesta a EO, 

actividad antioxidante y especies reactivas de oxígeno. 

7.13. Marcadores circulantes de respuesta antioxidante.  

Como marcadores circulantes de respuesta antioxidante se midió la concentración de glutation y 

del factor de transcripción de respuesta antioxidante Nrf2. 

7.13.1.  Glutation. 

La determinación de la concentración de glutation (µM) se realizó en un volumen de 50 µL de 

plasma sanguíneo a través del ensayo colorimétrico Glutathione Assay Kit (Cayman Chemical 

Company, Michigan, EUA) que utiliza una curva estándar (0 - 16 µM) para calcular la 

concentración del glutation a partir de la medición de la absorbancia de las muestras a 410 nm. El 

coeficiente de variación del ensayo es de 1.6%. 

http://mirdb.org/
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7.13.2.  Nrf2. 

La determinación de la concentración de N (pg/mL) se realizó en un volumen de 100 µL de plasma 

sanguíneo 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 estándar 

(0 - 10 000 pg/mL). La medición de la absorbancia de las muestras se realizó a 450 nm. El 

coeficiente de variación del ensayo es ˂1.6%. 

7.14. Marcadores circulantes de daño oxidativo.  

Como marcador de oxidación lipídica se midió la concentración de malondialdehído (MDA) y de 

las proteínas carboniladas.  

7.14.1.   Malondialdehído. 

La determinación de la concentración de MDA (µM) se realizó en un volumen de 100 µL de 

muestra de plasma sanguíneo a través del ensayo colorimétrico de sustancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico (TBARS, por sus siglas en inglés) TBARS (TCA Method) Assay Kit (Cayman 

Chemical Company, Michigan, EUA) que emplea una curva estándar (0 - 50 µM) para calcular la 

concentración de MDA a partir de la medición de la absorbancia de las muestras a 535 nm. El 

coeficiente de variación del ensayo es de 2.5%. 

7.14.2.   Proteínas carboniladas. 

La determinación de la concentración de las proteínas carboniladas (nmol/mL) se realizó en un 

volumen de 200 µL de plasma sanguíneo 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 concentración de proteínas carboniladas a partir 

de la absorbancia medida en las muestras a 370 nm.  El coeficiente de variación del ensayo es de 

8.5%. 
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7.15. Análisis estadísticos.  

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa SPSS versión 24 (Nueva York, EUA) 

y un valor de p ≤ 0.05 se aceptó como estadísticamente significativo. La distribución de los datos 

de cada una de las variables se evaluó con la prueba de Shapiro-Wilk. Los datos que mostraron 

una distribución normal se presentan como media ± desviación estándar (DE) y los datos que no 

mostraron una distribución normal se presentaron como mediana (mínimo, máximo).  

La comparación de las variables de interés entre los pacientes ambulatorios y los pacientes no 

ambulatorios se realizó mediante unas pruebas t de Student para los datos que mostraron una 

distribución normal o mediante unas pruebas de U de Mann Whitney para los datos con 

distribución no normal. Las correlaciones bivariadas se realizaron a partir de los coeficientes rho 

de las correlaciones de Spearman en función de la distribución 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 parámetros de daño muscular, los parámetros antropométricos, los 

parámetros metabólicos, la actividad física y la frecuencia del consumo de alimentos son 

predictores de los niveles circulantes de los miRNAs analizados. La significancia estadística está 

representada por (*) para valores de p < 0.05, (**) para valores de p < 0.01 y  (***) para los valores 

de p < 0.001. 

7.16. Aspectos éticos. 

Este protocolo fue diseñado por la Dra. Maricela Rodríguez Cruz y el M en C. Tomas Almeida 

Becerril y autorizado el 14 de agosto de 2018 por el Comité Nacional de Investigación Científica 

del IMSS (R-2018-785-089). La planeación y la ejecución del proyecto de estudio se apegaron a 

la Declaración de Helsinki en relación con la investigación médica en humanos y las guías del 

Comité de Investigación Científica 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 Investigación para la Salud, 

Titulo segundo: De los aspectos éticos de la investigación en Seres Humanos, Capítulo 1, Artículo 

17, este estudio se encuentra en categoría de riesgo mínimo debido a que la intervención clínica de 

mayor riesgo que se realizará en la población de estudio es la extracción de sangre por punción 

venosa que no rebasa el 2% del volumen circulante y se realizó en una población con DMD de 2 a 

15 años (Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigación para la Salud, en 

Línea).  

7.18. Beneficios de participación. 

Los beneficios fueron: 1) El diagnóstico molecular de la DMD, 2) Las pruebas bioquímicas 

(glucosa y perfil de lípidos) y 3) Diagnóstico del estado de nutrición y recomendación 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 explicó de manera detallada a los pacientes y padres/tutores, en qué consistió el estudio, las 

maniobras que se realizarían a los sujetos de estudio el día de la cita en el laboratorio, los riesgos 

y los beneficios otorgados; con un lenguaje entendible y se aclaró cualquier duda que ellos tenían. 

Si aceptaban la participación 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 información de los pacientes. 

Toda la información personal se manejó bajo estricta confidencialidad y privacidad siendo utilizada 

exclusivamente para fines de este estudio. Las muestras biológicas fueron etiquetadas con un 

código 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 formación de un hematoma en el sitio de la punción. Durante la toma de muestra sanguínea se 

contó con un médico para atender potenciales eventos respiratorios, náuseas o mareos. 

7.20. Aspectos de bioseguridad. 

Debido a que en esta investigación se tomaron muestras de sangre se considera que tiene 

implicaciones de bioseguridad ya que se corría el riesgo de que dichas muestras pudieran ser 

material infectocontagioso. Así que, se tiene el conocimiento del manejo de los residuos biológicos 

generados en la investigación y se realizaron los procedimientos adecuados para su desecho en 

contenedores específicos para su retiro por parte del Instituto. 
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8.    RESULTADOS 

8.1.  Diagnóstico clínico y molecular de la DMD. 

Los médicos genetistas registraron la edad de la aparición de los primeros síntomas, la edad de la 

pérdida de la ambulación, los niveles de CPK circulantes, la presencia de pseudohipertrofia en 

gastrocnemios y la presencia o ausencia del signo de Gowers de los pacientes. Dicha información 

clínica, el análisis molecular del gen DMD o la expresión de la proteína distrofina así como la 

predicción de la pérdida del marco de lectura del gen DMD (Plataforma Reading-Frame Checker 

versión 1.9) (Aartsma et al., 2006) permitieron el diagnóstico clínico y molecular de los 29 

pacientes con DMD que participaron en esta investigación.  

