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GLOSARIO

AAYV: Virus adenoasociado.

ALT: Alanina aminotransferasa.

AST: Aspartato aminotransferasa.

ATP: Adenosin trifosfato.

cDNA: DNA complementario.

CK: Creatina cinasa.

CK-BB: Creatina cinasa cerebral.

CK-MB: Creatina cinasa miocardica.

CK-Mt: Creatina cinasa mitocondrial.

CPA: Células presentadoras de antigenos.

CTE: Cadena de transporte de electrones.

CXMDJ: Modelo canino japonés de la distrofia muscular canina ligada al cromosoma X.
DAMP: Moléculas asociadas al dafio molecular.
DGCRS8: Region critica del sindrome de DiGeorge 8.
DMD: Distrofia muscular de Duchenne.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

G6PD: Glucosa-6 fosfato deshidrogenasa.

GMFCS: Clasificacion de la Funcion Motora Gruesa.
IL: Interleucina.

MEF2: Factor 2 reforzador de miocitos.

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad.
miomiRNAs: MiRNAs especificos de musculo.
mMiRNAs: MicroRNAs.

MLPA: Amplificacién de sondas multiples ligadas.
mPCR: PCR multiplex.

MRC: Medical Research Council.



MRF: Factores reguladores miogénicos.

MRNA: RNA mensajero.

MYF5: Factor miogénico 5.

MYF6: Herculina o factor miogénico 6.

MYODL1: Diferenciaciéon miogénica 1.

MYOG: Miogenina o factor miogénico 4.

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato.
NF-kB: Factor Nuclear kappa de células B.

NOX2: NADPH oxidasa 2.

NSAA: Evaluacion Ambulatoria de North Star.

PAF: Células progenitoras fibro/adipogénicas.
PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.
pre-miRNAs: MiRNAs precursores.

pri-miRNAs: MiRNAs primarios.

RISC: Complejo de silenciamiento inducido por RNA.
RL: Radicales libres.

RNA: Acido Ribonucleico.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

RT-PCR: PCR transcriptasa reversa.

shRNA: RNA de horquilla corta.

snRNA: RNA pequefio nuclear.

SRF: Factor de respuesta sérica.

TR: Transcripcion reversa.

TRBP: Proteina de unién al RNA de respuesta de transactivacion.
TRL: Receptores tipo Toll.

UTR: Regién no traducida.



RESUMEN

Antecedentes: La distrofia muscular de Duchenne (DMD) (MIM 310200), es la enfermedad
neurodegenerativa mas frecuente en la infancia, estd causada por mutaciones en el gen DMD que
resultan en ausencia o deficiencia de la proteina distrofina cuya caracteristica clinica principal es el
deterioro progresivo de la funcién muscular. Actualmente, los métodos diagnédsticos de la
enfermedad estan bien establecidos, sin embargo, los parametros para monitorear la funcion
muscular y la respuesta al tratamiento son limitados, motivo por el cual hay una extensa busqueda
de biomarcadores moleculares para ayudar a mejora estas limitaciones, entre estos los miRNAs se
han considerado. Los miRNAs especificos de musculo denominados miomiRNAs engloban al miR-
1, miR-133 y miR-206; por otro lado, se tiene identificado que el miR-31 en conjunto con los
miomiRNAs participan en la via de sefalizacion de la miogénesis, por lo que, son indicadores
factibles con un alto potencial de seguimiento y prondstico de la DMD. Los estudios realizados a la
fecha en donde se evaluan a estos miRNAs plantean la posibilidad de utilizarlos como
biomarcadores potenciales para el seguimiento de la enfermedad, sin embargo, la principal limitante
es haber sido estudiados en pacientes que aun conservan la funcion muscular, lo cual limita el
conocimiento de su expresion durante la evolucién de la enfermedad.

Objetivo: Demostrar si existe asociacion entre la expresiéon del miR-31 y de los miomiRNAs
circulantes con la funcién muscular en los pacientes con distrofia muscular de Duchenne.

Material y métodos: Este estudio multicéntrico tiene un disefio de cohorte anidada, analitico,
observacional, transversal y prolectivo. Se seleccionaron 38 pacientes con DMD de entre 3 a 17
afnos los cuales no debian estar bajo terapia farmacolégica con glucocorticoides ni consumir
antioxidantes, debian contar con el diagnéstico clinico y molecular de DMD. Los pacientes se
dividieron en 2 grupos de acuerdo con su capacidad funcional en ambulatorios y no ambulatorios.
Se llevé a cabo la recoleccion de datos incluyendo la edad, las medidas antropométricas y se
aplicaron las escalas de fuerza y funcién muscular del Medical Research Council, el Sistema de
Clasificacion de la Funcién Motora Gruesa (GMFCS), Vignos y Brooke. Se tomd una muestra de
sangre periférica para obtener el suero y se llevé a cabo la medicion de los niveles de marcadores
de dafo muscular, creatina cinasa (CK), aspartato aminotransferasa (AST) y la alanina
aminotransferasa (ALT) asi como el RNA total sérico; a partir de este ultimo se sintetizd el cDNA,
se cuantificaron los niveles de expresion de los miRNAs mediante gRT-PCR y se compararon con
el control de expresién U6 snRNA.

Andlisis estadistico: Las pruebas se realizaron bajo intervalos de confianza del 95% y se
considerd un valor alfa <0.05. Inicialmente se explord la distribucion Gaussiana de los datos
mediante la prueba de Shapiro-Wilk (N < 50). Para llevar a cabo el analisis de comparacion de los
miomiRNAs en los 2 grupos (ambulatorio y no ambulatorio) se utilizé la prueba de t de Student,
cuando los datos tuvieron una distribucion normal, por el contrario, si los datos no mostraron una
distribucion normal se utilizé la prueba U de Mann-Whitney. Para los anélisis de correlacion entre
los miomiRNAs y la funcién muscular se realizé la correlacion de Pearson cuando los datos
mostraron una distribucién normal. Por el contrario, si los datos no presentaron una distribucion
normal se realizd una correlacion de Spearman.

Aspectos éticos: Este protocolo se fundamenta en las consideraciones éticas establecidas en el
Cddigo de Niuremberg y la declaracién de Heisinki de la Asociacion Médica Mundial, se apega a lo




establecido por la Ley General de Salud y el IFAI en materia de investigacion para la salud y
proteccion de datos personales, no existe ningun conflicto de intereses entre los autores.
Resultados: La edad, el peso corporal, la talla y los puntajes de las escalas de Brooke, GMFCS y
Vignos fueron significativamente mayores en el grupo de pacientes no ambulatorios en comparacién
con el grupo no ambulatorio. Los valores de CK y las transaminasas (AST y ALT) fueron
significativamente mayores en los pacientes ambulatorios en comparacién con los no ambulatorios
(p = <0.05). Los niveles de expresion del miR-31, miR-133 y miR-206 fueron significativamente
mayores en el grupo de pacientes ambulatorios en comparacién con el grupo de pacientes no
ambulatorios (p = <0.05), mientras que miR-1 s6lo mostrdé una tendencia a ser mayor en el grupo
ambulatorio (p = 0.056). Los pacientes < 7 afios mostraron una elevacion significativa de la
expresion del miR-1 en comparacion con los > 7 afos (p <0.05), por el contrario, la expresion del
miR-133 y miR-206 (ambos con p = 0.052) sélo mostré una tendencia a ser significativa en aquellos
pacientes < 7 afos, el miR-31 no mostré diferencia significativa (p = >0.05) entre los grupos de
edad. La correlacion entre los niveles de expresiéon de los miRNAs mostré que el miR-31
correlaciono6 con el miR-206 (r = 0.768, p = <0.001) y con el miR-133 (r = 0.668, p = <0.001), los
miomiRNAs correlacionaron entre si, como se observo entre el miR-133 y el miR-206 (r = 0.939, p
= <0.001). Las correlaciones entre los niveles de expresion de los marcadores de dafio muscular
CK (r = 0.420, p = 0.020), AST (r = 0.609, p = 0.001), ALT (r = 0.538, p = 0.003) con el miR-31
fueron significativas. De igual manera, observamos una correlacion significativa entre los niveles de
CK, AST y ALT con el miR-1 (r = 0.415, p = 0.022; r = 0.656, p = <0.001; r = 0.397, p = 0.027,
respectivamente), el miR-133 (r = 0.582, p = 0.001; r = 0.656, p = <0.001; r = 0.664, p = <0.001,
respectivamente) y el miR-206 (r = 0.659, p = <0.001; r = 0.741, p = <0.001; r = 0.676, p = <0.001,
respectivamente). Ademas, se observaron correlaciones significativas entre los niveles de
expresion de los miRNAs con las escalas de fuerza y funcion muscular. EI miR-31 unicamente
mostrd una correlacion con la escala de Vignos (r = -0.393, p = 0.029). El miR-133 correlaciond con
la escala de Vignos (r = -0.533, p = 0.004) y con el porcentaje del MRC (r = 0.431, p = 0.023). El
miR-206 correlacioné con la escala de Vignos (r = -0.469, p = 0.010) y con el porcentaje de MRC (r
=0.438, p = 0.021).

Conclusiones: Los niveles del miR-31 y de los miomiRNAs circulantes se encuentran elevados en
aquellos pacientes con distrofia muscular de Duchenne que tienen una mejor funcién muscular,
pero disminuyen progresivamente a medida que ellos presentan un deterioro en la funciéon
muscular.




INTRODUCCION

Las distrofias musculares son un grupo heterogéneo de enfermedades causadas por mutaciones
en diferentes componentes del sarcolema, matriz extracelular o enzimas que afectan principalmente
al musculo estriado. Corresponden a trastornos miopaticos hereditarios que se caracterizan por
debilidad y emaciacion musculares progresivas.” Comprenden una amplia gama de distrofias
incluyendo la de Duchenne, Becker, congénita, miotdnica, Emery-Dreifuss, facioescapulohumeral,
oculofaringeal y del anillo éseo. Cada trastorno varia en gravedad, edad de inicio, patron de

herencia, los grupos musculares afectados y la afectacion a otros érganos.?

Las distrofias musculares son trastornos poco frecuentes, la forma mas usual es la Distrofia
Muscular de Duchenne. Cierto numero de genes en el musculo esquelético se han visto
relacionadas con los distintos tipos de distrofias musculares; aquellos que codifican proteinas
sarcolémicas (sarcoglicanos), citoesqueléticas (distrofina), citosodlicas, de matriz extracelular y de
membrana nuclear. Las anormalidades en estas proteinas pueden conducir a una mayor
susceptibilidad a la necrosis de fibras musculares, dato diagnéstico que se encuentra con frecuencia

en la biopsia muscular.?

Las distrofias musculares son consideradas trastornos miogénicos primarios mas devastadores,
debido a diferentes razones:
1. Causada por defectos genéticos no prevenibles.
2. Se manifiestan a muy temprana edad.
3. Conducen a un dafio muscular progresivo inevitable con pérdida de la funcién muscular, lo
que conlleva a que los pacientes nunca aprenden a caminar, pierden habilidades ambulatorias
o tienen un rango de movimientos muy limitado.
4. Se presentan dificultades respiratorias, complicaciones con la alimentacién y, a menudo,
mueren en las primeras décadas de su vida.
5. La enfermedad a menudo causa defectos graves en otros sistemas.?

La mayoria de los pacientes son diagnosticados hacia los cinco afios, cuando su capacidad fisica
y la fuerza muscular se deteriora progresivamente requiriendo el uso de ayudas técnicas para la
marcha y para el posicionamiento. Con el paso del tiempo surgen complicaciones respiratorias,
cardiacas, gastrointestinales y ortopédicas, las cuales sin intervencion genera una disminucién
considerable en la calidad de vida del paciente y de sus cuidadores. Aunque hasta el momento no
hay un tratamiento curativo, existen diversas intervenciones que pueden modificar la historia natural

de la enfermedad permitiendo ampliar el tiempo de vida de todos los pacientes afectados.?




HISTORIA

El primer relato histérico de distrofia muscular aparecié en 1830, cuando Sir Charles Bell escribi6
un ensayo sobre una enfermedad que causaba debilidad progresiva en nifios varones. Seis afios
mas tarde, otro cientifico informé sobre dos hermanos que desarrollaron debilidad generalizada,
dafo muscular y reemplazo del tejido muscular dafiado con grasa y tejido conjuntivo.*

En el ano de 1850, las descripciones de nifios que se volvian progresivamente mas débiles, que
perdian la capacidad de caminar y que morian a temprana edad se hicieron mas prominentes en

las revistas médicas.*

En la década siguiente, el neurdlogo francés Guillaume Duchenne present6 un relato completo de
13 nifios con la forma mas comun y grave de la enfermedad (que ahora lleva el nombre de Distrofia
muscular de Duchenne). La descripcion de los diferentes tipos de distrofias no se desarrolla hasta
finales del siglo XIX. Pronto se hizo evidente que la enfermedad tenia mas de una forma y que estas

enfermedades afectaban a las personas de ambos sexos y de todas las edades.*

En 1980 aun no se conocia completamente |la causa de las distrofias musculares, en un principio
se pens6 que eran consecuencia de alteraciones en el sistema nervioso central (SNC). Tras
efectuar varios estudios de biopsias musculares se averigué que se trataba de una enfermedad
degenerativa muscular. En 1986, un grupo de investigadores identificaron el gen relacionado con la
DMD, y un afo mas tarde se conocio la proteina asociada a este gen, denominada mas adelante

distrofina.*

EPIDEMIOLOGIA

La Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) se considera el padecimiento neuromuscular hereditario
mas frecuente del ser humano. Afecta a 1/3800-6300 varones recién nacidos vivos con una

prevalencia de 30 por cada 100,000 recién nacidos vivos.® ©

ASPECTOS GENETICOS

El gen de la distrofina llamado DMD, es uno de los mas largos y complejos del genoma humano,
contiene 79 exones y abarca 2.2Mb.s Se expresa en musculo esquelético, cardiaco y liso y en menor
medida en cerebro.® 7 La localizacion del gen se encuentra en el cromosoma Xp21.2.% Codifica una
proteina grande llamada distrofina y esta formada por 3685 aminoacidos y contiene hasta ocho
promotores alternos. Tres de los cuales estan ubicados en la region 5' del gen de la distrofina que

dan un mRNA producto de la transcripcion de tamario de 14 kb.”




La distrofina posee 4 dominios:®

o El dominio N-terminal: contiene sitios de unién a actina-F.

¢ Dominios de tipo “bastén”: Contienen cuatro regiones bisagras que posibilitan la flexibilidad
de la molécula necesaria para la estabilizacion del sarcolema durante los procesos de
contraccién y relajacion muscular.

o Dominio con repetidos tipo espectrina (rico en cisteinas): Estabiliza la unién con el -
distroglucano.

. Dominio C-terminal: Interactia con la distrobrevina, a y B-sintrofinas y la enzima éxido nitrico

sintasa.

El gen DMD posee una tasa de mutacion relativamente alta, cuya consecuencia es la alteracion de
la funcién de la distrofina. Las mutaciones que se presentan con mayor frecuencia incluyen:®8

e Eliminaciones 68%

o Duplicaciones 11%

e Mutaciones puntuales 20%.

Las eliminaciones pueden presentarse en cualquier parte del gen, sin embrago, existen regiones
en donde se presentan con mayor frecuencia, estas zonas se denominan puntos calientes (Hot
Spot) entre los exones 45-55 (80%) y 1 a 9 (20%).° Los mecanismos por los cuales se produce
alteracién en la sintesis de la proteina se explican a continuacion:
++ Eliminaciones: ocasiona un corrimiento en el marco de lectura, por lo tanto, la traduccién de
la proteina se detiene prematuramente.
++ Duplicaciones: ocasionan un cambio en el marco de lectura dando como resultado una
proteina trunca.
% Mutaciones puntuales: existen diferentes tipos causantes de la DMD:8
e Mutaciones sin sentido (Nonsense): existe un cambio en un par de bases que
origina la apariciéon de un codén de paro prematuro.
e Mutaciones pequefas dentro del exdn (inserciones o eliminaciones): existe una
interrupcion en el marco de lectura abierto.
e Mutaciones en los sitios de empalme: generalmente conducen a la eliminacién del
exon afectado durante la sintesis del mMRNA ocasionando una interrupcién el

marco de lectura abierto.




MANIFESTACIONES CLINICAS

Debido a que se trata de una enfermedad con herencia recesiva ligada al cromosoma X, los

afectados seran del sexo masculino, sin embargo, esta descrito que un 10% de las mujeres

portadoras pueden presentar alguna sintomatologia.’ En la tabla 1 se muestran los signos vy

sintomas que se pueden presentar en la DMD de acuerdo con el grupo de edad:

Tabla 1. Signos y sintomas de la enfermedad clasificadas por grupo de edad en pacientes con DMD.®

3-5 afnos

5 anos

6 anos

8-10 anos

12 anos

16 afos

Caidas frecuentes y dificultad para jugar con otros nifios.

Alteraciones al correr y al saltar.

Alteraciones en el lenguaje.

Debilidad muscular evidente.

Al levantarse del suelo, utilizan las manos para apoyarse (maniobra de Gowers).
Dificultad para subir escaleras.

Es comun la pseudohipertrofia de los musculos gastrocnemios a causa de una
infiltracion grasa en el masculo.

Caminata en puntas (marcha de pato) debida a las contracturas de los tendones
de Aquiles y de las bandas iliotibiales.

Postura lorddtica.

Pérdida de fuerza muscular progresiva.

Se afecta de manera predominante la musculatura proximal de los miembros
inferiores y los musculos flexores del cuello.

La afeccion de las piernas es mas intensa que la de los brazos

Se necesitan de drtesis para poder realizar la caminata.

