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Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar la asociacion entre miRNAs y el proceso
de diferenciacion de células satélite (CS) durante la distrofia muscular de Duchenne
y Becker. Usando microarreglos de expresion, se encontré que 15 miRNAs (miR-
1-2, miR-184, miR-130a, miR-106b, miR-155, miR-153-1, let-7f-2, miR-130b, let -
7e, miR-141, miR-20, miR-133a-1 miR-19a, miR-183, miR-34c) se expresaron mas
en pacientes con DMD y BMD que en controles sanos. Posteriormente, mediante
un analisis in silico, fue posible proponer que 9 de estos miRNAs (miR1-2, let-7f-2
y let-7e, miR-133a, miR-130a, miR-155, miR-153-1, miR-130b, miR-19) estan
involucradas en la regulacién de las proteinas PAX3, PAX7, MDFIC y PAXBP1, y
en la activacion y diferenciacion de células satélite. Adicionalmente, se realiz6 una
revision sistematica en la que se destacan cinco miRNAs (miR-1, -155, let-7f, let-
7e, -133a) de los nueve seleccionados del andlisis in silico, que podrian regular las
proteinas implicados en proceso de activacion y de diferenciacion de CS y en
fibrosis e inflamacién como PAX7, MIOGENINA, MEF-2C y MYOD, HDAC2, MYF5,
SOCS1, IL-6, INFr, MCP-1, TNF-a, COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL24A1,

COL27A1, ITGAL, ITGA4, SCD1, THBS1, TGF-B, SMAD3, y SMADS.
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Abstract.

The objective of this work was to determine the association between miRNAs and
the differentiation process of satellite cells (SC) during Duchenne and Becker
muscular dystrophy. Using expression microarrays, it was found that 15 miRNAs
(miR-1-2, miR-184, miR-130a, miR-106b, miR-155, miR-153-1, let-7f-2, miR-130Db,
let -7e, miR-141, miR-20, miR-133a-1 miR-19a, miR-183, miR-34c) showed higher
expression in DMD and BMD patients than in healthy controls. Subsequently,
through an in-silico analysis, it was possible to propose that 9 of these miRNAs
(miR1-2, let-7f-2 and let-7e, miR-133a, miR-130a, miR-155, miR-153-1, miR-130b,
miR-19) are involved in the regulation of PAX3, PAX7, MDFIC, and PAXBP1
proteins, and the activation and differentiation of satellite cells. Additionally, a
systematic review was carried out in which five miRNAs stand out (miR-1, -155, let-
7f, let-7e, -133a) of the nine selected from the in silico analysis, which could
regulate the proteins involved in CS activation and differentiation processes and
fibrosis and inflammation like PAX7, MYOGENIN, MEF-2C and MYOD, HDAC?2,
MYF5, SOCS1, IL-6, INFr, MCP-1, TNF-a, COL1A1, COL1A2, COL3A1l, COL24A1,
COL27A1, ITGAL, ITGA4, SCD1, THBS1, TGF-B8, SMAD3, and SMAD5.
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Introduccion
Las enfermedades neuromusculares se clasifican en: a) Atrofias neurogénicas, que
incluyen a las enfermedades de la motoneurona y del nervio (neuropatias); b)
trastornos de la unidbn neuromuscular y ¢) miopatias o patologias primarias del
musculo sin alteraciones estructurales en el nervio periférico. Entre las ultimas, se

encuentran las distrofias musculares (Morrison, 2016).

Distrofia muscular

Las distrofias musculares son un grupo heterogéneo de desérdenes congénitos
hereditarios caracterizados por la degeneracion del musculo esquelético,
inflamacion, necrosis y fibrosis, que conducen a hipotonia (bajo tono muscular)
progresiva, debilidad y degeneracién muscular, causadas por la disrupcién de
componentes del musculo con la matriz extracelular y su interaccion con el

sarcolema de membrana (Butterfield, 2019; Escobar-Cedillo et al., 2021)

Las DM conducen a desarrollar discapacidad y, en algunos casos, dirigen a la
muerte temprana (Escobar-Cedillo et al., 2021). Existen nueve tipos de distrofia
muscular (Tabla 1) y, en todos ellos, se producen con el tiempo, pérdida de la fuerza
y discapacidad progresiva y, en ocasiones, deformidades (Hernandez Ramirez,
2006). Los musculos pueden ser afectados en grados variables dependiendo del
tipo de DM, los 6rganos o tejidos pueden estar involucrados incluido el cerebro.
Debido a la variedad de DM es que existen implicaciones para el asesoramiento

genético y el tratamiento (Escobar-Cedillo et al., 2021).

Las formas de DM méas comunes son la distrofia muscular de Duchenne, seguida
de la distrofia muscular de Becker (por sus siglas en inglés DMD y DMB,

respectivamente).



Debido a la heterogeneidad, gravedad, la edad de inicio, progresion de la
enfermedad, complicaciones y pronostico que varian mucho entre las diferentes
formas de DM, es que las implicaciones son significativas para el asesoramiento

genético y tratamiento (Escobar-Cedillo et al., 2021).

Bernabé y colaboradores reportan que la prevalencia de la distrofia muscular de
Duchenne en México es de 15.9 a 19.5 casos por cada 100000 hombres nacidos
Vivos, mientras que hasta el momento no existen estudios sobre distrofia muscular

de Becker que reporten la prevalencia en México (Bernabe-Garcia et al., 2019).

En este trabajo se estudiara la relacion entre la distrofia muscular y la regulacién
de la diferenciacion de las células satélite, mediada por los micro-RNA reguladores

(miRNAS).



Tabla 1. Caracteristicas de los tipos de distrofia muscular.

Incapacidad de

es.

Caracteristica DMB Congénita DMD Distal Emery- Facioesca- Cintura Miotodnica Oculofaringea
Dreifus pulohumeral escapulohumeral o
pélvica
Edad de Adolescencia a Al 2-6 afios 40-60 afios nifiez- nifiez y edad Final de la nifiez y la 20-40 afios 40-70 anos
aparicion edad adulta nacimiento pubertad adulta temprana media edad
temprana
Progreso Lento Lento Répido Lento Lento Lento Lento Lento Lento
Deterioro - - - - - Rapido - - -
Supervivencia Mediana edad Corta <20 - - 50-60 afios - 50-60 afios -
Debilidad - leve leve leve leve leve leve leve leve
muscular
Atrofia muscular - leve leve leve - leve - -
Musculos Pelvis, Pelvis, Antebrazos, Hombros, Hombros, Pelvis, Hombros, Faciales, Parpado,
afectados Antebrazos, Antebrazos, Espinilla antebrazos, Antebrazos, Cintura escapular Manos, Garganta
Parte superior Parte Espinilla Cuello, Pies
de las piernas, superior de
Musculos las piernas,
voluntarios. Musculos
voluntarios.
Deformidad en - - - - - -
articulaciones
Incapacidad - - - ocasional - - - - -
total.
Muerte subita - - - - Problemas Complicaciones - - -
cardiacos cardiopulmonar-

tragar

Abreviaturas: DMB= Distrofia Muscular de Becker; DMD= Distrofia Muscular de Duchenne.




Diagnostico de las distrofias musculares.