En lo que concierne al diagnóstico clínico, de los 29 pacientes, 23 eran ambulatorios y 6 no 

ambulatorios al momento del diagnóstico. Respecto a la CPK en circulación, todos los pacientes 

mostraron concentraciones mayores al límite superior del intervalo de la concentración normal de 

CPK (20-200 U/L) (Basheer et al., 2017). Este marcador de daño muscular se encontró elevado 

desde 27 veces en el paciente 22 (5380 U/L) hasta 162 veces en el paciente 23 (32346 U/L). 

Además, todos los pacientes tenían pseudohipertrofia en gastrocnemios, así como un signo de 

Gowers positivo al momento del diagnóstico clínico (Tabla 2). 

Respecto al diagnóstico molecular de los 29 pacientes, 4 tuvieron un diagnóstico por ausencia de 

la expresión de la proteína distrofina en biopsia muscular. En los otros 25 pacientes se identificó 

que 23 de ellos presentaban eliminación exónica como variante patogénica mientras que 2 

pacientes mostraron duplicación exónica. La región del gen en la que predominaron las mutaciones 

se localiza entre los exones 45-55. Además, 23 pacientes mostraron pérdida del marco de lectura 

del gen DMD y 2 mostraron conservación (Fig. 2). 
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Tabla 2. Características clínicas de los pacientes con DMD. 

CPK, Creatina fosfocinasa; ni, no se encontró la información en el expediente clínico. El símbolo 

de discapacidad indica pérdida de ambulación. 

 

Paciente Edad (años) de 

  

CPK  
(U/L) 

 Pseudohipertrofia 

             de 
    gastrocnemios 

Signo 

de 

Gowers 

 Inicio  

de síntomas 
Diagnóstico  

molecular 

   

P1 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 <1 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 + + 
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Figura. 2. Variantes patogénicas del gen DMD de la población de estudio. 

        Eliminación            Duplicación    * Caracterización por ausencia de distrofina en biopsia muscular.     

Amb, Ambulatorio; mPCR, PCR multiplex; MLPA, Amplificación de sondas múltiples ligadas; Sec, Secuenciación; Eli, 

Eliminación; Dup, Duplicación. 
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8.2. Comparación de la edad, los parámetros clínicos y la frecuencia del consumo de 

alimentos entre los pacientes ambulatorios y no ambulatorios con DMD.  

Se analizó si había diferencia estadística en la edad, los parámetros de daño muscular, los 

parámetros antropométricos, los parámetros metabólicos circulantes, los parámetros de actividad 

física y la frecuencia del consumo de alimentos entre los pacientes ambulatorios y no ambulatorios 

con DMD.  

La edad de la población de estudio (N = 29) se encontró en un intervalo de 3 a 15 años. 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 daño muscular se incluyeron diversas escalas clínicas de función y fuerza muscular, 

así como enzimas séricas.  Los puntajes de la función muscular en extremidades inferiores (Escalas 

de Vignos y del SCFMG) y el puntaje de función muscular en extremidades superiores (Escala de 

Brooke) fueron significativamente más 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 más 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 daño muscular fueron 

significativamente más bajas (p < 0.001) en los pacientes no ambulatorios en comparación con los 

pacientes ambulatorios (Tabla 3). 

Los parámetros antropométricos como la altura y el peso corporal fueron significativamente más 

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 mostró 

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

IR, triacilgliceroles, colesterol total y C-VLDL. Únicamente la concentración de colesterol total 

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

ambulatorios (Tabla 3).  

La actividad física estimada con el puntaje del cuestionario Paq-C fue más baja (p < 0.001) en los 

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

actividad física 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. Comparación de la edad, los parámetros clínicos y la frecuencia de consumo de alimentos 

entre los pacientes ambulatorios y no ambulatorios con DMD. 

  
Ambulatorios 

n = 23 

No ambulatorios 

n = 6 

Valor de p 

    Edad (años) 7.00 ± 2.47 13.18 ± 1.30 <0.001 

Parámetros de daño muscular 
   

    Escala de Vignos (puntaje)   3 (2, 4) 9 (9, 9) <0.001 

    Escala del GMFCS (puntaje) 2 (1, 2) 5 (4, 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) § <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 

Parámetros 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 

Parámetros metabólicos    

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

    Insulina (µU/mL)  5.65 (5.10, 22.70) ¶ 5.7 (4.90, 7.60) 0.547 
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DMD, Distrofia muscular de Duchenne; GMFCS, Sistema de Clasificación de la Función Motora 

Gruesa; MRC, Medical Research Council; CPK, Creatina fosfocinasa; AST, Aspartato 

aminotransferasa; ALT, Alanina aminotransferasa; IMC, Índice de masa corporal; HOMA-IR, 

Modelo homeostático para evaluar la resistencia a la insulina; C-VLDL, Colesterol de 

lipoproteínas de muy baja densidad; Paq-C, Cuestionario de actividad física; s/s, Sesiones/semana. 

Los datos se muestran como media ± desviación estándar o mediana (mínimo, máximo). Prueba t 

de Student para datos con distribución normal y prueba U de Mann-Whitney para datos con 

distribución no normal. †n = 22, ‡n = 21,
 ¶n = 18, §n = 5. 

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

de los pacientes el día de la cita o la muestra sanguínea fue limitante para las mediciones. 

 

 

 

 

    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 

Parámetros de actividad física 
   

    Paq-C (Puntaje) 2.42 ± 0.81 ‡ 1.46 ± 0.31 <0.001 

    Terapia física (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 lácteos  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 

    Azúcares 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 rápida 0.05 (0.01, 0.26) ‡ 0.04 (0.02, 0.11) 0.755 
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8.3. DistromiRs y miRNAs REO circulantes en pacientes ambulatorios y no ambulatorios 

con DMD y su correlación con el daño muscular. 