Las contracturas articulares, la limitacion de la flexion de la cadera y la limitacion
de la extension de rodilla, codo y mufieca empeoran cuando el paciente
permanece sentado durante un periodo prolongado.

La mayoria de los enfermos permanecen confinados en una silla de ruedas.

Las contracturas se estabilizan y a menudo aparece una escoliosis progresiva que
puede causar dolor.

La deformidad toracica con escoliosis altera todavia mas la funcién pulmonar, ya
comprometida por la debilidad muscular.

Existen complicaciones en diferentes niveles:

Respiratorias:

Se presentan en aquellos que no reciben manejo con corticoesteroides:
Capacidad vital forzada disminuye 60 — 70% de la normal.

Disminuye la capacidad para toser.

Aumenta la frecuencia de neumonias.

La disminucién de la efectividad de ventilacién durante el suefio conlleva a falla
respiratoria.

Cardiacas:

Las arritmias mas frecuentes son las auriculares.

Taquicardia en reposo (secundaria a disfuncién autonémica).




ECO revela alteracién primaria en funcién ventricular izquierda (necrosis en region
posterobasal de ventriculo izquierdo).

Gastrointestinal:

Compromiso de la musculatura voluntaria y lisa.

Debilidad en musculos de masticacién — deglucion que lleva a atragantamiento y
tos frecuente

Retardo en el vaciamiento y dilatacion gastricos aguda que aumenta el riesgo de
insuficiencia respiratoria por broncoaspiracion.

Disfuncion intestinal crénica con constipacion, distension, hipomotilidad e
impactacion.®

FUNCION MOTORA Y MUSCULAR

La funcién motora en los pacientes con DMD puede ser clasificada de acuerdo con su capacidad

funcional. Se pueden aplicar las siguientes escalas que tienen diferentes puntajes:

Sistema de Clasificacion de la Funcion Motora Gruesa (GMFCS)'°
Nivel 1: Camina sin limitacién.

Nivel 2: Camina con limitacion.

Nivel 3: Camina usando un aparato de movilidad de manos o pies (férulas).
Nivel 4: Movilidad personal con dificultad.

Nivel 5: Transportado en silla de ruedas manual.

Medical Research Council (MRC)"

Grado 5: Normal.

Grado 5-: Debilidad perceptible.

Grado 4+: Debilidad leve pero definitiva.

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

Grado 4-: Pone minima resistencia.

Grado 3+: Resistencia transitoria, pero colapsa abruptamente.

Grado 3: Movimiento activo contra la gravedad.

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

Grado 1: Se puede apreciar o palpar movimiento o contraccién leve en el musculo.

Grado 0: Ausencia total de movimiento.

Esta escala evalua tres grupos musculares en miembro superior y tres en miembro inferior

bilateralmente. El porcentaje de la fuerza muscular puede calcularse mediante la siguiente formula:




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

Sistema de clasificacién en la escala de Brookes™

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

2: Puede levantar los brazos encima de la cabeza solo si flexiona los codos (disminuyendo

la circunferencia total del movimiento) o mediante el uso de musculos accesorios.

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

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

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

6: Sin funcidén de manos.

Sistema de clasificacion en la escala de Vignos.™

1: Camina y puede subir escaleras sin ayuda.

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

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

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

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

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

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

9: Confinado a una silla de ruedas.

10: Confinado a la cama.




FISIOPATOLOGIA

Una vez demostrada la alteracion en el gen que codifica la distrofina en aquellos pacientes con
distrofia muscular de Duchenne, se realizaron estudios bioquimicos con el fin de conocer su funcion.
Estas investigaciones mostraron que la distrofina interactia con otra serie de proteinas del
sarcolema denominadas "Proteinas Asociadas a Distrofina" (DAP) y que en conjunto constituyen
de manera periférica e integral la membrana de las células del musculo estriado y liso. Dicho
complejo protege a la célula muscular del dafio inducido por el proceso de contraccion y

transduccién de sefales.®”

El complejo DAP se compone de la distrofina, ubicada en el sarcolema y ademas de dos complejos
proteicos a- B distroglucano y a- B, y y & sarcoglucanos; estos ultimos corresponden a proteinas
transmembranales. La distrofina es una proteina citoesquelética muy grande que al unirse a la
actina y a los complejos distroglucanos y sarcoglucanos se ancla a la matriz extracelular mediante
la laminina y cuya funcion es reforzar y estabilizar la membrana celular de la fibra muscular durante

la contraccién.?

Las DAP se dividen en tres subcomplejos de acuerdo con sus caracteristicas bioquimicas'? tal y

como se observa en la Figura 1.

a) Componente citoplasmatico: Consiste en un grupo de proteinas periféricas a la membrana
intracelular formado por la distrofina, las sintrofinas y la distrobrevina.

b) El segundo subcomplejo, el distroglucano, estda compuesto de dos subunidades, la a y B. La
subunidad a se une a la laminina en la matriz extracelular, mientras que la B se une a la
distrofina en la cara intracelular de la membrana citoplasmatica.

c) El tercer complejo estd formado por un grupo de proteinas transmembranales llamadas
sarcoglucanos (SG) a, B, y y © y dos proteinas descubiertas recientemente: el sarcoglicano
e,13,14 y el sarcospan. El conjunto de estas proteinas, forman el subcomplejo sarcoglicano-
sarcospan (SG-SSPN).

La distrofina, por lo tanto, imparte estabilidad estructural a las membranas plasmaticas de las
miofibrillas, permitiendo un soporte durante los ciclos de contraccion/relajacién y la generacién de
fuerza requerida del tejido muscular. Su ausencia conduce a un dafio de la membrana inducido por
la contraccion muscular con la consiguiente liberacion de contenidos citoplasmicos, tales como
creatina cinasa (CK) y radicales libres, y la estimulacién de la inmunidad innata, el reemplazo del

musculo por tejido conectivo fibroso, la debilidad muscular y, finalmente, necrosis.




MATRIZ EXTRACELULAR
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Fig.1. Distrofina y el complejo DAP. Tomada y modificada de Srivastra G y cols., 20018. nNOS: Oxido nitrico sintasa

neuronal

Si bien la deficiencia de distrofina es el defecto genético primario, los mecanismos secundarios que
se llevan a cabo son caracteristicas importantes de la enfermedad. La alteracion de la homeostasis
del calcio junto con la inflamacién crénica, la disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo elevado
son procesos clave en la fisiopatologia de la DMD que conllevan a la degeneracion y regeneracion

muscular.'* Dichos mecanismos se explican a continuacion:

Inflamacion

La inflamacion inducida por la destruccion del tejido muscular en conjunto con la activacion de la
respuesta inmune innata genera consecuencias importantes sobre la estructura y la funcion
muscular que resultan en la degeneracion del musculo esquelético.' EI musculo esquelético posee
caracteristicas Unicas, por ejemplo; contiene una gran cantidad de células del sistema inmune, en
especial células dendriticas, mastocitos y otras células proinflamatorias como macréfagos M1, una
capacidad relativamente baja para generar respuestas inmunitarias localizadas. En la DMD este

“privilegio inmunoldgico” se ve alterado.™

En condiciones normales, el miocito sano libera contenido citoplasmatico en el medio extracelular
durante la actividad fisica, ocasionando la activacion de la respuesta inmune innata. Dicha

activacion permite la expresion de las moléculas asociadas al dafo molecular (DAMP) (ATP y
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acidos nucleicos) que se unen a los Receptores tipo Toll (TLR). Importantemente, las propiedades
normales del musculo sano (el privilegio inmunitario, la reparacién rapida de la membrana muscular
y la distrofina intacta), permiten que la inflamacion se limite. Ademas, dado que no hay una
expresion constitutiva del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | en las células
musculares sanas, la progresion de la respuesta inmune innata a adaptativa no se lleva a cabo y
por lo tanto las lesiones producidas por la actividad fisica se resuelven sin causar lesiones en el

musculo.™

Es bien sabido que el tejido muscular posee una alta capacidad regenerativa. Sin embargo, cuando
existe un dafo agudo o un traumatismo, se produce necrosis en las miofibrillas desencadenando
una serie de eventos coordinados durante aproximadamente 2 semanas. Primero, los neutréfilos
se infiltran en el area necrética en cuestion de horas, seguidos de los macrofagos M1 (inflamatorios)
en dias. Posteriormente, los macréfagos M2 (moduladores) reemplazan gradualmente a los
macrofagos M1 para llevar a cabo la reparacién del tejido muscular lesionado permitiendo el retorno

de la funcién en el musculo sano.™

Por otro lado, en la DMD, la deficiencia de la distrofina conduce a una inestabilidad crénica de la
membrana cuyo resultado sera la necrosis de la miofibrilla. Como consecuencia se lleva a cabo la
activacion de la respuesta inmune innata de manera autosostenida. Dicha respuesta inicia con la
expresion de moléculas DAMP provenientes del musculo esquelético danado, estas se unen al TRL
7 y al receptor ionotrépico P2X7 presente en células musculares esqueléticas y macroéfagos,
ocasionando la activacion de la respuesta inmune innata y una respuesta inflamatoria crénica.’

Concomitantemente las citocinas proinflamatorias liberadas por el tejido muscular dafiado y por las
células del sistema inmune inducen la expresion constitutiva de MHC de clase | y Il en las células
musculares, el reclutamiento de células T y B y la generacién de una respuesta inmune adaptativa

en el medio muscular.’

Las citocinas y las quimiocinas liberadas en el medio atraen y activan células inmunes infiltrantes
adicionales, como los neutrdfilos y las células presentadoras de antigenos (CPA), los macréfagos
M1 y las células dendriticas. Las CPA, a su vez, activan los linfocitos T cooperadores (CD4+ vy
CD8+), lo que lleva a la propagacioén de la respuesta inmunitaria adaptativa mediada por linfocitos

T (TH1, TH2) que son amortiguadas por T regs (Figura 2)."
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Fig. 2. Mecanismo de inflamacion durante la DMD. Tomada y modificada de Rosenberg y cols., 2015. ATP: Adenosin
Trifosfato. DAP: Proteinas Asociadas a Distrofina. RNA: Acido Ribonucleico. RLT: Receptor Tipo Toll. MHC: Complejo
Mayor de Histocompatibilidad. NFkB: Factor Nuclear Kappa B. IL: Interleucinas. IFN-y: Interferon Gama. TH1 y TH2:
Linfocitos T Helper 1 y 2. Treg: Linfocitos T reguladores. TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa. CPA: Célula
Presentadora de Antigenos. CD4 y CD4: Linfocitos T CD4 y CD8. M1 y M2: Macrdfagos tipo 1 y 2. FGF-B: Factor de

Crecimiento Transformante Beta.

El equilibrio entre la respuesta inmunitaria adaptativa TH1 y TH2 crea un mecanismo de
retroalimentacién reguladora que conduce a la activacién de los macréfagos M1 o M2, cuyo
resultado sera el incremento de la inflamacion o la regeneracién muscular. Estudios recientes, han
demostrado que los macréfagos desempenan funciones importantes en la reparacion muscular
producida durante la etapa aguda de la patologia. Las poblaciones de macréfagos M1
proinflamatorios llevan a cabo un proceso de transicién a macréfagos M2 antiinflamatorio. Estos se
activan alternativamente por la IL-4, IL-10 e IL-13, con la consecuente produccion de citocinas

antiinflamatorias.'> '® Particularmente, la IL-10 desempefia un papel importante al desactivar a los
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macréfagos M1 y regular la activacion alternativa de los M2, ademas de la reduccién del dafo

muscular causado por los macréfagos M1.16

Un segundo proceso patolégico, que se superpone al estado proinflamatorio crénico, es el de la
degeneracién segmentaria y la regeneracién de las miofibrillas. En este proceso, las fibras
musculares son infiliradas por neutréfilos y fagocitadas por macrofagos. Mientras tanto, las células
miogénicas satélite residentes se activan y diferencian en mioblastos como mecanismo de
reparacion permitiendo de este modo la regeneracion de la miofibrilla dentro de la lamina basal
preexistente. Aunque tales episodios de degeneracién y regeneracion tienen éxito para mantener
la estructura y funcion de los musculos, esto no se lleva a cabo en el musculo de pacientes con
DMD."

Los ciclos repetidos de necrosis de miofibras y regeneracion ineficaz contribuyen al establecimiento
de una respuesta inflamatoria créonica, que a su vez amplifica el dano tisular, lo que lleva a la
degeneracion muscular y al reemplazo del musculo por tejido graso.'® Este ultimo proceso se lleva
a cabo por un grupo de células intersticiales musculares, denominadas ceélulas progenitoras
fibro/adipogénicas (PAF). Las células PAF pueden contribuir a la regeneracién muscular y a la
degeneracion fibro-adipogénica en las primeras etapas de la enfermedad. Sin embargo, a medida
que la enfermedad progresa, la actividad de estas células se altera y la consecuencia final sera
reprimir la regeneracién mediada por células satélite, al tiempo que promueven la fibrosis y la

infiltracion de grasa.'®

Se ha demostrado que existe una sefalizacion que activa el proceso inflamatorio y que es mediada
principalmente por la activacion del Factor Nuclear kappa de células B (NF-kB). EI NF-kB es un
factor de transcripcién que se expresa de forma ubicua y participa en la supervivencia, crecimiento,
diferenciacién celular y apoptosis. EI NF-kB se encuentra en el citoplasma unido a proteinas
inhibidoras (IkB). Otra de las enzimas que participa en la activacion del NF-kB es la proteina
inhibidora de NF-kB es la kB cinasa (IKK). Dicha enzima esta compuesta por dos subunidades
cataliticas, IKKa e IKKf, y una subunidad reguladora, IKKy/NEMO. Durante la activacion de NF-kB,
IKK se fosforila y, a su vez, fosforila a IkB. Esta fosforilacion causa ubiquitinacién y posterior
degradacion de IkB por la via del proteosoma 26S. La degradacién de IkB expone un sitio de
localizacion nuclear, lo que permite que NF-kB se traslade al nicleo, se una a sitios de consenso
en genes diana y active la expresion de citocinas y quimiocinas implicadas en la inflamacion en la
DMD (Figura 3). %

13

—
| —



Estrés Oxidativo

Fisiologicamente, los radicales libres (RL) y las especies reactivas de oxigeno (ROS) se producen
en tejidos sanos. Si bien es cierto que estas moléculas suelen ser dafinas, sus efectos se mitigan
a traves de la accion de antioxidantes y de organulos especificos en células sanas, principalmente
las mitocondrias.'” La formacién de ROS se lleva a cabo en las mitocondrias y son resultado de la

produccion de ATP mediante el proceso de la fosforilacion oxidativa.'®

Las fuentes principales de ROS en las células eucariotas son el complejo NADPH oxidasa 2 (NOX2)
unido a la membrana y a la cadena de transporte de electrones (CTE) en las mitocondrias. La
NADPH oxidasa utiliza NADPH como un donante de electrones para producir el anién superdxido
('O2). La produccién de ROS en la CTE mitocondrial se produce principalmente en los complejos |
(ubiquinona 6xido-reductasa) y Il (citocromo C éxido-reductasa), aunque los otros componentes
también tienen una contribucion considerable a la cantidad total de ROS producidos en las

mitocondrias.!”

La fosforilacion oxidativa es un proceso en el que se ven implicadas multiples enzimas unidas a la
membrana mitocondrial interna y que estan estrechamente reguladas por el Ca?*. La ausencia de
la distrofina en la DMD causa micro-desgarros en el sarcolema debido a la fragilidad de la
membrana plasmatica de la célula muscular permitiendo una entrada anormal de Ca?* y una
sobrecarga mitocondrial de este cation, asi como el aumento de las ROS.'"'"® La sobrecarga
sostenida de la concentracion de Ca?* citosolico afecta la capacidad de la mitocondria para reducir
los radicales libres, de igual manera conduce a la activacién de proteasas, particularmente
calpainas, lo que resulta en la destruccion de los componentes de la membrana mitocondrial por
alteracién en la permeabilidad que, a su vez, aumenta la entrada de calcio. El exceso de calcio

puede conducir a la muerte celular.'” '8 2"

En condiciones normales, la homeostasis redox garantiza que las células respondan
adecuadamente a los estimulos enddégenos y exdgenos para poder garantizar la estructura y
funcién apropiadas de las proteinas. Sin embargo, cuando esta capacidad se ve alterada, el estrés
oxidativo puede conducir a una disfuncion celular anormal, apoptosis y asi contribuir al desarrollo
de la distrofia muscular. Es importante mencionar que existen mecanismos que permiten el
mantenimiento de la homeostasis en la célula cuando el estrés oxidativo esta desregulado. Uno de
estos implica la activacion del factor regulador maestro de la defensa antioxidante enddgena, el
factor 2 relacionado con NF-E2 (Nrf2). Nrf2 es un factor de transcripcion que modula la expresion

de la enzima de fase 2, contrarrestando los efectos perjudiciales de las ROS.?°
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Este factor se encuentra en el citoplasma unido con su modulador proteina 1 asociada a Kelch like-
ECH (KEAP1)." En condiciones de estrés oxidativo, Nrf2 se traslada al nucleo donde induce la
expresion de genes implicados en la sintesis de glutation, como la glutamato cisteina ligasa (GCLC),
en la desintoxicacion de xenobidticos (es decir, NADPH, quinona deshidrogenasa (NQO1) y hemo
oxigenasa (HO-1), y en la neutralizacién de ROS como la superéxido dismutasa (SOD1, SOD2) y
catalasa (CAT-1)." En particular en la DMD, observamos una regulacion positiva significativa de
varios genes y enzimas dependientes de Nrf2 para contrarrestar la fuerte induccion de la expresién

de NOX2, la principal fuente de produccién de ROS en los musculos distréficos.™

Se han realizado investigaciones para determinar el papel vasodilatador del 6xido nitrico (NO) en
el musculo y su relacién con la fisiopatologia en la DMD. EI NO se produce en las células musculares
por la isoforma neuronal de la NO sintasa (n-NOS). En condiciones normales dicha enzima esta
unida a la distrobrevina y a la sintrofina del complejo DAP y éstas a su vez estan en contacto con

la distrofina.?

