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5 RESUMEN

TITULO: “"PERFIL DE EXPRESION A NIVEL SERICO DE LOS MIRNAS  miR-21-5p Y
miR-128-3p EN PACIENTES CON DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE”

Marco teorico y antecedentes: Las distrofinopatias con una incidencia aproximadamente de 1 por
cada 5000 varones recién nacidos vivos constituyen un espectro de patologias musculares ligadas
al cromosoma X, entre ellas se encuentra la distrofia muscular de Duchenne. Las manifestaciones
clinicas pueden presentarse desde etapas tempranas de la vida, y los nifios afectados suelen ser
dependiente de una silla de ruedas a los 12 afos. Esta entidad esta caracterizada por una
degeneracién muscular en la cual se aprecia una sustitucién del tejido muscular por tejido adiposo
y fibroso. Dicho proceso de fibrosis esta regulado a través de varias vias moleculares con el involucro
de pequefias moléculas de microRNAs (miRNAs) las cuales son controladores de la expresion
génica. Por lo anterior consideramos de interés cientifico el conocer el papel de algunos miRNAs
como reguladores del proceso fibrético.

Objetivo: En Pacientes de 3 a 17 anos con diagnéstico clinico y molecular de distrofia muscular de
Duchenne captados en la Unidad de Investigacion Médica en Nutricién de la UMAE Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI describir la expresion de miR-21-5p y miR-128-3p
obtenidos de suero

Material y métodos: Se realizd un estudio observacional, transversal, retrospectivo y descriptivo.
Se obtuvieron los datos de las variables de interés para la interpretacion del perfil de expresion
circulante de miR-21-5p y miR-128-3p en pacientes distrofia muscular de Duchenne con marcha
independiente y con ausencia de la misma, ademas se realizé un analisis in silico para identificar a
los blancos asociados de dichos miRNAs con la misma informacion obtenida de la base de datos
previamente realizada en el estudio anterior el cual se titula “MiRNAs circulantes de estrés oxidativo
y su asociacion con el dafio muscular en la distrofia muscular de Duchenne” cuyo numero de registro
ante la Comision Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS R-2018-785-089.

Resultados: Con la finalidad de responder al objetivo especifico primario de esta investigacion, se
comparo la expresion del miR-21-5p y el miR-128-3p entre los pacientes ambulatorio (n=23) y no
ambulatorios (n=6) con DMD. Se observo que el nivel sérico de la expresién de miR-21-5p fue menor
en el grupo de pacientes no ambulatorios en comparacion con los pacientes ambulatorios. Asi
mismo, se identificd que el nivel de expresion sérico de miR-128-3p mostré una disminucién en los
pacientes no ambulatorios en comparacion con aquellos ambulatorios. De igual manera se identifico
una correlacion negativa de la expresion de miR-21-5p (r = - 0.469) y de miR-128-3p (r = - 0.435)
con la edad de los pacientes. A su vez se identificé que miR-21-5p muestra una correlacion inversa
con la escala de Vignos, la cual evalua a la funcién muscular de las extremidades inferiores (r = -

0.392) identificandose una asociacion entre menores niveles de expresion del miRNA con un puntaje




mayor en dicha escala, el cual representa una pérdida de fuerza muscular en dichas extremidades.
En el mismo sentido, se identificd una correlacién entre los niveles de expresion de miR-21-5p con
el porcentaje de la fuerza muscular MRC, expresando mayores niveles de dicho miRNA mientras se
presentaba un mayor porcentaje de la fuerza (r = 0.416). El analisis de correlacion entre las escalas
de funciéon muscular con la expresién de miR-128-3p, no mostré alguna correlacion entre ambas
variables. Con el objetivo de identificar a los genes blanco de miR-21-5p y de miR-128-3p se realizé
un analisis in silico. Se identifico que miR-21-5p tiene como blanco a 30 genes que coincidieron en
3 plataformas utilizadas para este analisis. De igual manera se detallé que un total de 26 genes
coincidieron en 3 plataformas como potenciales blancos de miR-128-3p. A su vez se identifico que
existen 6 genes en comun que son regulados tanto por miR-21-5p como por miR-128-3p. Para
identificar cuales son las vias en las que participan los genes blanco de miR-21-5p se introdujo una
lista con los 30 genes regulados por miR-21-5p en el software de ShinyGO v 0.76, donde entre otras
vias se encuentra la regulacién negativa de la via de la sefalizacion BMP, siendo esta un grupo de
moléculas de senalizacion que pertenece a la superfamilia de proteinas de TGF-B. No existio
asociacion entre la expresion de miR-21-5p y miR-128-3p con los niveles séricos de TGF- 3
Conclusiones: Los niveles séricos de miR-21-5p y miR-128-3p son menores en el suero de los
pacientes con distrofia muscular de Duchenne que han perdido la capacidad de marcha
independiente a comparacion de aquellos que aun preservan la marcha independiente. A su vez los
niveles séricos de miR-21-5p y miR-128-3p disminuyen con la edad en los pacientes con distrofia
muscular de Duchenne independientemente de su estado ambulatorio. La expresion de miR-21-5p
circulante se encuentra elevada en aquellos pacientes con mayor fuerza muscular, asociandose con
la escala de Vignos y con el porcentaje del MRC. La elevacion de los marcadores enzimaticos de
dano muscular CK, AST y ALT se correlacionan con el incremento a nivel sérico de miR-21-5p y
mMiR-128-3p. miR-21-5p y miR-128-3p comparten como blanco en comun a BMPR2, molécula que
participa en la via de sefalizacion de BMP, la cual comparte con la via de TGF-B moléculas en
comun rio abajo en su senalizacion. miR-21-5p tiene como blanco a SMAD7, molécula inhibidora de
la via TGF-B. No se identifico asociacion entre los niveles séricos de TGF- con miR-21-5p y miR-
128-3p.
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6 MARCO TEORICO

6.1 Etiologia y epidemiologia de la Distrofia Muscular de Duchenne

La distrofia muscular de Duchenne (DMD, OMIM #310200) es una distrofia muscular
congénita que afecta aproximadamente a 1 de cada 5,000 recién nacidos vivos y es causada
por la ausencia o disminucion de la proteina distrofina (1). La DMD cursa con un modelo de
herencia ligado al cromosoma X y tiene su origen en variantes patogénicas en el gen DMD,
que se encuentra localizado en el Xp21 y que codifica para la distrofina cuya funcién
principal es mantener la estabilidad del complejo de proteinas asociadas a la distrofina

(DAPC), la membrana plasmatica y la MEC (Matriz extracelular) (2).

El gen DMD tiene un tamano que supera las 2.5 megabases (Mb) y se encuentra organizado
en 79 exones. Las mutaciones que afectan al marco de lectura de este gen provocan que
se genere una cadena de acido ribonucleico mensajero (MRNA) inestable ocasionando una

expresion deficiente de la proteina distrofina (2).

Se han descrito diversas mutaciones en el gen DMD, originando un espectro fenotipico de
DMD, de distrofia muscular de Becker (DMB) o de cardiopatia dilatada. Del 60 al 70% de
las mutaciones en pacientes con DMD corresponden a eliminaciones, del 5 al 15% a
duplicaciones y el 20% restante son mutaciones puntuales o pequefias inserciones o
deleciones (2). Las deleciones y duplicaciones en la DMD se agrupan en regiones de alta
incidencia de mutaciones conocidas como hot spots. El hot spot mayor se encuentra entre
los exones 45 y 55, representando el 47% de todas las variantes patogénicas presentes en
el gen DMD, mientras que el hot spot menor comprende entre los exones 3 al 9,

representando el 7% (3).

6.2 Caracteristicas clinicas
Los primeros sintomas se manifiestan entre los 2 y los 5 afos de edad (4,5). El retraso del

desarrollo motor grueso es una de las principales caracteristicas en los pacientes con DMD,

manifestandose como un retraso en la adquisicion de la marcha y dificultad para levantarse
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del suelo. El signo de Gowers, en el cual el paciente se apoya sobre sus rodillas al tratar de
incorporarse del suelo, es visto con frecuencia en pacientes con DMD (5). Otra de las
caracteristicas que se puede presentar es la marcha en puntas de los dedos del pie entre
los 3 y 4 afios de edad, haciéndose evidente a su vez la pseudohipertrofia a nivel de los

musculos gastrocnemios (1).

La afeccién muscular tiene un periodo de estabilizacion, también llamado meseta entre los
3 y 6 anos, la cual es seguida de una etapa de deterioro acelerado que se presenta entre
los 6 y 8 afios, en la cual los individuos afectados pierden la habilidad de subir escaleras y
levantarse desde el suelo, pudiendo llegar a presentar contracturas musculares, sobre todo
en extremidades inferiores, ademas de hacerse evidente la escoliosis y la lordosis. La
mayoria de los pacientes afectados por DMD pierden la habilidad de la marcha
independiente entre los 12 0 13 afios de edad, volviéndose dependientes del uso de silla de

ruedas (4).

La concentracién de creatina cinasa (CK) sérica aumenta sustancialmente desde el
momento del nacimiento, alcanzando niveles mayores a 20,000 U/L. Ademas hay un
aumento de la concentracion de aspartato transaminasa (AST) y de alanina transaminasa
(ALT) debido al dafio muscular y a la alta expresidon de estas enzimas en musculo

esquelético (6).

La cardiomiopatia progresiva es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
en la DMD, incrementandose el riesgo de presentar las mismas por lo general después de
los 18 afios de edad. Por otro lado, hasta un 30% de los pacientes con DMD pueden
presentar una afectacion cognitiva, siendo el retraso en la adquisicién del habla una de las
caracteristicas mas comunes. Con una terapia multidisciplinaria, los pacientes afectados por
la DMD pueden sobrevivir hasta la quinta década de la vida gracias al desarrollo de guias

para el cuidado y el tratamiento de la disfuncion cardiorrespiratoria (4,8).
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6.3 Diagndstico molecular

El diagndstico clinico de la DMD debe ser confirmado por una prueba molecular que muestre
alguna mutacion del gen DMD. Entre las pruebas moleculares estan la reaccién multiplex
en cadena de polimerasa (MPCR, por sus siglas en inglés), la Amplificacion Multiple de
Sondas Ligadas (MLPA, por sus siglas en inglés), la hibridacion de arreglos de genomas
comparativos (aCGH, por sus siglas en inglés) o bien, la secuenciaciéon por metodologia
Sanger o secuenciacion de nueva generacion de los 79 exones con la finalidad de identificar

variantes puntuales (2).

6.4 Tratamiento

A pesar de que actualmente no existe una cura para la DMD; el abordaje multidisciplinario
médico, quirurgico y de rehabilitacién pueden impactar la historia natural de la enfermedad

mejorando la calidad de vida y la sobrevida de los pacientes (7).

Las guias recomiendan el uso de glucocorticoides a largo plazo, en particular la
prednisolona o el deflazacort en aquellos varones cuyo desarrollo motor se detiene o
empieza a existir un declive del mismo (8). La edad de inicio de la terapéutica con esteroides
varia entre pacientes, iniciandose por lo general entre los 4 y 5 afios de edad. Ambos
medicamentos han demostrado evidencia de mejoria en la fuerza muscular y retrasando la

pérdida de la ambulacion independiente, ademas de retrasar el inicio de la cardiomiopatia

(2).

6.5 Distrofina

La distrofina consta de un dominio amino terminal, un dominio central que se compone de

24 repetidos similares a la espectrina, un dominio rico en cisteina y un dominio carboxilo

terminal, siendo cada uno de estos dominios sitios de interaccion con distintas proteinas.
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En el musculo estriado la distrofina interactua con e

proteinas de sefalizacion y de andamiaje. La distrofina se localiza por debajo de la

membrana celular de las células musculares, encargandose de unir a la actina del

| citoesqueleto, canales proteicos,

citoesqueleto de estas células con proteinas contractiles del citoplasma. Ademas, la

distrofina une a las proteinas previamente mencionadas con la laminina y otras proteinas

de la matriz extracelular, entre ellas las colagenas; esto con la finalidad de transferir la fuerza

muscular contractil a la matriz extracelular y asi llevar

musculoesquelético (9).

a cabo el movimiento del sistema

La fuerza muscular que se genera a través de ciclos repetitivos de contraccion y relajacion

de la sarcémera requiere un manejo eficiente del estrés mecanico por parte del sarcolema.

En el musculo sano dicha integridad es lograda via

la union del citoesqueleto con el

sarcolema y la matriz extracelular a través del complejo proteico asociado a la distrofina

(DAPC) (2) (Fig. 1).

Agrina Matriz
extracelular

Sarcolema AChR

Rapsina

o 1 Distrofina

Syn

Actina nNOS

a-DG

Sarcoglicanos

B-DG  la|g|Y| 5

Sarcospan

Distrobrevina
Syn

Ca Syn Citoplasma

Microtubulo

Fig. 1 | Organizacion del complejo proteico asociado a la distrofina (DAPC, por sus siglas en inglés). AChR,

Receptores de acetilcolina; CRD, Dominio rico en cisteina; CTD, Do

minio C terminal; DG, Distroglicano; nNOS,

Sintasa de 6xido nitrico neuronal; NTD, Dominio amino terminal; Syn, Sintrofinas. Circulos centrales del 1 al

24 corresponden a repetidos similares a la espectrina. Los rectangulos dentro de la distrofina corresponden a

los médulos de bisagra Figura tomada y modificada de Starosta, 2021 (10).
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6.6 Fisiopatologia

Como resultado de la ausencia de distrofina, las miofibras se vuelven fragiles y susceptibles
al estrés mecanico conduciendo a su necrosis. Ademas, el déficit de la distrofina resulta en
un desmontaje del DAPC, existiendo una pérdida de la interaccidén entre la F-actina y la

matriz extracelular (2).