8.3.1. DistromiRs. 

Respecto al grupo de los distromiRs, se encontró que la expresión en circulación del miR-1-3p, 

miR-133-a-3p y miR-206 fue significativamente menor (p < 0.05) en pacientes no ambulatorios 

en comparación con los pacientes ambulatorios (Figs. 3A-C). En relación con la estratificación de 

los pacientes por su edad, la expresión de los distromiRs en los pacientes > 9 años fue menor (p < 

0.05) que en los pacientes ≤ de 9 años (Figs. 3D-F).  

Se observó una correlación negativa moderada entre la edad y todos los distromiRs (p < 0.05). El 

puntaje de la escala de Vignos (función muscular en extremidades inferiores) correlacionó 

negativamente con la expresión del miR-133a-3p (rho = -0.351, p = 0.031). Sin embargo, la escala 

del SCFMG (función muscular en extremidades inferiores) y la escala de Brooke (función 

muscular en extremidades superiores) no mostraron correlación significativa (p > 0.05) con la 

expresión 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) mostró una correlación positiva (p < 0.05,) con la expresión del miR-133a-3p (rho = 

0.392) y del miR-206 (rho = 0.384). La concentración de los marcadores séricos de daño muscular 

como CPK, AST y ALT correlacionaron positivamente (p < 0.05) con la expresión de los 

distromiRs (Tabla 4).  
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A) 

C) 

B) 

D) 

F) 

E) 

Figura 3. DistromiRs circulantes en pacientes con DMD con diferente grado de 

daño muscular. Figs. A-C, Comparación de pacientes en estado ambulatorio (n = 23) y 

no ambulatorio (n = 6). Figs. D-F, Comparación de pacientes ≤ 9 años (n = 19) y > 9 

años (n = 10). Pruebas U de Mann-Whitney. * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01. 



 

41 

 

8.3.2. MiRNAs REO.  

La expresión de los miRNAs circulantes REO analizados fue significativamente más baja (p < 0.05) 

en los pacientes no ambulatorios comparada con los pacientes ambulatorios (Figs. 4A-D). También, 

la expresión de los miRNAs REO fue significativamente menor (p < 0.01) en los pacientes 

distróficos > 9 años comparados con los pacientes ≤ 9 años, excepto para la expresión del miR-31-

5p (p = 0.104) (Figs. 4E-H).  

Se observó una correlación negativa moderada entre la edad y los miRNAs REO (p < 0.05).  El 

puntaje de la escala de Vignos (función muscular en extremidades inferiores) correlacionó (p < 0.05) 

con la expresión de los miRNAs miR-21-5p (rho = -0.392) y miR-128-3p (rho = -0.361) (Tabla 4).  

El puntaje de la escala del SCFMG (función muscular en extremidades inferiores) correlacionó 

significativamente (p = 0.047) con miR-21 (rho = -0.317). Aunque no se identificaron correlaciones 

entre el puntaje de la escala de Brooke (función 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) correlacionó 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).  

Además, la concentración circulante de CPK, AST y ALT correlacionó significativamente (p < 0.05) 

con la expresión de los miRNAs REO: miR-21-5p, miR-31-5p, miR-128-3p y miR-144-3p. (Tabla 

4).  
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8.4.  DistromiRs y miRNAs REO circulantes, y su correlación con los parámetros 

antropométricos, metabólicos, de actividad física y con la frecuencia del consumo de 

alimentos de los pacientes con DMD.  

La talla mostró una correlación significativa (p = 0.006) con la expresión 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 mostró una 

correlación significativa (p = 0.015) con la expresión del distromiR miR-1-3p (rho = -0.403) y con 

la expresión 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 correlacionó (p = 0.048) solamente con el miR-133a-3p 

(rho = 0.315) (Tabla 4).  

Respecto a los parámetros metabólicos, la concentración de insulina correlacionó (p = 0.05) con 

la expresión del miR-1-3p (rho = 0.343). El resto de los parámetros metabólicos como glucosa, 

HOMA-IR, triacilgliceroles, colesterol total y C-VLDL no correlacionaron con ninguno de los 

miRNAs analizados (Tabla 4). 

D) H) 

Figura 4. MiRNAs REO circulantes de pacientes con DMD con diferente grado de 

daño muscular. Figs. A-D, Comparación de pacientes en estado ambulatorio (n = 23) 

y no ambulatorio (n = 6). Figs. E-H, Comparación de pacientes ≤ 9 años (n = 19) y > 9 

años (n = 10). Pruebas U de Mann-Whitney. * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, ns p > 0.05. 
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Respecto a la actividad física, ni el puntaje del Paq-C ni la frecuencia de la terapia física mostraron 

correlación con la expresión de los miRNAs circulantes analizados en este estudio (Tabla 4). 

En cuanto a la frecuencia del consumo de alimentos, el grupo de los vegetales mostró correlación 

(p < 0.05) con la expresión 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). Además, el grupo de 

alimentos de las leguminosas mostró correlación (p < 0.05) con la expresión del miR-133a-3p (rho 

= 0.412) y miR-206 (rho = 0.408) (Tabla 4). 
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Tabla 4. Correlación de la edad, los parámetros clínicos y la frecuencia del consumo de alimentos con la expresión de los miRNAs 

circulantes de los pacientes con DMD. 