En los musculos de los pacientes con DMD, la deficiencia de distrofina ocasiona que la n-NOS
pierda su anclaje subsarcolémico y se acumule en el citoplasma, por lo tanto, disminuye su
contenido y se altera la funcién vasodilatadora cuya consecuencia final sera la necrosis de la
miofibrilla.?? La desregulacion de la n-NOS es una de las fuentes intracelulares principales de
produccion de estrés oxidativo en los pacientes con DMD. El estrés oxidativo a su vez conduce a
una mayor liberacién de ROS mediada por IL-6, que inicia un ciclo vicioso de ROS en los miocitos

DMD, lo que lleva a la muerte celular y al reemplazo de miocitos por tejido cicatricial.??

Otro componente importante en la produccion de ROS en el musculo con DMD es el contenido de
NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato). Normalmente, la enzima glucosa-6 fosfato
deshidrogenasa (G6PD) es capaz de mantener niveles elevados de NADPH, una molécula
portadora de electrones critica para la actividad del sistema de glutatién. Sin embargo, en los
musculos distroficos, la mayor parte del NADPH producido es utilizado por el complejo NOX para

convertir el oxigeno molecular en el radical reactivo ‘0274
Por lo tanto, un desequilibrio entre la produccién de ROS y la capacidad homeostatica redox del

sistema bioldgico para eliminar estos productos y sus intermediarios e incluso para reparar el dafio

resultante, se considera perjudicial (Figura 3)*
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Fig. 3. Alteraciones moleculares de la Distrofia Muscular de Duchenne que conllevan al estrés oxidativo. Tomada y
modificada de Forcina, L y cols., 2017. ROS: Especies Reactivas de Oxigeno. NFkB: Factor Nuclear Kappa B. MT:
Microtubulos. NOX2: NADPH oxidasa 2. Nrf2: Factor 2 relacionado con NF-E2. KEAP1: Proteina 1 asociada a Kelch like-
ECH. nNOS: Oxido Nitrico Sintasa. NO: Oxido Nitrico. HDAC2: Histona Desacetilasa 2. miR: micro RNA. G&PD: Glucosa

6 Fosfato Deshidrogenasa. NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato.

MARCADORES DE DANO MUSCULAR

En la actualidad existen distintos marcadores de dafio muscular utiles que pueden ayudar al
diagndstico de una patologia de origen muscular, tal es el caso de la CK y las transaminasas (AST
y ALT) que son utilizados para la monitorizacion y, en algunos casos, la identificacion de una

enfermedad muscular existente.®

CK

La creatina cinasa (CK) es un miembro de la familia de las guanidina cinasas de las fosfageno
cinasas cuya funcion principal es ayudar en la hidrélisis del ATP. Esta enzima generalmente se
encuentra en tejidos que demandan un alto nivel de energia como el cerebro y los musculos. La
mayoria de los animales vertebrados poseen una isoenzima de CK que es especifica de tejido y

compartimento.?

A saber, existen 3 isoformas diferentes: la CK-BB que se localiza en cerebro, la CK-MM presente

en musculo esquelético y CK-MB localizada en musculo cardiaco. Existe otra forma de CK que se
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localiza entre las crestas y el espacio intermembrana de las mitocondrias (CK-Mt), las cuales son
ubicuas y sarcoméricas. La forma ubicua se expresa en el cerebro, el musculo liso y los
espermatozoides, mientras que la forma sarcomérica se expresa en el musculo estriado que se

encuentra en el musculo cardiaco y esquelético.?®

La proporcién de las isoformas de CK que se encuentran en el citosol varia segun el tejido. El
musculo esquelético contiene tipicamente 98% de MM y 2% de MB y el musculo cardiaco contiene
70 a 80% de MM y 20 a 30% de MB, mientras que el cerebro tiene predominantemente sélo el tipo

BB de la isoenzima.?®

Debido a la degeneracion muscular, las personas con DMD presentan niveles de CK
extremadamente elevados en sangre. La deteccién de una CK sérica elevada es actualmente uno
de los signos mas comunes que desencadenan la sospecha del diagndstico de dafio muscular o un
trastorno neuromuscular.?® Sin embargo, a pesar de que la cuantificacién de los nivel séricos de CK
se usa ampliamente como un biomarcador para la deteccion de estas patologias, esta se ve
influenciada por distintos factores como la edad, la actividad fisica y los tratamientos

farmacologicos, entre otros, por lo que no es Util para monitorear la progresion de la enfermedad.?’

Aminotransferasas: ASTy ALT

La aspartato aminotransferasa (AST) y la alanina aminotransferasa (ALT) son enzimas que estan
involucradas en la gluconeogénesis hepatica y son buenos biomarcadores para la lesién de las

células hepaticas.?®

La AST existe como dos isoformas en los seres humanos: una localizada en el citosol de las células
(aproximadamente el 20% de la AST medida) y otra localizada en las mitocondrias (80%). La AST
se localiza principalmente en el higado, corazén, musculo esquelético, rifidn, cerebro, pancreas,
pulmones, leucocitos y eritrocitos, en orden decreciente de concentracion. Es menos sensible y
especifico para el higado. Por el contrario, la ALT es una enzima citosdlica aislada principalmente
en el higado ya que presenta una alta concentracion en el tejido hepatico. En general, se acepta
que la ALT es un marcador mas especifico de lesién hepatica. La ALT también se encuentra en el

musculo esquelético, pero en concentraciones mucho mas bajas.?® 2°

Las transaminasas séricas elevadas se han documentado bien en pacientes con DMD, ya que su

elevacion puede estar asociada a la rotura de la membrana muscular. Por lo tanto, la concentracion
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elevada de las aminotransferasas no solamente esta condicionada por una enfermedad hepatica,

sino que también pudiera estar relacionada con un dafio muscular existente.*

Como hemos visto, una de las consecuencias finales de la DMD es la degeneraciéon muscular con
la consecuente pérdida de la deambulacidén que es progresiva e inevitable. Recientemente, estudios
en diferentes modelos animales han propuesto una nueva clase de biomarcadores, los miRNAs, los
cuales participan en una amplia gama de procesos biolégicos como el desarrollo, la diferenciacion,
la proliferacion y la muerte celular. Los miRNAs estan conservados evolutivamente, son estables y

su expresién puede correlacionarse directamente con su funcién sobre todo a nivel muscular.

MICRORNAS (MIRNAS) Y SU RELACION CON LA DMD

Los microRNAs son una clase de RNAs pequefos no codificantes de cadena sencilla compuestos
de 17 a 24 nucledtidos aproximadamente, cuya principal funcidon es participar en la regulacion
postraduccional de la expresion génica de miltiples procesos bioldgicos y de la proliferacion en
células eucariotas.®' Se estima que el 30% de todos los genes humanos son regulados por

mecanismos dependientes de microRNAs.*?

La gran mayoria de los microRNAs interactuan con la regién no traducida (UTR) 3' de los mRNAs
blanco para suprimir la expresion de dicho gen. Sin embargo, se sabe que también pueden
interactuar con otras regiones diferentes como la UTR 5’, secuencias codificantes y algunos
promotores. De esta manera vemos que las funciones que desarrollan son importantes para los
seres vivos, cuya expresion anomala esta relacionada con muchas enfermedades. La mayoria de
los microRNAs son transcritos a partir de secuencias especificas de DNA, en miRNAs primarios
(pri-miRNAs), posteriormente se procesan en miRNAs precursores (pre-miRNAs) y finalmente

miRNAs maduros.*

Biogénesis

La mayoria de los microRNA identificados hasta el momento son de tipo intragénicos y
dependientes del promotor del gen donde residen (procesados a partir de intrones y pocos exones
de genes codificantes de proteinas) y en menor porcentaje existen microRNAs intergénicos que se

transcriben independientemente de sus propios promotores.®’

La biogénesis de los microRNAs se lleva a cabo por 2 vias:

- Via canodnica
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- Via no canoénica.

Via candnica

Corresponde a la via principal de sintesis de los microRNAs y comienza con la transcripcién del pri-
mMiRNA, los cuales tienen una longitud de aproximadamente 4 kilobases asi como estructuras en
forma de horquilla compuesta de un tallo y un bucle. Su sintesis se lleva a cabo en el nucleo a partir
de la RNA polimerasa |l y factores generales de la transcripcion (principalmente). A los pri-miRNA
recién sintetizados se les adiciona en su extremo 5" una Cap (7-metil-guanosina), y en su extremo

3’ una cola de poliadeninas.3"

Los pri-miRNAs se procesan en pre-miRNAs por el complejo microprocesador, compuesto que
consiste en una proteina de union a RNA DGCRS (regién critica del sindrome de DiGeorge 8) y por
una ribonucleasa Ill, Drosha. Este complejo se encarga de eliminar los extremos 5" y 3" de la hebra
de una sola cadena de los pri-miRNA.3'-*3* DGCR8 reconoce una secuencia GGAC metilada en el
N6 y otros motivos dentro del pri-miRNA, mientras que Drosha escinde el duplex en la base de la
estructura de horquilla caracteristica del pri-miRNA. Esto da como resultado la formacion de un pre-

miRNA que consta de 70 nucleétidos.3?33

El pre-miRNA se exporta al citoplasma mediante un complejo Exportin 5/RanGTP y se procesa
mediante la endonucleasa RNasa lll Dicer para producir el duplex de miRNA maduro. El RNA duplex
recién sintetizado contiene una cadena madura (guia) de microRNA y su cadena complementaria.
La cadena complementaria interactia con un complejo multiproteico conocido como el complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC), el cual esta constituido por las proteinas Dicer, Proteina

de unién al RNA de respuesta de transactivacion (TRBP) y Argonauta (Ago).%233

La cadena guia es la responsable de dirigir el silenciamiento. Sin embargo, dependiendo de la
complementariedad perfecta o incompleta de la cadena del microRNA a su blanco, el complejo
miRISC puede conducir al rompimiento y degradacion del mRNA o a la inhibicion de la transcripcion.
La complementariedad perfecta de bases entre la secuencia semilla del microRNA (del segundo al
octavo nucledtido del extremo 5°) y la secuencia complementaria del extremo 3'UTR es lo que

permite que los microRNAs modulen la expresion génica.3?

Via no canobnica
Se puede dividir en 2 vias:®
e Independientes de DGCR8/Drosha: Los pre-miRNAs nacientes se exportan directamente

al citoplasma a través de la exportina 1 sin la necesidad de escision por Drosha.

( )
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e Independientes de Dicer: estos miRNAs son procesados por Drosha a partir de transcritos
de RNA de horquilla corta (shRNA). Estos pre-miRNAs requieren que Ago2 complete su
maduracion dentro del citoplasma porque no tienen la longitud suficiente para ser sustratos

de Dicer (Figura 4).

Actualmente se ha descrito que la mayoria de los mamiferos incluyendo al Homo sapiens recurren
a la via canénica para llevar a cabo la generacion de microRNA. Las vias no candnicas son una
prueba de la flexibilidad y habilidad de las células para generar microRNA utilizando otras

alternativas.32 3
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Fig. 4. Biogénesis de los miRNAs. Tomada y modificada de O’Brien, J. y cols., 2018. DGCRS8: Region Critica Drosha y
Sindrome de DiGeorge 8. Pre-miRNA: precursor-miRNA. AGO: argonauta. miRISC: Complejo de Silenciamiento inducido

por miRNA. shRNA: horquilla corta de RNA.
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Funcion de los miRNAs en el musculo esquelético
Los miRNAs realizan una modificacién postraduccional mediante 2 mecanismos: *'

- Represion traduccional: Los miRNA se unen con su respectivo mRNA y evitan su
traduccién. Esto ocasiona una inhibicién de la traduccién, y disociacién prematura del
complejo mRNA-ribosoma.

- Degradacion de los mRNAs: los miRNAs regulan la degradacion de los mRNA diana al
inducir la eliminacién del Cap 5’ y la cola de poliA 3’, lo que resulta casi en un completo

silenciamiento de mRNA.

Papel de los miRNAs en la miogénesis

El desarrollo del musculo esquelético se ha estudiado intensamente, debido a que cualquier
alteracion durante su formacion puede conducir al desarrollo de enfermedades. La miogénesis del
musculo esquelético es un proceso orquestado que consta de varias etapas principales:®
- Proliferacion y diferenciacion de células progenitoras miogénicas localizados en el
dermomiotoma y/o miotoma de los mioblastos.
- Diferenciacion y fusién de mioblastos en miotubos

- Diferenciacion de miotubos en miofibras.

La miogénesis (Figura 5) es un proceso complejo en el que participan genes involucrados con el
crecimiento celular muscular, la morfologia y contractilidad. Dichos procesos estan regulados por
multiples factores de transcripcién como los factores reguladores miogénicos (MRFs), de la familia
bHLH (basic helix-loop-helix), factores de transcripcion MYOD1 (diferenciacion miogénica 1), MYF5
(factor miogénico 5), MYOG (miogenina o factor miogénico 4), MYF6 (herculina o factor miogénico
6) y SRF (factor de respuesta sérica). De igual forma intervienen factores de transcripcion como
PAX 3, PAX 7 y factores de la familia MEF2 (factor 2 reforzador de miocitos).*® Los determinantes
de la miogénesis son MYF5 y MYOD mientras que MYOG y MYF4 se expresan en gran medida

durante la diferenciacion terminal e impulsan la fusion de los mioblastos formando los miotubos.?’

Actualmente se sabe que una gran cantidad de miRNAs se expresan de manera especifica en el
musculo esquelético, los cuales estan implicados en los procesos de regulacion, desarrollo, funcion
y adaptacion muscular. Los miRNAs que se expresan exclusiva o preferentemente en el musculo
estriado (cardiaco o esquelético) se llaman miomiRs. Los mas importantes a la fecha son: miR-1,
miR-133a, miR-133b y miR-206 (se expresan unicamente en musculo esquelético), miR-208a

(Unicamente en musculo cardiaco), miR-208b, miR-486 y miR-499.3% 38 La abundancia de los
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miRNAs en el musculo varia entre los grupos musculares y no se correlaciona necesariamente con

los niveles séricos.®®

Algunos miomiRs estan organizados en cromosomas en grupos bicistronicos y, por lo tanto, se
transcriben juntos, esto incluye a las familias miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-206, miR-208, miR-
208b, miR-486 y miR-499 ubicadas en las regiones cromosomicas 20q13.33, 18g11.2 y 6p12.2,
respectivamente.®” La expresion de los miomiRs esta controlada por los factores MRF, MYOD1,
MYF5, MYF6 y MYOG, MEF2, SRF, MKL1 (leucemia megacarioblastica 1) y otros factores de

transcripcion asociados con los musculos.3®

Durante el ejercicio o en los trastornos musculares se ha identificado una expresion elevada de
miRNAs musculares en plasmay en suero. Anteriormente se propusieron algunos mecanismos que
explican la liberacién de los miRNAs a circulacién, aunque dichos mecanismos aun se encuentran
en estudio. Se sabe por experimentos realizados en ratones mdx (modelo murino de la DMD) que
existen cuatro procesos responsables de niveles elevados de miomiRs en suero debido al dafio en
el musculo distréfico, los cuales incluyen; 1) Liberacién del contenido celular después de la
mionecrosis, 2) Fuga pasiva debido al deterioro del sarcolema, 3) Secrecion anormal como
consecuencia directa de la deficiencia de distrofina y 4) Liberacion selectiva a través de mecanismos

aun no determinados que acompaiian a la diferenciacion y a la regeneracion muscular.*°
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Fig. 5. MiRNAs involucrados en la regeneracion del musculo esquelético. Tomada y modificada de Ultimo S. y cols.,
2018.
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La funcidn especifica de cada miomiRs se describe en la siguiente tabla:

Tabla 2. Funcién de los miRNAs especificos de musculo esquelético. Tomada y modificada de Horak, M. y

cols., 2016.
miomiRNAs Funcién en el mlsculo esquelético Genes diana
» Progreso de la diferenciacién de mioblastos. 'BDNF, CCND1, CCND2, FzZD7, G6PD, |
+ Regeneracion de la fibra muscular. GJA1, HACD3, HDAC4, HSPAl, IGF1,
iR * Regulacion de la angiogénesis. IGF1IR, MAP4K3, MEOX2, MET, MMD,
* Pro-apoptosis. NFAT5, NOTCH3, PAX3, PAX7, POLA1,
+ Control del estrés oxidativo. RARB, SARS, SMARCB1, SMARCD?2,
UTRN, VEGFA, YY1.
* Promocion de la proliferacion de mioblastos.
» Diferenciacion y fusion de mioblastos. CALM1, DNM2, FAIM, FGFR1, FOXL2,
miR-133a * Regulacién de corte y empalme alternativo. IGF1R, MAML1, PFN2, PP2AC, PRDML16,
) * Remodelacion de la cromatina. PTBP2, RUNX2, SMARCD1, SP1, SRF,
miR-133b * Regulacién del destino celular. TRPS1, UCP2.
* Pro-apoptosis.
+ Control del metabolismo mitocondrial.
» Promocion de la diferenciacion de mioblastos.  BDNF, CCND1, CCND2, CLCN3, FSTL1,
* Regeneracién de mioblastos. FzD7, G6PD, GJAl, HACD3, HDAC4,
* Regeneracion de sinapsis neuromusculares. HMGB3, |IGF1, IGFBP5, MAP4K3,
i * Remodelacién de la cromatina. MEOX2, MET, MMD, NFAT5, NGFR,
miR-206 « Anti-angiogénico. NOTCH3, PAX3, PAX7, POLA1l, RARB,
+ Pro-apoptético. SH3BGLR3, SMARCB1, SMARCD?2,
« Control del estrés oxidativo. SNAI2, TIMP3, UTRN, VEGFA.
* Anti-migracion.
iR-208b » Desplazamiento de la fibra muscular. CBX1, MED13, MSTN, PURB, SOX6, SP3.
* Promocion del crecimiento muscular.
* Promocion de la diferenciacion y fusion de DOCKS3, FOXO1, PAX7, PDGFRB, PTEN,
mioblastos. SRSF1, SRSF3.
miR-486 * Regulacion de empalme alternativo.
 Anti-apoptético.
* Pro-migracion.
miR-499 » Desplazamiento de la fibra muscular. CBX1, MAPK6, MED13, MSTN, PURB,

Promocién del crecimiento muscular.