La mionecrosis favorece la aparicion de inflamacion crénica ademas de estrés oxidativo
conduciendo a la miogénesis regenerativa; sin embargo, la mionecrosis supera al proceso
regenerativo, por lo cual, la inflamacion y el estrés oxidativo continian hasta conducir a
fibrosis, que consiste en la sustitucion del tejido muscular por tejido fibrético. Este proceso
fibrotico afecta al potencial de regeneracion muscular en individuos con DMD, lo que

conlleva a una pérdida grave del tejido muscular acentuando la generacién de tejido fibrético

(9).

Por otro lado, el Ca?* intracelular también juega un papel importante en la fisiopatologia de
la DMD. La sobrecarga de dicho cation en las células musculares es el resultado de una
entrada anormal de Ca?* a través de canales ionicos y de micro rupturas formadas en el
sarcolema (11). Dicha sobrecarga de Ca?* induce una disfuncion mitocondrial, lo que a su
vez contribuye a la muerte celular ya que se activan vias degradativas como la via proteasa

calpaina (12).

El desmontaje del DAPC induce dafio muscular, ya sea a través de fuga sarcolémica, de
lesion isquémica, de estrés oxidativo y/o una activacion aberrante de proteasa calpaina
dependiente de calcio, ocasionando la aparicibn de organelos defectuosos y de
componentes celulares alterados en el musculo distréfico. Normalmente los organelos
defectuosos y los agregados proteicos formados intracelularmente son eliminados por el
proceso de la autofagia (16). Sin embargo, dicho proceso se encuentra reprimido en la DMD
(17). Debido a esto existe una acumulacion disfuncional de proteinas y organelos

defectuosos, favoreciendo a la degeneracién muscular (18).
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Las células musculares dafadas son reconocidas y removidas por células inflamatorias. En
los pacientes jovenes con DMD (entre 2 y 8 afios), estas células consisten principalmente
en macrofagos y en células T (13). En la fase temprana de la enfermedad, macréfagos
proinflamatorios M1 promueven la lisis de las células musculares a través de la produccién
de especies reactivas de oxigeno. Los macréfagos M1 pueden ser reemplazados por
macrofagos M2, los cuales tienen actividad antiinflamatoria y promueven el proceso de
fibrosis (14). Este proceso esta mediado por la sobreexpresion del factor de crecimiento

transformante-B1 (TGF-B), ocurriendo en un ambiente crénico inflamatorio del musculo

esquelético. El resto de las principales vias afectadas en DMD se muestran en la Fig.2.

Mutacion del gen DMD

Disfuncién de la
distrofina N
Vias de sefalizacion Desacople de la nNOS

alteradas

X
[ Inflamacion [ Disfuncion ]

crénica N mitocondrial
w

Necrosis Atrofia muscular

= A
Fibrosis Disminucién de
@ energia celular
[ Pérdida de la funcion ] /

muscular

Dano de la
membrana celular




Fig. 2 | Mecanismos involucrados en la fisiopatologia de la DMD. nNOS, Sintasa neuronal de éxido nitrico.

Imagen tomada y modificada de Yao, 2021.

6.7 Proceso fibrético en DMD

La fibrosis se caracteriza por una sintesis excesiva y descontrolada de proteinas de la matriz
extracelular (MEC) incluyendo a las colagenas y a la fibronectina, las cuales pueden afectar
al correcto funcionamiento tisular. La fibrosis es una caracteristica prominente en el musculo
esquelético en etapas avanzadas de pacientes con DMD. La activacién de los fibroblastos,
principales reguladores de la fibrosis, asi como la sintesis de proteinas de la matriz
extracelular son promovidas por citocinas fibrogénicas como TGF- 31 (15). Existen multiples
vias de sefalizacion que modulan la progresion fibrética pero la que se ha descrito en mayor

medida a nivel de musculo esquelético es TGF- 31 (16).

6.8 Rol de TGF- 31 en el proceso fibrético de la DMD

La familia de proteinas TGF- B corresponde a citocinas que son secretadas por distintos

tipos celulares y controlan procesos como el crecimiento y la diferenciacion celular (17).

Los fibroblastos son células maestras mediadoras de la fibrosis que se encuentran en un
proceso de activacion continua en la DMD, favoreciendo una deposicibn masiva de
proteinas de la matriz extracelular, entre ellas fibras de colagena (18). De igual manera se
ha descrito que los fibroblastos pueden adquirir su conformacion activa por medio de la
molécula TGF- B1, la cual es una citocina autocrina y paracrina secretada en parte por

macrofagos M2, proceso visto durante la inflamacién cronica (19).

Diversos estudios han demostrado que TGF- 1 incrementa significativamente en los
musculos de los pacientes con DMD cuando se le compara con controles sanos; y la

inhibicion de esta molécula se ha sugerido como un potencial manejo terapéutico para
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reducir, o al menos retrasar la aparicién de fibrosis en DMD. Sin embargo, en la actualidad,

no existen medicamentos que tengan como blanco a TGF-1 (20).

TGF-B1 regula el proceso de fibrosis a través de la sefializacidon mediante los receptores
transmembranales cinasa serina/treonina de los cuales existen 3 tipos. Los receptores tipo
| (TGFBRI) y el tipo Il (TGFBRII) son receptores de sefalizacion que forman heterodimeros,
mientras que el receptor tipo Il (TGFBRIII) es un proteoglicano que regula el acceso de
TGF-B1 a los receptores de sefalizacion. TGF-1 se une directamente a la subunidad
TGFBRII permitiendo que la misma active a TGFBRI a través de un proceso de fosforilacion.
TGFBRI fosforila subsecuentemente a diferentes proteinas SMAD llevando a una
translocaciéon de complejos SMAD al interior del nucleo. Dentro del nucleo, el complejo
SMAD se une a secuencias especificas de DNA para regular la transcripcién de varios
genes objetivo, dentro de los cuales se encuentran genes profibréticos. Por lo tanto TGF-31
incrementa la deposicion de proteinas de matriz extracelular al estimular la sintesis de las

mismas (15).

En fibroblastos bajo condiciones fisioldgicas, la activacion de TGFBRII fosforila a los factores
de transcripcion SMAD2 y SMAD3. Estos factores de transcripcion entonces se unen a
SMAD4 para formar un complejo que llega al interior del nucleo para activar la transcripcién
de genes profibroticos. Alternativamente TGF- también posee un efecto de senalizacion
sobre otros factores de transcripcion como los pertenecientes a la via RAS/MEK/ERK, la via
p38 MAPK o la via C-ABL. El proceso de sefalizacién a través de estas vias alternativas
también es capaz de modificar la expresion génica mediada por la interaccion con

promotores de diferentes genes (21).

ERK, una cinasa regulada por sefales extracelulares suele favorecer la expresién de la
colagena tipo I, mientras que otras moléculas de sefalizacion como lo son FAK, JNK'y TAK1
son necesarias para diversos procesos como la contraccién de la matriz extracelular y
diferenciacion de miofibroblastos. TGF-f puede a su vez disminuir la produccién de enzimas
que degradan a la matriz extracelular como lo son las metaloproteinasa de matriz (MMPs) y
simultaneamente, incrementar la produccién de proteinas como inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMPs) y del inhibidor del activador tisular de plasminégeno tipo 1 (PAI-
) el cual inhibe a enzimas degradadoras de la matriz extracelular (21).
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Ademas de las moléculas como TGF- 3 que promueven el depdsito de matriz extracelular,
la reparacién muscular también requiere factores que regulen la degradacion proteolitica de
la misma matriz; por ejemplo, para facilitar la migracién de células satélite y de mioblastos,
para remover el andamiaje colocado durante la regeneracion y para permitir el crecimiento
de las fibras musculares. Un fallo en estos procesos conlleva a una deposicién de matriz
extracelular, fibrosis y pérdida de funcion muscular. Entre estos factores que regulan la
remodelacion de la matriz extracelular se encuentran proteasas serina de la activacion del
sistema de plasminégeno (PA), MMPs y sus inhibidores, PAI-1 y los TIMPs,
respectivamente (22). Las vias descritas se ejemplifican en la Fig. 3.

Extracelular

Nucleo

Fig. 3 | Via de regulaciéon de la fibrosis mediante TGF-pB1. Figura tomada y modificada de Burks, 2011.
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6.9 Papel de las MMPs en el proceso fibrotico en DMD

Las MMPs son proteasas dependientes de calcio que tienen un importante rol en la
remodelacion de la MEC, inflamacion, fibrosis, ademas de la activacion de distintas
citocinas, moléculas de adhesion celular y factores de crecimiento tanto en condiciones
fisiologicas como patologicas. La MMP-2 y la MMP-9 son 2 de las principales MMPs, las
cuales tienen como funcién degradar al colageno tipo 1V, el cual es una parte integral de la

membrana basal (23).

Una presencia persistente de MMP-9 contribuye a un proceso inflamatorio y de destruccion
tisular, el cual se ha visto en diferentes entidades patologicas. El aumento de la expresion
de MMP-9 puede ser secundario a numerosos agentes como lo son las citocinas, factores
de crecimiento y moléculas de adhesion célula-MEC. Ademas de su participacion en la
degradacion de la colagena tipo IV, la MMP-9 participa en el proceso de activacion de TGF-
B siendo este uno de los probables mecanismos por los cuales MMP-9 promueve la fibrosis
(23).

La expresion de genes y la activacion de MMPs se encuentran desreguladas en pacientes
con DMD (24). Por ejemplo, se ha descrito un incremento progresivo de los niveles de MMP-
9 en el suero de pacientes afectados por DMD. Se ha reportado que los niveles séricos de
MMP-1 y TIMP1 se encuentran significativamente elevados en pacientes DMD en
comparaciéon con individuos sanos (2.9 y 31.2 afos de edad). En individuos con DMD los
niveles de MMP-9 se han encontrado en concentraciones mas elevadas en pacientes de
mayor edad (no ambulatorios), comparados con pacientes ambulatorios, sugiriendo que

MMP-9 esta relacionado con la progresiéon de la enfermedad en DMD (25).
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6.10 MicroRNAs

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs no codificantes que tienen un rol importante en la
regulacion de la expresidon génica. Los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa |
para generar a los pri-miRNAs, que posteriormente son escindidos por la nucleasa DROSHA
para generar pre-miRNAs. Los pre-miRNAs son transportado hacia el citoplasma para

continuar con su procesamiento a través de DICER para formar los miRNAs maduros (26).

En la mayoria de los casos, los miRNAs interactuan con la regién no traducida 3" (3'UTR,
por sus siglas en inglés) de las cadenas de RNA mensajeros (mMRNA) para inducir la
degradacion del mMRNA o la represion de la traduccion de este. La interaccion de los miRNAs
con sus genes blanco es dinamica y depende de muchos factores como lo son la
localizacion subcelular de los miRNAS, la abundancia de estos, asi como la de sus mRNAs

blancos, ademas de la afinidad de la interaccion miRNA-mRNA (34).

Los transcritos de los miRNAs maduros funcionan a través del ensamblaje de un complejo
de proteinas circundantes conocido como el complejo de silenciamiento inducido por RNA
(RISC). Utilizando a la secuencia del miRNA como guia, RISC es capaz de unirse a una
region complementaria en la region 3'UTR del mRNA blanco, lo que genera el
silenciamiento de expresion génica ya sea a través de la represion traduccional o por la
degradacion del mRNA (27) (Fig. 4).

Los miRNAs pueden ser liberados a los fluidos extracelulares y ser transportados hacia
células blanco via vesiculas como lo pueden ser los exosomas, o a través de la union a
proteinas. Los miRNAs tienen una funcion extracelular como mensajeros quimicos para
mediar la comunicacion célula-célula (28) y debido a la presencia de los miRNAs en fluidos
extracelulares, se ha planteado su utilizacion como biomarcadores de diversas

enfermedades (29).
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Fig. 4 | Procesamiento y maduracién de los miRNAs. Figura tomada y modificada de Lin, 2015 (30).

6.11 Perfil de miRNAs en DMD

En la miogénesis regenerativa la diferenciacion, mantenimiento y reparacion de musculo
son procesos regulados por distintos miRNAs. Muchos de ellos son expresados de manera
tejido especifico, por ejemplo, en el tejido muscular. Entre los miRNAs del musculo se
miR-133a, miR-133b y miR-206, los cuales son esenciales en el
desarrollo muscular y mantenimiento de este, por lo que también se denominan miomiRNAs.
Estudios en modelos murinos de tejido muscular lesionado revel6 que la administracién de
algunos miomiRNAs (miR-1, miR-133 y miR-206) era capaz de acelerar la regeneracion
muscular, prevenir fibrosis en el sitio de la lesién e incrementar la expresion de marcadores

clasicos de miogénesis regenerativa (31).
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Se ha observado una relacion entre los niveles séricos de miR-1, miR-133 y miR-206 y el
dafio muscular en pacientes con DMD. Esta relacion ha sido consistente solo con la funcion
muscular y no con la edad, al contrario de los niveles séricos de CK, los cuales muestran
fluctuaciones causadas por edad y por el tratamiento esteroideo y por lo general no se

relacionan a la gravedad de la enfermedad (32).

En un estudio realizado por Llano-Diez en el 2017 se demostro la utilidad de los miRNAs
no sélo como biomarcadores para la deteccién temprana de la enfermedad, sino también
como un biomarcador predictivo sobre el estado de lesion tisular en los pacientes. Este
estudio revel6 que miR-30c y miR-181a se encontraban en niveles mas altos en sangre de
pacientes con DMD con funcién motora preservada a comparacion de la poblacion en
general. Este estudio fue consistente en que no se encontré ninguna relacién con la edad

del paciente (2 a 14 afios de edad) o con el uso previo de corticoesteroides (33).

Otro estudio reportd que la expresion de miR-199a-5p, un miRNA que se ha relacionado en
otras entidades con la presencia de fibrosis, se encontraba sobre expresado en exosomas
cuyo origen eran fibroblastos de pacientes con DMD (34). A su vez un analisis de los
patrones de expresion de miRNAs en muestras de pacientes con DMD revelé que miR-1,
miR-31 y miR-133b se encuentran significativamente sobre expresados en pacientes que
se encuentran en un régimen terapéutico diario con corticoesteroides. Ya que el uso de
corticoesteroides en pacientes con DMD retrasa el deterioro muscular, se puede inferir que
estos miRNAs pueden ser utiles para evaluar la cantidad de masa muscular restante en
pacientes con DMD (35).