 
DistromiRs 

miR-1-3p    miR-133a-3p    miR-206 

miRNAs REO 

miR-21-5p     miR-31-5p     miR-128-3p    miR-144-3p 

Edad (años) -0.431** -0.362* -0.381* -0.469** -0.305* -0.435** -0.387* 

Parámetros de daño 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** 

Parámetros 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 

Parámetros metabólicos        

Glucosa (mg/dL) -0.197 -0.156 -0.121 -0.215 -0.225 -0.136 -0.015 
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Insulina (µU/mL) ‡ 0.343* 0.145 0.158 0.142 0.037 0.140 0.152 

HOMA-IR‡ 0.263 0.040 0.097 -0.019 -0.083 0.045 0.147 

Triacilgliceroles (mg/dL) -0.019 0.217 0.092 -0.018 -0.062 0.034 0.036 

Colesterol total (mg/dL) -0.064 0.193 0.150 0.076 0.018 0.121 0.098 

C-VLDL (mg/dL) -0.019 0.217 0.092 -0.018 -0.062 0.034 0.036 

Parámetros de actividad física        

Paq-C (Puntaje) † 0.066 0.158 0.278 0.246 0.153 0.230 0.194 

Terapia física (s/s) 0.227 0.165 0.174 0.053 0.053 0.070 -0.059 

Frecuencia del consumo de alimentos †        

Vegetales 0.255 0.407* 0.369* 0.333* 0.040 0.371* 0.379* 

Frutas -0.035 0.117 0.077 0.206 0.132 0.199 0.133 

Leche y productos lácteos -0.150 0.248 0.252 0.164 0.176 0.147 0.017 

Pescado y mariscos 0.109 0.178 0.096 0.199 0.152 0.162 0.139 

Carnes rojas 0.048 -0.008 -0.027 -0.144 -0.062 -0.122 -0.141 

Carnes blancas -0.288 -0.050 -0.087 -0.090 -0.217 0.090 -0.140 

Leguminosas 0.263 0.412* 0.408* 0.221 -0.030 0.246 0.288 

Cereales y tubérculos -0.012 0.060 -0.014 - 0.018 -0.195 -0.012 -0.071 
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Grasas animales y vegetales -0.034 -0.012 -0.056 -0.157 -0.051 -0.137 -0.133 

Azúcares -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 rápida 0.059 0.124 0.152 0.201 0.133 0.151 0.139 

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

SCFMG, Sistema de Clasificación de la Función Motora Gruesa; MRC, Medical Research Council; CPK, Creatina fosfocinasa; AST, 

Aspartato aminotransferasa; ALT, Alanina aminotransferasa; IMC, Índice de masa corporal; HOMA-IR, Modelo homeostático para 

evaluar la resistencia a la insulina; C-VLDL, Colesterol de lipoproteínas de muy baja densidad; Paq-C, Cuestionario de actividad física; 

s/s, Sesiones/semana; REO, Relacionados a estrés oxidativo. 

* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01. 

† N = 27, ‡ N = 24. 

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

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

DMD.  

La correlación entre los distromiRs y los miRNAs de EO evidenció asociación de moderadas a 

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

la correlación más alta la que se dio entre el miR-21-5p y el miR-128-3p y la correlación más 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 

D
is

tr
o
m

iR
s 

 

1-3p 

 

 

/ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

133a-3p 

 

rho = 0.691 

p < 0.001 

 

 

/ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

206 

 

rho = 0.681 

p < 0.001 

 

rho = 0.953 

p < 0.001 

 

/ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

m
iR

N
A

s 
R

E
O

 

 

21-5p 

 

 

rho = 0.682 

p < 0.001 
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rho = 0.712 

p < 0.001 
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p < 0.001 
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p < 0.001 
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p < 0.001 
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p < 0.001 

 

/ 

 

 

 

 

144-3p 

 

rho = 0.694 

p < 0.001 

 

 

rho = 0.882 

p < 0.001 

 

rho = 0.884 

p < 0.001 

 

rho = 0.931 

p <0.001 

 

rho = 0.643 

p < 0.001 

 

rho = 0.953 

p <0.001 

 

/ 

 

 

 

Coeficiente de correlación (rho) calculado por correlación 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 sanguíneo fueron Nrf2 y glutation. Se 

observó que la concentración de Nrf2 fue significativamente menor (p = 0.01) en los pacientes no 

ambulatorios (7.33pg/mL, mín. 2.1, máx. 72.72) con respecto a los pacientes ambulatorios con 

(79.03pg/mL, mín. 5.69, máx. 5628.03) (Fig. 5A).  

La concentración de glutation no mostró diferencia (p = 0.138) entre los pacientes ambulatorios 

(0.693µM, mín. 0.691, máx. 0.70) y los pacientes no ambulatorios (0.693µM, mín. 0.692, máx. 

0.694) (Fig. 5B).  

8.6.2. Marcadores circulantes de daño oxidativo.  

Los marcadores de daño oxidativo que se midieron en plasma sanguíneo fueron MDA y proteínas 

carboniladas. La concentración de MDA fue significativamente mayor (p = 0.018) en los pacientes 

no ambulatorios (4.62 ± 1.37µM) comparada con la concentración de los pacientes ambulatorios 

(3.6 ± 0.71µM) (Fig. 5C).  

La concentración de las proteínas carboniladas no mostró 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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C) 

B) A) 

D) 

Figura 5. Marcadores circulantes del EO de pacientes con DMD con 

diferente grado de daño muscular. A) Nrf2 (n = 22, n = 6), B) Glutation (n = 

19, n = 6), C) MDA (n = 22, n = 6), D) Proteínas carboniladas (n = 22, n = 6). 

Prueba U de Mann-Whitney para Nrf2 y Glutation. Prueba t de Student para 

MDA y Proteínas carboniladas. * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01. MDA, Malondialdehído; 

Nrf2, Factor nuclear eritroide 2 relacionado al factor 2.  
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8.7. Correlación de los marcadores circulantes de EO con los parámetros clínicos, los 

parámetros de actividad física y la frecuencia del consumo de alimentos antioxidantes en los 

pacientes con DMD.  

La concentración de Nrf2 correlacionó negativamente (p < 0.05) con la edad (rho = -0.387), con el 

puntaje de la escala de Vignos (función muscular en extremidades inferiores) (rho = -0.328), con 

el puntaje de la escala del SCFMG (función muscular en extremidades inferiores) (rho = -0.399) y 

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

(Tabla 6).  