SOX6, SP3.
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Actualmente, recientes investigaciones han determinado que tras la estimulacion (ejercicio) o lesion,
los miRNAs pueden ser liberados de la célula de forma activa (secrecién) o pasiva (pérdida de
membrana). Esto sugiere que los miRNAs extracelulares pueden tener efectos bioldgicos directos
en otras células. Las vesiculas extracelulares, como exosomas, microvesiculas, lipoproteinas de
alta densidad y cuerpos apoptoticos, son secretadas por la mayoria de las células y contienen

diversas moléculas, incluidos los miRNAs como se observa en la Figura 6.3

Dichas vesiculas se liberan en el espacio extracelular o a la circulacion y pueden ser captadas por
las células vecinas. Sus contenidos se liberan en el citosol de las células receptoras, donde los
miRNAs pueden ejercer sus efectos. Por lo tanto, los miRNAs pueden participar en la comunicacion
de célula a célula de forma autocrina, paracrina o endocrina.3* La alteracion en la expresion de los
miRNAs en los musculos con ausencia de la distrofina en la DMD contribuye a la fuga de miRNA
hacia el torrente sanguineo. Se ha considerado que la liberacion de los miRNAs del musculo
esquelético pueda ocurrir tanto por fuga como por secrecion, ya que muchos de ellos estan

asociados con proteinas y lipoproteinas.3®

|
Liberacion pasiva iz .
Y v Ejereicio €— ? Secrecion activa
|
? | ?

Dafio agudo muscular |

Fibra muscular esquelética

microRNas =} o Cuerpo multi-vesicular

-~ Microvesiculas
-

Exosomas

____ () B _
=i ) Sy T

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
| ~
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I

Sangre capilar
I

Fig. 6. Mecanismos de liberacion de los miRNAs. Tomada y modificada de Siracusa, J. y cols., 2018.
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Se ha planteado la posibilidad de medir los niveles de expresion de los miRNAs séricos circulantes
como miR-1, miR-133a y miR-206 que podrian ser especificos en las enfermedades musculares,
sobre todo en distrofias musculares. Estos miRNAs se han propuesto como los nuevos y valiosos
biomarcadores para establecer el diagndstico, progreso y el monitoreo de la intervencion
terapéutica de la DMD.*? Esta propuesta se basa en los hallazgos observados tanto en modelos

animales de la DMD como en pacientes con esta distrofia, los cuales se describen a continuacion.

ANTECEDENTES

Estudios realizados en modelos animales

El primer estudio fue realizado por Mizuno H. y cols., en el 2011 plantearon la hipétesis de que los
niveles de expresion de miRNAs especificos de musculo y que se liberan a circulacién, pueden ser
utiles para monitorear la progresion de las enfermedades musculares. Para confirmar esta hipotesis,
cuantificaron los niveles de expresién de miRNAs séricos en ratones macho mdx de 8 semanas de
vida comparado con ratones silvestres, también estudiaron el modelo canino japonés de la distrofia
muscular canina ligada al cromosoma (CXMDJ) y lo compararon contra un grupo de portadores y
un control sano, los 3 grupos con edades de 2 a 10 meses. Los autores encontraron que los niveles
de expresion de miR-1, -133a y -206 aumentaron en el suero en ambos modelos de la distrofia
muscular, mdx y CXMDJ, de 10 hasta 100 veces en comparacion con sus controles sanos.*3

Este es uno de los primeros trabajos realizados en donde se plantea la posibilidad de utilizar a los
mMiRNAs como biomarcadores para el monitoreo de la DMD. A pesar de que los fundamentos y
procedimientos realizados son los adecuado, aun hay muchas interrogantes, principalmente por el
hecho de que los autores no muestran el resultado cuantitativo de la expresion de los miR-1, miR-

133a y miR-206 en los modelos animales, ademas, la hipétesis del estudio no se confirma.

En ese mismo ano Cacchiarelli y col. 2011 propusieron que la terapia de omision de exdn permite
la sintesis de distrofina en las fibras musculares y la recuperacion de la correcta morfologia e
integridad del tejido muscular y como consecuencia disminuyen los miRNAs circulantes en la DMD.
Para comprobar esta hipotesis realizaron experimentos con ratones jévenes-adultos mdx de 6
semanas de edad a los que se les inyectdé en la vena cauda un vector viral recombinante
adenoasociado que portaba un constructo antisentido quimérico U1 (AAV # 23), se incluyeron como
controles ratones mdx sin el AAV y ratones de tipo silvestre. Un mes después de la inyeccién del
constructo, los ratones de los 3 grupos se sacrificaron para obtener biopsias musculares de

gastrocnemio, diafragma, corazén y muestras de suero. Los resultados mostraron que con la
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administracién de AAV # 23 hubo una mejora morfoldgica de las fibras musculares. Ademas, la
recuperacion de la distrofina fue paralela con la disminucion de los miRNAs musculares miR-1, miR-
133 y miR-206 en suero hasta niveles similares a los del grupo silvestre. Esto parece indicar que la
recuperacion de la integridad muscular como consecuencia de la terapia de omision de exén se
acompana de una disminucion significativa en la liberacion de miRNA al torrente sanguineo.44
Este estudio es relevante ya que la intervencion llevada a cabo permitié que se planteara la
posibilidad desarrollar nuevas terapéuticas encaminadas a la mejoria morfofuncional de las fibras
musculares, lo que podria impactar en la calidad de vida de los pacientes con DMD.

Basados en el estudio anterior, los mismos autoressz evaluaron otro miRNA asociado a la expresién
del gen DMD, tal es el caso del miR-31, cuya funcién es reprimir la traduccién de distrofina al unirse
a la regién 3’ no traducida del gen DMD. En ese trabajo se demostré que el miR-31 esta altamente
expresado en la DMD y, por lo tanto, es un blanco terapéutico potencial para mejorar las estrategias
actuales destinadas a recuperar la sintesis de distrofina y promover la diferenciacion de las fibras
musculares. El experimento se llevd a cabo en ratones mdx jévenes (10 dias de vida) a los que se
les tratd con el constructo Sponge 31 (terapia de omision exdn) y ratones de tipo silvestre de la
misma edad, posteriormente, se sacrificaron y se tomé una biopsia de gastrocnemios en ambos
grupos. Los resultados mostraron que en los musculos del raton mdx existe una expresion elevada
del miR-31, cuyos niveles fueron mas altos (hasta 50 veces) en comparacién con los controles de
tipo silvestre (p < 0.05). Finalmente, los autores sugieren que el miR-31 es parte de los circuitos
que controlan la diferenciacion muscular tardia, reprimiendo la sintesis de distrofina y
probablemente otros marcadores de diferenciacion terminal. Ademas, demostraron que el miR-31
esta altamente expresado en los mioblastos (de los musculos distréficos del ratén mdx) debido a la
regeneracion intensiva mediada por la activacion de células musculares satélites. Por lo tanto,
cuando la sintesis de distrofina se rescata mediante la omisién de exdn, la inhibicién de la actividad
del miR-31 aumenta la produccion de la distrofina.*®

Este estudio aporta conocimiento nuevo ya que muestra otra alternativa terapéutica para activar la
sintesis de distrofina en la DMD. A pesar del gran impacto que puede tener la funcion del miR-31
sobre el estudio de la fisiopatologia y el tratamiento, aun faltan estudios que permitan considerar a

este miRNA dentro del grupo de los miomiRs.

Estudios realizados en pacientes humanos

El primer estudio que analiza los miRNAs como potenciales biomarcadores en pacientes con DMD
lo llevé a cabo Cacchiarelli y col. en el 2011. Los autores demostraron que los miRNAs expresados
especificamente en las células musculares, son liberados en la sangre de pacientes con DMD como

consecuencia de la degeneracién muscular, y su cantidad era paralela a la gravedad de la
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enfermedad. La expresion de los miRNAs se cuantificé a partir de muestras de suero de nifios con
DMD (n = 26), Distrofia Muscular de Becker (n = 5) y de nifos sanos (n = 7), con edades
comprendidas entre 1 y 16 afos. Para determinar si los miR-1, miR-133 y miR-206 pueden ser
marcadores de progresion para la DMD, se realizdé un analisis de correlacidon caso por caso entre
los niveles de los miRNA y la Evaluacion Ambulatoria de North Star (NSAA) que representa el
estandar de oro para medir la capacidad motora funcional. Esta capacidad fue evaluada en 10 nifios
ambulatorios con DMD con rango de edad entre 3 y 6 afios en el momento del diagndstico
molecular. Los autores encontraron una correlacion inversa entre los niveles de los miRNA y la
puntuacion de NSAA (miR-1: r=-0.81, p=0.017; miR-206: r = -0.80, p = 0.019; miR-133: r = -0.79,
p = 0.020), lo que indica que una disminucion progresiva del puntaje de NSAA esta asociada con
un aumento gradual de los niveles serologicos de estos miRNAs. Al llevar a cabo la correlacion
entre la edad y la expresién de los miRNAs se muestra una relacion directa (miR-1: r = 0.68, p =
0.039; miR-206: r = 0.72, p = 0.030; miR-133: r = 0.75, p = 0.025) lo que sugiere que
independientemente de la edad, el aumento en los niveles de los miRNAs se correlaciona con la
gravedad del dafo muscular. Por el contrario, la evaluacion de los pacientes de mayor edad no
ambulatorios (n = 2) fue mas complicada debido a las condiciones clinicas heterogéneas y a la
pérdida progresiva de la masa muscular. En estos pacientes se observo una disminucion de los
niveles de miRNA en suero comparados con los pacientes mas jévenes con DMD, aunque los
niveles eran mas altos que las muestras de controles sanos.**

Los resultados de este estudio podrian ser de utilidad en la aplicacion de los miRNAs como posible
método no invasivo para el diagnéstico y monitoreo de la DMD. Sin embargo, presenta limitantes,
la primera y mas importante es que no refieren si los pacientes incluidos en el estudio se
encontraban bajo algun tratamiento antiinflamatorio u antioxidante lo cual pudiera haber llegado a
alterar los resultados obtenidos. En segundo lugar, Unicamente utilizan una escala para la
evaluacion de la funcién motora, en este caso la NSAA, la cual se utiliza para medir la capacidad
motora funcional de nifios ambulatorios con DMD, ademas, se emplea como un indicador de la
progresion de la enfermedad y los efectos del tratamiento. Asi que, es importante que se debe tener
una bateria de pruebas clinicas que permitan evaluar el progreso de la enfermedad con mayor

precisién usando escalas adicionales como Vignos, Medical Research Council (MRC) y Brooke.

Ademas, Cacchiarelli y cols en el mismo ano, reportaron otro estudio en el cual plantearon la
posibilidad de que la inhibicion del miR-31 (el cual es capaz de reprimir la traduccién de la distrofina)
podria ser un blanco terapéutico para promover la sintesis de distrofina y la maduracién de la fibra
muscular. En este estudio cultivaron mioblastos in vitro provenientes de un paciente humano con
DMD con eliminacion de los exones 48-50 los cuales se infectaron con el constructo U1 # 51 capaz

de inducir la omision del exén 51 y restablecer la sintesis de distrofina. Asimismo, determinaron si
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la sintesis de distrofina podria mejorarse aun, mas reduciendo los niveles del miR-31 por medio del
constructo Sponge-31. Los resultados de gqRT-PCR (PCR cuantitativa) identificaron la disminucion
de la expresion del miR-31, asi como un aumento en la sintesis de distrofina. Por lo tanto, la sintesis
de distrofina a través de la omision de exén y la inhibicion de la actividad de miR-31 aumentd la
produccioén de distrofina.*®

Este trabajo plantea la propuesta del uso de terapias génicas que beneficiaran en cierto grado al
paciente con DMD. A pesar de que el miR-31 no es uno de los miRNAs usualmente evaluados, es
importante explorar otras alternativas que estén enfocadas en recuperar la sintesis de distrofina
mediante nuevas terapias génicas. Aunque el estudio aporta conocimiento nuevo, sin embargo, los
autores no mencionan las condiciones clinicas del paciente al cual se le tom¢ la biopsia de musculo,
como la edad, talla, peso, tratamiento farmacolégico (glucocorticoides) o consumo de suplementos
alimenticios (por ejemplo, antioxidantes) o si aun mantiene la deambulacién o no, ademas del grado

de afectacion muscular.

Posteriormente, Hu J. y cols. 2014 plantearon la hipotesis de que los miRNAs especificos del
musculo esquelético, principalmente el miR-1, -133 y -206, pueden ser utiles para el monitoreo de
la DMD. Mencionan que en la actualidad el biomarcador disponible para evaluar el daiio muscular
ocasionado por la falta de distrofina es la CK, sin embargo, su uso se ve limitado por la baja
especificidad en la patologia ya que su elevacién puede estar condicionada por diferentes
situaciones. Asi que, los autores plantearon cuantificar el contenido de miRNAs circulantes
especificos de musculo en el suero de nifos con DMD y analizar si existe alguna relacion entre la
expresion de estos miRNAs con las caracteristicas clinicas de los pacientes. Para esto, se llevo a
cabo un ensayo clinico aleatorizado y controlado en el que se incluyeron a 39 nifios con DMD (con
edades comprendidas entre 4 y 11 anos que pudieran caminar sin ayuda, que no tuvieran problemas
de aprendizaje o del comportamiento y que no estuvieran bajo tratamiento con glucocorticoides) y
a 36 nifios sanos de la misma edad. La fuerza muscular de las extremidades inferiores se midid
utilizando el sistema de calificacion del MRC. Se tomaron muestras de sangre para cuantificar el
nivel de expresion de los miRNAs utilizando RT-PCR (PCR transcriptasa reversa), asi como los
niveles de CK.

Los resultados mostraron que los niveles de expresion del miR-1, el miR-133 y el miR-206 fueron
mas altos en el suero de nifios con DMD (miR-1: 2.67 + 1.14; miR-133: 2.16 + 0.80; miR-206: 3.20
+ 1.20) que los de los controles (miR-1: 1.13 £ 0.29; miR-133: 1.15 + 0.34; miR- 206: 1.15 £ 0.30)
(p <0.01). Por otro lado, la relacion de la expresion de cada miRNA con las caracteristicas clinicas
de los niflos con DMD mostré que la expresiéon del miR-1, el miR-133 y el miR-206 no tenia relacién
con la edad (p > 0.05), pero si hubo una correlacién inversa significativa con la fuerza muscular

(flexion de la cadera y extension de la rodilla; miR-1: r=-0.34 y 0.40, p = 0.04 y 0.02; miR-133, r =
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-0.21y 0.23,p=0.22y 0.19; miR-206:r=0.43yr=0.43, p=0.01y p = 0.01 respectivamente), con
la funciéon muscular (tiempo en caminar 10 m y tiempo para subir 4 pasos, miR-1:r=0.29 y 0.33, p
= 0.08 y 0.05; miR-133:r=0.35y 0.29, p = 0.04 y 0.16; miR-206: r = 0.44 y 0.39, p = 0.01 y 0.02
respectivamente) y con la calidad de vida (auto informe del nifio e informe del cuidador primario,
miR-1:r=-0.34y 0.35, p =0.04 y p = 0.04; miR-133: r=0.50 y 0.56, p = <0.01 y p = <0.01; miR-
206: r = 0.51 y 048, p = <0.01 y p = <0.01 respectivamente). Los autores concluyen que la
cuantificacion de los miRNAs circulantes especificos de musculo son mejores marcadores
potenciales que la CK, ya que muestran fluctuaciones mejor relacionadas con la condicién
patolégica de la enfermedad, estan ligeramente influenciadas por la edad y el estrés celular, su
expresion es estable y duradera durante mucho tiempo en suero.*

Aunque este estudio propone algunos miRNAs candidatos para monitorear y evaluar la funciéon
muscular de la DMD, es necesario disefiar estudios en los que se incluya mas de una escala para
evaluar diferentes grupos musculares, tales escalas podrian ser la de Vignos y/o Brookes. Ademas,
es necesario establecer con claridad los indicadores de la calidad de vida que se asocian a la
expresion de los miomiRNAs. A pesar de que se menciona que los pacientes seleccionados no
recibieron tratamiento con glucocorticoides, los autores no consideraron si alguno de ellos consumia
suplementos alimenticios ricos en antioxidantes ya que éstos podrian modificar la respuesta
antioxidante en los pacientes con DMD vy, por lo tanto, impactar en los resultados. Finalmente, el
incluir solamente a pacientes ambulatorios de cierto rango de edad limita el estudio, ya que no
permite conocer si la funcidon muscular deteriorada en los no ambulatorios se asocia a la expresion

de los miomiRNAs.