La informacién presentada indica que ciertos miRNAs se encuentran desregulados en
circulacién de pacientes con DMD. Demostrandose ademas que distintos grupos de
miRNAs son suficientemente sensibles para detectar sintomas de DMD en etapas

tempranas de la enfermedad y pueden ser utiles para detectar mejoria en la salud muscular.
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Ademas de los miRNAs abordados anteriormente, este estudio se centra en el estudio de

dos miRNAs en particular: el miR-21-5p y el miR-128-3p que se describen a continuacion.

6.12 miR-21-5p

El miR-21-5p se encuentra codificado por el gen MIR21, el cual se encuentra localizado en
17923.1 y se ha estudiado en distintas entidades patolégicas como lo son enfermedades

autoinmunes, cardiopatias y enfermedades oncolégicas (36).

Se ha identificado un involucro directo de miR-21-5p en el proceso de fibrogénesis, por
ejemplo, el proceso de curacion de heridas. Diversos estudios sefialan que los macréfagos
afectan negativamente a el proceso de curacion de heridas, demostrando que una deplecién
de macréfagos después de una reconstruccion de ligamento cruzado anterior mejora
significativamente a las propiedades morfolégicas y biomecanicas en la zona de union
tendén-hueso, probablemente debido a una disminucién de la produccion de TGF-j,
identificando el mismo estudio que la deplecién de los macréfagos muestran una reduccion
de la proliferacién celular y de la matriz extracelular. En dicho estudio se identificd que el
miR-21-5p exosomal derivado de macréfagos, favorece la proliferacion, migracién y

actividad fibrética en células tendinosas via SMAD7 (37).

Los exosomas que contienen en su interior a miR-21-5p pueden ser transportados al tendén
lesionado e inducir a la formacion de tejido fibrético al regular al alza la actividad funcional
de fibroblastos y de tenocitos en respuesta a la lesién tendinosa. En pacientes en los cuales
han sufrido adhesién tendinosa se investigo el perfil de miRNAs en exosomas, y dentro de
los reportados, miR-21-5p el cual se habia reportado previamente para promover la

fibrogénesis en musculo cardiaco y en rifién, mostrd ser el mas abundante (37).

De igual manera se identificd que la expresion de la colagena y de otros componentes de la
matriz extracelular son regulados por el miR-21-5p, el cual a su vez esta regulado al alza
por TGF-B1 en diversas condiciones patogénicas. Ademas, se demostrd en dicho estudio

que la introduccion de miR-21-5p favorece la sobreexpresion de COL |, COL lll, a-SMA y
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TGF-B1 en fibroblastos y en tenocitos, tanto a nivel de mRNA como de proteina. Dicho
estudio concluye que miR-21-5p promueve la fibrogénesis de células en tendones al inhibir
la expresion de SMAD7 (37).

En otro estudio se investiga el rol de miR-21 en el proceso de fibrosis de musculo distréfico
y los componentes moleculares de la via fibrética dependiente de miR-21 en tejido muscular
esquelético experimentalmente danado, asi como en musculo distréfico esquelético en
modelo murino. En ambos casos, la expresion de miR-21, el cual es apenas detectable en
musculo sano, incrementa concomitantemente con el proceso fibrético de una manera

dependiente de la edad.

Consistente con esto, la sobreexpresion de miR-21 en tejido muscular del modelo murino
mdx, el cual es un modelo de DMD, provocé una anticipacion del proceso fibrético, asi como
un aumento en la gravedad de este. Al contrario, se demostré que la administracion de un
antagonista de miR-21 en ratones senescentes redujo en cierta medida al proceso fibrético.
Sobre el mecanismo propuesto por el cual se regula a el proceso fibrogénico a través de
esta via se comenta lo siguiente. La proteasa uPA genera la formacion de plasmina activa,
la cual activa a TGF-f3 latente en su forma activa, la cual, a su vez, a través de la activacion
transcripcional de SMAD2, estimula la expresion de colageno y TIMP-1 en fibroblastos,
resultando dicho proceso en una alteracion del metabolismo de la MEC y desarrollo de

fibrosis y progresion de distrofia muscular (38).

En etapas tempranas de la enfermedad la expresion de PAI-1, un inhibidor de la proteasa
uPA, se encuentra elevada causando una desaceleracion en el proceso fibrético. En etapas
avanzadas de la enfermedad los niveles de PAI-1 disminuyen, lo que lleva a una
hiperactivacién de uPA, llevando a un aumento de la sefalizacion TGF-B y SMAD2, ademas
de que existe un aumento de la via de sefializacion AKT en fibroblastos, dependiente de
miR-21 a través de una represion de PTEN fosfatasa, lo que lleva a una proliferacion de
fibroblastos, aumentando la fibrosis muscular (38).
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En la Fig. 5 se esquematiza la via regulatoria entre TGF- con miR-21-5p descrita a nivel
de fibroblastos. En otro estudio realizado en el 2020 en un modelo de fibroblastos se
identificd que la estimulacion de estos mediante TGF-3 favorecia la regulacién de miR-21-
5p al alza, asi como de distintas proteinas profibréticos como los son a-SAM, TIMP-1 y
COL1A1. De igual manera en dicho estudio se identific6 que miR-21-5p actua en la via
profibrética al inhibir a SMAD7, el cual es un inhibidor de TGF-3. De igual manera se

identificd que la inhibicion de miR-21-5p revertia en cierta medida estos efectos (39).

Tejido fibrético

Citoplasma

TGF-BR1
[slele e s s le e ol s e 1e)
~ _p_Smad2/3 Smad7 \_\
Smad2/3 ———

R
S

o P-Smad2/3 Mature-miR-21
- @ >
Smad4 \’ Smm: > mi,F{-21-maduo
T N )
Pt S P s Bt R 23
= P-Smad2/3 '..,i

Nucleo del fibroblasto

Fig. 51 Via regulatoria TGF-8 con miR-21-5p. Las flechas verdes indican una regulacién positiva mientras que

las rojas a negativa. El circulo amarillo significa fosforilacion. Tomada y modificada de Wang, 2016(40).




6.13 miR-128-3p

El miR-128-3p es un miRNA intrénico codificado por los genes MIR128-1 (2921.3) y MIR128-
2 (3p22.3) y tiene una participacion critica en la proliferacion y diferenciacion de células

satélite musculares, preadipocitos y células endoteliales (41).

Dicho miRNA se ha identificado sobre expresado en el proceso de diferenciacion de los
mioblastos, aunque de igual manera inhibe la proliferacion de los mismos. Esto a través de
la via de senalizacion de insulina, en especifico siendo proteinas blanco de miR-128-3p
IRS1, PI3K y AKT, las cuales suelen inhibir la diferenciacion de mioblastos. Se ha
identificado que el miR-128-3p puede estar regulado a la baja por el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) (42).

Dicho miRNA se ha estudiado en el proceso fibrético, sobre todo a nivel de musculo cardiaco
de modelo murino, donde la fibrosis auricular parece ser dependiente de la via TGF-
B1/SMAD (43). Lo anterior sucede debido a que el miR-128-3p tiene como blanco al factor
de transcripcion proteina de especificidad 1 (SP1), el cual se une a TGF-31 y puede activar
la expresion del mismo, por lo tanto miR-128-3p tiene un efecto inhibitorio en la via de
sefalizacion TGF-B1/SMAD, inhibiendo la fibrosis auricular (44).

En otro estudio se investigo las funciones de miR-128-3p en el desarrollo de células satélites
de musculo esquelético bovino, encontrando que la sobreexpresion de miR-128 reduce los
niveles proteicos de SP1 e inhibe la proliferacion y diferenciacion de células musculares
satélite. (40).
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7 ANTECEDENTES

Respecto a los dos microRNAs de interés en este trabajo; es decir, miR-21-5p y miR-128-
3p, los trabajos que se han reportado en la distrofia muscular de Duchenne se presentan a

continuacion.

7.1 miR-21-5p

Catapano et al. (2018), analizaron la expresion de 87 miRNAs en la orina de 54 pacientes
con DMD ambulatorios y no ambulatorios. En el estudio se identific6 que existe una
regulacion a la baja de miR-21-5p, miR-22-3p y miR-29¢-3p en los pacientes con DMD
cuando se les comparé con sujetos sanos; sin embargo, no se mostraron resultados sobre
la comparaciéon de los niveles de los miRNAs entre pacientes ambulatorios y no
ambulatorios (45). Dicho estudio representa el unico antecedente en orina de la literatura
de los miRNAs estudiados en fluidos de pacientes con DMD ya que todos los estudios en

fluidos corporales se centran en sangre.

En el estudio realizado por Morgoulis et al. (2019), se demostré que la expresion de miR-21
en mioblastos derivados de pacientes DMD se encuentra elevada en comparacion con los
mioblastos provenientes de controles sanos, y que una inhibicion de la expresién del mismo,

disminuia la expresién de TGF-3 (46).

Ardite et al. (2012) describieron que la expresién de miR-21 es apenas detectable en
musculo esquelético sano y que dicha expresion incrementa de una manera concomitante
con el proceso de fibrogénesis en funcion de la edad. Ademas, en dicho estudio se demostré
que la sobreexpresion de miR-21 en el musculo de individuos del modelo murino mdx de
menor edad era suficiente para anticipar el proceso de fibrosis, incrementando la gravedad

del mismo (38).
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A su vez Zanotti y colaboradores en 2015 investigaron el rol de miR-21 en el proceso de
fibrosis en tejido de biopsia muscular de 14 pacientes afectados por distrofia muscular de
Duchenne de entre uno y ocho afos de edad, los cuales no habian recibido terapia con
corticoesteroides, encontrandose una sobreexpresion de mir-21 tanto en miocitos como en
miofibroblastos, relacionandose positivamente en ambos casos con un mayor nivel de
transcritos de COL1A1 y de COL6AL. De igual manera se identifico como probables blancos
de miR-21-5p a los transcritos de los genes inhibidores del ciclo celular SPRY1 y PTEN,
favoreciendo la proliferacion de fibroblastos (47). Dicha via molecular se ejemplifica en la
Fig. 6.
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Fig. 6 | Esquema sobre el papel de miR-21 en la fibrosis en DMD. Tomada y modificada de Zanotti, 2015.

7.2 miR-128-3p

Aunque el miR-128 no ha sido altamente estudiado como miR-21-5p en modelos o en
pacientes con DMD, Gurinder et al. (2020) reportaron que miR-128-3p favorece la
diferenciacion de mioblastos pero inhibe la proliferacion de los mismos, esto a través de una

regulacion de la via de la insulina (42).
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A su vez Feng et al. (2019) demostraron que miR-128-5p inhibia el proceso de fibrosis en
tejido de musculo cardiaco humano a través de una inhibicion de la proteina SP1,
subsecuentemente inhibiendo la via de senalizacion TGF-B1/SMAD (44). En su estudio
publicado en el 2019, Shen identificd a miR-128-3p como un promotor de la diferenciacion
de células satélite en modelo de pollo, logrando esto a través de una inhibicion de la

mioestatina, la cual actua un antagonista de dicho proceso (48) .

8 JUSTIFICACION

La distrofia muscular de Duchenne constituye la distrofinopatia mas frecuente a nivel global.
Se trata de una enfermedad grave y progresiva, con afectacion al musculo esquelético,
causando un deterioro del mismo hasta llegar a la dependencia del uso de silla de ruedas
desde edades tempranas, afectando la calidad de vida tanto del paciente como la de su
familia. A pesar de los recientes avances en cuanto al diagndstico oportuno y manejo
interdisciplinario, estos pacientes siguen con una marcada disminucion en su esperanza y

calidad de vida.

Multiples terapéuticas para la distrofia muscular de Duchenne estan siendo desarrolladas,
enfocadas muchas de ellas en detener, o desacelerar el proceso de reemplazo fibrético que
sufre el tejido muscular de estos pacientes. Dichas terapéuticas, se beneficiarian de
biomarcadores presentes en sangre, los cuales pudieran ser utilizados para monitorear la
progresion de la enfermedad, asi como facilitar la toma de decisiones en cuanto al momento
idoneo para el inicio del uso de dichas terapéuticas. Como ejemplo de probables
biomarcadores se encuentran los miRNAs. Dichos biomarcadores, ampliamente utilizados
en otras entidades patologicas, constituyen no solamente un marcador del proceso de

fibrosis en tejido muscular distréfico, sino que regulan al mismo.

Por lo anterior, el conocer o determinar el papel de algunos miRNAs como reguladores del
proceso fibrotico podria ser util para en un futuro, mediante un disefio metodoldgico
apropiado para ello, lograr establecer una relacion entre el patrén de expresion de miRNAs

a nivel sérico con el estadio clinico de la enfermedad, suponiendo una oportunidad para su

30

—
| —



posible uso como biomarcadores del estado fibrético muscular en pacientes con esta
condicion, y permitiendo el posible desarrollo de otras estrategias terapéuticas centradas en

disminuir o desacelerar a la fibrosis muscular.

9 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se conoce que en etapas avanzadas de la distrofia muscular de Duchenne el tejido muscular
es sustituido por tejido fibrético, debido a una alteracién de la capacidad regenerativa del
musculo esquelético, siendo este proceso favorecido por la sobreexpresion de TGF-p1 en
el ambiente crénico inflamatorio del musculo distrofico. Por otra parte, en la regulacién de
la expresidn de TGF-31 participan diferentes microRNAs, que se han utilizado previamente
en otras entidades como biomarcadores de progresién de enfermedad. En particular se ha
observado que tanto miR-21-5p y miR-128-3p regulan en cierta medida el proceso fibrético
en diferentes patologias, sobre todo a través de la via que involucra a TGF-1, sin embargo
hasta nuestro conocimiento, aun no existen datos reportados sobre el patron de expresion
de miR-21-5p y miR-128-3p en suero en pacientes afectados por la distrofia muscular de
Duchenne, ni el posible cambio de los mismos con la evolucion de la entidad, es asi como

surge la siguiente pregunta de investigacion.