Las distrofias musculares se diagnostican basandose en las caracteristicas clinicas
pues los pacientes presentan debilidad muscular en los primeros afios de vida
(Butterfield, 2019) apoyandose en la histopatologia, PCR mudltiple, MLPA
(amplificacién de sonda dependiente de ligadura) y NGS (secuenciacion de nueva
generacion) utilizadas como técnicas estandar para el diagnostico de DMD/ DMB
(Sun, Shen, Zhang, & Xie, 2020); ademas con esta ultima se puede realizar un

diagnéstico genético para determinar la variabilidad genética(Butterfield, 2019).

Distrofia muscular de Duchenne

La Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) es causada por una mutacién en el gen
DMD el cual es el gen humano mas grande conocido contiene 79 exones que
abarcan 2.4 Mb (Duan, Goemans, Takeda, Mercuri, & Aartsma-Rus, 2021),
localizado en el brazo corto del cromosoma X (Xp21.2) por lo que sélo se presenta
en el sexo masculino (Stedman et al., 1991), codifica para la proteina Distrofina que
tiene una longitud de 427 kDa, proteina que une al citoesqueleto con la matriz

extracelular y la F-actina (ilustracién 1) (Duan et al., 2021).
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se divide en 24 repeticiones de espectrina, dominio rico en cisteina (CR; codificado
por los exones 64-70) y dominio C-terminal (CT; codificado por los exones 71-79)
b) Proteina distrofina normal ¢) Proteina distrofina durante la DMD carente de los
dominios cruciales CR y CT d) Proteina distrofina durante la DMB. Modificado de

(Duan et al., 2021)

La DMD es causada por mutaciones en el marco de lectura (aproximadamente el
60-70% de las mutaciones en pacientes con DMD son deleciones, el 5-15% son
duplicaciones y el 20% son mutaciones puntuales, pequefias deleciones o
inserciones) generando una distrofina no funcional (Duan et al., 2021),0 la pérdida

de la proteina distrofina lo que conduce a dafio recurrente de las miofibras,



inflamacion cronica, fibrosis progresiva y disfuncion de las células madre

musculares (Sun et al., 2020).

La mutacion afecta a musculos lisos y estriados perjudicando su funcién (Aartsma-
Rus, Ginjaar, & Bushby, 2016; Bernabe-Garcia et al., 2019; Maggio, Chen, &
Goncalves, 2016; Reynolds & Broussolle, 2018). Esta distrofia tiene una incidencia
de 1 en cada 5000 nacimientos en varones y se caracteriza por la ausencia de

distrofina.(Carmen et al., 2019; Sun et al., 2020).

La distrofina ayuda a las células musculares a mantener su formay fuerza; sin ella,
los musculos van degenerando y la persona se va debilitando gradualmente. La
debilidad muscular progresiva suele manifestarse entre los dos y seis afios
(Carmen etal., 2019; Nakamura & Takeda, 2011). Por ello, los pacientes pediatricos
con distrofia aprenden a caminar mas tarde que el promedio y, se vuelven
incapaces de caminar, en promedio, a los 9 afios. En consecuencia, llegan a
requerir del uso de una silla de ruedas a tiempo completo, desarrollan escoliosis
(curvatura andmala de la columna vertebral), contracturas en las articulaciones e
insuficiencia respiratoria pues, con el tiempo, los musculos que controlan la
respiracion pueden afectarse, llegando a necesitar un respirador artificial y, es
frecuentemente la causa principal de muerte. También, debido a esto, disminuye
su funcion pulmonar, presentando microatelectasia (dificultad para respirar debido
al colapso del tejido pulmonar y perdida de volumen), deformacion toracica y
disminucién de distension alveolar con hipoventilacion (Carmen et al., 2019;

Gochicoa-Rangel et al., 2016; Guglieri et al., 2017).

El corazén también puede verse afectado, los varones desarrollan miocardiopatia

dilatada e insuficiencia cardiaca en la adolescencia o en la edad adulta tempranay
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puede empeorar rapidamente (Lopez, Kolster, Zhang, & Adams, 2017).
Generalmente los individuos con DMD, alcanzan una vida media de 19 a 20 afios
sin intervencion médica, aunque recientemente se ha informado de casos de hasta
30 o 40 afos; esto, debido a tratamiento con corticosteroides, soporte cardiaco y

respiratorio y cirugia de columna (Guglieri et al., 2017).

Los pacientes con DMD presentan un riesgo alto de desarrollar hiperinsulinemia,
resistencia a la Insulina (IR) y también hiperleptinemia en (48.5%) esta frecuencia
incrementa cuando existe obesidad o sobrepeso hasta (80%), lo que puede dirigir
a desarrollar morbilidades severas como aterosclerosis, enfermedad cardiovascular

y diabetes tipo 2 (Rodriguez-Cruz et al., 2019).

Distrofia Muscular de Becker

La distrofia muscular de Becker (DMB), es una miopatia genética con herencia
ligada al sexo al igual que la DMD afecta al sexo masculino (Lanza et al., 2020;
Thada, Bhandari, & Umapathi, 2020) por otro lado Duan y colaboradores reportan
que hasta el 13,3% de las mujeres portadoras de DMB presentan sintomas
musculoesqueléticos y miocardiopatia dilatada, pero no suelen presentarse

defectos respiratorios pero tienen una esperanza de vida normal (Duan et al., 2021).

La DMB se caracteriza por la degeneracion progresiva y necrosis del tejido
muscular el cual es remplazado por células fibroadiposas, ocurre durante la infancia
y puede presentarse de distintas formas. En los nifios, la primer caracteristica es
caminar de puntitas, a medida que la condicién progresa se dirige a un dafio
muscular con dificultades funcionales (subir escaleras, o levantarse de una silla)
también se presenta pseudohipertrofia muscular que afecta muasculos de la

pantorrilla y atrofia en musculos como los cuadriceps, también puede haber
7



contracturas articulares como la del tendon de Aquiles aunque la enfermedad es

lentamente progresiva (Lanza et al., 2020).

Muchos de los afectados por DMB pueden llevar vidas activas sin tener que usar
nunca una silla de ruedas, la esperanza de vida varia en funcion de la gravedad de
los problemas respiratorios (debido a debilidad de los intercostales y musculos del

diafragma) o cardiacos que presente (Thada et al., 2020).

Tiene una incidencia de 1 de cada 18.000 varones vivos, la edad de aparicion es
de 10 a 20 afios (LaPelusa & Kentris, 2020) Es heredada de manera recesiva dada

por una mutacion ligada al ChrX localizado en p21.2 (Thada et al., 2020).

En esta patologia, la mutacion en el gen DMD da como resultado una proteina
distrofina acortada y parcialmente funcional (60-70% de las mutaciones son
deleciones, 20% son duplicaciones y 5-10% son mutaciones puntuales, pequefas
deleciones o inserciones), es debido a esto que, en la DMB se presenta una
distrofinopatia leve con inicio tardio y progresion lenta ya que la distrofina es de

tamafo menor una distrofina de normal (Asher et al., 2020; Duan et al., 2021).

Comparacion histolégica DMD y DMB

Como se mencion6é anteriormente, la histologia se utiliza como un apoyo al
diagnéstico de la patologia DMD y DMB esta prueba utiliza como fundamento el
analisis de la tincién de tejido con hematoxilina eosina el cual permitird analizar la

arquitectura y la estructura del tejido.