También Li, X. y cols., en el 2014 apoyaron la hipétesis de que los miomiRs (miR-1, miR-133 y miR-
206) podrian ser indicadores de la fisiopatologia de la enfermedad y tener el potencial como
biomarcadores prondsticos. Su hipotesis se basa en que los miomiRNAs desempefian un papel
importante en la proliferacion, diferenciacion y regeneracion muscular de los mioblastos, que son
eventos clave en la patogénesis de la DMD. Debido a esto, los autores trataron de identificar a los
miomiRNAs como posibles biomarcadores circulantes en el diagnéstico y pronéstico de la DMD.
Para probar la hipotesis, examinaron los niveles séricos de los miomiRs clasicos, asi como del miR-
499 (que se expresa principalmente en el musculo esquelético lento y en el masculo cardiaco) y
miR-208 (miR 208a se expresa principalmente en el musculo cardiaco y miR-208b en el musculo
esquelético lento) en pacientes con DMD (n = 52), y en pacientes con DMB (distrofia muscular de
Becker) (n = 15) que no se encontraban bajo tratamiento con glucocorticoides y mantenian una
deambulacion adecuada y en nifos sanos o grupo control (n = 23) de 1 y 14 afios de edad. Los
resultados de este estudio demostraron que el miR-1, miR-133, miR-206, miR-208b y miR-499

circulantes presentaban una elevacién significativa en pacientes con DMD en comparacién con el
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grupo de nifios sanos (p <0.0001). Aunque en los pacientes con DMB, sélo el nivel de miR-499 (p
<0.05) fue significativamente mayor que el observado en el suero del grupo control. Se compararon
los niveles de miR-1 miR-133, miR-208a y miR208b entre los grupos de DMD y DMB y se encontré
una tendencia significativa a ser mas altos en DMD que en DMB. Al analizar la correlacion entre los
niveles séricos de los miRNAs con la edad, se encontrd que el nivel de los miR-206, miR-499 y miR-
208b se correlaciona significativamente (p < 0.05) con la edad (2-6 anos) en pacientes con DMD
(miR-206: r = 0.4545; miR-499: r = 0.5219 y miR-208b: r = 0.4664). Asimismo, en el grupo de edad
de 2 a 6 afos, se encontrd que el porcentaje de fibras musculares de contraccion rapida tipo lla y
tipo IIb (las cuales poseen un gran diametro, contienen miofibrillas densas, reservas de glucégeno,
mitocondrias relativamente escasas y una fuerza de contraccion muy rapida) se correlaciona con la
edad (r = 0.6598, p = 0.0074), es decir a medida que aumenta la edad, también aumenta este tipo
de fibras. Ademas, el porcentaje de fibras musculares tipo llc (poseen una alta actividad oxidativa
y moderada capacidad glucolitica) aumenté gradualmente (r = 0.5928, p = 0.0199) con la edad en
este mismo grupo. Mientras que en pacientes mayores de 6 afos el porcentaje de fibra muscular
tipo llc disminuyo (r = -0.5996, p = 0.0303) con la edad. Los resultados de este estudio sugieren
que la regeneracion muscular, es mas activa en pacientes entre las edades de 2 a 6 afios debido a
la degeneracién continua, mientras que en pacientes mayores > 6 afos, los ciclos de degeneracién
y regeneracion agotan la reserva de células satélite, ocasionando una pérdida de masa muscular.
Al correlacionar el tipo de fibra muscular con los niveles séricos de los miRNAs, se encontré que
los niveles séricos de miR-206, miR-499 y miR-208b se correlacionaron (p <0.05) positivamente
con el porcentaje de fibras musculares tipo llc en pacientes con DMD entre 2 y 6 afios (miR-206: r
= 0.7201; miR-499: r = 0.6122 y miR-208b: r = 0.6088) lo que sugiere que estos miRNAs podrian
ser de utilidad como biomarcadores del tejido muscular “in situ” en este grupo de edad que implica
etapas tempranas de la distrofia. Ademas, se observd una correlacién (p <0.05) positiva entre el
nivel sérico de miR-499 y miR-208b con el porcentaje de fibras musculares de contraccion lenta
(tipo 1) (MiR-499: r = 0.7047 y miR-208b: r = 0.6856) y negativamente con la fibra muscular de
contraccion rapida (tipo lla y lIb) en pacientes con DMD mayores de 6 afios (miR-499: r = —0.6931
y miR-208b: r = -0.6153.4"

La relevancia de este estudio es su disefio ya que no sélo mide los miRNAs séricos, sino que
también se examina la composicién de las fibras musculares. A pesar de que la biopsia es un
método invasivo y utilizado unicamente como ultima opcidn para los pacientes con DMD, ésta puede

proporcionar informacion relevante sobre la progresion de la enfermedad.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La DMD representa una entidad fatal para aquellos que la padecen, ya que, al ser una enfermedad
con un deterioro progresivo de la funcién muscular, el prondstico, las complicaciones y la calidad
de vida se ven influenciados por el tiempo en que se establezca un tratamiento.

A pesar del extenso conocimiento que se tiene acerca de la fisiopatologia en esta entidad, los
métodos de control y el monitoreo de la enfermedad son muy limitados. Los miRNAs podrian
representar hoy en dia un apoyo para cumplir con las especificaciones antes mencionadas en la
DMD. Los antecedentes revisados sustentan la posibilidad de poder utilizar al miR-31 y a los
miomiRNAs (miR-1, miR-133 y miR-206) como un complemento de una bateria de pruebas para el
monitoreo, progreso y respuesta a la terapéutica utilizada en la DMD.

No obstante, la evidencia mostrada por los antecedentes mencionados, nos muestran que los
estudios llevados a cabo uUnicamente se realizaron en pacientes que aun conservan la funcion
muscular, excluyendo a aquellos con un deterioro importante de la capacidad muscular. Ademas,
la evaluacion muscular esta limitada al uso de una sola escala, incluyen pacientes con tratamiento
a base de glucocorticoides y no refieren la ingesta de suplementos alimenticios ricos en
antioxidantes. Debido a esto, el tener un control estricto de las variables anteriores nos permitira
tener un mayor entendimiento del papel del miR-31 y los miomiRNAs en la fisiopatologia de la
enfermedad y de igual manera ayudaran al establecimiento de alguna relacién con la funcion

muscular.

Asi que, el planteamiento del problema nos lleva a la siguiente pregunta de investigacion:

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe asociaciéon entre la expresion del miR-31 y de los miomiRNAs circulantes con la funcion

muscular en la distrofia muscular de Duchenne?

JUSTIFICACION

La distrofia muscular de Duchenne representa una de las entidades neuromusculares
degenerativas con mayor prevalencia en la edad pediatrica, es progresiva y con un mal pronéstico
que compromete la vida de los pacientes. Si bien es cierto que los conocimientos que se han
obtenido a lo largo de los anos acerca de la fisiopatologia en esta entidad son bastante amplios, el
diagnodstico y el tratamiento siguen siendo uno de los mayores retos a vencer en esta entidad.

Los diagndsticos con los que se cuenta hoy en dia son limitados e inespecificos, lo que conlleva a
un retraso en la identificacion temprana de la patologia y, por lo tanto, el manejo adecuado de las

complicaciones. Los estudios basados en los miomiRNAs tienen un auge en la actualidad, ya que
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su expresion sérica podria funcionar para el monitoreo y progreso de la enfermedad y ademas
pueden ser un blanco terapéutico efectivo.

Ademas, estudios recientes basados en el miR-31 han demostrado que su expresion esta
relacionada con la diferenciacion muscular tardia, asi como en la represion de la sintesis de
distrofina y probablemente otros marcadores de diferenciaciéon terminal muscular.

Por lo tanto, la identificacion de un panel de miomiRNAs especificos para el monitoreo y progreso
de la DMD, en conjunto con las estrategias con las que se cuenta actualmente, podrian permitirnos
generar un campo de estudio enfocado a investigar el control de dichos miRNAs desde etapas
tempranas de la enfermedad. Esto con la finalidad de disminuir o enlentecer las complicaciones

propias de la enfermedad para mejorar la calidad de vida de los pacientes con DMD.

HIPOTESIS

La expresion del miR-31 y de los miomiRNAs circulantes se asocia de manera directa con una mejor

funcién muscular en los pacientes con distrofia muscular de Duchenne.

OBJETIVO GENERAL

Demostrar si existe asociacion entre la expresion del miR-31 y de los miomiRNAs circulantes con

la funcidon muscular en los pacientes con distrofia muscular de Duchenne.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Comparar los niveles de expresion del miR-31 y de los miomiRNAs circulantes (miR-1, miR-
133 y miR-206) entre los pacientes con diferente funcién muscular.

» Correlacionar los niveles del miR-31 y de los miomiRNAs circulantes con los marcadores de
dafno muscular (CK, AST y ALT).

* Analizar si existe correlacion entre la expresion del miR-31 con la expresion de los
miomiRNAs circulantes.

» Correlacionar los niveles del miR-31 y de los miomiRNAs expresados en circulacién con la

funcién muscular.

MATERIAL Y METODOS

Disefno del estudio:

Cohorte anidada, analitico, observacional, transversal y prolectivo.
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Lugar del estudio

El estudio se realizé en la Unidad de Investigacién Médica en Nutricion (UIMN) del Hospital de
Pediatria Dr. Silvestre Frenk Freund del Centro Médico Nacional Siglo XXI (CMNSXXI), Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS).

Poblacion de estudio

Nifios con edades comprendidas entre 3 a 17 afos con diagnostico de DMD establecido
provenientes del Hospital de Pediatria Dr. Silvestre Frenk Freund del Centro Médico Nacional Siglo
XXI, IMSS, del Hospital General Dr. Gaudencio Garza, Centro Médico Nacional, La Raza, IMSS.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion
+ Consentimiento y asentimiento. (Anexo 1y anexo 2)
» Diagnéstico clinico y genético molecular de la DMD.
» No estar bajo tratamiento con glucocorticoides u otros farmacos antiinflamatorios.
« No consumir suplementos alimenticios (especificamente antioxidantes).
Criterios de exclusion
» Alguna condicion patolégica que comprometa la vida del paciente.

» Decision propia de no participar en el estudio.

Estimaciéon del tamafio de la muestra

Para el calculo del tamario de la muestra nos basamos en el estudio realizado por Hu J. y cols. 2014
en donde se evalud la expresion de los miomiRNAs séricos miR-1, miR-133 y miR-206 en 39 nifios
con DMD (edad de 4-11 afios). Para calcular el tamafo de la muestra se consideré la asociacion
del miR-206 con el tiempo empleado por el paciente para realizar una caminata de 10 m. Se utilizé

la siguiente férmula:

N = Zl_%Jer_ﬁ 2+3 = 1.96 + 84 24+3=38.19 N=38
Fim (1) 20 (1o 44) |
-r 2 1-(-0.44)
En donde:
N = tamano de la muestra
Za =0.05=1.96
ZB=0.20=0.84
r=-0.44
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Definicién de variables
Independiente: Funciéon muscular.
Definicion conceptual: Para términos de esta investigacién la funcion muscular esta dada por la
integridad de todos los componentes del tejido muscular (esquelético o cardiaco) cuyas funciones
basicas son crear fuerza y movimiento, sostén del tejido 6seo para mantener la postura y controlar
el movimiento voluntario. Ademas, contribuye al metabolismo y al almacenamiento de energia.*®
Definicion operacional: Se evalu6 a través de los resultados obtenidos utilizando las siguientes
escalas:
e Escala de Vignos: establece una clasificacion funcional, evalua las extremidades inferiores
y establece valores que van desde el 1 al 10 en donde la cifra mas alta representa la afeccién
mas severa, (Anexo 3).
o Escala de Brookes: escala de evaluacion de las extremidades superiores con valores que
van desde 1 al 5, el nivel mas alto representa una afeccién mas severa, (Anexo 3).
Escala de medicion: Variable cuantitativa discreta; escala de Vignos de 1 a 10 puntos y escala de

Brookes de 1 a 5 puntos.

Independiente: Fuerza muscular.
Definicion conceptual: Es definida como la fuerza maxima que un musculo o un grupo muscular
puede generar a una velocidad especifica.*®
Definicién operacional: Se evalué a través de los resultados obtenidos utilizando las siguientes
escalas:
e Sistema de clasificacion de la funcion motora gruesa (GMFCS), evalta el movimiento que
se inicia de manera voluntaria. Este sistema establece niveles que van desde el 1 hasta el
5 en donde el nivel mas alto representa la ausencia de deambulacion, (Anexo 3).
e Medical Research Council (MRC), califica la potencia muscular en una escala de 0 a 5 en
relacion con el maximo esperado para ese musculo, (Anexo 3).

Escala de medicién: Variable cuantitativa discreta; GMFCS de 1 a 5 puntos y MRC de 0 a 5 puntos.

Dependiente: Expresion del miR-31 y de los miomiRNAs circulantes:

Definicion conceptual: Los miomRNas son una clase de pequefios RNAs no codificantes
compuestos de 17 a 24 nucledtidos. El miR-1, miR-133, y el miR-206 son los miRNAs especificos
de musculo y se consideran marcadores de la miogénesis durante la regeneracion muscular.
Durante los trastornos musculares (como las distrofias musculares) estos presentan una expresién
elevada en plasma y en suero.3" 40.%0

Definicién operacion: Se midi6 a través de PCR en tiempo real.

Escala de medicién: Unidades relativas de expresion.
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Variables confusoras

» Habitos alimenticios, especificamente aquellos alimentos ricos en antioxidantes.

Grupos de estudio

- Ambulatorio y no ambulatorio: aquellos pacientes que no presentaran limitaciéon para caminar
o que tuvieran alguna dificultad para subir y bajar escaleras, pero con la capacidad de poder
realizar la deambulacion fueron asignados en el grupo ambulatorio. Por el contrario, aquellos
pacientes que confinados a una silla de ruedas se asignaron en el grupo no ambulatorio.

- Edad: De acuerdo con el estudio que realiz6 Mazzone et al. en 2011 ellos identificaron que
existe una heterogeneidad en la tasa de progresion de la DMD que se ve influenciada en
parte por la edad, por tal motivo, nuestros pacientes fueron clasificados en 2 grupos: aquellos

con una edad < 7 afios y otro con > 7 afos.

Procedimientos

El paciente fue citado en el Laboratorio de Nutricion Molecular de la UIMN del Hospital de Pediatria
Dr. Silvestre Frenk Freund del CMNS XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social en ayuno de 8
horas. La participacién de los pacientes en este estudio fue confirmada mediante una carta de
consentimiento y asentimiento (ésta ultima realizada a los pacientes con edad mayor o igual a ocho
afios). La carta de consentimiento fue firmada por los padres o tutores de los pacientes después de
haber recibido una explicacién con detalle de los fundamentos del estudio, procedimientos,
beneficios proporcionados por su participacion, el derecho a la confidencialidad y el derecho a

retirarse del estudio en cualquier momento.

Posteriormente, se llevd a cabo la extraccion de una muestra de sangre periférica por puncion
intravenosa en el paciente. La cantidad obtenida fue de 3 mL, los cuales se colectaron en un tubo
BD Vacutainer ® SST color amarillo con gel separador. Este se dejo reposar por 5 minutos a
temperatura ambiente con la finalidad de obtener un coagulo sanguineo. Una vez formado el
codagulo, el tubo se colocéd dentro de una centrifuga (modelo 5403, EPPENDORF®, Alemania) a
3,500 rpm a 4° C, para la obtencién del suero de la muestra tomada. El suero se almacend en
alicuotas de 200 microlitros en microtubos a -70 °C. Como parte de los beneficios para los
pacientes, se midieron las concentraciones de glucosa, triglicéridos y colesterol total en sangre.
Las mediciones antropométricas, es decir, el peso (kg) corporal y la talla (m) fueron realizadas por
nutridlogos de acuerdo con las capacidades de deambulacion de cada paciente.

Para los pacientes que pudieron mantenerse erguidos, la talla se midié con un estadiometro

montado en la pared (Modelo 208, Seca®). Para sujetos no ambulatorios, la longitud se midié en
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una mesa horizontal con el nifio en posicién supina utilizando el método de suma de partes del
cuerpo con una cinta métrica Seca® 201. El peso del sujeto ambulatorio se determiné mediante
una balanza digital (Modelo BWB-700; TANITA, Tokio, Japén), mientras que los nifios en silla de
ruedas se pesaron en una balanza en silla de ruedas (modelo 954, Seca®, EUA) con ropa ligera 'y
sin zapatos. Con estos datos se calculd el indice de masa corporal (percentil de IMC) basado en

los percentiles de la OMS de peso para la edad, (Anexo 4).

Una vez obtenidos estos datos se procedié a aplicar los siguientes cuestionarios:
Evaluaciéon de fuerza y funcién muscular: Como se mencioné anteriormente en el apartado de
“funcién motora y muscular”, la fuerza y funcién muscular fueron medidas mediante el sistema de
clasificaciéon en la escala de Vignos (Anexo 3), Brookes (Anexo 3), GMFCS (Anexo 3) y MRC
(Anexo 3). Dichas escalas fueron aplicadas por médicos genetistas. A partir de los resultados
obtenidos, el paciente se clasifico en unos de los 2 grupos siguientes: ambulatorio y no ambulatorio
(silla de ruedas) o de acuerdo con el grupo de edad (< 7 anos y otro con > 7 anos).
- Obtencion de datos generales y antecedentes heredofamiliares: Nombre completo, fecha de
nacimiento, edad, direccién, numero telefénico, escolaridad, origen tanto del paciente como
de los padres, antecedentes heredofamiliares, la edad de inicio de los sintomas, asi como la

edad al diagnostico, antecedentes patolégicos y un arbol genealdgico (Anexo 5).