Con respecto a los parámetros antropométricos, Nrf2 también correlacionó (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 correlacionó (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 concentración del marcador de respuesta antioxidante glutation se correlacionó negativamente 

(p ≤ 0.05) con el puntaje de la escala de Brooke (rho = -0.378) y positivamente con la concentración 

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

La concentración del marcador de lipoperoxidación MDA correlacionó positivamente (p ≤ 0.05) 

con el puntaje de la escala de Vignos (rho = 0.317), con el puntaje de la escala de Brooke (rho = 

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 concentración de las proteínas carboniladas no mostró correlación (p > 0.05) con ninguna de 

las variables medidas en los pacientes con DMD (Tabla 6).  
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Tabla 6. Correlación de la edad, los parámetros clínicos y la frecuencia del consumo de alimentos 

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

 
Marcadores de respuesta 

antioxidante 

Marcadores de daño 

oxidativo 

  

Nrf2 

(pg/mL) 

(N = 28) 

Glutation 

(µM) 

(N = 25) 

MDA 

(µM) 

(N = 28) 

P. Carb. 

(nmol/mL) 

(N = 28) 

    Edad (años) -0.387* -0.138 0.244 0.049 

Parámetros de daño 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 

Parámetros 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 

Parámetros metabólicos     

    Glucosa (mg/dL) 0.136 -0.051 0.258 0.038 

    Insulina (µU/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 

Parámetros de actividad física 
 

   

    Paq-C (Puntaje) † 0.154 0.112 -0.283 0.041 

    Terapia física (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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    Azúcares -0.171 -0.045 -0.055 0.071 

    Bebidas -0.043 -0.080 -0.142 0.137 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente se estableció una matriz de correlaciones entre la concentración de los marcadores 

de daño oxidativo con la concentración de los marcadores de respuesta antioxidante. Se encontró 

que existe una asociación negativa entre la concentración circulante de MDA y de glutatión. El  

 

 

 

8.8.  Correlación entre los marcadores de respuesta antioxidante y los marcadores de daño 

oxidativo circulantes de los pacientes con DMD.  

La correlación entre los marcadores de respuesta antioxidante y los marcadores de daño oxidativo 

evidenció una asociación moderada (p = 0.024) entre la concentración de glutation y la 

concentración de MDA (rho = -0.399). Sin embargo, no se observaron correlaciones entre el resto 

de los marcadores de respuesta antioxidante y de daño oxidativo (Tabla 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

SCFMG, Sistema de clasificación de la función motora gruesa; MRC, Medical Research Council; 

CPK, Creatina fosfocinasa; AST, Aspartato aminotransferasa, ALT, Alanina aminotransferasa; 

IMC, Índice de masa corporal; HOMA-IR, Modelo homeostático para evaluar la resistencia a la 

insulina; C-VLDL, Colesterol de lipoproteínas de muy baja densidad; Paq-C, Cuestionario de 

actividad física; S/s, Sesiones/semana; Nrf2, Factor nuclear eritroide 2; MDA, Malondialdehído; P. 

Carb, Proteínas carboniladas. 

* p ≤ 0.05. 

† N = 26, ‡N = 23. 

Los valores de N de algunas variables cambian ya que no fue posible la obtención de algunos 

datos de los pacientes el día de la cita o la muestra sanguínea fue limitante para las 

mediciones. 
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Tabla 7. Matriz de correlaciones entre los marcadores de respuesta antioxidante y los marcadores 

de daño oxidativo circulantes de los pacientes con DMD. 
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8.9.  Correlación entre los marcadores del EO y la expresión de los miRNAs circulantes de los 

pacientes con DMD.  

Se realizó una correlación entre la concentración circulante de los marcadores de EO y la expresión 

circulantes de los distromiRs, y los miRNAs REO. Se observó que la concentración circulante de 

Nrf2 correlacionó (p ≤ 0.05) con la expresión 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). 

Coeficiente de correlación (rho) calculado por correlación de Spearman (N = 28). P = valor de p. 

Nrf2, Factor nuclear eritroide 2; MDA, Malondialdehído; P. Carb, Proteínas carboniladas. 

†N = 25. 
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Además, se encontró que la concentración del glutation correlacionó (p ≤ 0.05) con la expresión 

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. Correlación de la expresión de los miRNAs con la concentración de los 

marcadores de EO circulantes de los pacientes con DMD. 

 Marcadores de  

respuesta antioxidante 
Marcadores de  

daño 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 

8.10. Evaluación de las variables predictoras de la expresión de los miRNAs y de los 

marcadores del EO. 

Para identificar las variables predictoras de la expresión de los distromiRs y los miRNAs REO, se 

realizaron modelos de tipo lineal generalizado para cada uno de los miRNAs de estudio. El único 

modelo que fue estadísticamente significativo fue el modelo 1 para la expresión del miR-1-3p en 

el que se observó 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). 

Coeficiente de correlación (rho) calculado por correlación de Spearman. (N = 28) * p ≤ 

0.05. REO, Relacionados a estrés oxidativo; Nrf2, Factor nuclear eritroide 2; MDA, 

Malondialdehído; P. Carb, Proteínas carboniladas. †N = 25. 
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Tabla 9. MLGU para evaluar las variables predictoras de la expresión del distromiR circulante 

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

Variables 

predictoras 

Coeficiente 

B 

Error 

Estándar 
T 

Valor de 

p 

Modelo 1: miR-1-3p                                       R2 = 0.973                     Valor de p = 0.018 

Edad (años) -0.006 0.031 -0.184 0.859 

Peso (kg) -0.005 0.008 -0.707 0.502 

Insulina (µU/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 

 

 

 

 

 

Respecto a los marcadores de EO, el único modelo que fue estadísticamente significativo fue el 

modelo 1 para la concentración de Nrf2 en el que se observó 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). 

 

 

 

 

 

 

 

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

aminotransferasa; ALT, Alanina aminotransferasa. 
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Tabla 10. MLGU para evaluar las variables predictoras de la concentración de Nrf2 circulante 

de los pacientes con DMD. 

Variables 

predictoras 

Coeficiente 

B 

Error 

Estándar 
T 

Valor de 

p 

Modelo 1: Nrf2                               R2 = 0.248                                    Valor de p = 0.011 

Edad (años) -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 Clasificación de la Función Motora Gruesa. 
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  9.   DISCUSIÓN 

El presente estudio reporta por primera ocasión la expresión circulante de los distromiRs asociados 

a diversos parámetros clínicos, bioquímicos y moleculares de los pacientes con DMD 

estratificados por diferente grado de daño 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 fisiológica como en la DMD (Lee et al., 2022).  