La tincidbn con hematoxilina y eosina (HE) muestra, en el panel a) Tincion de
musculo sano (CTR) en tono morado podemos observar a las CS, mientras que en

el panel b) tejido de biopsia DMD se muestra la presencia de miofibras nucleadas,
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infiltracion de células inflamatorias, tamafio variable de miofibras y depdsito de
tejido conjuntivo endomisio y perimisio, ademas en el panel c) tejido de biopsia
DMB se muestra variabilidad marcada, en color blanco se observa la fibra muscular

y se observa menor cantidad de fibrosis comparada con DMD.

CTR DMD DMB

f. ";,

Figura 1. Micrografia Hematoxilina-Eosina corte transversal de biopsias de
musculo sano y pacientes con Distrofia muscular de Duchenne (DMD) y Distrofia
muscular de Becker (DMB) (Comi et al., 2022; Duan et al., 2021).

Marcadores de dafio muscular

Los marcadores clinicos y bioquimicos se utilizan para medir el grado del dafio
muscular, los marcadores pueden detectarse en musculo (Myomirs), sangre
(enzimas y proteinas de musculo) u orina (proteinas citoesqueléticas y metabolitos)

(llustracion 2) (Grounds et al., 2020).

Las proteinas musculares, detectadas en niveles elevados, utilizadas como
marcadores de dafio en sangre son la creatina quinasa (CK) la mioglobina (Mb). La
CK es una enzima expresada en musculo y cataliza la conversion de creatina en
fosfocreatina y adenosina difosfato; la Mb es una proteina fijadora de hierro y
oxigeno que se encuentra en las miofibras; particularmente abundante en musculos
que obtienen energia mediante fosforilacion oxidativa (Fukada, Akimoto, &

Sotiropoulos, 2020).
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llustracion 2. Diagrama representativo de los marcadores de dafio muscular
presentes en sangre y orina, cuando la fibra muscular sufre dafio por ROS o fibrosis
varias proteinas, enzimas y citocinas son liberadas al torrente sanguineo o a la
orina como consecuencia de la destruccién muscular. Modificado de (Grounds et
al., 2020).

Regeneracion muscular: células satélite y mioblastos

La miogénesis es el proceso de formacién de tejido muscular a partir de células
precursoras llamadas células progenitoras miogénicas (MPC), estas células
también producen una subpoblacién de células madre musculares llamadas células
satélite (CS) que residen entre el sarcolema y la lamina basal de la fibra muscular
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y contribuyen a la regeneracion después de dafio (Das, Das, Das, Abdelmohsen, &
Panda, 2020; Karthik & Taneja, 2021). La miogénesis se divide en tres fases:
embrionaria, perinatal y regenerativa (Hrach & Mangone, 2019). Durante la fase de
desarrollo embrionario o embriogénesis, el musculo esquelético se origina de las
MPC (Karthik & Taneja, 2021), células derivadas del mesodermo paraxial situado
a ambos lados del tubo neural y la notocorda (Shi & Grifone, 2021), que expresan
factores de transcripcion PAX3, PAX7, que se comprometen diferenciarse en
mioblastos cuando expresan factores reguladores miogénicos (MRF) como MyoD,
Myf5, miogenina y MRF4 produciendo los cuales se diferencian a miotubos
multinucleados (Karthik & Taneja, 2021). Mientras que la miogénesis regenerativa
ocurre en respuesta al dafio muscular (Hrach & Mangone, 2019). Se sabe que el
musculo esquelético tiene una capacidad excepcional para recuperarse de un
dafio, al reemplazar las fibras musculares dafiadas o destruidas mediante maltiples
ciclos de regeneracién sin ninguna pérdida de funcionalidad o consecuencias
importantes en el tejido o arquitectura, por la contribucién en gran medida de las
CS (E. W. Li, McKee-Muir, & Gilbert, 2018; Mashinchian, Pisconti, Le Moal, &

Bentzinger, 2018).

A partir de las observaciones de Alexander Mauro, en la década de los 60, fue
posible identificar un grupo de células madre residentes en el musculo esquelético
llamadas Células Satélite (Lepper, Conway, & Fan, 2009). Las CS tienen
mecanismos de autorrenovacion entre los cuales se incluyen la division asimétrica:
proceso mediante el cual se obtiene una CS comprometida a diferenciacion y una
CS madre, y por su parte la division simétrica y obtenemos solo un tipo celular

definido ya sean dos células satélite madre o dos células satélite comprometidas
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(Hlustracion 3) (Dumont, Bentzinger, Sincennes, & Rudnicki, 2015). Las CS se
originan de somitas embrionarias en reposo, que expresan PAX7+ (Lepper et al.,
2009; Seale et al., 2000), esfingomielina+ (Nagata, Partridge, Matsuda, & Zammit,
2006) y Nestina+ (Day, Shefer, Richardson, Enikolopov, & Yablonka-Reuveni,

2007).

Auto-renovacion asimétrica y Auto-renovacion estocastica y
diferenciacion. diferenciacion.

gy R e e
satélite _& _& _&

madre

Matriz
M;n:celular
Fibra
muscular Division

simétrica

Division
asimétrica

Célula satélite
comprometida

PRSI N\ S8Rt
= B

llustracion 3. Representacion de dos tipos de autorrenovacion de CS utilizado para
conservar CS de reserva en el sarcoplasma. Las CS se dividen dos subpoblaciones
las CS madre y las CS comprometidas. Las CS madre realizan divisién asimétrica
en orientacion basal de la cual se obtiene una CS comprometida y una CS madre
original. Mientras que durante la division estocastica o simétrica dependiendo del

tipo celular diferenciado se produciran dos células iguales (Dumont et al., 2015).

Las CS quiescentes se encuentran sin actividad debido a la expresion de PAXS,
cuando las CS comienzan a expresar PAX7, MYF5 se consideran activas y listas
para proliferar, mientras que si las CS se comprometen a diferenciarse, expresaran

MYOD (Klimczak, Kozlowska, & Kurpisz, 2018; E. W. Li et al., 2018). En respuesta
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al estimulo de dafo, se activan, proliferan y diferencian en mioblastos, para
fusionarse con las miofibrillas ya existentes. Dependiendo del grado de estimulo, la
activacion induce cambios adaptativos en el musculo esquelético como hipertrofia,
alteracion de los tipos de fibras y regeneracion (Yamane, Akutsu, Diekwisch, &
Matsuda, 2005). Después de la activacion, las CS que co-expresan
PAX7+/MYOD+, se diferencian en mioblastos que, a causa de PAX7 expresan
MYOD+/MIOGENINA+ lo que provoca finalizar su diferenciacion en fibra muscular.
Por otro lado, la poblacion de células satélite PAX7+/MYOD- retorna a un estado
quiescente (Figura 1) (Halevy et al., 2004; Zammit et al., 2004). Debido a su
capacidad para generar y/o regenerar el musculo esquelético, las CS se consideran
un candidato ideal para la terapia celular y génica de distrofias musculares. No
obstante, en enfermedades como DMD/DMB se desconoce si el numero de CS se
encuentra reducido o poco activo o la capacidad de dafio supera la regeneracion
(Feige, Brun, Ritso, & Rudnicki, 2018). Sin embargo, aun no ha habido éxito debido

a que se conoce poco sobre los mecanismos que controlan su activacion.

b quiescencia Proliferacion Diferenciacion

Lamina basal S

1
Auto-renovacion : _,_
{ | Pax7

Compromiso Activacion T MRF4
1 MYF5 T MyoD X C) 1 Miogenina—y_ TMYHC

Pax7+MYF5- | ——— | Pax7+MYF5+ |—. {

) \ NS
Mioblastos
Células satélite Células satélite Pax7+MYF5+MYOD+

comprometidas

MYOD+miogenina+

llustracion 4. Destino de las células satélite en la regeneracién. En reposo, las
células satélite son una poblacion heterogénea que reside entre la ldmina basal y
el sarcolema de las fibras de acogida; ~ 90% son células satélite (PAX7+/MYF5+),
mientras que ~10% son células madre satélite (PAX7+/MYF5-). Después de la
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activacion, las células satélite comprometidas se diferencian a mioblastos
(PAX7+/MYF5+/MYOD+), vy, finalmente a miotubo (PAX7-/MYF5+/MYOD+).
Aquellas células satélite que no expresan MYOD retornan a un estado basal.
Modificado de (Wang & Rudnicki, 2012).