10 PREGUNTA DE INVESTIGACION

En pacientes de entre 3-17 afnos con distrofia muscular de Duchenne evaluados en el
laboratorio de Nutricion Molecular, Unidad de Investigacion Médica en Nutricion de la UMAE
Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS entre los afios 2018-2021

¢ Cual es el patrén de expresion de los miR-21-5p y miR-128-3p obtenido del suero en

pacientes con marcha independiente y con ausencia de ella como posibles reguladores del
proceso fibrotico?
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11 OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion de miR-21-5p y miR-128-3p obtenidos de suero de pacientes con

Distrofia Muscular de Duchenne.

11.1 Objetivos especificos primarios

1. Determinar el nivel de expresién circulante de miR-21-5p y miR-128-3p en pacientes
con marcha independiente y en pacientes con ausencia de marcha independiente

obtenidos de la base de datos del estudio de mayor escala.

2. ldentificar mediante un analisis in silico a los blancos de miR-21-5p y miR-128-
3p mediante los programas MicroRNA.org, TargetScan y miRDB con especial

atencion en TGF-p1.

11.2 Objetivos especificos secundarios

1.Analizar si existe una asociacion entre los niveles séricos de TGF-$1 con los miRNAs de

interés.

2. Identificar si existe una asociacion entre la expresion de los miRNAs de interés con el
dafio muscular, los datos clinicos y metabdlicos registrados de los pacientes pertenecientes

al proyecto de investigacion principal.

3.- Detallar si se presenta una asociacion entre los niveles séricos de la MMP9 con el estado
ambulatorio o con la edad de los pacientes pertenecientes al proyecto de investigacion

principal.
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12 MATERIAL Y METODOS

12.1 Diseno de estudio

Por la maniobra del Investigador. - Observacional.
Por el numero de mediciones. - Transversal.
Por la recoleccion de los datos. — Retrospectivo.

Por el numero de grupos. — Descriptivo.

12.2 Lugar del estudio

Laboratorio de Nutricion Molecular ubicado en la Unidad de Investigacion Médica en
Nutriciéon (UIMN), de la Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital de Pediatria “Dr.
Silvestre Frenk Freund” de Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS). Todas las mediciones clinicas y experimentales se llevaron a cabo
en el laboratorio de Nutricion Molecular de la institucién ya mencionada, la interpretacion de
la expresion de los miRNAs de interés y el analisis in silico se llevé a cabo en esta misma

unidad de investigacion.

12.3 Poblacion del estudio

Para los analisis propuestos para este estudio, se incluyeron los resultados de los pacientes
con diagnéstico clinico y molecular confirmado de DMD entre 3 y 17 afos (n=29) que
hubieran aceptado participar en el estudio de mayor escala con registro R-2018-785-089. Los
pacientes provinieron del Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund”, del Centro
Médico Nacional Siglo XXI.
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12.4 Criterios de seleccion

Criterios de inclusién: Datos generados de los sujetos que formen parte del proyecto
“MiRNAs circulantes de estrés oxidativo y su asociacion con el dafio muscular en la distrofia

muscular de Duchenne”

12.5 Tamano de la muestra

No se realizé calculo del tamano de la muestra pues se tomaron los resultados de la base

de datos previamente comentada.
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12.6 Definicion de variables

Tabla 1. Descripcion de las variables. La variable independiente de este trabajo es el dafio muscular en los
pacientes con DMD que fue medida con escalas de fuerza y funcion muscular de extremidades superiores e
inferiores reflejadas en la capacidad de locomocién o marcha. La variable dependiente es la expresion sérica
de los miRNAs de interés. Las variables se describen a continuacion en la tabla.

Variable Definicién Definicién operacional | Clasificacion Escala de
independiente | conceptual medicion

Marcha o | Capacidad de las | Capacidad de | Cualitativa Marcha
deambulacion | extremidades caminar de manera | nominal Presente/ausente

independiente | inferiores  para | independiente  cuya
realizar la | evaluacion de la
locomocién. funcién muscular de
extremidades

inferiores, fue
determinada

mediante la escala de
Vignos (La donde el
valor de 1 es marcha
independiente y 8-10
sin marcha) que se ha
realizado en proyecto

principal.
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Variable Definiciéon conceptual Definicién Clasificacion | Escala de
dependiente operacional medicion
Nivel de | miR-21-5p es una Nivel de | Cuantitativa Unidades
expresion miR- | molécula pequena de expresion del | continua relativas de
21-5p RNA no codificante que | miR-21-5p en expresion
regulan el proceso de suero obtenido
traduccion a través del | mediante qRT-
silenciamiento o PCR.
degradacion de mRNA | TagMan®,
objetivo. Applied
Biosystems®
Nivel de | miR-128-3p es una | Nivel de | Cuantitativa Unidades
expresion de | molécula pequefa de | expresion del | continua relativas de
miR-128-3p RNA no codificante que | miR-128-3p en expresion
regulan el proceso de | suero
traduccién a través del | mediante qRT-
silenciamiento o | PCR.
degradacién de mRNA | TagMan®,
objetivo Applied
Biosystems®
Variables descriptoras.
Variante Definicién Definicién Clasificacion Escala de
descriptora conceptual operacional medicion
Edad Lapso que | Edad obtenida | Cuantitativa Numeérica
transcurre al momento de | discreta
desde el |la toma de la
nacimiento muestra.
hasta el
momento de
referencia.

—

36

—t




13 DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Se solicité la aprobacion por parte del comité de ética en investigacion y el comité local de
investigacion en salud la aprobacion de este proyecto.

Se obtuvieron los datos de las variables de interés para la interpretacion del perfil de
expresion circulante de miR-21-5p y miR-128-3p en pacientes distrofia muscular de
Duchenne con marcha independiente y con ausencia de la misma, ademas se realizé un
analisis in silico para identificar a los blancos asociados de dichos miRNAs con la misma
informacion obtenida de la base de datos previamente realizada en el estudio anterior
(mayor escala) en el cual cada uno de los participantes o su representante legal firmé una
carta de consentimiento informado y/o de asentimiento, la cual se titula “MiRNAs circulantes
de estrés oxidativo y su asociacion con el dafno muscular en la distrofia muscular de
Duchenne” cuyo numero de registro ante la Comision Nacional de Investigacion Cientifica
del IMSS R-2018-785-089. Cabe destacar que en dicha base los datos se encuentran

anonimizados.
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Los pacientes con el diagnéstico clinico de DMD fueron referidos al laboratorio de nutricion clinica para la
realizacion de diagndéstico molecular de DMD por PCR o por MLPA.

Aquellos pacientes con diagnéstico molecular se les cité en una segunda ocasion en ayuno donde se
registraron datos generales, antecedentes heredofamiliares, somatometria , ademas de medicién cualitativa
de fuerza y funcién muscular mediante las escalas MRC, Brooke, Vignos, realizdndose ademas un
cuestionario de actividad fisica y de consumo de alimentos.

Se tom6 muestra sanguinea de 5 ml de cuyo suero fueron obtenidos los miRNAs circulantes.

Se realizé una extraccion de RNA total mediante el kit comercial miRNeasy Serum/Plasma Kit.

—
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Se analizé la expresion de miR-21-5p y miR-128-3p que fueron obtenidos del suero de pacientes con DMD
tanto ambulatorios y en pacientes no ambulatorios.

Se realizaron analisis de correlacion entre los niveles de expresion de miR-21-5p y miR-128-3p con las
escalas de fuerza y funcion mucular, asi como con TGF- los parametros metabdlicos obtenidos del proyecto
principal.

Se llevo acabo un andlisis in silico de los potenciales mMRNA que son regulados por miR-21-5p y miR-128-3p
a través de los programas bioinformaticos Diana (dianalab.e-ce.uth.gr), Target scan
(http://www.targetscan.org) y miRDB (http://www.mirdb.org).

Se construyd una red regulatoria de miRNA-mRNA seleccionando a los miR21-5p y miR-128-3p y sus mRNA
blanco y el software metascape utilizado para visualizar y calcular el grado de cercania entre los mismos.
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Tabla 2. Lista de secuencias de miRNAs maduros.

NUumero de acceso
Ensayo ID en miRBase |en miRBase Secuencia

MiRNAs de estudio
000397 |hsa-miR-21-5p MIMAT0000076 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
2216 hsa-miR-128-3p | MIMATO0000424 UCACAGUGAACCGGUCUCUUU
miRNA control

1973 | U6 snRNA \ No aplica \ No aplica

14 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron con el programa SPSS v22.0. (IBM Corp. Released 2011). Todas las
pruebas se realizaron bajo intervalos de confianza del 95% y se consideraron un valor alfa <
0.05. Para todos los analisis estadisticos primeramente se explord la distribucidon Gaussiana

de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Para la determinacién de cada miRNA de interés entre las etapas de la DMD se realizaron
pruebas de T-student, en caso de que los datos hubieran presentado una distribucion normal.
En contraste, si los datos mostraron una distribucion no normal, se realizé una prueba de U
de Mann Whitney. Para los analisis de correlacion entre los miRNAs con el dafio muscular se
realizaron correlaciones de Pearson en caso de los datos hayan presentado una distribucion
normal. En contraste, si los datos mostraron una distribucion no normal se realizaron

correlaciones de Spearman (Esto cubre el objetivo secundario de este presente protocolo).
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15 ASPECTOS ETICOS

Aspectos éticos y legales

Para realizar el presente proyecto de investigacion consideramos las pautas de
la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial sobre principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos la cual fue adoptada por la 182 Asamblea
Médica Mundial en Helsinki, Finlandia en junio 1964 y enmendada por la 642 Asamblea
General, en Fortaleza, Brasil de octubre 2013, en base a que todos participantes
involucrados en este proyecto contamos con la formacion y las calificaciones cientificos y
éticas apropiadas. Asi mismo establecemos que los participantes en este estudio no fueron
afectados de manera adversa en su salud dado que tomamos los datos que se encuentran
anonimizados manteniendo de esa manera su confidencialidad. A su vez nos basamos
también en la Ley General de Salud en el Titulo Ill, Capitulo Il articulo 41bis, fraccion Il y el
Titulo Quinto, Capitulo unico, Articulo 100 y en el Reglamento de la Ley General de Salud

en Materia de Investigacion para la Salud en el Titulo I, Capitulo I, Articulos 13, 14,16y 17.

Riesgo de la investigacion. Tomando en cuenta el articulo 17 del Reglamento de la Ley
General de Salud en materia de Investigacion para la Salud, consideramos que nuestro
proyecto fue una investigacion sin riesgo dado que realizamos una revision de una base de
datos que se encuentra anonimizada a manera de una investigacion documental
retrospectiva sin identificar a los sujetos ni tratar aspectos sensitivos de su conducta, dado
que en dicha base de datos no existen identificadores personales pues cada paciente fue

codificado con un folio.

Confidencialidad y privacidad. Los datos que fueron utilizados para la identificacion
precisa del paciente (Nombre, numero de seguridad social, direccién, teléfono) no fueron
registrados en este estudio, sino que fueron substituidos por un sistema de codificacion
mediante folio por lo cual se mantuvo la confidencialidad y la privacidad de cada paciente.
La informacion recopilada permanecera en poder de los investigadores durante cinco afos

en sus dispositivos electrénicos posteriormente sera eliminada.
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Beneficios posibles. Los pacientes participantes en este estudio no se vieron beneficiados,
sin embargo, con la realizacion de este trabajo de investigacion se busco establecer una
relacion entre los niveles séricos de los miRNAs con el proceso de fibrosis muscular,
pudiendo utilizarse a los mismos en un futuro como biomarcadores de este mismo, esto con

la finalidad de conocer la evolucidon de la enfermedad.

Balance riesgo beneficio. Debido a que se traté de un estudio descriptivo, el riesgo para
los pacientes con su realizacion fue practicamente nulo considerando por una parte que se
tomaron las medidas antes mencionadas para proteger la confidencialidad y la privacidad
de cada uno de ellos. Y, por otra parte, dado la naturaleza observacional del estudio no se
les sometid a ninguna maniobra que pudiera comprometer su integridad de alguna manera.
Los beneficios a futuro para otros pacientes se esperan que sean mayores al establecer

dichos miRNAs como posibles biomarcadores del proceso de fibrosis muscular.

Por todo lo anterior se solicitd la exencién de la carta de consentimiento informado.
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16 RESULTADOS

16.1 Comparacion de la edad, los parametros antropométricos, parametros de dano
muscular, parametros de fuerza muscular y de actividad fisica entre los pacientes
ambulatorios y no ambulatorios con DMD.

Respecto a los parametros antropométricos de la poblacion total de los pacientes con DMD
de este estudio, se observd una media de edad de 8.27 afios, una talla de 120 cm y un peso
de 20.6 Kg. En la estratificacion de la poblacion total segun su estado ambulatorio se
observd que la edad, asi como la talla y el peso presentaron una diferencia entre los

pacientes ambulatorios y no ambulatorios, siendo mayores en el ultimo grupo.

Los parametros enzimaticos de dafio muscular que se tomaron en cuenta fueron las
enzimas CK, AST y ALT. Respecto a la poblacion total de pacientes con DMD se identifico
que dichas enzimas que evaluan al dafo muscular fueron elevados respecto a los
parametros normales. En la comparacién que se realizd segun el estado ambulatorio de los
pacientes los niveles de los marcadores enzimaticos de dafio muscular fueron mayores en
aquellos pacientes ambulatorios en comparacion con aquellos que han perdido la

deambulacion.

La funcidn muscular fue evaluada mediante las escalas de Brooke, que evalua a las
extremidades superiores, la de Vignos y de SCFMG que evaluan a las inferiores, y el
porcentaje de la fuerza MRC que toma en cuenta a las cuatro extremidades (anexos).
Respecto a la poblacion total de pacientes con DMD se identifico que las escalas que
evalian a la funcidbn muscular se encontraban disminuidos, es decir, presentaban una
funcién muscular afectada. De igual manera se observo una funcién muscular disminuida
en miembros superiores y en miembros inferiores en el grupo de los pacientes no

ambulatorios.