Diferentes estudios han mostrado que la expresión en circulación de los distromiRs y los miRNAs 

REO evaluados en este trabajo, está 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; 

Li et al., 2014; Matsuzaka et al., 2016; Becker et al., 2016; Llano - Diez et al., 2017; Mousa et al., 

2020). Sin embargo, la limitación más significante de estos estudios es la falta de consideración 

de un gradiente de edad, de fuerza y función muscular entre los pacientes, y la reducida 

interpretación de los datos de expresión por la escasa consideración de las características clínicas, 

entre ellas la actividad física. 

Los resultados del presente estudio mostraron una menor expresión de los distromiRs circulantes 

en pacientes con peor función muscular en comparación con aquellos pacientes con mejor función 

muscular, lo cual es consistente con lo publicado previamente por Zaharieva et al. (2013). Entre 

las hipótesis que explican la menor expresión de los miRNAs circulantes en los pacientes con peor 

función muscular, está la reducida cantidad de masa muscular que provoca una menor la liberación 

pasiva (producto de la constante ruptura del sarcolema) o activa de los miRNAs (liberación 

controlada) o bien la evolución fisiopatológica de la enfermedad asociada con una posible 

adaptación transcripcional; es decir que la desregulación 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 daño muscular 

reflejado en la disminución de la masa tisular (Mazzone et al., 2011). El presente estudio agrega 

conocimiento a nivel clínico de la DMD que consiste en que la expresión de los distromiRs es 

menor en los pacientes mayores de 9 años comparados con los menores de 9 años y aunado a esto 

dicha expresión disminuye conforme avanza la edad de los pacientes va aumentando.  
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Sin embargo, la asociación 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 expresión de los miRNAs circulantes, lo cual podría 

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 diagnóstico de ambos fenotipos de la enfermedad (Duchenne/Becker). 

La información mencionada anteriormente sobre la disminución de los miRNAs en etapas más 

avanzadas de la enfermedad coincide con un cambio adverso y marcado en la disminución función 

muscular reportado a los 7 años en la DMD (Mazzone et al., 2011). Entonces podemos hipotetizar 

que la edad de 9 años podría ser un punto de corte en la que se produce la disminución de los 

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

Los niveles del distromiR circulante miR-133a-3p disminuyeron cuando el puntaje de la escala de 

Vignos aumentó; patrón 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 podría ser mejor indicador del daño 

muscular en extremidades inferiores en comparación con el resto de los distromiRs analizados, y 

que ninguno de los distromiRs refleja el daño muscular en extremidades superiores.  

Como se mencionó, los pacientes de mayor edad presentan mayor grado de daño muscular lo cual 

reduce la actividad física como lo reportamos en la tabla 3. Para elucidar si la actividad física de 

los pacientes con DMD se asociaba con la expresión circulante de los distromiRs se realizó un 

análisis de correlación entre ambas variables. Sin embargo, no se encontró asociación, lo cual 

permite hipotetizar que los cambios en la expresión de los miRNAs no se explican por la 

disminución de la actividad física en los pacientes que presentaban un estado más avanzado de la 

enfermedad, si no por la fisiopatología 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 función 

muscular (no ambulatorios y/o > 9 años), los niveles de miR-31-5p y miR-128-3p son menores 

comparados con los pacientes con mejor función muscular (ambulatorios y/o ≤ 9 años), lo que 

coincide con lo reportado por Zaharieva et al. (2013) y Amor et al. (2021).  
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Además, en este trabajo se reporta por primera vez que los pacientes con DMD con peor función 

muscular (No ambulatorios y/o > 9 años) también expresan menores niveles circulantes de miR-

21-5p y miR-144-3p comparados con los pacientes con mejor función muscular (Ambulatorios y/o 

≤ 9 años).  

Debido a que la DMD representa una enfermedad crónica músculo-degenerativa, el daño muscular 

aumenta conforme avanza la edad. Los resultados de la presente investigación agregan 

conocimiento acerca de la expresión 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 años los pacientes experimentan el mayor cambio funcional en el músculo 

esquelético, adicionalmente nosotros reportamos que a la edad de 9 años los miRNAs 

experimentan una disminución significativa en la expresión circulante. 

Adicionalmente, se evaluaron diferentes variables metabólicas (glucosa, insulina, triacilgliceroles, 

colesterol total, colesterol -VLDL y resistencia a la insulina). De dichas variables, se identificó 

que miR-1-3p correlacionó positivamente con la concentración de insulina. La correlación positiva 

entre miR-1-3p y la concentración circulante de insulina también se ha evidenciado en sujetos 

prediabéticos (N = 29) de edad promedio de 50 ± 5.6 años (Al-kafaji et al., 2021) y debido a que 

a la fecha no existen evidencias sobre el mecanismo involucrado en esta asociación de variables, 

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

Además, en este trabajo identificamos las variables predictoras más importantes de la expresión 

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 años con respecto a sujetos control (Amor et al., 

2021), es el predictor común de la expresión de la mayoría 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 está basada en que miR-128-3p se 

encuentra altamente expresado en tejido musculoesquelético y modula la hipertrofia muscular a 

través de la proliferación de mioblastos y la formación de miotubos in vitro e in vivo, ya que la 

disminución de la expresión de dicho miRNA facilita la señalización de la insulina mediada por 

IRS1/Akt (Motohashi et al., 2013). 
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El análisis in silico de los distromiRs y los miRNAs REO nos permitió identificar un total de 97 

genes blanco como potenciales reguladores del EO en la DMD (Anexo 8). Este hallazgo aporta 

información nueva sobre posibles mecanismos epigenéticos por miRNAs que modulan la 

generación de EO en la fisiopatología de la DMD. Uno de los genes blanco más relevante fue 

NRF2 del miR-144-3p que tiene una función maestra en la regulación de la respuesta antioxidante 

de la DMD (Almeida-Becerril et al., 2021; Petrillo et al., 2021).  

Por otro lado, respecto a la evaluación de los marcadores de EO, es bien sabido que este juega un 

papel importante en la fisiopatología 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 circulación 

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 fisiopatología 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 pediátricos. 