MiRNAs durante la miogénesis

Ademas de la regulacion a nivel de proteinas, cada vez es mas evidente la
participacion de los miRNAs en la regulacion post-transcripcional de la expresion
génica. Los miRNAs son una clase de RNA cortos no codificantes que funcionan
después de la transcripcion para regular la expresion génica especifica, mediante
la union especifica. Los genes de miRNA se ubican en grupos, se transcriben con
promotores Unicos 0 se encuentran en regiones intronicas de genes que codifican
proteinas. Una vez transcritas y maduradas, se unen al complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC) de manera complementaria a las regiones 3' no traducida
(3'UTRs) de los mRNA, reprimiendo la traduccion o degradando el RNAm (Hrach &

Mangone, 2019).

Antecedentes

Pese a que muchos miRNAs se expresan en numerosos linajes o tejidos, algunos
son especificos de linaje (Chen et al., 2010). Este es el caso de los myomiRs
"musculares especificos", que incluyen el miRNA-1 (miR-1), su variante miR-206,
junto con miR-133 y miR-208, han demostrado ser importantes para la
diferenciacion de mioblastos normales, la proliferacion y remodelacion muscular en
respuesta al estrés. También han sido implicados en enfermedades musculares
esqueléticas y cardiacas (Chen et al, 2010) miR-1 y miR-206 promueven

miogénesis, debido a que la mayoria de sus blancos son genes represores de la
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diferenciacion muscular; por su parte miR-133, al inhibir la miogénesis del
mioblasto, favorece su proliferacion (Chen et al., 2010). Mientras que miR-206 y
miR-486 inducen la diferenciacion de mioblastos rio abajo de la expresion de PAX7
(Dey Bijan, Gagan, & Dutta, 2011). Pero también se ha reportado que en mioblastos
C2C12 (linea celular de mioblastos de ratén) la represion de miR-206, miR-1a-1y
miR-1a no impide la diferenciacion, pero en ausencia de miR-133 la diferenciacion
se ve afectada (las represiones de los miRNAs se pueden llevar a cabo mediante
transfeccion). En un raton knockout (KO) (modelo en el que se realiza un
silenciamiento especifico para estos tres miR- no se ve afectada la diferenciacion
in vivo, sin embargo, cuando se realiza un ratbn KO de miR-206 no resulta en un
fenotipo letal, estos ratones experimentan anormalidades incluidas la disminucion
de la diferenciacion de células satélite en desarrollo del musculo en regeneracion,
aumentando la progresion de la enfermedad (Boettger, Wust, Nolte, & Braun, 2014;
Przanowska et al., 2020; Salant, Tat, Goodrich, & Kugel, 2020). Por otra parte,
(Gagan, Dey, Layer, Yan, & Dutta, 2011) identificaron que existe regulacion directa
durante la diferenciacién de mioblastos a través de MYOD y miR-378. Por otro lado,
miR-27 esta implicado en la induccién de la diferenciacion del musculo al reprimir

la expresién de PAX3 (Crist et al., 2009).

El crecimiento postnatal y la regeneracién del musculo esquelético dependen
principalmente de progenitores musculares, llamadas células satélites. Algunas de
estas células satélite son capaces tanto de favorecer la proliferacion como la
autorrenovacion y diferenciacion a lo largo del linaje de los masculos esqueléticos
(Kuang, Gillespie, & Rudnicki, 2008) y son reguladas por miR-15, miR-503, miR-23

y miR-106 (Lozano-Velasco et al., 2015).
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Un estudio reciente realizado en un modelo murino de lesion del musculo
esquelético reveld que la administracion de una mezcla de algunos de los myomiR
maduros (miR-1, miR-133 y miR-206) pudo acelerar la regeneracion del musculo,
prevenir la fibrosis en el sitio de la lesion y aumentar la expresiéon de marcadores
clasicos de miogénesis regenerativa, incluidos MYOD y PAX7 (Hrach & Mangone,

2019).
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Justificacion
Las distrofinopatias de Duchenne y Becker son las formas mas comunes de
distrofia muscular hereditaria. Su prevalencia se estima en 1 de cada 5000 varones
nacidos vivos; mientras que las mujeres heterocigotas que presentan debilidad
muscular oscilan entre el 2.5% y el 17% de la poblacion (Carmen et al., 2019). En
México, la frecuencia y la distribucion de deleciones intragénicas parciales en el
gen de DMD (52-67.5%), se ha reportado que en el 10% de los pacientes con
DMD/DMB que presentan duplicaciones intragénicas parciales, el 10.5% de los
casos presenta una variacion de un solo nucleétido sin sentido; en donde el
genotipo responsable no fue identificado en un 30%, es por esto que el espectro
mutaciones completo de DMD/DMB sigue siendo desconocido en la poblacién

mexicana (Alcantara-Ortigoza et al., 2019; Lopez et al., 2017).

A pesar de los avances médicos, los tratamientos clinicos son insatisfactorios pues
actualmente no existe cura para la Distrofia y los usos clinicos estan muy limitados,
(Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (ACE inhibidor)) bloqueadores
de Ca*?, glucésidos cardiacos, farmacos antiinflamatorios no esteroideos,
inhibidores de la fosfodiesterasa, donantes de Oxido nitrico) pues demuestran
eficacia cuestionable (Lopez et al., 2017) También se han utilizado tratamientos de
base genética como (transferencia de genes, omisién de exdn, oligonucledtidos
antisentido); sin embargo, los corticosteroides representan la terapia estandar de

oro para esta enfermedad (Lopez et al., 2017).

La terapia celular dirigida empleando miRNAs, podria ser una herramienta para
mejorar la calidad de vida del paciente con distrofia (Hrach & Mangone, 2019). Se
sabe que hay RNA no codificante (nc-RNA) no expresados diferencialmente en
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DMD/ DMB que son llamados myomiRs (miR-1, miR-133, y miR-206) reportados al

alza en pacientes con DMD y en modelos de distroficos. Estos myomiRs se han

utilizado como biomarcadores pues participan en la restauracion de la distrofina

(Brusa, Magri, Bresolin, Comi, & Corti, 2020).