Técnicas de laboratorio

Expresion del miR-31y de los miomiRNAs

Para llevar a cabo la medicion de los niveles de expresién del miR-31 y de los miomiRNAs primero
se extrajo el RNA total a partir del suero obtenido. Posteriormente, se realizé la sintesis del cDNA
que fue necesaria para llevar a cabo la cuantificacion de la expresién de dichos miRNAs por
reaccion en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa (RT-PCR). Dicho procedimiento se

explica con mayor detalle a continuacion:

Extraccion de RNA total
La extracciéon del RNA total se llevé a cabo a partir del suero sanguineo usando el estuche comercial
miRNeasy Serum/Plasma de QIAGEN®, Alemania, de la siguiente manera:
1) Las muestras se descongelaron paulatinamente.
2) A la muestra de 200 uL se le agregaron 5 volimenes de reactivo de lisis QlAzol y
posteriormente se agitdé mediante vértex o pipeteo.

3) La muestra se incubd a temperatura ambiente (15-25 °C) durante 5 minutos.
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4) A la muestra se le agregaron 3.5 pL del reactivo miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control
®) a 1.6 x 108 copias/yL. A la muestra inicial, se le agregé un volumen igual, posteriormente
se agité vigorosamente por 15 segundos.

5) La muestra resultante se incubé a temperatura ambiente durante 2-3 minutos y después se
centrifugd durante 15 minutos a 12,000 xga 4 °C.

6) La fase acuosa superior obtenida se transfirié a un tubo nuevo de recoleccion cuidando de
no arrastrar alguna interfase. Posteriormente, se agregaron 1.5 volumenes de etanol al
100% y se mezclaron por pipeteo.

7) A partir de la muestra, se tomaron hasta 700 yL y se colocaron en una columna de
centrifugacion RNeasy MinElute® sobre un tubo de recoleccion de 2 mL. Posteriormente,
este volumen se eluyd a través de la columna por centrifugaciéon a 9450 rpm durante 15
segundos a temperatura ambiente desechando el eluido. Este paso se repitié usando el
resto de la columna.

8) Ala columna de centrifugacion RNeasy MinElute® se le agregaron 700 uL de Buffer RWT y
nuevamente se centrifugd durante 15 segundos a 9450 rpm desechando el eluido.

9) En la misma columna de centrifugacién RNeasy MinElute® se pipetearon 500 pL de buffer
RPE y nuevamente se centrifugd durante 15 segundos a 9450 rpm desechando el eluido.

10) A la misma columna de centrifugacién RNeasy MinElute® se le agregaron 500 pL de etanol
al 80%, posteriormente se centrifugd durante 2 minutos a 9450 rpm desechando el eluido y
el tubo de recoleccion.

11) En la misma columna de centrifugacion RNeasy MinElute® se coloco en un tubo nuevo de
recoleccion de 2 mL y se centrifugd a la maxima velocidad durante 5 minutos para secar la
membrana desechando el eluido y el tubo de recoleccidn.

12) En la misma columna de centrifugacion RNeasy MinElute® se colocé en un nuevo tubo de
recoleccién de 1.5 mL y se le agregaron 14 pL de agua libre de RNasa directamente al
centro de la membrana de la columna. La columna se centrifugé durante 1 minuto a la
maxima velocidad para eluir el RNA.

13) El RNA extraido se cuantificé con el Espectrofotometro (Nanodrop) de Microplaca de
EPOCH2TC® de BioTek, EUA.

Sintesis de cDNA
La sintesis de cDNA se realizé mediante el estuche TagMan MicroRNA Reverse Transcription de

Applied Biosystems® (Alemania) de la siguiente manera:

Para preparar la mezcla de reaccién de transcripcion reversa (TR) se realizé lo siguiente:
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1.

En un tubo de microcentrifuga se preparé una mezcla con 0.15 pL de dNTPs, 1 uL de
transcriptasa reversa MultiScribe®, 1.5 uL de buffer RT, 0,19 pL de inhibidor de RNasa
y 4.16 pL de agua libre de nucleasas obteniendo un volumen total de la mezcla RT de 7
ML.

La mezcla se homogeneiz6 de forma manual y después se centrifugd brevemente para

depositar el contenido en el fondo del tubo. Después de esto, el tubo se colocd en hielo.

Para preparar la reaccion TR:

1.

Del Primer RT 5X se obtuvieron 3 puL y se combinaron con 5 L de plantilla bicatenaria
(mostradas en la Tabla 3) en un tubo de reaccién (5 uL deben contener 1-10 ng de
plantilla bicatenaria). Se mezclaron adecuadamente y después se centrifugaron
brevemente para depositar el contenido en el fondo del tubo.

La muestra se incubd a 85 °C durante 5 minutos y posteriormente a 60 °C durante 5
minutos para luego colocarla en hielo y volverla a incubar.

A la mezcla obtenida se le agregaron 7 puL de mezcla de reaccién TR a cada tubo de
reaccion y después se centrifugd brevemente para depositar el contenido en el fondo de
los tubos. Los tubos se colocaron en hielo.

Finalmente, la mezcla se sometid al siguiente programa de calentamiento en un
termociclador (LightCycler®, Roche, Alemania): La fase de TR se realizé con una
temperatura de 16 °C por 30 min y después a 42 °C, posteriormente a una temperatura
de 85 °C por 5 min y la fase de mantenimiento a 4 °C.

El producto de la reacciéon RT se almacend a una temperatura de entre —25 y —15 °C

durante maximo una semana.

Tabla 3. Lista de secuencias de miRNAs maduros.

Ensayo ID en miRBase Numero de acceso Secuencia
en miRBase
MiRNAs de estudio
2222 hsa-miR-1-3p MIMAT0000416 UggAAUgUAAAQAAg
UAUgUAU
2438 hsa-miR-21-3p MIMAT0004494 CAACACCAgUCgAU
gggCuUgu
2279 hsa-miR-31-5p MIMAT0000089 AggCAAgAUgCUggC
AUAgCU
2216 hsa-miR-128-3p MIMAT0000424 UCACAgUgAACCggU
Cucuuu
2246 hsa-miR-133a-3p MIMATO0000427 UuuUgguUCCCCUUCA
ACCAgCUg
2676 hsa-miR-144-3p MIMAT0000436 UACAgUAUAgAUgA
UgUACU
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510 hsa-miR-206 MIMAT0000462 UggAAUgUAAGgAAg

UgUgUgg
miRNA de referencia
1973 RNA U6 U6 snRNA 107 nucleétidos

Amplificacién por PCR
A partir del cDNA obtenido se realizo el analisis de expresion por gRT-PCR con el estuche comercial

TagMan de Applied Biosystems® (Alemania) de la siguiente forma:

1. Las muestras de cDNA y la mezcla de RT se descongelaron, se agitaron suavemente y
luego se centrifugaron brevemente para llevar el contenido al fondo del tubo.

2. En un tubo de microcentrifuga se colocaron los siguientes reactivos: 0.50 uL del TagMan
Small RNA Assay (20X)®, 5 yL de la mezcla de RT-PCR, 3.84 pL de agua libre de nucleasas
obteniendo un volumen total de la mezcla de reaccion de PCR de 9.34 L.

3. La mezcla de PCR se agité en vortex para homogeneizarla, después se centrifugd
brevemente para depositar el contenido en el fondo del tubo.

4. La amplificacion se inicio activando la DNA polimerasa a 95 °C durante 10 minutos, seguido
de 40 ciclos, cada uno de los cuales consistio en desnaturalizacion a 95 °C durante 15
segundos y la extension a 60 °C durante 60 segundos. Finalmente, se realizé una
renaturalizacion que consistié en 95 °C durante 10 segundos, 65 °C durante 60 segundos y

95 °C durante 1 segundo.

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se analizaron con el programa SPSS v24.0. (IBM Corp. Released 2016). Todas las

pruebas se realizaron bajo intervalos de confianza del 95% y se considerd un valor alfa < 0.05.
Para todos los analisis estadisticos primeramente se exploré la distribucidon Gaussiana de los datos
mediante la prueba de Shapiro-Wilk (N < 30).

Para llevar a cabo el analisis de comparacién de los miomiRNAs en los 2 grupos (ambulatorio y no
ambulatorio) se utilizé la prueba de analisis de t de Student cuando los datos mostraron una
distribuciéon normal. Por el contrario, cuando los datos no tuvieron una distribucién normal se realiz6
la prueba U de Mann-Whitney. Para los analisis de correlacion entre los miomiRNAs y la funcion
muscular se realizé la correlacion de Pearson cuando los datos tuvieron una distribucion normal.
En contraste, si los datos no tuvieron una distribucidn normal se realizé una correlaciéon de

Spearman.
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ASPECTOS ETICOS

Tipo de riesgo para los pacientes:
De acuerdo con el Reglamento de la Ley General De Salud en materia de Investigacion para la
Salud, Norma Oficial Mexicana NOM-004-SSA3-2012, esta investigacion se considero de riesgo
minimo debido a que se trata de un estudio prospectivo en el que se realizan procedimientos
comunes en examenes fisicos o psicolégicos de diagndsticos o tratamiento rutinarios, como
pesar al sujeto, extraccién de sangre por puncidon venosa en nifios y adolescentes en buen
estado de salud con frecuencia maxima de dos veces a la semana y volumen maximo de 450
ml en dos meses, ejercicio moderado (esfuerzo moderado que acelera perceptiblemente el

corazon como andar a paso ligero, montar en bicicleta o bailar) en voluntarios sanos.

Carta de consentimiento
Consentimiento por escrito:

- Alos Padres o tutores se les otorgd un consentimiento de informado en el que se indico
debidamente los objetivos, métodos, posibles beneficios y riesgos previsibles del
experimento, asi como la posibilidad de abstenerse de participar o retirarse en cualquier
momento. (Anexo 1)

- Alos pacientes de 8 a 17 afios se les entregd una carta de asentimiento en donde se
explico con lenguaje comprensible los objetivos, beneficios y riesgos potenciales del
experimento. El paciente dio su asentimiento a participar o no en la investigacion, ademas

del consentimiento del representante legal, (Anexo 2).

Registro ante la Comision Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS:

R-2018-785-089.

Beneficios de participacion:
e Realizacion y explicacion del diagndstico molecular.
¢ Informacion sobre la concentracién de glucosa, triglicéridos y colesterol en sangre.

e Asesoramiento nutricional llevado a cabo por un Nutridlogo.
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RESULTADOS
Edad, antropometriay marcadores de dafio muscular

En la Tabla 4 se muestran la edad, los datos antropométricos, los marcadores de dafio muscular y
los puntajes de las escalas de funcién y fuerza muscular en los grupos de pacientes ambulatorios
y no ambulatorios. Los resultados nos muestran que la edad, el peso corporal, la talla y los puntajes
de las escalas de Brooke, GMFCS y Vignos fueron significativamente mayores y el puntaje de la
escala de MRC significativamente menor, en el grupo de pacientes no ambulatorios en comparacién
con el grupo ambulatorio. Por el contrario, podemos observar que los valores de CK y las
transaminasas (AST y ALT) fueron significativamente mayores en el grupo de pacientes

ambulatorios en comparacion con los no ambulatorios (p <0.05).

Tabla 4. Edad, antropometria, marcadores de dafio muscular y escalas de fuerza y funcion muscular en

pacientes ambulatorios y no ambulatorios con DMD.

VARIABLE GRUPO GRUPO NO VALOR DE p
AMBULATORIO AMBULATORIO
Edad, anos
6.58 + 2.57 13.18 £ 1.3 <0.0012
Antropometria
Peso corporal (Kg) 17.95 (11.70, 48.8) 39.2 (22.2,53.4) 0.006°
Talla (cm) 111.10 £16.33 149.48 + 14.08 <0.001°
Percentil de IMC 31.5(1,97) 6(1,77) 0.090°
Marcadores de dafio muscular
CK (U/L) 14,661 + 7371 5,842.67 + 1,601 0.0092
AST (U/L) 199.61 £ 66.77 97.67 £ 18.82 0.0012
ALT (U/L) 268.22 + 95.47 83.67 £ 32.13 <0.001°
Escalas de fuerzay funcién muscular
Brooke (score) 2(1,3) 3(2,4) <0.001°
MRC (%) 91 (80, 100) 71(43,77) <0.001°
GMFCS (score) 2(1,2) 5 (4, 5) <0.001°
Vignos (score) 3(2,4) 9(9,9) <0.0012

DMD; distrofia muscular de Duchenne, IMC; indice de masa corporal, CK; creatina fosfocinasa, AST,; aspartato
aminotransferasa, ALT; alanina aminotransferasa, MRC; Medical Research Council, GMFCS; sistema de clasificacion de

la funcién motora gruesa. 2t de Student, (promedio + DE). ® U Mann-Whitney (mediana [min,max]).




Espectro de mutaciones identificadas en la poblacién de pacientes con DMD estudiada.

En la Figura 7 podemos observar el espectro mutacional de los 24 pacientes con DMD incluidos en eta investigaciéon. De acuerdo con lo
encontrado, los datos muestran que la gran mayoria de las mutaciones detectadas por PCR multiplex (mPCR) o por amplificacion de sondas
multiples ligadas (MLPA) se encuentran en el punto caliente (Hot Spot) entre los exones 45-55. Solamente el paciente 5 al cual se le realiz6
secuenciacién mostré una eliminacién casi completa del gen DMD. A 4 pacientes se les realizo el diagndstico mediante inmunohistoquimica

de tejido muscular.

Secuencia exdnica del gen DMD

A RSEILELERR R SR R EER EELEPEEER RIS S I R PR R R bkt bt SN N
P1 Amb. = = EIli_48,50 (mPCR) Out of frame
P2 Amb. = Eli_52 (mPCR) Out of frame
P3 Amb. —— = FEli_45-47,50-52 (MLPA) Out of frame
P4 Amb. *
P5 Amb. Eli 1-67 (Secuenciacién) ~ Outof frame
] Amb. — Eli_50 (mPCR) Out of frame
P7 Amb. - - Eli_48,50 (mPCR) Out of frame
P8 Amb. *
P9 Amb. Dup_46-61 (MLPA) Out of frame
P10 Amb. == Dup_53,54 (MLPA) Out of frame
P11 Amb. *
3 P12 Noamb. — Eli_51-52 (mPCR) In frame
t (P13 Noamb. — Eli_51-52 (mPCR) In frame
2 (P14 Amo. ————————  Eli 4552 (MLPA) Out of frame
& |P15 Amb. — = Eli_4850-52 (mPCR) Out of frame
P16 Noamb. *
P17 Amb. = Eli_51(MLPA) Out of frame
P18 Amb. —— Eli_53-55 (MLPA) Out of frame
P19 Noamb. = Eli_44 (mPCR) Out of frame
P20 Amb. — — Eli_48,50 (mPCR) Out of frame
P21 Amb. ———  Eli_45-52 (MLPA) Out of frame
P22 Noamb. —— Eli_51-53 (MLPA) Out of frame
P23 Noamb. - = — Eli_45, 48, 50-52 (mPCR) Out of frame
P24 Amb. — Eli 45 (mPCR) Out of frame
Fig. 7. Espectro mutacional de pacientes ambulatorios y no ambulatorios con DMD. —— Eliminacion. —— Duplicacién. * Diagnostico realizado mediante

inmunohistoquimica. Gen DMD; Verde: dominio de unién a actina, azul; dominios tipo baston; amarillo: repetidos tipo espectrina; rojo: dominio C terminal. Amb: ambulatorio;
No amb: no ambulatorio; mPCR: PCR multiplex; MLPA: amplificacion de sondas multiples ligadas; Eli: eliminacion; Dup: duplicaciéon; In frame: dentro del marco lectura;

Out of frame: fuera del marco lectura.
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Comparacién de los niveles de expresion del miR-31y los miomiRNAs circulantes en
pacientes ambulatorios y no ambulatorios

Los resultados que mostramos a continuacion nos permitieron cumplir con nuestro primer objetivo,
el cual tuvo la finalidad de realizar una comparacion de los niveles de expresion del miR-31 y de los
miomiRNAs circulantes entre el grupo ambulatorio y no ambulatorio. Los resultados son los

siguientes:

En la Figura 8 se observa que los niveles de expresion del miR-31-5p fueron significativamente
mayores en los pacientes ambulatorios en comparacion con los no ambulatorios (p = <0.05). Al
comparar los niveles de expresion de los miomiRNAs, observamos que la expresiéon del miR-1-3p
sélo mostré una tendencia a ser mayor en el grupo ambulatorio (Figura 9A) mientras que el miR-
133a-3p y miR-206 fueron significativamente mayores en el grupo de pacientes ambulatorios en

comparacion con el grupo de pacientes no ambulatorios (Figura 9B y 9C).
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-2.5000
Ambulatorio No ambulatorio

Fig. 8. Expresion del miR-31-5p en pacientes ambulatorios y no ambulatorios. El andlisis de comparacién se realizé
mediante la Prueba U de Mann-Whitney. Las unidades relativas de expresion del miR-31-5p se presentan como Log1o
para una mejor presentacion de los graficos.
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Fig. 9. Expresioén de los miomiRNAs circulantes en pacientes ambulatorios y no ambulatorios. (A) miR-1-3p, (B) miR-133a-3p y (C) miR-206. El analisis de comparacion
se realiz6 mediante la Prueba U de Mann-Whitney. Las unidades relativas de expresién del miR-1 3p, miR-133a-3p y miR-206 se presentan como Log1o para una mejor

presentacion de los graficos.

44

——
| —



miR-31y miomiRNAS en pacientes menores y mayores de 7 aios.