La actividad fisica se analizd mediante el cuestionario PAQ-C, donde se identificé que
aquellos individuos sin capacidad de la marcha independiente puntuaron mas bajo, es decir,
tuvieron menor actividad fisica (Tabla 3).
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Tabla 3 | Comparacion de la edad, los parametros antropométricos, parametros de dafio muscular,

fuerza muscular y actividad fisica de pacientes ambulatorios y no ambulatorios con DMD.

Variable Poblacion total de DMD Ambulatorio No ambulatorio Valor de p
(N=29) (n=23) (n=6)
Edad (afos) 8.27 £ 3.40 7.00 £ 2.46 13.18 £ 1.30 <0.001 2
Parametros antropométricos
Talla (cm) 120.52 + 20.88 112.96 + 14.87 149.50 + 14.05 <0.0012
Peso (kg) 20.60 (11.70, 53.40) 19.05 (11.70, 48.80) 39.20 (22.20, 53.40) 0.005°
Percentil del IMC 19 (1, 97) 28 (1, 97) 6(1,77) 0.118°
Parametros de dafio muscular
CK (U/L) 12,000 (3,050, 28,150) 13,850 (3,900, 28,150) 6,400 (3,050, 7550) 0.002°
AST (U/L) 184.45 + 76.00 207.09 + 68.43 97.67 + 18.82 <0.001 2
ALT (U/L) 239.38 + 34.52 280 + 120.25 83.67 + 32.13 <0.001 2
Parametros de fuerza muscular
Escala de Brooke (puntaje) 2(1,4) 1(1,3) 3(2,4) <0.001®
Escala de Vignos (puntaje) 3(2,9) 3(2,4) 9(9,9) <0.001®
SCFMG (puntaje) 2(1,5) 2(1,2) 5 (4, 5) <0.001
Fuerza muscular MRC (%) 84.62 (43.08, 100) ® 90.77 (75.38, 100) * 70.77 (43.08, 76.92) ¥ 0.001®
Parametro de actividad fisica
PAQ-C (Puntaje) 220+0.82°¢ 2.41+0.80°% 1.45+0.31 <0.001 2

Los datos se muestran como media * desviacidén estandar (DE) o mediana (minimo, maximo), en funcion de
la distribucién de los datos. AST, aspartato aminotransferasa. ALT, Alanina aminotransferasa. CK, Creatinina
cinasa. DMD, Distrofia muscular de Duchenne. MRC, Medical Research Council; PAQ-C, Cuestionario de
actividad fisica. SCFMG: Sistema de Clasificacién de la Funcién Motora Gruesa. 2 Prueba de t-student, °

Prueba de U de Mann-Whitney. Percentil calculado con base a las tablas de la CDC. *n=27.*n=22.¥n =5,

£n =25,

16.2 Niveles de expresion de miR-21-5p y miR-128-3p en pacientes ambulatorios y no
ambulatorios.

Con la finalidad de responder al objetivo especifico primario de esta investigacion, se

comparo la expresion del miR-21-5p y el miR-128-3p entre los pacientes ambulatorio y no
ambulatorios con DMD (Fig. 7). Se observo que el nivel sérico de la expresion de miR-21-
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5p fue menor en el grupo de pacientes no ambulatorios en comparacién con los pacientes
ambulatorios (Fig. 7 A). Asi mismo, se identificé que el nivel de expresion sérico de miR-

128-3p mostré una disminucion en los pacientes no ambulatorios en comparacién con

aquellos ambulatorios (Fig. 7 B).
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16.3 Correlacion de miR-21-5p y miR-128-3p con la edad.

Debido a que la distrofia muscular de Duchenne es una enfermedad muscular crénica y
degenerativa, en la cual con la edad se va presentando una mayor degeneracion muscular
se realizd un analisis entre los niveles de expresion de ambos miRNAs con la edad. Se
identificd una correlacion negativa de la expresién de miR-21-5p (r = - 0.469) y de miR-128-

3p (r =-0.435) con la edad de los pacientes (Fig. 8).
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16.4 Correlacion entre miR-21-5p y miR-128-3p con las escalas de funcion muscular y de
actividad fisica.

Con la finalidad de identificar si existe una asociacién entre los niveles de expresion
circulantes de los miRNAs de interés con los datos de fuerza muscular y actividad fisica se

realizaron analisis de correlacion entre estos datos.

Se identificé que miR-21-5p muestra una correlacion inversa con la escala de Vignos, la
cual evalua a la funcién muscular de las extremidades inferiores (r = -0.392, Fig. 9 A),
identificandose una asociacion entre menores niveles de expresion del miRNA con un
puntaje mayor en dicha escala, el cual representa una pérdida de fuerza muscular en dichas

extremidades.

En el mismo sentido, se identificd una correlacion entre los niveles de expresion de miR-21-
5p con el porcentaje de la fuerza muscular MRC, expresando mayores niveles de dicho

miRNA mientras se presentaba un mayor porcentaje de la fuerza (r = 0.416, Fig. 9 D).

Al contrario, no se logré identificar una asociacion entre la expresion de miR-21-5p con las
escalas de Brooke, con la de GMFCS ni con el cuestionario de actividad fisica PAQ-C (Fig.
9B,9Cy9E).

De igual manera se realizd un analisis de correlacion entre las escalas de funcién muscular
con la expresion de miR-128-3p, sin embargo, no existié alguna correlacion entre ambas

variables (Fig. 10).
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16.5 Correlacion entre miR-21-5p y miR-128-3p con los marcadores enzimaticos de dafio
muscular.

Para identificar si existe alguna asociacion entre los marcadores de dafio muscular con los
parametros de expresion de los miRNAs de interés se realizaron analisis de correlacion. En
la Fig. 11 se puede observar que existe una correlacion directa entre los niveles de

expresion de miR-21-5p y los marcadores de dafio muscular (CK, AST y ALT).
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Fig. 11 | Correlacion entre la expresion de miR-21-5p y los niveles séricos de CK (A), AST (B) y ALT (C) en
pacientes con DMD. Coeficiente de correlacion rho obtenido por la prueba de Spearman (N = 29). AST,
aspartato aminotransferasa. ALT, Alanina aminotransferasa. CK, Creatinina cinasa. DMD, Distrofia muscular

de Duchenne.
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De igual manera, como se aprecia en la Fig. 12, el miR-128-3p mostrd una correlaciéon con

los marcadores de dafio muscular, existiendo una mayor expresion sérica de miR-128-3p

cuando se presentan mayores niveles de la CK, AST y ALT.
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Fig. 12 | Correlacién entre la expresion de miR-128-3p y los niveles séricos de CK (A), AST (B) y ALT (C) en

pacientes con DMD. Coeficiente de correlacion rho obtenido por la prueba de Spearman (N = 29). AST,

aspartato aminotransferasa. ALT, Alanina aminotransferasa. CK, Creatinina cinasa. DMD, Distrofia muscular

de Duchenne.
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16.6 Analisis in silico de los genes blanco de miR-21-5p y miR-128-3p

Con el objetivo de identificar a los genes blanco de miR-21-5p y de miR-128-3p se realizd
un analisis in silico a través de las plataformas miRDB, DIANA y Target Scan 8 para
reconocer a los potenciales genes blanco de miR-21-5p y de miR-128-3p. Se identifico que
miR-21-5p tiene como blanco a 30 genes que coincidieron en las 3 plataformas utilizadas
para este analisis. De igual manera se detall6 que un total de 26 genes coincidieron en las
3 plataformas como potenciales blancos de miR-128-3p (Fig.13) A su vez se identifico que

existen 6 genes en comun que son regulados tanto por miR-21-5p como por miR-128-3p.

Fig. 13 | Diagrama de Venn que muestra los genes blancos de miR-21-5p, miR-128-3p asi como los genes
blancos en comuin de ambos miRNAs. Los datos fueron obtenidos a través del analisis in silico realizados en

las bases bioinformaticas miRDB, DIANA y Target Scan 8.
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Para identificar cuales son las vias en las que participan los genes blanco de miR-21-5p se
introdujo una lista con los 30 genes regulados por miR-21-5p en el software de ShinyGO v
0.76 (http://bioinformatics.sdstate.edu/go/) en donde se reconocié como las vias con mayor
nivel de enriquecimiento a la regulaciéon negativa de la proliferacion de condrocitos, a la
regulacion de la transduccion de la sefializacion de la proteina Rac, asi como la regulacién
negativa de la via de la sefalizacion BMP, siendo esta un grupo de moléculas de
sefalizacion que pertenece a la superfamilia de proteinas de TGF-3. En total la plataforma
identificd a 16 vias con alto nivel de enriquecimiento, relacionandose cuatro de ellas con el
desarrollo de vasos sanguineos (25%). De igual manera 3 de ellas se relacionan con
GTPasa, la cual corresponde a una superfamilia de enzimas que se une a GTP y lo
hidrolizan a GDP (18%) (Tabla 4, Fig. 14).

Tabla 4. Genes blanco regulados por miR-21-5p y las vias con mayor grado de enriquecimiento de estos.

Tabla modificada del programa ShinyGO v 0.76.

Via Nivel de Gen
Enriquecimiento
Regulacion negativa de la proliferacion de 379.93 SMAD7 BMPR2
condrocitos
Regulacion de la transduccion de la 99.11 RTN4 ARHGAP24 KBTBD6
senalizacion de la proteina Rac
Regulacion negativa de la via de 35.07 SMAD7 UBE2D3 BMPR2
sefnalizacion BMP
Morfogénesis arterial 34.53 SMAD7 RTN4 BMPR2
Desarrollo arterial 2477 SMAD7 RTN4 BMPR2
Regulacion de la extensiéon axonal 22.57 RAB11A RTN4 BMPR2
Regulacion de la transduccion de la 17.67 RTN4 ARHGAP24 RASA2 BTBD6
senalizacion de la proteina Ras RASGRP1
Regulacion de la transduccion de la 13.1 RTN4 ARHGAP24 FAM13A RASA2
senalizacion mediada por GTPasa KBTBD6 RASGRP1
pequefa
Crecimiento de células de desarrollo 13.1 SMAD7 RAB11A RTN4 BMPR2
Regulacion positiva de la actividad 8.31 RP2 ARHGAP24 FAM13A RASA2
GTPasa RASGRP1
Transduccion de sefial mediada por 8.24 RTN4 ARHGAP24 FAM13A RASA2
GTPasa pequefia KBTBD6 RASGRP1
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Regulacion de la organizacion de 7.07 RAB11A RTN4 ARHGAP24 PIK3R1
proyeccion celular limitada por la NEGR1 BMPR2
membrana plasmatica
Desarrollo de vasos sanguineos 6.35 SMAD7 RTN4 ARHGAP24 VASH2
IL6R BMPR2
Desarrollo vascular 6.09 SMAD7 RTN4 ARHGAP24 VASH?2
IL6R BMPR2
Organizacion de proyeccion celular 4.14 RP2 RAB11A RTN4 ARHGAP24
delimitada por membrana plasmatica VASH2 PIK3R1 BTG2 NEGR1 BMPR2
Organizacién de proyeccion celular 4.04 RP2 RAB11A RTN4 ARHGAP24
VASH2 PIK3R1 BTG2 NEGR1 BMPR2

Regulacidn negativa de la prolferacion de condrocitos = Numero de genes
Regulacidn de la transduccion de la sefializacion de 12 proteing RAC = « 9
Regulacidn negativa de 1a via de sefializacion BMP = —g
Morfogénesis arterial = =@ ® 4
Desarrollo arterial = =@ ® 6
Regulacidn de la extension axonal = «@ . 8
Regulacion de la transduccidn de la sefializacion de la proteina Ras - @
Regulacidn de la transduccién de la sefializacion mediada por GTPasa pequefia = @
Crecimiento de células de desarrolloc = @
Regulacion positiva de |a actividad GTPasa - @ -log10
Transduccion de sefial mediada por GTPasa pequefia =@ - 16
Regulacidn de la organiz acién de pray eccién celular limitada por la membrana plasmética = @ - 18
Desarrollo de vasos sanguineos - @
Desarrollo vascular = i - 2.0
Organizacion de proyeccion celular delimitada por membrana plasmatica - - 2.2
Organiz acion de proyeccion celular =i - 24

0 100 200 300
Grado de enriquecimiento

Fig. 14 1 Vias con mayor grado de enriquecimiento de los 30 genes blanco regulados por miR-21-5p. El tamafo
del circulo se relaciona con el numero de genes incluidos en la via, mientras que el color del circulo se relaciona
con el logaritmo base 10 del grado del enriquecimiento. Grafica modificada de programa ShinyGO v 0.76. El
calculo del enriquecimiento es basado en el valor nominal del valor de p obtenido de la prueba hipergeométrica.
El grado de enriquecimiento se define como el porcentaje de genes de la lista introducida que pertenecen a
una via, dividido entre el resto de los genes de dicha via. Debido a un poder estadistico incrementado, vias
con un mayor numero de genes tienden a tener menor grado de enriquecimiento. Después de que se realizé
el analisis las vias se filtran y clasifican segun el grado del enriquecimiento. La informacién de las vias se

obtiene de ENSEMBL, de STRING-db, asi como de otras plataformas.
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Con la finalidad de contrastar los resultados de la plataforma ShinyGO, se introdujo la lista
de los 30 mRNAs regulados por miR-21-5p en el software de metascape.