Tabla 2. miRNAs en distrofias musculares

MiRNAs

Funcién

Referencia

miR-146b-5p, mMIiR-382,
miR-410, miR-758, miR-
214, miR- 494, miR-223,
miR-146a, miR-195, miR-
374a, miR-103, miR-320a,
let-7d, let-7a), ademas la
expresion de miR-31

miRNAs con
expresion en DMB

baja

(Brusa et al., 2020)

miR-21, miR-34a, miR-
130a, miR-146b, miR-148,
miR-154, miR-155, miR-
199a, miR-199b, miR-210,
miR-214, miR-221, miR-
222, miR-299, miR-335,
miR-368, miR-376a, miR-
379, miR-381, miR-432,
miR-452, miR-487b, miR-
495, miR-2537, miR-4983,
miR-13145, y miR-13258

miRNAS con alta

expresion en DMD

(Perry &  Muntoni,

2016)

miR-146b, miR-31, miR-
374, miR-146a, miR-223,
miR-320a, miR-382

MiRNAs que reprimen la
expresion de la distrofina
en DMB

(Brusa et al., 2020;
Perry & Muntoni, 2016)

miR-195, miR-758

mMiRNAsS que promueven
la expresion de la
distrofina en DMB.

(Brusa et al., 2020)

Abreviaturas: DMB= Distrofia Muscular de Becker; DMD= Distrofia Muscular de

Duchenne.

Sin embargo, a pesar de la creciente informacion y caracterizacion de varias

familias de miRNAs como reguladores esenciales en el control del desarrollo del

muasculo esquelético (Hrach & Mangone, 2019; Szigyarto & Spitali, 2018) los

MiRNAs reportados como reguladores de la CS durante las distrofias son miR-3,
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miR-1y miR-206, miR-27b, miR-133, miR-146a (Brusa et al., 2020). Por esta razén,
el presente trabajo pretende centrar las bases al correlacionar el perfil de miRNAs
de biopsias con distrofia Duchenne y Becker con la capacidad de regeneracion de

sus células Satélite.
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Pregunta de investigacion

¢,Cuales myomiRs se asocian con la capacidad de regeneracion de las Células

Satélite en las distrofias musculares Duchenne y Becker?

Hipotesis
La diferenciacion de las Células Satélite en las distrofias musculares Duchenne y
Becker se asocia a miRNAs especificos de musculo o myomiRs, por lo que, si se
estudia su perfil de expresion, se entenderd como modulan su capacidad de

regeneracion.
Objetivos

Objetivo General
Determinar el perfil de expresiéon de miRNAs y correlacionar con la capacidad de
regeneracion de las células satélite durante las distrofias musculares Duchenne y

Becker.

Objetivos Particulares
1. Establecer el fenotipo de las células satélite en biopsias de pacientes con
DMD y DMB por Inmunohistoquimica de PAX7, PAXS,.
2. Analizar el perfil de miRNAs en biopsias de pacientes con DMD y DMB.
3. Determinar in silico los miRNAs potencialmente implicados en la reparacion

del dafo.

20



Materiales y métodos

Grupos de Estudio y criterios de inclusion/exclusion

Se estudiaron las biopsias de musculo incluidas en parafina de una cohorte de
infantes que se recopild entre los afios 2003 y 2013, diagnosticados por el
Departamento de Patologia del Hospital Infantil de México Federico Gémez como
DMD (quince casos) y DMB (quince casos), los criterios de inclusiéon fueron:
caracteristicas morfoldgicas de tejido anormal, inmunohistoquimica para distrofina
ausente o carente, con un rango de edad entre tres meses hasta dieciséis afios.
Adicionalmente, como grupo control se emplearon biopsias del mismo rango de
edad, pero sin alteracion fisiolégica (cinco controles). Se incluyeron muestras de
tejido utilizadas en otros estudios en donde ya se cuenta con el consentimiento
informado firmado y que, durante la evaluacion al microscopio, reportaron tejido con
morfologia dentro de los pardmetros. Se excluyeron las muestras que no cumplen

con las caracteristicas aceptables.

Histologia

Las biopsias, se fijaron previamente en formalina al 3.5%, se incluyeron en parafina
en el departamento de Patologia, y se les realizaron cortes de entre 6 y 8 um de
espesor empleando un microtomo y se montaron en laminillas. Posteriormente las
laminillas se desparafinaron por una hora en un horno para histologia a 60 °C y se
rehidrataron con una serie gradual de etanol (de absoluto a etanol 30%), se lavaron
en agua destilada y fueron tefiidas con Hematoxilina y Eosina (H-E). Con el fin de
realizar el analisis histologico entre los grupos DMD y DMB se tomaron micrografias
a 40X de cada grupo mediante microscopia de campo claro con el microscopio
optico.
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Inmunohistoquimica indirecta

Para analizar el fenotipo de las células satélite en cada grupo se utilizd
inmunocolocalizacion de los anticuerpos PAX7 ((PAX7): sc-81648 raton
monoclonal, TEXAS EU SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC) y PAX3 ((C-20):
sc-34916 cabra policlonal, TEXAS EU SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC),
distrofina (conejo policlonal REINO UNIDO ABCAM) para corroborar dafio, y PCNA
(DakoCytomation) antigeno nuclear de proliferacién. Las laminillas con muestra
fueron tratadas con solucién de citratos a presion (15lbs/pulg.?) para liberar al
antigeno, posteriormente se realizaron lavados con PBS-Tween 20, se incub6 de 5
a 10 minutos con solucién bloqueadora de proteinas (Biogenex, USA), una vez que
se decanté el bloqueador, se aplico el primer anticuerpo toda la noche. El
anticuerpo secundario esta acoplado al fluoroforo Alexa 488 o 594 (Invitrogen, Life
Technologies, USA). Finalmente, los nucleos fueron contrastados con DraQ7 (Cell
signaling Tecnology ®, Danvers, Massachusetts, U.S). Las laminillas tratadas se
observaron en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM-510 programa Zen 2009
(Zeiss, Alemania). Cada micrografia se captur6 a 40X. Las micrografias de cada
subgrupo fueron evaluadas con el programa ImageJ (Schneider et al., 2012). Se
realizd el conteo celular para poder determinar el indice de expresién y su

correlacion con PCNA (PCNA/PAX7, PCNA/PAX3) de manera cuantitativa.

Estudio de microarreglos.

Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA. El RNA total se obtuvo a partir de
biopsias embebidas en parafina: Se realizaron cortes de 8um de cada una de las
muestras, después estos fueron desparafinados a 55°C por 15 min. Posteriormente
se les realizaron 2 lavados con xilol y 2 lavados con etanol absoluto. La digestion
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del tejido se realiz6 con 150uL de proteinasa K (500ug/mL). EI RNA se extrajo con
Trizol (Life Technologies), siguiendo las indicaciones del fabricante. La
concentracion y pureza se determinG por espectrofotometria a 260/280nm de

absorbancia utilizando el Thermo Scientific™ NanoDrop Lite.

Marcaje y purificacion de sondas de RNA.

Se emplearon 250 ng del RNA purificado en cada uno de los 5 casos por grupo
(DMD y DMB) y 2 casos para el CTR. Las muestras fueron liofilizadas y
posteriormente marcadas usando el kit miRCURY LNA™ miRNA Hy3/Hy5 Power
labeling (EXIQON), obteniendo 12.5 pL de RNA marcado. Una vez marcados los

RNAs se purificaron mediante el uso del Kit QIAquick® Nucleotide Removal
(Qiagen).

Se emplearon 250 ng del RNA de cada uno de los 5 casos por grupo (DMD y DMB)
y 2 casos para el CTR. Los RNAs fueron purificados mediante el uso del Kit
QIAquick® Nucleotide Removal (Qiagen). Las muestras fueron liofilizadas y
posteriormente marcadas usando el kit miRCURY LNA™ miRNA Hy3/Hy5 Power
labeling (EXIQON), obteniendo 12.5 pL de RNA marcado. Una vez marcados los
RNAs se les adiciona 12.5 pL de agua libre de nucleasas obteniendo un volumen

total de 25 L (necesario para poder iniciar con la hibridacion de los arreglos).