Nuestros hallazgos mostraron que el miR-31-5p no mostré una expresion significativa (Figura 10).
Con respecto a los niveles de expresion de los miomiRNAs circulantes, Unicamente el miR-1-3p
mostrd una expresion significativa mayor en el grupo de pacientes < 7 anos (p <0.05; Figura 11A)
en comparacién con los > 7 afnos, mientras que la expresion del miR-133a-3p y miR-206 (Figura

11B y 11C) so6lo mostraron una tendencia a ser mayor en aquellos pacientes < 7 afos.

p=0.128
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-0.5000

-1.0000 -
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-2.0000

-2.5000
<7 anos > 7 afios

Fig. 10. Comparacion de los niveles de expresién del miR-31-5p en pacientes < 7 y >7 afios. El valor de p se obtuvo
mediante la prueba U de Mann-Whitney. Las unidades relativas de expresién del miR-31-5p se presentan como Log1o

para una mejor presentacion de los graficos.
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Fig. 11. Comparacion de los niveles de expresion de los miomiRNAs circulantes en pacientes < 7 y >7 afos. (A) miR-1-3p, (B) miR-133a-3p y (C) miR-206. El valor
de p se obtuvo mediante la prueba U de Mann-Whitney. Las unidades relativas de expresion del miR-1 3p, miR-133a-3p y miR-206 se presentan como Log1o para

una mejor presentacion de los graficos.
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Correlacién entre los niveles del miR-31 y los miomiRNAs circulantes y los
marcadores de dafio muscular (CK, AST y ALT).

El analisis de correlacion entre los niveles de expresion del miR-31 y de los miomiRNAs circulantes
y los marcadores de dafio muscular (CK, AST y ALT) nos permitié cumplir con nuestro segundo

objetivo. Los resultados que obtuvimos fueron los siguientes:

CK

Referente a la correlacion entre la concentracion de CK con la expresion de los miRNAs, en la
Figura 12 podemos observar una correlacion significativa entre los niveles de expresion del miR-
31-5p con la concentracion de la CK (r = 0.420, p = 0.020). Ademas, la correlacién entre los niveles
de expresion de los miomiRNAs con la concentracion de la CK tuvo un comportamiento similar,
mostrando una correlacion significativa entre el miR-1-3p (r = 0.415, p = 0.022; Figura 13A), miR-
133a-3p (r = 0.582, p = 0.001; Figura 13B) y miR-206 (r = 0.659, p = <0.001; Figura 13C) con la

concentracion de la CK.
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Fig. 12. Correlacion entre la expresion del miR-31 con la CK. El andlisis de correlacion se realizé utilizando la prueba de

Spearman.
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Fig. 13. Correlacion entre la expresion de los miomiRNAs circulantes con la CK. (A) miR-1-3p, (B) miR-133a-3p y (C) miR-206. El analisis de correlacion se realizé

utilizando la prueba de Spearman.
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AST

Con respecto a la correlaciéon entre la AST y los miRNAs, nuestros resultados muestran una
correlacion significativa entre el nivel de expresiéon del miR-31-5p (r = 0.609, p = 0.001; Figura 14),
el miR-1 (r = 0.406, p = 0.024; Figura. 15A), el miR-133a-3p (r = 0.656, p = <0.001; Figura 15B) y
el miR-206 (r = 0.741, p = <0.001; Figura 15C) con la concentracién de la AST.
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Fig. 14. Correlacion entre la expresion del miR-31 con la AST. El analisis de correlacion se realizé utilizando la prueba de

Spearman.
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Fig. 15. Correlacion entre la expresion de los miomiRNAs circulantes con los niveles de AST. (A) miR-1-3p, (B) miR-133a-3p y (C) miR-206. Correlacion de Spearman.

El analisis de correlacion se realizé utilizando la prueba de Spearman.
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ALT

De igual manera, la correlacion realizada entre la ALT y los miRNAs nos muestra una correlaciéon
significativa entre los valores de expresién del miR-31-5p (r = 0.538, p = 0.003; Figura 16), el miR-1-
3p (r=0.397, p = 0.027; Figura 17A), el miR-133a-3p (r = 0.664, p = <0.001; Figura 17B) y el miR-
206 (r = 0.676, p = <0.001; Figura 17C) con la concentracion de la ALT.
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Fig. 16. Correlacion entre la expresion del miR-31 con la ALT. El analisis de correlacion se realizé utilizando la prueba de

Spearman.
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Correlacion entre la expresion del miR-31 con la expresion de los miomiRNAs

El analisis de correlaciéon entre la expresion del miR-31 con la expresion de los miomiRNAs

circulantes nos permitié cumplir con nuestro tercer objetivo. Los resultados que obtuvimos fueron

los siguientes:

Los resultados muestran que existe una correlacion significativa en la expresion de cada uno de

los miRNAs estudiados (p <0.05). Como observamos en la Tabla 5, la expresién del miR-31-5p

mostrd una correlacion fuerte con la expresion del miR-206 (r = 0.768, p = <0.001) y del miR-133a-

3p (r=0.668, p=<0.001). Con respecto a la expresion de los miomiRNAs, los resultados muestran

una correlacion fuerte entre el miR-133a-3p y el miR-206 (r = 0.939, p = <0.001).

Tabla 5. Correlacion entre el nivel de expresion del miR-31 con la expresién de los miomiRNAs.

Correlacion entre los miRNAs circulantes analizados *

miR-31-5p miomiRNAs
miR-31-5p miR-1-3p miR-133a-3p miR-206
iR-1-3
miee r=0.348 ] ] ]
p =0.048
iR-133a-3
mirEasase r=0.668 r=0567 ] ]
p = <0.001 p = 0.002
miR-206
r=0.768 r=0.550 r=0.939 i
p = <0.001 p = 0.003 p = <0.001

* El andlisis de correlacion se realizé utilizando la prueba de Spearman.
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Correlacion entre los niveles de expresion del miR-31 y de los miomiRNAs
circulantes con los valores de score de las escalas de funcién muscular.

El analisis de correlacion entre los niveles de expresion del miR-31 y de los miomiRNAs circulantes
con los valores de score de las escalas de funciéon muscular nos permitieron cumplir con nuestro

cuarto objetivo a partir del cual obtuvimos los siguientes resultados:

miR-31

En la Figura 18 podemos observar una correlacion débil (r = -0.393, p = 0.029) entre los niveles
de expresion del miR-31-5p con el puntaje de la escala de Vignos. Con respecto a las escalas de
Brooke (r =-0.248, p =0.121), el porcentaje de MRC (r = 0.291, p = 0.95) y del GMFCS (r = -0.245,
p =0.122) no mostraron una correlacion significativa con la expresion de ninguno de los miRNAs

estudiados.
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Fig. 18. Correlacion entre la expresion del miR-31-5p con el puntaje de escala de Vignos. El analisis de correlacion se
realizé utilizando la prueba de Spearman. Las unidades relativas de expresion del miR-31-5p se presentan como Log1o

para una mejor presentacion de los graficos.




miomiRNAS

miR-1

Como se muestra en las Figuras 19A y 19B observamos que el score de las escalas de Vignos
(r=-0.313, p=0.068) y del GMFCS (r = -0.340, p = 0.052) mostraron una tendencia a correlacionar
de manera negativa con los niveles de expresion del miR-1-3p. Por otro lado, el puntaje de la
escala de Brooke (r =-0.060, p=0.390) y el porcentaje del MRC (r = 0.234, p = 0.147) no mostraron

una correlacion significativa (p <0.05) con la expresién del miR-1-3p.
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Fig. 19. Correlacion entre la expresion del miR-1-3p con el puntaje de la escala de (A) Vignos y (B) GMFCS. El analisis
de correlacion se realizé utilizando la prueba de Spearman. Las unidades relativas de expresion del miR-1 3p, se

presentan como Log1o para una mejor presentacion de los gréficos.




miR-133

Con respecto a los niveles de expresion del miR-133 encontramos que su expresién se correlaciona de manera moderada con el score
de la escala de Vignos (r = -0.533, p = 0.004; Figura 20A) y con el porcentaje del MRC (r = 0.431, p = 0.023; Figura 20B). Aunque el
puntaje de la escala del GMFCS tendi6 a correlacionar con la expresion del miR-133a-3p (r = -0.328, p = 0.059; Figura 20C). Por lo

contrario, el score de la escala de Brooke no mostré correlacion (r = -0.299, p = 0.140) con los niveles de expresién del miR-133.
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Fig. 20. Correlacion entre la expresion del miR-133a-3p con el puntaje de la escala de (A) Vignos, (B) porcentaje de MRC y (C) el GMFCS. El analisis de correlacién
se realiz6 utilizando la prueba de Spearman. Las unidades relativas de expresion del miR-133a-3p se presentan como Log+o para una mejor presentacion de los
gréficos.
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miR-206
Referente a los niveles de expresion del miR-206, encontramos que esta expresion correlaciona de manera moderada con el puntaje de
la escala de Vignos (r=-0.469, p = 0.010; Figura 21A) y de manera positiva con el porcentaje de MRC (r=0.438, p = 0.021; Figura 21B).

Por lo contrario, el score de las escalas de Brooke (r=-0.231, p = 0.138) y del GMFCS (r = -0.320, p = 0.064) no mostraron una correlacion

significativa.
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Fig. 21. Correlacion entre la expresion del miR- 206 con el puntaje de la escala de (A) Vignos y (B) el porcentaje del MRC. Correlacion de Spearman. El analisis de
correlacion se realizé utilizando la prueba de Spearman. Las unidades relativas de expresion del miR-206 se presentan como Log1o para una mejor presentacion de los
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DISCUSION

La distrofia muscular de Duchenne es una de las enfermedades neurodegenerativas mas letales en
los nifios, debido a la ausencia de la proteina distrofina, lo que provoca inestabilidad sarcomérica
en el musculo esquelético y, cuya complicacion principal es la pérdida de la capacidad funcional

muscular de los pacientes afectados.%' %2

En la actualidad, los métodos para el diagnéstico, asi como para el monitoreo de la funcién muscular
antes, después y durante el tratamiento son limitados. Los marcadores de dafio muscular dentro de
los cuales se incluyen a la CK y a las transaminasas (AST y ALT) son utilizados para monitorear y,

en algunos casos, identificar una enfermedad muscular existente >3

En nuestro estudio podemos observar que la concentracion de CK circulante en pacientes
ambulatorios es mayor que la de pacientes no ambulatorios. A pesar de que sabemos que esta
enzima es el marcador de dafio muscular mas utilizado, en la mayoria de las unidades hospitalarias
es de gran utilidad por ser una prueba asequible, sensible y econdmica para realizar, aunque esta
no es especifica ya que solo puede detectar entre un 50-70% de pacientes con DMD. Su elevacion
se ve influencia por diferentes factores, como la edad, la actividad fisica, una cirugia reciente,
enfermedad activa (crisis epilépticas, miopatia, rabdomidlisis) o incluso algtn traumatismo, ?” por lo

que el analisis de este unico elemento limita el diagnéstico y seguimiento de los pacientes con DMD.

De igual manera, las concentraciones circulantes de AST y ALT son mas altas en los pacientes
ambulatorios que en aquellos que aun no han perdido la capacidad para deambular. Aunque estos
marcadores son producidos principalmente en el higado, también pueden expresarse en el misculo
esquelético, por lo que, su elevacidn esta relacionada con el dafio muscular?® En 2011, McMillan y
cols. informaron que los valores de ALT se elevan hasta 22.6 veces, respecto al limite normal en
pacientes con DMD.ss Sin embargo, nosotros observamos que la ALT fue de 8-9 veces mas alto que

el valor superior normal en los pacientes estudiados.

Por lo tanto, dado que la CK sérica se encuentra considerablemente elevada cuando ocurre una
lesién del musculo, asumimos que las transaminasas también son liberadas a circulacion debido al
dafio en la membrana de las fibras musculares, esto sucede en la DMD. Por lo que, la medicion
simultanea de estos tres marcadores de dafio muscular permite identificar de manera oportuna una

enfermedad muscular activa.®®

Debido a las limitantes que presentan los biomarcadores actuales para el monitoreo del progreso y
tratamiento de la DMD, los miRNAs representan hoy en dia un elemento cuantificable eficaz que

pueden restringir las limitantes antes mencionadas. Estos RNAs no codificantes ejercen una funcion
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importante al regular la expresién génica a nivel postranscripcional y su expresion es de utilidad en
diversas patologias como el cancer, enfermedades cardiacas, neurolégicas y musculares.ss El miR-
31 y los miomiRNAs circulantes (miR-1, miR-133 y miR-206), tienen un papel en el mantenimiento
y la regeneracion del musculo esquelético.®® 4° Debido a esto, en la actualidad los estudios de las
patologias musculares estén enfocados en ellos como un método no invasivo en el monitoreo de la

enfermedad.

Nuestro estudio evalud el nivel de expresion que tuvieron los miomiRNAs circulantes y el miR-31
en los pacientes con DMD que conservan la capacidad para deambular y en pacientes que
perdieron esta capacidad. Los resultados mostraron que existe una mayor expresion del miR-31,
miR-133 y miR-206 en los pacientes que aun tienen conservada la funcion muscular y no han
perdido la capacidad para caminar. Estos hallazgos coinciden con estudio previos, especificamente
la expresion de los miomiRNAs séricos se ha reportado elevada en pacientes ambulatorios.3": 38 3%
40 De acuerdo con Mitchell et al. en 2008 y Mizuno et al. en 2011, la mayor cantidad de miRNAs
séricos en pacientes ambulatorios puede ser en parte debido a que estos podrian formar parte de
particulas exosomales o0 a que exista un aumento en la fuga o secrecién de miRNAs del musculo y
no por ningin cambio en los niveles de expresion en el musculo esquelético.*® %° Lo antes
mencionado nos sugiere que durante las primeras etapas de la enfermedad, los pacientes
ambulatorios presentan una mayor degeneracion del musculo esquelético. Como consecuencia, los
sistemas de regeneracion muscular (incluida la miogénesis), se encontraran mas activados para
reparar el dafo. Sin embargo, dado que existe la ausencia de la distrofina, la reparacién no podra
llevarse a cabo, por lo tanto, el musculo esquelético no podra regenerarse lo que dara como
resultado una destruccion y una degeneracién de este, con un aumento de los miomiRNAs

circulantes convirtiéndose en un circulo vicioso.

Es importante mencionar que nuestro estudio es uno de los primeros en comprobar que existe una
correlacion entre los marcadores de dafio muscular (CK, AST y ALT), con los niveles de expresion
del miR-31 y de los miomiRNAs circulantes. Esto indica que entre mayor sea la liberacion del
marcador de dafio muscular, mayor sera el nivel de expresion de estos miRNAs y esto pudiera ser
explicado debido a que al inicio de la enfermedad, la destruccién del musculo se encuentra muy
activa, lo que provoca un aumento en la liberacién de los marcadores de dafio muscular y de los

miRNAs a circulacion.

Los miRNAs presentan ventajas sobre los demas elementos bioquimicos, principalmente debido a
que sus niveles séricos son estables, reproducibles y consistentes entre individuos de la misma
especie, asi como una expresion tejido-especifica, por lo que su utilidad resulta ser mayor en

comparacion con los elementos de evaluacion disponibles.*
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Con estos datos podemos resaltar que, tanto los marcadores de dafo muscular como los miRNAs,
se encuentran aumentados en gran medida en el suero de los pacientes ambulatorios con DMD
que usualmente es el momento en el que se realiza el diagnéstico de la enfermedad y disminuyen
conforme avanza la edad a medida que la masa muscular es reemplazada por tejido adiposo. Es
posible que los niveles de estos elementos en sangre sean proporcionales a la cantidad de fibras
musculares que se estan regenerando, las cuales son abundantes en los pacientes mas jovenes

en comparacion con los de mayor edad las cuales se encuentran fibréticas.°

La mayor cantidad de fibras musculares que se estan regenerando en los pacientes jovenes indica
la importancia que tiene la edad en la DMD,%° esto también es apoyado por los resultados de la
presente investigacion que muestran una mayor expresién de los miRNAs en los pacientes de
menor edad. De acuerdo con los hallazgos reportados por Mazzone et al. en 2011, la mayoria de
los nifios menores de 7.5 afios, muestran poco o ningun deterioro causado por la enfermedad, en
comparacion con los nifios mayores de esta edad que, en su mayoria, presentan un deterioro mucho
mas marcado.’" En nuestro estudio, al comparar los niveles de expresion de los miRNAs en
pacientes <7 afios con aquellos nifios >7 afios observamos que solo los niveles de expresion del
miR-1 son mayores en los pacientes de menor edad (<7 afios). A nuestro conocimiento, no existe
un estudio similar reportado que nos permita explicar nuestros resultados. Sin embargo, podemos
hipotetizar que, a una edad temprana, la poza de células satélites musculares es suficiente para
llevar a cabo la regeneracién del musculo dafado y, como consecuencia, existira una liberacion de
miomiRNAs en el torrente sanguineo que se encontrara elevada por un tiempo limitado. Conforme
avance la edad, la miogénesis se vera afectada completamente, lo que conllevara a una
degeneracién progresiva de las fibras musculares manifestada por una pérdida de la capacidad
para la deambulacion, asi como una disminucién de los niveles de expresion de los miomiRNAs

circulantes y los marcadores de dafio muscular.