En los resultados que arroj6 dicha plataforma se identificd que el término con mayor grado
de enriquecimiento es el de la senalizacion por BMP, via mencionada en la plataforma
anterior, mientras que, en segundo lugar, se encuentra la sefalizacion por MAPK1/MAPK3
y en tercer lugar se encuentra la regulacion de la membrana plasmatica unida a organizacion
de proyecciones celulares. También se identificaron a vias mencionadas en la plataforma
anterior, como lo son las proyecciones celulares unidad a membrana plasmatica,
relacionadas a GTPasa, asi como la via de sefnalizacion relacionada con vasculogénesis
VEGFA-VEGFR2. El resto de los principales términos enriquecidos se muestran en la Fig.
15.

| R-HSA-201451: Sefializacién por BMP

| R-HSA-5684996: Sefalizacion por MAPK1/MAPK3
‘ G0:0120035: Regulacion de membrana plasmatica unida a organizacién de proyecciones
| celulares

| R-HSA-8980692: Ciclo GTPasa RHOA
| WP4396: Enfermedad de higado graso no alcohdlico
| G0:0034249: Regulacion negativa del proceso metabdlico celular de amidas
| G0:0043434: Respuesta a hormona peptidica
| R-HSA-382551: Transporte de moléculas pequefias
WP3888: Vias de sefializacion VEGFA-VEGFR2

1o0g10(P)

Fig.15 | Grafico de barras de términos enriquecidos de los 30 mMRNA de miR-21-5p obtenidos mediante el
analisis in silico, coloreados por valores p. GO Numero identificador de ontologia génica. R-HSA Numero de
identificaciéon de la plataforma reactome. WP Numero identificador de Wikipath. Grafica realizada en

https://metascape.org.

De igual manera, con el objetivo de analizar la presencia de genes que se encuentren en
dos o mas vias, se realizd6 un analisis el cual es representado mediante una red de
interaccion la cual muestra la existencia de un mismo gen en dos o mas vias,
representandolas a través de un nodo y uniéndolas a través de lineas. Se puede observar
como aquellos genes que participan en la regulacién negativa de la via de sefalizacion BMP
también se encuentran en otras vias como lo son la regulacion negativa de la proliferaciéon
de condrocitos, en el desarrollo de vasos sanguineos, entre otras. Aquellos genes que se

encuentran en el crecimiento de células de desarrollo también se encuentran en las vias de
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crecimiento vascular, de la regulacion negativa de condrocitos y en la regulacion de la
extension axonal, entre otros. De igual manera existe un agrupamiento de genes en las vias
de sefalizacion Ras y Rac, las cuales son reguladoras del crecimiento y desarrollo celular.

El resto de las interacciones se muestran en la Figura 16.
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Fig. 16 | Grafica que muestra la relacion entre las vias enriquecidas de los genes blanco regulados por miR-
21-5p. Los nodos representan a las vias. Los nodos mas oscuros representan que los genes en esa via se
encuentran con mayor grado de enriquecimiento, mientras que aquellos de mayor tamario representan a un
mayor numero de genes en esa via. Dos nodos se conectan entre si comparten el 20 % o mas de los genes
en dichas vias. Las conexiones son mas gruesas si se comparten mayor cantidad de genes entre los nodos.

La imagen se obtuvo en la plataforma ShinyGO v 0.76.
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Para identificar si existe interaccion entre las proteinas codificadas por los mMRNA que son
blancos de miR-21-5p, independientemente de la via en la que participen, se realizd un
analisis en la plataforma de ShinyGO. Dicho andlisis toma en cuenta las interacciones
proteicas conocidas en bases de datos curadas o a través de una determinacion
experimental, asi como una prediccion de interacciones como lo son la fusion génica, la
proximidad génica, la coocurrencia génica, entre otros parametros. Entre las principales
interacciones, las cuales se pueden observar por la cantidad de lineas que conectan a los
2 nodos, se encuentra la de SMAD7 con BMPR2, dichas proteinas encontrandose en la via
de TGF-B. Una proteina que interactua tanto con SMAD7 como con BMPR2 es IL6R, la cual
tiene funcidon como receptor de interleucinas y tiene una participacién en reacciones de fase

aguda. El resto de las interacciones se muestran en la Fig. 17.
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Fig. 17 | Grafico que muestra la interaccién entre las proteinas codificadas por los genes blanco cuya expresién
es regulada por miR-21-5p. Cada nodo representa a una proteina. Cada linea representa una asociacién
proteina-proteina. Las asociaciones necesitan ser especificas y representativas. Cada color en las lineas
representa a algun tipo de interaccion entre las proteinas. Grafico obtenido de Shiny Go el cual a su vez envié
la lista de genes al sitio de STRING, de donde la informacion se regresa a la primera plataforma, y en donde

se calcula un enriquecimiento proteina-proteina.
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A su vez para identificar a las principales vias en las que participan los 26 genes blancos de
miR-128-3p se introdujo la lista de genes en la plataforma ShinyGO v 0.76, donde se apreci6
que las principales vias enriquecidas son la de diferenciacién de neumocitos, asi como la
del acortamiento de la cola de Poli (A) del mMRNA transcrito nuclear. Notablemente, de las
17 principales vias enriquecidas, 5 de ellas tienen que ver directamente con la morfogénesis
de las vias aéreas (29.4%), mientras que 4 de ellas se relacionan al desarrollo del sistema
nervioso (23.5%). No se identificd a través de analisis un enriquecimiento de alguna via
relacionada con fibrosis o con TGF- (Tabla 5, Fig. 18).

Tabla 5. Genes blanco regulados por miR-128-3p y las vias con mayor grado de enriquecimiento de estos.
Tabla modificada del programa ShinyGO v 0.76

Via Nivel de Gen
enriguecimiento
Diferenciacién de neumocitos tipo | 350.7 NFIB THRB
Regulacion positiva del acortamiento de la 187.87 TNRC6B CPEB3 BTG2
cola poli(A) de mRNA transcrito nuclear
Acortamiento de la cola poli(A) de mRNA de 58.45 TNRC6B CPEB3 BTG2
transcripcion nuclear
Morfogénesis pulmonar 46.96 SPRY2 NFIB STK40
Desarrollo pulmonar 22.83 SPRY2 NFIB THRB STK40 BMPR2
Desarrollo de las vias respiratorias 22.36 SPRY2 NFIB THRB STK40 BMPR2
Desarrollo del sistema respiratorio 19.92 SPRY2 NFIB THRB STK40 BMPR2
Respuesta a péptidos 9.36 JAG1 GAB1 KLF3 ACVR1C
PIK3R1 BTG2
Regulacion negativa de la transcripcién por 6.41 CPEB3 KLF3 NFIB THRB PHF6
RNA polimerasa Il BTG2 CREBRF
Desarrollo neuronal 5.83 CPEB3 GAB1 ATXN10 PIK3R1
NFIB THRB BTG2 BMPR2
Diferenciacion neuronal 5.35 JAG1 CPEB3 GAB1 ATXN10
PIK3R1 NFIB THRB BTG2 BMPR2
Generacion de neuronas 4.85 JAG1 CPEB3 GAB1 ATXN10
PIK3R1 NFIB THRB BTG2 BMPR2
Regulacion negativa de procesamiento de 4.83 TNRC6B CPEB3 KLF3 NFIB THRB
macromoléculas celulares PHF6 BTG2 CREBRF BMPR2
[ =)



Organizacion de proyecciones celulares 4.66

Regulacion positiva del procesamiento 4.62
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Neurogénesis 4.49
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Fig. 18 | Vias con mayor grado de enriquecimiento de los 26 genes blanco regulados por miR-128-3p. El

tamafio del circulo se relaciona con el numero de genes incluidos en la via, mientras que el color del circulo

se relaciona con el logaritmo base 10 del grado del enriquecimiento. Grafica modificada de programa ShinyGO

v 0.76. El célculo del enriquecimiento es basado el valor nominal del valor de P obtenido de la prueba

hipergeométrica. El grado de enriquecimiento se define como el porcentaje de genes de la lista introducida

que pertenecen a una via, dividido entre el resto de los genes de dicha via. Debido a un poder estadistico

incrementado, vias con un mayor numero de genes tienden a tener menor grado de enriquecimiento. Después

de que se realiz6 el analisis las vias se filtran y clasifican segun el grado del enriquecimiento. La informacién

de las vias se obtiene de ENSEMBL, de STRING-db, asi como de otras plataformas
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De igual manera se realizo el analisis de las principales vias enriquecidas en la plataforma
de metascape, donde se reconocié a los términos con un mayor enriquecimiento de los
mMRNA blanco de miR-128-3p, existiendo una concordancia con lo descrito en la plataforma
anterior, siendo el término con mayor enriquecimiento la regulacion positiva del
acortamiento de la cola poli (A) de transcritos de mRNA en el nucleo, mientras que el
segundo con mayo enriquecimiento fue el de desarrollo pulmonar, y el tercero fue el de
respuesta a péptidos. El resto de los términos enriquecidos se muestran en la misma figura
(Fig.19).

1 G0:0060213: Regulacion positiva del acortamiento de la cola poli (A) de mRNA transcritos en nucleo
| G0:0030324: Desarrollo pulmonar

| G0:1901652: Respuesta a péptidos

] hsa04550: Vias de sefializacion reguladoras de pluripotencialidad de células madre

] WP4787: Diferenciacion de osteoblastos y enfermedades relacionadas

‘ hsa04919: Via de sefalizacion de hormona tiroidea

| G0:0006468 Fosforilacion de proteinas

‘ G0:0008285 Regulacién negativa de proliferacion celular

0 1 2 3 4 5 6 7
-log10(P)

Fig.19 | Grafico de barras de términos enriquecidos de los 26 mRNA blanco de miR-128-3p obtenidos
mediante el analisis in silico, coloreados por valores p. GO Numero identificador de ontologia génica. hsa
Numero de identificaciéon de la plataforma reactome. WP Numero identificador de Wikipath. Gréfica obtenida

de metascape.org.

En concordancia con estos hallazgos, se identificd que existen genes que participan en 2 o
mas vias, presentandose 2 grandes agrupamientos, aquellos que participan en vias
relacionadas con el desarrollo de vias aéreas y aquellos relacionados con el proceso de
neurogénesis. De igual manera se aprecia que aquellos genes relacionados con la
regulacion negativa de la transcripcion por la RNA polimerasa Il se encuentran también en
la via de la regulacién negativa del procesamiento de macromoléculas. De igual modo se
puede apreciar que las vias con mayor grado de enriquecimiento son los que tienen que ver
con la morfogénesis de vias aéreas, asi como los del acortamiento de la cola de poli (A) Fig.
20.
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Fig. 20 | Grafica que muestra la relacion entre las vias enriquecidas de los genes blanco regulados por miR-
128-3p. Los nodos representan a las vias. Nodos mas oscuros representan que los genes en esa via se
encuentran con mayor grado de enriquecimiento. Nodos de mayor tamano representan a un mayor numero
de genes en esa via. Dos nodos se conectan entre si comparten el 20 % o mas de los genes en dichas vias.
Las conexiones son mas gruesas si se comparten mayor cantidad de genes entre los nodos. La imagen se

obtuvo en la plataforma ShinyGO v 0.76.

De igual manera se analizd la interaccion entre las proteinas que son codificadas por los
genes blancos de miR-128-3p. Se observdo que las interacciones proteina-proteina con
mayor peso son aquellas entre PIK3R1, la cual codifica para una subunidad regulatoria de
la cinasa fosfatidilinositol-3 cinasa, con GAB1, la cual codifica para una proteina adaptadora
que tiene un rol en cascadas de sefalizacion intracelular activadas por distintas cinasas. De
igual manera se aprecia como BMPR2, tiene altos niveles de interaccién con PIK3R1, con
STKA40, la cual es una cinasa serina treonina 40 que puede actuar como regulador negativo
de NF-Kappa-B y de p53; asi como NFIB, asi como con ACVR1C, la cual es una cinasa
serina-treonina la activa a los reguladores transcripcionales SMAD2 y SMAD3, involucrados

en procesos de diferenciacion celular, arresto celular y apoptosis (Fig. 21).
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Fig. 21 | Grafico que muestra la interaccion entre las proteinas codificadas por los genes blanco cuya expresion
es regulada por miR-128-3p. Cada nodo representa a una proteina. Cada linea representa una asociacion
proteina-proteina. Las asociaciones necesitan ser especificas y representativas. Cada color en las lineas
representa a algun tipo de interaccion entre las proteinas. Grafico obtenido de Shiny Go el cual a su vez envié
la lista de genes al sitio de STRING, de donde la informacién se regresa a la primera plataforma, y en donde

se calcula un enriquecimiento proteina-proteina.
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16.7 Correlacién de TGF- 3 con miR-21-5p, miR-128-3p y la edad

Debido a que en nuestros antecedentes se menciona a miR-21-5p y a miR-128-3p como
reguladores de la via de TGF- 3, como primer objetivo secundario se planted analizar si
existe alguna asociacion entre la expresion de miR-21-5p y miR-128-3p con los niveles
séricos de TGF- B, por lo que se llevé a cabo un analisis de correlacion, sin lograr
demostrarse una asociacion significativa como se demuestra en la Fig. 22. Es necesario
comentar que solo se contaba con los niveles de TGF- B de 12 pacientes de entre 3 y 8

anos de edad, ademas de que todos ellos preservaban un estado ambulatorio
independiente.

A r=-0.168 B r=-0.273
4000 p=0.602 4000 p=0.391

3000 .

3000 L]

2000 . 2000 .

Niveles de TGF- B
Niveles de TGF- B

1000 I 1000

50 00 50 100 150 200 250 -200 150 -1.00 -50 00 50 1.00

Loasn de la exoresion de miR-21-5p Logio de la expresion de miR-128-3p

Fig. 22 | Correlacion entre los niveles séricos de TGF- y la expresiéon de miR-21-5p (A) y miR-128-3p (B) en
pacientes con DMD. Coeficiente de correlacién rho obtenido por la prueba de Spearman (N = 12). DMD
Distrofia muscular de Duchenne. IMF Intensidad media de fluorescencia. TGF- B Factor de crecimiento

transformante beta.