Matrices de miRNAs.

La hibridacién del microarreglo se llevo a cabo en las instalaciones del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM. Basados en el protocolo para hibridacion de
microarreglos impresos en Superepoéxico-Arrayit por Ramirez Salcedo et al. 2003.

Un total de 2306 miRNAs fueron analizados. La hibridacién del arreglo se llevé a
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cabo con una mezcla de hibridacion (6.25 pl de SSC 5X, 2.5 pl de SDS 0.1%, 16.25
ul TE) en un volumen final de 25 ul que contenia una concentracion final de 250 ng
de RNA, el cual fue aplicado al microarreglo cubriendo la superficie de este con un
cubreobjetos y se incubd 10 h en un bafio de agua 42°C. Por ultimo, se seco la

laminilla a 1500 rpm durante 2 min, para su posterior lectura en escaner.

Normalizacion de arreglo de expresion para miRNAs.

Para cada caso se realiz6 una normalizacion tipo Loess a 100U, se considerd una
sefal positiva aquella cuyo promedio fue mayor a 250 U, es decir 2.5 veces el valor
promedio de todo el experimento. La construcciéon de mapa de calor se realizé a
partir de los datos del microarreglo empleando el software Multi Experiment Viewer
version 4.9.8 y los paquetes incluidos en el programa R, manejados con RStudio.
Se realiz6 una comparacion entre los grupos y este fue esquematizado mediante

un diagrama de Venn.

Anélisis in silico.
Utilizando las bases de datos TargetScan, miRDB, miRBase MYO-REG, DIANA,
TransmiR v2.0, se determinaron los blancos putativos de los miRNAs expresados

al alza determinados en el Diagrama de Venn.

Andlisis estadisticos.

En las inmunohistoquimicas, se capturaron un total de 10 micrografias a 40X; en
cada micrografia se cuantifico el total de nucleos por campo (TNC), el total de
ndcleos positivos a cada marcador y se determind el total de nucleos que
colocalizaron al segundo marcador. De los datos obtenidos se calculo el promedio

y la desviacion estandar. El promedio fue empleado para determinar el indice de
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expresion relativo para cada factor y su correlacion con los niveles de expresion de
PCNA. Los datos obtenidos fueron representados en graficas, comparando el grupo

problema con el control.

Se calcularon los porcentajes de expresion de los marcadores PAX7, PAX7/PCNA

PAX3 y PAX3/PCNA.
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Resultados

Caracteristicas generales de los casos.

A partir de los expedientes, se elaboro la tabla 3 de las caracteristicas generales
de los casos con DMD y la tabla 4 de las caracteristicas generales de los casos con
DMB, cabe destacar que son los casos incluidos en los arreglos de expresion. A

partir de esos datos se calcularon promedio y desviacidén estandar.

En los casos con DMD (tabla 2) la edad promedio fue de 6.8 afos, el rango de edad
va de los 5 a los 8 afios; la talla promedio se report6é en 115.5 cm y el peso promedio
fue de 19.48 kg. Mientras que la edad promedio de los casos con DMB (tabla 3) fue
de 10.6 afos, el rango de edad va de los 6.5 a los 13.9 afios. Por otro lado, la talla

promedio se reportd en 130.4 cm y el peso promedio fue de 33.5 kg.

Tabla 3. Caracteristicas generales de los casos de distrofia muscular de

Duchenne.

Tipo de Edad Talla Peso

Distrofia (afios) (cm) (kg) Sexe
DMD_1 7 119 20.5 Masculino
DMD_2 7 119 21.7 Masculino
DMD_4 7 109 17.7 Masculino
DMD_9 5 104 14.5 Masculino
DMD_14 8 126.5 23 Masculino
Promedio 6.8 115.5 19.48
DS 1.09544512 8.9442719 3.4032338

Célculo del promedio y desviacién estandar de los casos con DMD
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Tabla 4. Caracteristicas generales de los casos de distrofia muscular de Becker.

Tipo de Edad Talla Peso

Distrofia (afios) (cm) (kg) Sexo
BMD_1 10 136 34.4 Masculino
BMD_4 11 136 50.3 Masculino
BMD_6 11.8 146 45.5 Masculino
BMD_7 139 132 23.5 Femenino
BMD_9 6.5 102 13.8 Femenino
Promedio 10.64 130.4 335
DS 2.7226825 16.697305 15.12564

Calculo del promedio y desviacion estandar de los casos con DMB

27



Histologia de pacientes con DMD y DMB

Se realizaron cortes histolégicos para comparar el dafio existente en el musculo
esquelético entre los casos con DMD y DMB (figura 2) mediante la evaluacion de
la morfologia del musculo. Dichos cortes demostraron que en ambos tipos de
distrofia hay pérdida de la arquitectura del musculo esquelético. Por su parte en la
distrofia muscular de Duchenne se observaron varios fasciculos centrados con
cambios y variacion en las fibras. Ademas, detectaron fibras hipertroficas pequenas
y fibras grandes con incremento en la eosinofilia y nucleo central, y hay necrosis e
infiltrado inflamatorio mientras que en la distrofia muscular de Becker se observé
variacion en el tamafio de las fibras y también se visualizaron fibras atroficas e
hipertréficas y fragmentadas también hay fibrosis perimicial e intersticial, datos

contrastantes a lo observado en los controles (CTR)
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Figura 2. Micrografia Hematoxilina-Eosina corte transversal Micrografias
histologicas 40X de biopsias de pacientes con Distrofia muscular de Duchenne
(DMD) y Distrofia muscular de Becker (DMB) y los controles sanos (CTR) (Duan
et al., 2021).

Inmunohistoquimica de Distrofina en biopsias de pacientes
De manera adicional a los cortes histologicos utilizados para determinar la
morfologia de las biopsias se evaluo la presencia de distrofina en las biopsias de

pacientes con DMD y DMB vs controles mediante la técnica de inmunohistoquimica
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con los marcadores miogénicos PAX7 y distrofina, mientras que los nacleos fueron
marcados con DraQ7 (figura 3). Permitiéndonos observar la carencia de distrofina

en las biopsias de los pacientes con DMD y DMB en contraste con los controles.

Pax7+
+Nucleos CAMPO CLARO

CTR

DMD

DMB

Figura 3. Inmunotinciones de células miogénicas las fotomicrografias en las
cuales se observa la carencia de proteina distrofina en las muestras de DMD y
DMB. Tomadas a 40x, la barra representa 50 um, mientras que el zoom fue
tomado a 30 pm.

Biopsias de pacientes con DMD y DMB

Para determinar el fenotipo de las CS en biopsias de pacientes con DMD y DMB se
utilizaron marcadores de diferenciacion como PAX3 y PAX7 (figura4y 6) y PCNA,
cuya presencia informaria el estadio en el que se encuentran las células satélite
durante la diferenciacion estos resultados fueron comparados con controles sanos.