Asimismo, nuestros datos muestran que a medida que aumenta la expresion del miR-31 también
aumenta la expresion de los miomiRNAs circulantes. A su vez, la expresién de los miomiRNAs
también se correlaciond entre ellos, siendo la correlacidon mas fuerte entre el miR-133 y el miR-206.
No existen estudios en los que se reporte la expresion del miR-31 y de los miomiRNAs en la DMD,
la unica evidencia fue reportada por Bonanno, S. et al en el 2020 pero en pacientes con atrofia
muscular espinal. Nuestros resultados son consistentes con los reportados por estos autores,
quienes determinaron el perfil de expresion de los miomiRs en el suero de 21 pacientes pediatricos
(8 nifios y 13 nifias) con una edad media de 13.9 + 9.63 meses con atrofia muscular espinal antes
y después de los 6 meses de tratamiento con Nusinersen (oligonucleétido antisentido que inhibe al
silenciador del splicing N1, situado en el intron 7 del gen SMN2, promoviendo la inclusion del exon
7 en el mMRNA, de esta manera se lleva a cabo la sintesis completa de la proteina SMN2 para suplir

el déficit de la proteina SMN1). Los autores reportaron una correlacion significativa en los niveles
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de expresion entre; el miR-133 y el miR-206 (antes del tratamiento: r = 0.93, p = 0.0001; después
del tratamiento: r = 0.63, p = 0.003), entre el miR-133a y el miR-1 (antes del tratamiento: r = 0.67, p
= 0.0008; después del tratamiento: r = 0.67, p = 0.0008); pero la correlacion entre el miR-206 y el
miR-1 no fue significativa al inicio del estudio, pero si al final de este (r = 0.46, p = 0.03). Nuestros
resultados junto con los reportados por Bonanno y colaboradores sugieren por primera vez que los
niveles de expresion de estos miRNAs en la DMD son sinérgicos y podrian ser de utilidad al evaluar

la respuesta a algun tratamiento en especifico.%

En este estudio, también evaluamos la capacidad funcional utilizando las escalas de fuerza
(GMFCS y MRC) y funcién (Vignos y Brooke) muscular. Las escalas de Brooke y Vignos son rapidas
y faciles de aplicar, ademas, nos permiten evaluar las funciones de las extremidades superiores e
inferiores respectivamente, por lo que, su aplicacion resulta de gran utilidad para los pacientes con
DMD.%" Los resultados de esta investigacion indican que el score de la escala de Vignos se
correlaciona con los niveles de expresion del miR-31, miR-133 y miR-206, lo que sugiere que, a
mayor funcién muscular, mayor es la expresion de los miomiRNAs. Esto demuestra que los niveles

elevados de los miomiRNAs se relacionan con una fuerza y funcién muscular conservada.

A pesar de que la escala de Brooke es una herramienta de utilidad para evaluar la funcién de las
extremidades superiores, no observamos correlacién entre el score de esta escala con los valores
de expresion de los miRNAs analizados.®® Esto se podria deber a que, en las primeras etapas de la
enfermedad, los grupos musculares de las extremidades inferiores son los primeros que se ven
afectados, a diferencia de los superiores cuya afectacion resulta mas tardia. De acuerdo con
Bushby, K. et al. en 2011, los puntajes de la escala de Brooke generalmente muestran una
disminucién funcional entre los 7-18 afios.%® Dado que nuestra poblacion corresponde a nifios con
edades de entre 6 a 10 afios en su mayoria, el deterioro de los grupos musculares de las
extremidades superiores ocurrira conforme progrese la enfermedad vy, por lo tanto, se debera de

realizar su evaluacion en etapas posteriores.

Con respecto a la evaluaciéon de las escalas de fuerza muscular (GMFCS y el % del MRC), los
resultados muestran que el score del porcentaje del MRC se correlacioné con el miR-133 y con el
miR-206, mientras que el score del GMFCS no mostré correlacién con ninguno de los miRNAs
analizados. Actualmente no existen estudios que nos ayuden a explicar estos resultados. Sin
embargo, una posible hipétesis es que en el caso del GMFCS, esta escala realiza una evaluacion
muy general e inespecifica de la fuerza muscular cuyo rango de referencia se limita a si puede
deambular o no. En el caso del % del MRC, a pesar de que se evaluan varios grupos musculares
tanto de extremidades superiores e inferiores, el score obtenido es dependiente de la percepcion
de quien realiza la evaluaciéon. Independientemente de lo antes mencionado, los datos muestran

que los puntajes de las escalas se encuentran elevados conforme el deterioro de la enfermedad es

( )
L o )



mas acentuado. Por lo tanto, la inclusidon de dichas escalas en la evaluacién de la capacidad
funcional muscular en los pacientes con DMD pudiera ayudarnos a tener una mayor certeza del

verdadero grado de afectacién muscular de forma generalizada.

Este estudio tiene algunas limitaciones. En nuestro estudio, el tamafio de la poblacion analizada es
relativamente pequefio. Los pacientes se agruparon en ambulatorios y no ambulatorios sin evaluar
la capacidad funcional muscular intermedia. A pesar de estas limitaciones, nuestro estudio cuenta
con fortalezas muy importantes, siendo una de ellas que los pacientes incluidos no se encontraban
bajo tratamiento con glucocorticoides o ingesta de antioxidantes, de esta manera se realizd una
correcta evaluacion de la historia natural de la DMD sin verse alterada por algun factor externo,
principalmente por farmacos. Se realizd una comparacién importante entre los pacientes
ambulatorios y no ambulatorios lo que permite evaluar un contraste entre el inicio y la progresion
de la enfermedad. Finalmente, nuestra investigacidén proporciona datos importantes que apoyan el
disefo de estudios enfocados a confirmar si el mir-31 y los miomiRNAs podrian ser considerados

como biomarcadores potenciales para el seguimiento y monitoreo de la DMD.

CONCLUSIONES

e Los pacientes con distrofia muscular de Duhenne con mayor afectacion muscular y que han
perdido la capacidad para caminar, expresan menores niveles del miR-31 y de los
miomiRNAs circulantes que aquellos pacientes con menor afectacion y que aun conservan
la capacidad para deambular.

e Laelevacion de los marcadores de dafio muscular como la CK, AST y ALT se correlacionan
con el incremento de los niveles de expresion del miR-31 y de los miomiRNAs circulantes.

o El aumento del miR-31 se correlaciona con el incremento de los miomiRNAs: miR-133 y el
miR-206 circulantes en pacientes con distrofia muscular de Duchenne. Ademas, los niveles
en la expresién de estos miomiRNAs se correlacionan entre si de manera directa.

e Losniveles de expresién del miR-31 y de los miomiRNAs circulantes se encuentran elevados
en aquellos pacientes con una mejor fuerza y funcion muscular, mostrando una correlaciéon

con el puntaje de la escala de Vignos y con el porcentaje del MRC.

Los niveles del miR-31 y de los miomiRNAs circulantes se encuentran elevados en aquellos
pacientes con distrofia muscular de Duchenne que tienen una mejor funcién muscular, pero

disminuyen progresivamente a medida que ellos presentan un deterioro en la funcién muscular.
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PERSPECTIVAS

Los miRNAs podrian ser considerados como biomarcadores potenciales de la enfermedad ya que
su elevacion se relaciona con las condiciones fisiopatolégicas subyacentes en etapas iniciales, por
lo que se pueden considerar como una alternativa para el seguimiento, progreso y respuesta al

tratamiento en pacientes con diferente capacidad funcional muscular en la DMD.
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ANEXOS
i

ANEXO 1

@ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO
I SOCIAL UNIDAD DE EDUCACION,
INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

KIDAL Y SN 1A RIIAR SO 181

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE
INVESTIGACION (PADRES O REPRESENTANTES LEGALES DE NINOS O PERSONAS CON
DISCAPACIDAD)

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

No. de registro ante la CNIC

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

Justificaciéon y objetivo de estudio

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

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

Procedimientos

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

Primeramente, a su hijo se le tomara una muestra de sangre de una vena del brazo equivalente
a dos cucharadas o 10 mL de sangre distribuidos en un tubo morado con anticoagulante y un tubo
amarillo con gel separador.

Estas muestras seran utilizadas para medir los componentes que se llaman miRNAs que se
encuentran en la sangre, asi como también algunas moléculas que indican la severidad del dafio
oxidativo de su hijo.

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

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

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

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

Posibles riesgos y molestias

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

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio

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

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

Informacion sobre resultados

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

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

Privacidad y confidencialidad

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

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

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

Declaracion de consentimiento

Después de haber leido y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio:

No acepto que mi familiar o representado participe en el estudio.

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

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse al investigador
responsable:

Dra. Maricela Rodriguez Cruz de 8:00 a 16:00 hrs de lunes a viernes, al teléfono 5627-6900 en la
extension 22483. Laboratorio de Nutricion Molecular. Unidad de Investigacién Médica en Nutricion.
4to. Piso, Hospital de Pediatria. Centro Médico Nacional Siglo XXI. Instituto Mexicano del Seguro
Social. Ciudad de México, México. Correo electronico: maricela.rodriguez.cruz@gmail.com

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

Nombre y firma de ambos padres o Nombre y firma de quien obtiene el
tutores o representante legal consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccién, relacion y firma Nombre, direccién, relacion y firma
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ANEXO 2

3

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
@ UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD
IM$ COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

SLLILRIIALY SCHIIARIIAT SOT 1AL

CARTA DE ASENTIMIENTO EN MENORES DE EDAD (8 A 17 ANOS)

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

No. de registro ante la CNIC

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

Procedimientos: Si aceptas participar en este estudio, se les pedira a tus padres o a tu tutor que
te acompanien al laboratorio para que primeramente se te tome una muestra de sangre de una
vena de tu brazo equivalente a dos cucharadas o 10mL de sangre distribuidos en un tubo morado
y un tubo amarillo, después de 12 horas de ayuno. La sangre se utilizara para medir los
componentes que se llaman micro RNAs que estan circulando por toda tu sangre. Ademas, se les
pedira a tus padres y a ti que nos respondan una serie de cuestionarios sobre datos generales
como edad, las actividades que realizas diariamente y la frecuencia del consumo de algunos
alimentos para conocer tus habitos alimenticios. Ademas, un médico te hara unas pruebas para
conocer la fuerza y la funcion de tus musculos. Estas ultimas pruebas no te causaran ningun dolor
ya que solo consisten en generar movimientos con piernas y brazos. Todos estos procedimientos
nos tomaran aproximadamente de 1.5 hrs.

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

Tu participaciéon en el estudio es voluntaria, es decir, aun cuando tu papa o mama hayan dicho
que puedes participar, si tu no quieres hacerlo puedes decir que no. Es tu decision si participas o
no en el estudio.
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También es importante que sepas que, si en un momento dado ya no quieres continuar en el estudio,
no habra ningun problema, o si no quieres responder a alguna pregunta en particular, tampoco habra
problema.

Esta informacién sera confidencial. Esto quiere decir que no diremos a nadie tus respuestas o
resultados sin que tu lo autorices, solo lo sabran las personas que forman parte del equipo de este
estudio.

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

Si quiero participar

Nombre:

Nombre y firma de la persona que obtiene el asentimiento:

Fecha:
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ANEXO 3

3

@ Laboratorio de Nutricién Molecular, Unidad de Investigaciéon Médica en
Nutricion, Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund”, Centro
Im Médico Nacional Siglo XX, Instituto Mexicano del Seguro Social

LULBEIALY Y S 1A RITATS S09C 11

SISTEMA DE CLASIFICACION EN LA ESCALA DE VIGNOS

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

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

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

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

7: Camina con férulas largas, pero requiere apoyo para el equilibrio.
8: Se levanta con ayuda de férulas, pero no puede caminar aun con ayuda.
9: Confinado a una silla de ruedas.

10: Confinado a la cama.
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3

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

Im XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social

SLLEEIALR Y SO AT S0 1A

SISTEMA DE CLASIFICACION EN LA ESCALA DE BROOKES

Descripcion:

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

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

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

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

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

6: Sin funcidon de manos.
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3

@ Laboratorio de Nutricion Molecular, Unidad de Investigacién Médica en
Nutricion, Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund”, Centro Médico

Im Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social

ALY SO A RITIATY SO IAL

SISTEMA CLASIFICACION DE LA FUNCION MOTORA GRUESA (GMFCS, GROSS
MOTOR FUNCTION CLASSIFICATION SYSTEM)

Descripcion:

Nivel 1: Camina sin limitacion.

Nivel 2: Camina con limitacion.

Nivel 3: Camina usando un aparato de movilidad de mano o pies (férulas).
Nivel 4: Movilidad personal con dificultad.

Nivel 5: Transportado en silla de ruedas manual.
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3

@ Laboratorio de Nutricion Molecular, Unidad de Investigacion Médica en
|A/LSS Nutricion, Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund”, Centro Médico

Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social

SLLEEIALR Y SO AT S0 1A

MEDICAL RESEARCH COUNCIL

Descripcion:

Grado 5: Normal.

Grado 5 -: Debilidad perceptible.

Grado 4 +: Debilidad leve pero definitiva.

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

Grado 4 -: Pone minima resistencia.

Grado 3 +: Resistencia transitoria, pero colapsa abruptamente.

Grado 3: Movimiento activo contra la gravedad.

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

Grado 1: se puede apreciar o palpar movimiento o contraccién leve en el musculo.

Grado 0: ausencia total de movimiento.

La férmula para calcular el porcentaje de fuerza muscular mediante escala MRC es la
siguientes:

% MRC = suma total del puntaje x 100 / nimero de musculos valorados x 5
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[N ANEXO 4

@ Laboratorio de Nutricion Molecular, Unidad de Investigacion Médica en

Nutriciéon, Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund”, Centro Médico
Im Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social

LULBEIALY Y S 1A RITATS S09C 11

ANTROPOMETRIA

Nombre Clave del paciente
Fecha de Nacimiento Edad Sexo
Peso (Kg)

Talla (cm)

Circunferencia de cintura (cm)
Circunferencia de cadera (cm)
IMC (Kg/m2)
Percentil de IMC

Diagndstico de estado nutricio
Observaciones:
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\O)
IMSS

SLLEEIALRY SO0 1 ARIIATY 5011

Nombre

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

ANEXO 5

EVALUACION DE FUERZA Y FUNCION MUSCULAR

Clave

MRC

Derecha

Izquierda

Extensores
de cuello

Flexores del
cuello

Aductores de
los hombros

Rotador
externo del
hombro

Flexores del
codo

Extensores
del codo

Aductor del
pulgar

Interéseos

Imbrincados
de las manos

Flexores de la
pelvis

Extensores
de la pelvis

Flexores del
tobillo

Extensores
del tobillo

Brooke

Vignos

GMFCS

Tanner

—
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Y ANEXO 6

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

LULBEIALY Y S 1A RITATS S09C 11

CUESTIONARIO DE DATOS GENERALES Y ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES
. DATOS GENERALES
Nombre

Fecha de nacimiento (Dia/Mes/Afo)
Edad (anos)

Domicilio

Teléfono

Escolaridad: Primaria Secundaria Bachillerato
Licenciatura Posgrado

Origen:

Mexicano (especifique estado)
Extranjero (especificar)

Origen de los Padres

Padre
Mexicano (especificar estado) Extranjero (especificar)

Madre
Mexicano (especificar estado) Extranjero (especificar)

Abuelo Paterno
Mexicano (especificar estado) Extranjero (especificar)

Abuela Paterna
Mexicano (especificar estado) Extranjero (especificar)

Abuelo Materno
Mexicano (especificar estad) Extranjero (especificar)

Abuela Materna
Mexicano (especificar estado) Extranjero (especificar)
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Escolaridad de los Padres

Madre Primaria Secundaria Bachillerato
Licenciatura Posgrado
Padre Primaria Secundaria Bachillerato
Licenciatura Posgrado
1. ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES:
¢Vive? | Edad al Causa Diabetes | C.isquémica| Nefropatia | Dislipidemia | Obesid Distrofia| Otros
(Si/No) | Fallecimiento | Fallecimie| (Si/No) Diabética | (Si/No) ad
nto tipo (Si/No) (Si/No)
Padre
Madre
Hermanos
Otros
1. ANTECEDENTES
Tipo de distrofia
Edad de inicio de los sintomas
Edad al diagndstico
Primer sintoma
Usa silla de ruedas  si no
( |
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A qué edad dejo de caminar

Miembros inferiores:
Dificultad para subir escaleras

Levantarse de una silla

Levantarse de decubito dorsal

Levantarse de cuclillas
(Gowers)

Pararse de puntas

Caidas faciles

Limitacién del perimetro de la marcha

Miembros superiores:
Dificultad para levantarlos

Cargar cosas

Extenderlos
(flexion)

Cerrar o abrir las manos

Abrir frascos de botellas

Debilidad de cuello no si, inicio

Visién doble (diplopia) no si, inicio

Alteracion de movimientos faciales no si, inicio

Dificultad para deglutir (disfagia) no si, inicio

Dificultad para hablar (disartria) no si, inicio

Falta de aire (disefia) no si, inicio

Dolor muscular no si, inicio

Mioglobinuria (orina roja asociada o no a mialgias) no si, inicio

Calambres  no si, inicio

Problema visual no si, inicio

Problema auditivo no si, inicio

Tratamiento (no) (si),
Especificar

Rehabilitacién (no)(si)
Tipo

Suplementos vitaminicos o antioxidantes

Dosis, frecuencia, marca y tiempo
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Antecedentes personales patoldgicos:

Hipertensién arterial

Enfermedades del corazén (especificar)
Enfermedades del rifidn (especificar)
Enfermedad de la vesicula biliar (especificar)
Cirugias (especificar)

Otras (especificar)

Evaluaciéon de la actividad fisica:

¢ Practica alguna actividad? Si ¢, Cual?

Duracion: Minima/ Dia Veces por semana:

Obesidad:

Edad de inicio: afos

Peso maximo: Kg. Edad a la que lo presento: ARoS
Peso hace un afio: Kg.

Peso mas reciente: Kg.

Sobrepeso:

¢ Ha presentado una infeccién aguda en las ultimas dos semanas? Si No

¢, Cual?

V. ARBOL GENEALOGICO

O

No
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