De igual manera, con la finalidad de poder responder al segundo objetivo secundario, el de
reconocer si existe alguna asociacion entre los niveles séricos de la proteina TGF- 3 con la
edad de los pacientes, se realizé un analisis de correlacién, el cual no demostré una
significancia. Es necesario mencionar que solo se contaba con los niveles de TGF- 3 de 12
pacientes, los cuales se encontraban en un rango de 3 a 8 afios de edad, los cuales todos

preservaban la marcha independiente Fig. 23.
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Fig. 23 | Correlacion entre los niveles séricos de TGF-3 con la edad de pacientes con DMD. Coeficiente de
correlacion rho obtenido por la prueba de Spearman (N = 12). DMD Distrofia muscular de Duchenne. IMF

Intensidad media de fluorescencia. TGF- B Factor de crecimiento transformante beta.

16.8 Comparacion de los parametros enzimaticos de dafio muscular y de los parametros
metabdlicos entre los pacientes ambulatorios y no ambulatorios con DMD

En cuanto a los estudios metabdlicos evaluados, que fueron glucosa, insulina, el indice de
la resistencia a la insulina, el colesterol total, el colesterol VLDL y los triglicéridos, se
encontraban dentro de parametros normales en la poblacién total con DMD. De igual
manera, cuando se realizd una estratificacion entre ambos grupos se observé que no hay
una diferencia entre ellos, a excepcion de los niveles de colesterol sérico total, el cual fue

mayor en los pacientes con marcha independiente (Tabla 6).

65

—
| —



Tabla 6 | Comparacién de los parametros de dafno muscular, funcién muscular y actividad fisica de pacientes

ambulatorios y no ambulatorios con DMD.

Variable Poblacion total Ambulatorio No ambulatorio Valor de p
DMD (N=29) (n=23) (n=6)
Parametros metabdlicos
Glucosa (mg/ dL) 85.41 £ 7.54 84.96 £ 7.30 87.17 £ 8.90 0.592
Insulina (pU/ mL) 5.65 (5, 23) * 5.65 (5, 23) ?® 5.70 (5, 8) 0.547°
indice Homa-IR 1.20 (1,5) * 1.20(1,5)°® 1.20 (1, 2) 0.890
Colesterol total (mg/ dL) 154.45 + 31.85 162.91 £ 29.28 122 £ 17.84 0.001 @
Colesterol VLDL (mg/dL) 26.8 (11.2, 65.2) 26.8 (11.2, 65.2) 23.9 (16, 58) 0.726 ©
Triglicéridos (mg/ dL) 134 (56, 326) 134 (56, 326) 119.50 (80, 290) 0.726°

Los datos se muestran como media + desviacion estandar (DE) o mediana (minimo, maximo) en funcién de la
distribucién de los datos. DMD, Distrofia muscular de Duchenne. indice Homa-IR, modelo homeostatico para
evaluar la resistencia a la insulina. VLDL, Lipoproteina de muy baja densidad 2 Prueba de t-student. ® Mann-
Whitney U test *n = 24, ?n=18.

16.9 Analisis de la expresion de MMP9 en pacientes con DMD

Debido a que las metaloproteinasas son remodeladoras de la matriz extracelular y se han
identificado como desreguladas en la DMD, en especifico, la MMP-9, enzima que degrada
a la colagena 4, se ha encontrado sobre expresada en pacientes con DMD, se planted
detallar cual es el patron de expresion de la MMP9 segun el estado ambulatorio de los
pacientes con DMD se realizé un analisis de correlacion. Como se puede apreciar en la Fig.
24, no hubo cambios en el nivel de expresidon de acuerdo con la presencia o ausencia del
estado ambulatorio independiente (p = 0.739). Los niveles de la expresién de la MMP9 se
obtuvieron de otro grupo de pacientes con DMD distinto del que se obtuvieron el resto de

las mediciones que se comentan en este estudio.
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Fig. 24 | Comparacion de la expresion de los niveles séricos de MMP9 entre los pacientes con DMD en
estado ambulatorio y no ambulatorios. Prueba de U Mann de Whitney. Pacientes ambulatorios n =23,

pacientes no ambulatorios n = 6. MMP-9 Metaloproteinasa de matriz 9.

Para identificar si los niveles de expresion mostraban patrones distintos de expresion
independientemente de su estado ambulatorio, pero con relacién a la edad de los pacientes
con DMD se realizé un analisis de correlacion, sin mostrarse una asociacion significativa
(Fig. 25).
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Fig. 25 | Correlacion entre los niveles de expresion de MMP9 con la edad de pacientes con DMD. Coeficiente
de correlacion rho obtenido por la prueba de Spearman (N = 24). DMD Distrofia muscular de Duchenne. MMP-

9 Metaloproteinasa de matriz 9.
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17 DISCUSION

A ultimas fechas la epigenética ha cobrado importancia en el entendimiento de diversos

procesos fisioldgicos, asi como en el entendimiento de distintas entidades patogénicas.

En este contexto, los miRNAs, pequefios ncRNAs de un tamafo aproximado de 22 nt,
clasicamente han sido descritos como un mecanismo de regulacion postranscripcional
negativo, siendo cada uno de ellos capaz de regular a varios mMRNAs blancos, favoreciendo

al silenciamiento de la traduccién del mRNA o incluso, a la degradacion de este.

Los miRNAs cuentan con la ventaja de que se pueden obtener en distintos tipos de tejidos,
como lo es a nivel muscular, en orina o en suero. Existen diversos estudios que han
analizado al patron de expresion de distintos miRNAs en DMD. Por ejemplo, fue en el 2011
cuando Mizuno y colaboradores describieron en modelo murino y canino de DMD, Ia
desregulacion de 3 miRNAs (miR-1, miR-133a y miR-206) a nivel sérico, encontrandose
sobre expresados a comparacion de controles, nombrando a los mismos como
distromiRNAs (49).

El presente trabajo se muestran datos obtenidos del analisis del perfil de expresion de miR-
21-5p y miR-128-3p en el suero de pacientes con distrofia muscular de Duchenne, dos
microRNAs que a la fecha de la realizacidén de la presente tesis no se ha descrito cual es su

nivel de expresion en el suero de los pacientes con DMD.

De la poblacién total de 29 pacientes con DMD, 23 de ellos aun preservaban la capacidad
de ambulacion independiente, mientras que 6 de ellos la habian perdido. De igual manera,
y conforme a lo esperado, aquellos pacientes que habia perdido la marcha independiente
puntuaron mas alto en las escalas de fuerza muscular, lo cual refleja una menor fuerza tanto
de extremidades superiores como de las inferiores. En el presente trabajo se identifico una
desregulacion en la expresion de dos miRNAs, miR-21-5p y miR-128-3p, demostrandose
que aquellos individuos que habian perdido la marcha independiente presentaban una
menor expresion de ambos miRNAs.
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En el trabajo publicado por Zanotti en el 2015 se identific6 que miR-21-5p se encuentra
sobre expresado en el musculo de pacientes con DMD de entre 1 y 8 afios de edad a
comparacién de controles sanos (47). Es posible que en el musculo distrofico de los
pacientes afectados por DMD se presente una sobreexpresion del miR-21-5p, sin embargo,
es sabido que etapas avanzadas de la enfermedad como lo es cuando se pierde la
capacidad de la marcha independiente, el tejido muscular es reemplazado por tejido fibroso
y tejido adiposo, lo cual explicaria el origen en la disminucion de los niveles séricos de miR-

21-5p en pacientes que han perdido la deambulacién independiente.

Es necesario considerar que la membrana celular del musculo distréfico se vuelve
permeable, lo que permite que los miRNAs escapen al espacio extracelular y se encuentre
a nivel sérico. Otra posibilidad que existe es que el principal origen de miR-21-5p en el suero
de los pacientes con DMD no sean las células musculares maduras sino los precursores de
estas, los mioblastos, como se comenta en el trabajo realizado en el 2019 por Morgoulis,
donde miR-21 se encuentra sobre expresado en los mioblastos de pacientes con DMD a

comparaciéon de mioblastos de controles (46).

En concordancia con nuestros hallazgos, Catapano y colaboradores reportaron que miR-21
se encuentra sub expresado en la orina de individuos DMD no ambulatorios en comparacion
de aquellos ambulatorios (45). Siguiendo a nuestros resultados, ya que los pacientes que
han perdido la marcha independiente presentan menor expresion del miR-21-5p en suero,
existiria un menor filtrado del mismo a nivel renal o que ocasionaria a su vez menores

niveles en orina.

Conforme a trabajos previos y al presente, esta claro que miR-21-5p requiere de mas
estudios, ya que los niveles de expresion de este se relacionan al momento de la

enfermedad en los pacientes con DMD.

De igual manera se identifico que miR-128-3p se encuentra sub expresado en el suero de
los pacientes que habian perdido la marcha independiente a comparacién de aquellos que
aun la preservaban. Estudios previos han reportado que miR-128-3p se encuentra
relacionado, entre otros procesos, al de regeneracién muscular, como lo reporta Shang en
el 2021 (41). Esto se encuentra en concordancia con lo descrito por Gurinder en el 2020 el
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cual reportd que miR-128-3p favorece la diferenciacion de los mioblastos a través de la

regulacion de una via insulinica (57).

De igual manera en Shen en el 2019 en células derivadas de pollo demostré que miR-128-
3p promueve la diferenciaciéon de células satélite hacia células musculares maduras,
logrando este proceso a través de la inhibicion de la miostatina (48). Tomando en cuenta
estos antecedentes, existe una concordancia con nuestro hallazgo de como en etapas
tardias de la enfermedad, donde la regeneracion muscular se encuentra disminuida debido
al reemplazo de tejido muscular por tejido fibroso y adiposo, miR-128-3p se encuentra sub
expresado. Existe la necesidad de estudiar con mayor profundidad a miR-128-3p en otro
tipo de tejidos en pacientes con DMD, como lo es a nivel de células musculares, mioblastos
o incluso en orina, para contar con mas evidencia que explique el comportamiento de este

miRNA en pacientes con DMD.

A su vez se realizé un analisis entre los niveles de expresion sérica de miR-21-5p y mIR-
128-3p con la edad de los pacientes, la cual se encontraba entre 3 y 15 afos de edad, esto
con la finalidad de evaluar la expresion de estos miRNAs etapas intermedias de la
enfermedad e independientemente de su estado ambulatorio, identificando que a mayor
edad los niveles séricos de ambos miRNAs tienden a disminuir. Esto concuerda con el
analisis realizado con el estado ambulatorio, ya que son los individuos de mayor edad los

que pierden la capacidad de la marcha.

Al momento de buscar una asociacién entre las escalas que evaluan a la fuerza muscular y
los miRNAs, se identificé que a mayores niveles de expresion de miR-21-5p se conservaba
mayor fuerza en las extremidades inferiores a través de la escala de Vignos.

Es de llamar la atencidn que no se logro identificar una correlacion significativa entre la
expresion de miR-21-5p con la escala de GMFCS, la cual también evalua la fuerza muscular
de las extremidades inferiores, probablemente secundario a que dicha escala contiene
menos categorias en su puntaje. Tampoco se identificdé una relacion con la escala de
Brooke, probablemente debido a que la afectacion de las extremidades superiores se suele
presentar en individuos de mayor edad. Idealmente en estudios posteriores se debe de
identificar una relacién dicha escala con la expresién de miR-21-5p en pacientes de mayor
edad.
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Donde si se logro identificar una correlacion estadisticamente significativa fue entre el miR-
21-5p con el de la fuerza muscular de la MRC, la cual evalua la fuerza de las 4 extremidades,
lograndose apreciar que unos mayores niveles de la expresion de miR-21-5p se relacionan
con una mayor fuerza muscular, reflejando la relacién previamente mencionada de fuerza
muscular de miembros inferiores con miR-21-5p. No se hallé una asociacion entre las

escalas de fuerza y funcion muscular con los niveles de expresion de miR-128-3p.

Estos datos muestran que es miR-21-5p el que se correlaciona de mejor manera con las
escalas, sobre todo con las de la funcidn de extremidades inferiores y de la fuerza, a
comparacion de miR-128-3p. Podemos hipotetizar que es miR-21-5p presenta, al menos en
cierto grado, un mayor grado de tropismo por el musculo esquelético, y que su expresion se
relaciona en mayor medida con la fuerza y funciones musculares; mientras que, a pesar de
que miR-128-3p disminuye su concentracion sérica con la evolucion de la enfermedad,
puede ser que su origen no solamente provenga de musculo sino también de algun otro tipo

de tejido.

De igual manera se analizaron marcadores de dafio muscular, como lo son la CK, la AST y
la ALT, detectando mayores concentraciones séricas en aquellos individuos que
preservaban la capacidad de deambulaciéon independiente. Actualmente los niveles de CK
se han utilizado como parte del abordaje diagndstico de la DMD, sin embargo las
concentraciones de la CK se pueden ver modificadas por la edad, la actividad fisica, el uso

de farmacos o incluso enfermedad renal (50).

Los niveles de AST y la ALT son estudios que se utilizan rutinariamente para demostrar la
funcion hepatica. Consecuentemente, en nifios sanos, el analisis de estas enzimas
hepaticas se realiza mas frecuentemente que el analisis de la CK, la cual resulta ser un
marcador mas especifico de dafio muscular. En un estudio realizado en el 2015 en una
poblacién de 120 pacientes con DMD se identifico que hasta el 97% de ellos presentaban
una elevacion de los niveles séricos de ALT y AST. Aunque dichas enzimas presentan una
elevacion sérica con el dafio muscular también pueden encontrarse elevadas con el dafo
hepatocelular, lesion cardiaca, renal, de eritrocitos o incluso lesién pulmonar (51). Debido a
que las 3 moléculas son marcadores de dafio muscular, al existir una mayor cantidad de

este tejido en las primeras etapas de la enfermedad, podria explicar porque la expresion de
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las 3 moléculas tiende a disminuir con la edad, al existir un reemplazo de tejido muscular

por tejido fibroso y adiposo.

Se logré identificar que tanto miR-21-5p como miR-128-3p se correlacionan con los
marcadores enzimaticos de dafo muscular, probablemente secundario a que existir mayor
tejido muscular existe una mayor liberacion hacia suero de los marcadores enzimaticos y de

ambos miRNAs.