En este estudio, se evaluó la concentración circulante de Nrf2, GSH, MDA y proteínas 

carboniladas en los pacientes con DMD de un amplio rango de edad (3-15 años), incluyendo 

pacientes ambulatorios y no ambulatorios. 

En este trabajo se reportan por primera vez los niveles circulantes de Nrf2 en pacientes con DMD. 

Se observó menor nivel en los pacientes no ambulatorios. Adicionalmente, previamente se ha 

demostrado como Nrf2, en respuesta al EO, regula la expresión de genes que codifican para 

enzimas antioxidantes por su interacción con elementos de respuesta antioxidante como sitios 

promotores (Itoh et al., 1997).  

Nuestros resultados coinciden con un reporte previo de nuestro grupo de investigación en una 

cohorte de menor número de pacientes (N = 24) independiente de la cohorte del presente estudio. 

En dicho trabajo, el mRNA de NRF2 en leucocitos circulantes mostró una tendencia a disminuir 

en los pacientes no ambulatorios (Almeida-Becerril et al., 2021).  
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Estos resultados también son similares a lo reportado por Petrillo et al. (2017) en biopsias 

musculares. Los autores observaron una reducida expresión de Nrf2 en biopsias musculares de 

pacientes más grandes (2-9 años) comparada con la expresión en pacientes más jóvenes (0-2 años).  

Con base a toda la evidencia mostrada podemos sugerir que la concentración de Nrf2 en 

circulación y en el músculo tienen un patrón similar de cambio que se da en función de la severidad 

de la enfermedad. Entonces la concentración circulante de Nrf2 podría reflejar los cambios de los 

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

Otros resultados del presente estudio mostraron que la concentración circulante de Nrf2 disminuye 

con la edad y con el daño muscular, lo cual puede ser evidencia de que la protección antioxidante 

mediada por Nrf2 disminuye con la severidad de la enfermedad. Nrf2 correlacionó con la altura y 

con el peso; sin embargo, esto podría ser resultado de una relación indirecta con la edad de los 

pacientes.  

Nuestros resultados del análisis in silico predictivo de los genes blanco de cada miRNA mostraron 

que NRF2 es gen blanco de miR-144-3p, pero no observamos correlación entre ambas variables. 

No podemos descartar que haya una relación entre ambas variables por lo que se sugieren estudios 

en los que se analice la relación 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 información disponible en la literatura previa 

sobre dichos marcadores es inconsistente.  

Se ha reportado que la concentración de GSH en biopsias de músculo y en sangre total en pacientes 

con DMD (0-9 años) fue menor comparada con sujetos sanos (Petrillo et al., 2017). Sin embargo, 

Burns et al. (2019) reportaron que la concentración de glutation en el diafragma de ratones mdx (8 

semanas de edad) fue similar a la concentración en ratones sanos. Además, Petrillo et al. (2017) 

observaron que la concentración de GSH fue más alta en pacientes más grandes (0-2 años vs 2-9 

años). Sin embargo, en dicho trabajo no se detectaron cambios en la concentración de este 

antioxidante en sangre total. 
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Si la concentración circulante de glutation refleja o no cambios de esta molécula antioxidante en 

el músculo aun es controversial. Esta afirmación es porque en este estudio identificamos una 

correlación de la concentración de glutation con el puntaje de la escala de Brooke, pero no con 

otra escala de función o fuerza muscular. La correlación 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 más estudios por que como se mencionó 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 metabólicos, la actividad física y la frecuencia del consumo de alimentos 

antioxidantes. Estas observaciones sustentan que los marcadores antioxidantes están 

primordialmente relacionados con la severidad del daño muscular. 

Con respecto a MDA, en el presente trabajo se detectó que la concentración de este marcador fue 

más alta en los pacientes con DMD con peor función muscular comparada con la observada en los 

pacientes con mejor función muscular. Este resultado coincide con una observación previa de 

nuestro grupo de investigación en la cual reportamos que la concentración circulante de MDA y 

8-isoprostano son más altas en los pacientes no ambulatorios comparados con aquellos pacientes 

ambulatorios (Almeida-Becerril et al., 2021). Así mismo, en el presente estudio demostramos que 

los puntajes alcanzados con las escalas de Vignos y de Brooke correlacionaron con el marcador 

de lipoperoxidación MDA. Basados en lo anterior, nuestros resultados sostienen nuestra hipótesis 

donde la concentración circulante de MDA está asociada con la progresión de la DMD.  

Como mencionamos anteriormente para los marcadores antioxidantes, la ausencia de la 

correlación entre MDA, parámetros antropométricos, metabólicos, actividad física y la frecuencia 

del consumo de alimentos antioxidantes nos sugiere que MDA está relacionado con la severidad 

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

Finalmente, la concentración de las proteínas carboniladas no fue diferente entre los pacientes 

ambulatorios y los pacientes no ambulatorios y no se encontró correlación con la función muscular. 

Al-Mshhdani et al. (2021) reportaron que la concentración de las proteínas carboniladas estaba 

elevada en los músculos de ratones mdx de mayor edad comparados con los ratones de menor edad. 
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Sin embargo, en dicho estudio también se midió la concentración circulante de las proteínas 

carboniladas y no se encontraron diferencias entre ambos grupos de ratones, concluyendo que las 

proteínas carboniladas no es un buen indicador circulante de la oxidación proteica en musculo. En 

este sentido, nuestros resultados en pacientes coinciden con lo reportado en ratones mdx apoyando 

la idea de que las proteínas carboniladas parecieran no ser un marcador adecuado en músculo y o 

circulación de los pacientes con DMD. 

Cuando analizamos la correlación entre los marcadores circulantes antioxidantes y los marcadores 

circulantes de daño oxidativo, encontramos una correlación negativa entre GSH y MDA. El diseño 

de este estudio no nos permite proponer una explicación mecanística de este resultado; sin 

embargo, varios autores han reportado la misma asociación antagónica 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 

concentración 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 evidenció que la 

concentración circulante de Nrf2 disminuye en función 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 crónico de EO tanto 

como pueda ser posible mejorando la preservación 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 

expresión 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 están 

asociados con el daño muscular y la edad. Por lo cual, proponemos que este grupo de 7 miRNAs 

podrían ser candidatos de estudio para monitorear la progresión de la DMD o la intervención de 

terapias en la DMD.  