Los nucleos fueron marcados con DraQ?7.
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Posteriormente se realiz6 un conteo de cada célula positiva a cada marcador
PAX3y PAX7 (figura 4 y figura 6 respectivamente) por inmunohistoquimica para
determinar el fenotipo celular y su estado de proliferacion a través de la expresion
de PCNA. Con dicho andlisis encontramos a PAX3 sobrexpresado en DMD vs DMB
ademas cuando se evalia PAX3/PCNA se percibe mayores niveles de proliferacion
en DMD y DMB (Figura 5). Mientras que PAX7 se encontré en aumento en DMB
comparado con el control por su parte DMD no muestra diferencia observable vs
control, cuando se realiz6 el analisis de PAX7/PCNA se percibié que la proliferacion

es mayor en la DMD y DMB vs control (figura 7).

Pax3+ +
Pax3 Nucleos CAMPO CLARO

DMD

DMB

CTR

Figura 4. Fotomicrografias muestran la colocalizacion de PAX3 y PCNA en tejido
distrofico vs CTR. Tomadas a 40x, la barra representa 50 um, mientras que el
aumento fue tomado a 35 pm.
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Figura 5. Gréficas post conteo de PAX3, PAX3+PCNA utilizado para evaluar
niveles de proliferacion en DMD y DMB
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Pax7+ +
Nucleos CAMPO CLARO

CTR

DMD

DMB

Figura 6. Fotomicrografias representativas de muestran la colocalizacion de PAX7
y PCNA en tejido distrofico vs CTR. Tomadas a 40x, la barra representa 50 um,
mientras que el aumento fue tomado a 35 pm.
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Figura 7. Gréficas post conteo de, PAX7, PAX7+PCNA utilizado para evaluar
niveles de proliferaciéon en DMD y DMB

Andlisis de arreglos de expresion.
Para el analisis se emplearon doce muestras diagnosticadas agrupadas en tres
grupos, DMD (cinco muestras), DMB (cinco muestras) y controles sanos (CTR) (dos

muestras).

A partir de dichos microarreglos fueron proporcionados los datos crudos por el
Instituto de Fisiologia, y después del andlisis se determind la expresién diferencial
de 288 miRNAs humanos en cada arreglo de un total de 2306 utilizados para
discernir entre los grupos DMD y BMD vs CTR, mediante el uso del analisis de

jerarquia con el software Multi Experiment Viewer TM4 version 4.9.8.
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mMiRNAs en la distrofia muscular de Duchenne

De los 288 miRNAS (de humanos) detectados con la matriz cabe resaltar que
durante la comparacion se encontro una firma de miRNAs con expresion diferencial
entre controles sanos y los casos con DMD y DMB se determiné que en los
controles hay miRNAs expresados a la baja (verdes) mientras que en DMD que en
el mismo grupo de miRNAs se encontro regulado con expresion al alza (Rojo)
(figura 8). Partiendo de estos resultados se realizé un analisis de SAM (Significance
Analysis for Microarrays) con el fin identificar los mMIRNAs expresados
diferencialmente en DMD con respecto al control, este analisis dio como resultado
un mapa de calor de los miRNAs, y mediante un filtrado se obtiene un listado con
los miRNAs con significancia positiva del grupo de distrofia muscular de Duchenne
(figura 9). Se logré determinar un subconjunto de cincuenta y nueve miRNAs
humanos con expresion diferencial entre los grupos control vs DMD con un nivel
significativo (P<0.05) correspondientes al 20.48 % de las sondas de miRNA
humanos presentes en la matriz (figura 9). Después se cnstruyo el grafico de volcan
en donde se graficé la proporcion de cambio vs. el valor confianza (p-value),
hallamos diecisiete miRNAs con expresion alta y seis miRNAs con expresion baja

en DMD (figura 10).
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Figura 8. Comparacion de la expresion de los miRNAs entre controles sanos y los
casos con DMD y DMB. Los miRNAs expresados a la baja se representan con
color (verde) mientras que miRNAs con expresion al alza en (rojo).
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Figura 9. Andlisis de significancia (SAM) que determina como se diferencian los
datos entre los miRNAs expresados al alza (Rojo) en los casos distréficos y los
expresados a la baja (verde).
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Figura 10.  Grafico de volcan, los miRNAs con alta (color rojo) y baja (en verde)
expresion; en color azul, los que no presentan cambios significativos tomando una
razén de cambio ( fold Change) menor a 1 a -1. El valor de cambio es el valor
obtenido de la expresion de miRNA utilizada para describir la cantidad de cambios
entre un valor original y una medida.
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mMiRNAs en la distrofia muscular de Becker

Para la DMB hallamos cuarenta y un miRNAs (figura 12) humanos que se
expresaron diferencialmente con un nivel significativo (P<0.05,), correspondientes
al 14 % de las sondas de miRNAs humanos presentes en la matriz (figura 11).

Al emplear el método de linearizacion por SAM no se modificé el nUmero de
mMiRNAs (cuarenta y uno) descritos anteriormente. Estos resultados son
presentados de acuerdo con su expresion a la alza en casos con distrofia muscular

de Becker comparados con los controles (figura 12).

Después del filtrado de los datos mediante un grafico de volcan se determinaron
once MiRNAs con alta expresion y dos miRNAs con baja expresion en DMB (figura

13).
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Figura 11. Mapa de calor de la expresion diferencial de los miRNAs entre
controles sanos vs DMB resaltando que los miRNAs se encontraron con baja
expresion en controles comparado con el grupo distréfico.
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Figura 12.
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Gréfico SAM, que determina los miRNAs con expresion al alza (rojo)

y a la baja (verde) en los casos distroficos. Mapa de calor de miRNAs con
significancia positiva en DMB comparados con los controles (CTR 5y 6).
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Figura 13.  Gréfico de volcan muestra dos miRNAs expresados a la baja (verde)
y 11 miRNAs expresadas al alza (rojo) que son denominados miRNAs
significativos.
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Mapa de calor comparativo entre distrofia muscular de Duchenne (DMD) vs

distrofia muscular de Becker (DMB)
Se realizé un andlisis comparativo (SAM) de los miRNAs con expresion diferencial
y se determiné que fueron sesentay cinco miRNAs en CTR vs los grupos distréficos

DMD vs DMB (Tabla 5).

De manera adicional se realizé un mapa de calor en el que se compararon los
mMiRNAs encontrados expresados en DMD vs DMB y se observé que no hubo
diferencias significativas en la expresion de ese grupo de miRNAs (cuarenta y uno)
(figura 14). Esto se llevé a cabo puesto que en la bibliografia solamente se ha
reportado perfiles de expresion en DMD (Perry & Muntoni, 2016) o DMB (Brusa et
al., 2020); sin embargo, no hay en DMD vs DMB y, con este estudio se podria
averiguar si es que existia un grupo de miRNAs especificos compartidos entre las

distrofias

Mediante los datos obtenidos se realiz6 un andlisis para determinar los miRNAs
desregulados encontrados compartidos entre ambos grupos DMD y DMD

reportando a sesenta y cinco miRNAs desregulados a la alza.