Para lograr una comprension con mayor profundidad sobre el papel de miR-21-5p y miR-
128-3p como probables reguladores de la fibrosis, se realizé un analisis in silico, en primer
lugar, para lograr identificar a los genes blanco de ambos miRNAs y posteriormente para
identificar a las vias de los mRNA blanco que contaran con un mayor grado de

enriquecimiento.

Se logré identificar que miR-21-5p tiene como blanco a 30 mRNA los cuales coincidieron en
3 distintas plataformas, mientras que miR-128-3p tiene como blancos a 26 mRNA. También
se observd que 6 mRNAs se encontraban regulados por ambos miRNAs. Entre los mRNA
que se encontraban regulados por ambos miRNAs se encuentra a BMPR2 el cual codifica

para una cinasa serina/treonina transmembrana.

Hipotetizamos que, al menos en cierto grado, la regulacion de la via de TGF-f por parte de
miR-21-5p y miR-128-3p se realiza a través de BMPR2. Se ha demostrado que las vias de
sefalizacion TGF-B y de BMP presentan cierta redundancia bioldgica, activando a
moléculas en comun rio abajo. Aunque ambas vias son activadas por diferentes ligandos y
diferentes receptores tienen en comun a SMAD4, la cual se transloca al nicleo en conjunto

con complejos proteicos SMAD favoreciendo la expresion génica (Fig. 26) (52).

En el estudio realizado por Zhang en el 2020 menciona que la via de BMP actua como
contrapeso de TGF-3, siendo una via anti fibrética. Una posibilidad que existe que explicaria
el mecanismo de como miR-21-5p y miR-128-3p potencia a la via de TGF- es que al existir
una inhibicién de la via BMP las moléculas SMAD4 que normalmente seria utilizadas en
esta via permanezcan libres para ser utilizadas por la via de TGF-3, potenciando a esta via
y la fibrosis.
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Fig. 26 | Esquema sobre las vias TGF- B y BMP Tomada y modificada de Zhang, 2020.

Posteriormente a través de la plataforma ShinyGO se buscé identificar a los procesos
biolégicos y la funcidn molecular con mayor grado de enriquecimiento de los mMRNA blancos
regulados por miR-21-5p y miR-128-3p. En términos generales, aquellos mMRNA blancos de
ambos miRNAs participa simultaneamente en distintos procesos bioldgicos, o que significa

que tienen un rango amplio de funcionalidad biolégica.

Aquellas vias enriquecidas de los mRNA blancos regulados por miR-21-5p son muy
variadas en cuanto a sus funciones. Interesantemente, la tercera via con mayor grado de
enriquecimiento es la regulacion negativa de la via de sefalizacion BMP. Llama la atencion
que dentro de los mRNA que participan en esa via se encuentra al previamente mencionado
BMPR2, ademas de UBE2D3 y SMAD7. SMAD7 actua como un regulador negativo de la
via de TGF- 3, como lo describe Cui en el 2019, donde identifica que miR-21-5p como un

regulador de la fibrosis en modelo tendinoso (53).

Secundario al silenciamiento de SMAD7 debido a la accién de miR-21-5p, existiria una

disminucién en la inhibicion de la via de TGF- B, favoreciendo la expresion de los genes de
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esa via. La regulacion de la via BMP por parte de miR-21-5p fue contrastada en plataforma
de anadlisis in silico, como lo es metascape, la cual la identifico como via con el mayor grado

de enriquecimiento.

Por su parte las vias en la que participan los mMRNA regulados por miR-128-3p con un mayor
grado de enriquecimiento fueron las relacionadas con el desarrollo pulmonar. Es probable
que el desarrollo pulmonar sea regulado por gran cantidad de moléculas la participacion de
miR-128-3p sea relativamente pequena. De igual manera llama la atencién que se menciona
al proceso de neurogénesis y desarrollo neuronal como vias enriquecidas, teniendo en
cuenta que entre un 20-30% de los pacientes con DMD pueden tener alteraciones de perfil
cognitivo (53). Sera importante identificar en estudios posteriores cuales son los
mecanismos fisiopatoldgicos de esta relacion de los pacientes con DMD vy alteraciones

cognitivas.

Como se ha mencionado uno de los principales actores en el proceso de fibrosis son los
fibroblastos, los cuales producen a distintos componentes de matriz extracelular. Entre las
principales moléculas que actuan como reguladoras de la activacion de fibroblastos se
encuentra TGF- B, la cual ha sido estudiada en diversos procesos patogénicos, entre los
que se encuentra la DMD (28,30,31).

Existen a su vez distintas moléculas reguladoras de TGF- B, entre las que se encuentran
diversos miRNAs, entre ellos a miR-21-5p (70,71) y miR-128-3p (72). Contrario con lo
reportado por Morgoulis en el 2019 no se logré identificar una asociacion directa entre la
expresion sérica de miR-21-5p con los niveles de TGF-B. Una de posibles origenes de esto
es que Morgoulis estudio la expresion tanto de miR-21-5p como de TGF- 3 en células
musculares, mientras que nuestro estudio lo realizé a nivel sérico, pudiendo ser que la
influencia de miR-21-5p sobre TGF- 3 sea mayor a nivel muscular de lo que lo es a nivel

sistémico.

Sera necesario evaluar la expresion de ambas moléculas en una poblacion de mayor
tamafo, asi como en distintos momentos de la enfermedad. Tampoco se identificd una
asociacion entre la expresion de TGF-3 con la expresidon de miR-128-3p. Hipotetizamos que,
aunque diversos estudios han encontrado una participacion de miR-128-3p en la via de
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TGF- 3 (58, 59, 61), no ejerce su efecto directamente sobre la expresion de TGF-f3, sino que
lo realice sobre moléculas que se encuentran rio abajo en dicha via. A pesar de que no se
hall6 que TGF- 3 se relacione con la edad puede ser secundario este hallazgo a que el
rango de edad de los pacientes en los que se estudid6 esta molécula fue pequefio,
encontrandose entre los 3 y los 8 afios. Otra posibilidad es que debido a que esta molécula
no es especifica del tejido muscular, sintetizandose en otros tejidos como el 6seo, adiposo
y fibrético; por lo que la disminucion de la masa muscular tendria poca influencia en las

concentraciones séricas de TGF-p.

Es de llamar la atencidén como el unico parametro metabdlico que presentaba una diferencia
significativa entre el grupo de pacientes ambulatorios y aquellos no ambulatorios es el del
colesterol total, teniendo una mediana de hasta 40 mg/dL mayor en el grupo de aquellos
ambulatorios. Amor y colaboradores en el 2021 estudiaron el perfil de expresion de miRNAs
en el suero de 54 pacientes afectados por DMD, logré identificar que los mRNAs blancos
que eran regulados por los miRNAs desregulados se identificd que el metabolismo lipidico
puede ser una alteracion clave en la DMD. En dicho estudio, al investigar el musculo
esquelético de modelo murino mdx se reconocidé una desregulacién de los factores de
transcripcion del colesterol y de acidos grasos (SREBP1 y SREBP2), alteracion de la via del

mevalonato y un acumulo de colesterol en el musculo estriado (54).

Sera interesante que en estudios posteriores se corrobore este hallazgo en pacientes
afectados por DMD. Hipotetizamos que si las células musculares de individuo DMD también
presentan un acumulo de colesterol, al haber dafio de la membrana de estas podria existir
una liberacion del colesterol al espacio extracelular, lo que explicaria por qué las

concentraciones son mayores en etapas en donde el tejido muscular es mayor.

Nadarajah y colaboradores identificaron que la MMP-9, proteina remodeladora de la matriz
extracelular, muestra una disregulacion a nivel sérica en los pacientes con DMD,
encontrandose mas elevada en el suero de pacientes con DMD a comparacion de controles
sanos. Ellos igual reportaron que los pacientes no ambulatorios mostraban mayores niveles
a comparacion de aquellos ambulatorios (25). Sin embargo, en nuestra poblacion no
identificamos una diferencia de la expresion de MMP-9 segun el estado ambulatorio ni una
asociacion con la edad, por lo que se necesitan estudios a futuro de dicha molécula.
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18 CONCLUSIONES

Los niveles séricos de miR-21-5p y miR-128-3p son menores en el suero de los pacientes
con distrofia muscular de Duchenne que han perdido la capacidad de marcha independiente

a comparacion de aquellos que aun preservan la marcha independiente.

A su vez los niveles séricos de miR-21-5p y miR-128-3p disminuyen con la edad en los
pacientes con distrofia muscular de Duchenne independientemente de su estado

ambulatorio.

La expresion de miR-21-5p circulante se encuentra elevada en aquellos pacientes con
mayor fuerza muscular, asociandose con la escala de Vignos y con el porcentaje del MRC.
La elevacion de los marcadores enzimaticos de dafo muscular CK, AST y ALT se

correlacionan con el incremento a nivel sérico de miR-21-5p y miR-128-3p.

miR-21-5p y miR-128-3p comparten como blanco en comun a BMPR2, molécula que
participa en la via de sefalizacién de BMP, la cual comparte con la via de TGF-3 moléculas
en comun rio abajo en su sefalizacién. miR-21-5p tiene como blanco a SMAD7, molécula
inhibidora de la via TGF-B. No se identificé asociacién entre los niveles séricos de TGF-3
con miR-21-5p y miR-128-3p.
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20 ANEXOS

20.1 Sistema de clasificacidon 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 las 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 en 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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20.2 Sistema de clasificacion en la escala de Brooke

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 por encima de la cabeza solo si flexiona los codos
(disminuyendo la circunferencia total del movimiento) o mediante el uso de los 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 monedad de la

mesa.

6. Sin funcién de manos.
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20.3 Sistema de clasificacion de la funcion motora gruesa (GMFCS, Gross Motor
Function Classification Sytem)

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.
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20.4 Escala Medical Research Council

Grado 5: Normal.

Grado 5 -: Debilidad perceptible.

Grado 4 +: Debilidad leve pero definitiva.

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

Grado 4 -: Pone minima resistencia.

Grado 3 +: Resistencia transitoria, pero colapsa abruptamente.

Grado 3: Movimiento activo contra la gravedad,

Grado 3 -: Puede mover contra gravedad, pero no en el rango total de movilidad.

Grado 2: Puede mover si la gravedad es eliminada

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

Grado 0: Ausencia total de movimiento

La formula para calcular el porcentaje de fuerza muscular mediante la escala MRC es la

siguiente:

% MRC = Suma total del puntaje x 100 / numero de musculos valorados x 5
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20.5 Cronograma de actividades
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20.6 Formato de recoleccion de datos

[ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

\D

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
IMSS R-2021-3603-039

IDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

UMAE Hospital de Pediatria CMN Siglo XXI, IMSS

FOLIO: EDAD:

DATOS DE LA EXPLORACION FiSICA

Puntaje del Sistema de clasificacion en la escala de Vignos...........ccccccoiiiiiiiiiniiiiiiiiiiieeeen

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Variante patogénica

Metodologia utilizada

RESULTADO DE EXPRESION DE miRNAs:

miR-21-5p
miR-128-3p
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20.7 Carta de consentimiento informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
R-2021-3603-039

Aspectos éticos y legales

Para realizar el presente proyecto de investigacion hemos considerado las pautas de
la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial sobre principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos la cual fue adoptada por la 182 Asamblea
Médica Mundial en Helsinki, Finlandia en junio 1964 y enmendada por la 642 Asamblea
General, en Fortaleza, Brasil de octubre 2013, en base a que todos participantes
involucrados en este proyecto contamos con la formacion y las calificaciones cientificos y
éticas apropiadas. Asi mismo establecemos que los participantes en este estudio no seran
afectados de manera adversa en su salud dado que tomaremos los datos que se encuentran
anonimizados manteniendo de esa manera su confidencialidad. A su vez nos basamos
también en la Ley General de Salud en el Titulo Ill, Capitulo Il articulo 41bis, fraccion Il y el
Titulo Quinto, Capitulo unico, Articulo 100 y en el Reglamento de la Ley General de Salud

en Materia de Investigacion para la Salud en el Titulo I, Capitulo I, Articulos 13, 14,16y 17.

Riesgo de la investigacion. Tomando en cuenta el articulo 17 del Reglamento de la Ley
General de Salud en materia de Investigacién para la Salud, consideramos que nuestro
proyecto es una investigacion sin riesgo dado que haremos una revision de una base de
datos que se encuentra anonimizada a manera de una investigacion documental
retrospectiva sin identificar a los sujetos ni tratar aspectos sensitivos de su conducta, dado
que en dicha base de datos no existen identificadores personales pues cada paciente fue

codificado con un folio.

Confidencialidad y privacidad. Los datos que pudieran ser utilizados para la identificacion
precisa del paciente (Nombre, nimero de seguridad social, direccion, teléfono) no seran
registrados en este estudio, sino que seran substituidos por un sistema de codificacion
mediante folio por lo cual se mantendran la confidencialidad y la privacidad de cada
paciente. La informacion recopilada permanecera en poder de los investigadores durante

cinco anos en sus dispositivos electronicos posteriormente sera eliminada.
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Beneficios posibles. Los pacientes participantes en este estudio no se veran beneficiados,
sin embargo, con la realizacion de este trabajo de investigacion se busca establecer una
relacion entre los niveles séricos de los miRNAs con el proceso de fibrosis muscular,
pudiendo utilizarse a los mismos en un futuro como biomarcadores de este mismo, esto con

la finalidad de conocer la evolucion de la enfermedad.

Balance riesgo beneficio. Debido a que se trata de un estudio descriptivo, el riesgo para
los pacientes con su realizacidn es practicamente nulo considerando por una parte que se
tomaran las medidas antes mencionadas para proteger la confidencialidad y la privacidad
de cada uno de ellos. Y por otra parte, dado la naturaleza observacional del estudio no se
les sometera a ninguna maniobra que pudiera comprometer su integridad de alguna manera.
Los beneficios a futuro para otros pacientes se esperan que sean mayores al establecer

dichos miRNAs como posibles biomarcadores del proceso de fibrosis muscular.

Por todo lo anterior se solicita la exencién de la carta de consentimiento informado.
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