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

proceso fisiopatológico de la DMD.  
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Dentro de las limitaciones de este trabajo se encuentra el tamaño 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 diseño transversal que dificulta determinar una relación causa efecto comparado 

con un estudio longitudinal, además de la validación de los genes blanco de los miRNAs 

analizados. Aunque los miRNAs analizados están altamente expresados en músculo 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 selección 

de la población de estudio que descarta a pacientes con distrofia muscular de Becker cuyo fenotipo 

de la enfermedad podría generar una interpretación errónea de los resultados obtenidos en el 

presente trabajo tanto en los miRNAs como en los marcadores de EO. Además, consideramos 

pacientes con un rango de edad y de daño muscular, se consideraron parámetros de daño muscular 

que no se habían estudiado previamente en otros reportes como; función y fuerza musculares en 

extremidades superiores e inferiores, además que en el presente trabajo controlamos factores como 

la dieta y la actividad física que pueden provocar un efecto en la expresión de los miRNAs o en 

los marcadores circulantes.  
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10. CONCLUSIONES 

1. La expresión de los distromiRs circulantes y los miRNAs REO es menor en los pacientes 

con peor grado de función muscular (considerando el estado ambulatorio y la edad) en 

comparación con la expresión en pacientes con mejor función muscular. La disminución de 

la expresión de los miRNAs está asociada inversamente con la edad y con parámetros de 

daño muscular. 

2. La detección de miR-1-3p correlacionó positivamente con los niveles de insulina, 

probablemente explicando que este miRNA además de tener una función importante en la 

síntesis de músculo también intervenga en mantener los niveles metabólicos.  

3. La desregulación de la expresión de los miRNAs incluidos en este estudio y sus posibles 

genes blanco sugieren el estudio de su regulación a nivel epigenético sobre el daño 

oxidativo in la DMD causada por mecanismos no clásicos de la enfermedad. Este grupo de 

7 miRNAs estudiados podría ayudar al monitoreo de la progresión de la enfermedad o bien 

al monitoreo en el curso de las intervenciones terapéuticas. 

4. Respecto a los marcadores de daño oxidativo en circulación podemos concluir que el daño 

oxidativo se encuentra aumentado en el estado no ambulatorio y que en este mismo estado 

la capacidad antioxidante se detecta disminuida. Además, fue detectada una relación directa 

entre la magnitud del daño 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 

desregulación 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 desempeña Nrf2 en la fisiopatología de la DMD 

ya que la evidencia en la literatura aun es escasa. 
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12.   ANEXOS 

 

12.1. Anexo 1. Artículo requisito para obtener el grado. 
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12.2. Anexo 2. Carta de consentimiento. 
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12.3. Anexo 3. Carta de asentimiento. 
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12.4. Anexo 4. Escalas de evaluación clínica para pacientes con DMD. 
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12.5. Anexo 5. Antropometría. 
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12.6. Anexo 6. Cuestionario de actividad física para niños (PAQ-C). 
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12.7. Anexo 7. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos. 
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Anexo 7 
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12.8. Anexo 8. Tablas suplementarias. 

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

Región 

del gen 

Símbolo 

del gen 

Nombre del gen Puntaje de la 

interacción 

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 

Rac exchange factor 1 

86 

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 

SLC8A1 Solute carrier family 8 member A1 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 

subunit 

95 
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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 II beta 87 

HBP1 HMG-box transcription factor 1 82 

NXN Nucleoredoxin 81 

5’ UTR FBLN5 Fibulin 5 82 

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

Región 

del gen 

Símbolo 

del gen 

Nombre del gen Puntaje de la 

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 

subunit 

100 

 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 

 NME5 NME/NM23 family member 5 80 

 PTPRK Protein tyrosine phosphatase, receptor type K 80 

 TRPM2 Transient receptor potential cation channel subfamily 

M member 2 

80 

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

Región 

del gen 

Simbolo 

del gen 

Nombre del gen Puntaje de la 

interacción 

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 

Rac exchange factor 1 

86 

 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 

 SLC8A1 Solute carrier family 8 member A1 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 

subunit 

95 

 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 II beta 87 

 HBP1 HMG-box transcription factor 1 82 

 NXN Nucleoredoxin 81 

5’ UTR FBLN5 Fibulin 5 82 

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

Región 

del gen 

Simbolo 

del gen 

Nombre del gen Puntaje de la 

interacción 

3’ UTR FOXO3 Forkhead box O3 94 

 CPEB2 Cytoplasmic polyadenylation element binding protein 

2 

91 

 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 

C member 6 

80 

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

Región 

del gen 

Símbolo 

del gen 

Nombre del gen Puntaje de la 

interacción 

3’ UTR UACA Uveal autoantigen with coiled-coil domains and 

ankyrin repeats 

92 

 OXSR1 Oxidative stress responsive kinase 1 90 

 PARP1 Poly(ADP-ribose) polymerase 1 84 

 PRKAA2 Protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 

2 

84 

 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 

1 

82 

 ACOX2 Acyl-CoA oxidase 2 82 

 SIN3A SIN3 transcription regulator family member A 81 

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

Región 

del gen 

Símbolo 

del gen 

Nombre del gen Puntaje de la 

interacción 

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 MYCN proto-oncogene, bHLH transcription factor 80 

5’ UTR TLR5 Toll like receptor 5 89 

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

Región 

del gen 

Símbolo 

del gen 

Nombre del gen Puntaje de la 

interacción 

3’ UTR NFE2L2 Nuclear factor, erythroid 2 like 2 100 

 MYEF2 Myelin expression factor 2 99 

 SELENOT Selenoprotein T 98 

 VKORC1L1 Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 like 

1 

97 

 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 

subunit 

90 

 PDE8A Phosphodiesterase 8A 89 

 PRKAA1 Protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 

1 

88 

 FOS Fos proto-oncogene, AP-1 transcription factor 

subunit 

87 

 PRKRA Protein activator of interferon induced protein kinase 

EIF2AK2 

87 

 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 

2 

81 
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 NCF2 Neutrophil cytosolic factor 2 81 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