Adicionalmente, se comparo la tasa de cambio de los miRNAs para representarlos
de manera grafica se utilizé un diagrama de Venn (figura 15), en donde dentro del
circulo verde encontramos a los miRNAs reportados en Duchenne que incluyen un
grupo de cincuenta y nueve miRNAs mientras que en el circulo naranja se
representan a los cuarenta y un miRNAS reportados en Becker, cabe resaltar que
se encontrd que 15 miRNAs se encontraban compartidos entre ambos grupos y es
por esta razén que estos miRNAs son propuestos como posibles marcadores (miR-
1-2, miR-184, miR-130a, miR-106b, miR-155, miR153-1, let-7f-2, miR-130b, let-7e,
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miR-141, miR-20, miR-133a-1 miR-19a, miR-183, miR-34c) representado por la
interseccion de diagrama de Venn dicho andlisis se llevé a cabo utilizando valor de

cambio de 2 a -2(figura 15).
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Figura 14. Mapa de calor de ambos grupos distroficos no se observan
diferencias significativas en la expresiéon de los miRNAs entre ambos grupos DMD
y DMB.
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Tabla 5. miRNAs encontrados regulados de manera similar en las Distrofias
musculares Duchenne y Becker

BECKER DUCHENNE
miRNA Fold log2 pvalue log10 Fold log2 P value -logl0 p
change | Fold pvalue | change @ Fold value
change change
miR-1-2 20.57 4.36 5.94E-05 4.23 22.98 4.52 2.54E-06 5.60
miR-184 17.51 4.13 2.32E-05 4.63 16.71 4.06 3.57E-06 5.45
let-7c 16.86 4.08 6.56E-06 5.18 14.77 3.88 2.99E-04 3.52
miR-130a 15.88 3.99 5.34E-04 3.27 14.49 3.86 8.44E-04 3.07
miR-122a 13.41 3.74 2.65E-05 4.58 12.37 3.63 2.18E-04 3.66
miR-155 13.31 3.73 2.11E-05 4.68 13.11 3.71 5.47E-06 5.26
miR-190 13.11 3.71 2.33E-04 3.63 14.20 3.83 3.60E-05 4.44
miR-153-1 12.92 3.69 3.74E-06 5.43 12.58 3.65 5.08E-05 4.29
miR-103-1 12.80 3.68 3.50E-04 3.46 10.59 3.40 5.94E-05 4.23
miR-143 12.65 3.66 9.59E-05 4.02 11.91 3.57 3.14E-06 5.50
miR-106b 12.44 3.64 1.80E-06 5.74 13.80 3.79 3.62E-06 5.44
let-7f-2 12.31 3.62 1.68E-05 4.77 12.09 3.60 5.12E-05 4.29
miR-151 11.84 3.57 4.78E-06 5.32 11.51 3.53 1.59E-04 3.80
miR-132 11.50 3.52 1.19E-04 3.92 11.99 3.58 3.83E-05 4.42
miR-181a 11.27 3.49 5.52E-06 5.26 11.83 3.56 6.36E-05 4.20
miR-192 11.13 3.48 7.28E-05 4.14 10.78 3.43 4.06E-05 4.39
miR-130b 11.13 3.48 1.87E-06 5.73 10.35 3.37 8.34E-07 6.08
miR-202 10.82 3.44 3.35E-04 3.47 9.67 3.27 6.56E-05 4.18
let-7a-1 10.80 3.43 6.51E-04 3.19 8.42 3.07 1.18E-04 3.93
miR-126* 10.53 3.40 2.95E-05 4.53 8.09 3.02 3.75E-03 2.43
miR-128a 10.45 3.38 6.93E-05 4.16 8.22 3.04 1.78E-03 2.75
miR-199a-2 10.41 3.38 4.40E-05 4.36 11.94 3.58 3.04E-05 4.52
miR-181b-1 10.20 3.35 5.38E-05 4.27 9.63 3.27 3.14E-05 4.50
let-7f-1 10.12 3.34 9.65E-05 4.02 7.71 2.95 6.74E-04 3.17
let-7b 10.05 3.33 7.06E-07 6.15 8.77 3.13 2.49E-04 3.60
miR-142-3p 9.93 3.31 9.07E-04 3.04 8.58 3.10 6.56E-05 4.18
miR-194-1 9.89 331 3.95E-04 3.40 14.60 3.87 7.58E-02 1.12
miR-149 9.87 3.30 9.06E-05 4.04 8.85 3.15 2.86E-04 3.54
let-7e 9.79 3.29 5.45E-03 2.26 9.00 3.17 5.13E-03 2.29
miR-200b 9.73 3.28 1.23E-05 4.91 11.92 3.58 5.39E-05 4.27
miR-140 9.49 3.25 8.28E-06 5.08 8.66 3.11 1.11E-04 3.95
miR-141 9.08 3.18 5.39E-05 4.27 8.83 3.14 2.63E-05 4.58
miR-129-2 9.06 3.18 1.69E-04 3.77 8.73 3.13 5.62E-05 4.25
miR-138-1 9.03 3.18 5.83E-05 4.23 8.75 3.13 6.91E-05 4.16
miR-182* 9.00 3.17 3.23E-05 4.49 8.27 3.05 9.20E-05 4.04
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miR-106a
miR-15a
miR-105-1
miR-18
miR-144
miR-127
miR-20
miR-133a-1
miR-142-5p
miR-19a
miR-10a
miR-107
miR-182
miR-191
miR-183
miR-152
miR-196a-1
miR-139
miR-195
miR-200a
let-7d*
miR-197
miR-185
miR-150
miR-154
miR-203
miR-193
miR-201
Let-7d
miR-34c
miR-30a-5p
miR-100

8.73
8.61
8.58
8.47
7.94
7.93
7.86
7.85
7.80
7.63
7.62
7.52
7.46
7.22
7.21
7.04
6.66
6.41
6.10
6.08
6.00
5.99
5.89
5.78
5.77
5.47
5.28
5.26
4.98
4.20
0.14
0.27

3.13
3.11
3.10
3.08
2.99
2.99
2.97
2.97
2.96
2.93
2.93
291
2.90
2.85
2.85
2.82
2.74
2.68
2.61
2.60
2.59
2.58
2.56
2.53
2.53
2.45
2.40
2.39
2.32
2.07
-2.82
-1.91

1.42E-06
1.66E-04
2.46E-02
5.78E-04
1.48E-02
5.21E-04
1.36E-05
7.82E-03
9.02E-03
5.65E-04
2.09E-03
4.54E-04
2.40E-02
3.45E-04
1.53E-02
9.52E-05
3.00E-02
1.32E-04
2.46E-02
1.35E-02
1.15E-04
1.41E-02
6.58E-02
3.30E-04
6.61E-03
1.11E-02
2.98E-04
2.14E-03
7.89E-03
1.20E-01
1.73E-01
1.96E-01

5.85
3.78
161
3.24
1.83
3.28
4.87
2.11
2.04
3.25
2.68
3.34
1.62
3.46
1.81
4.02
1.52
3.88
161
1.87
3.94
1.85
1.18
3.48
2.18
1.95
3.53
2.67
2.10
0.92
0.76
0.71
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8.17
8.31
7.90
7.37
8.73
7.06
8.47
7.75
7.10
7.59
7.07
6.09
8.28
7.81
7.50
6.56
8.47
6.09
5.50
6.40
4.62
6.25
6.98
5.08
5.05
6.09
6.24
5.23
5.32
4.83
0.15
0.20

3.03
3.06
2.98
2.88
3.13
2.82
3.08
2.95
2.83
2.92
2.82
2.61
3.05
2.96
291
2.71
3.08
2.61
2.46
2.68
2.21
2.64
2.80
2.35
2.34
2.61
2.64
2.39
241
2.27
-2.75
-2.32

2.32E-04
2.22E-04
7.31E-04
1.79E-03
7.95E-04
1.22E-04
3.74E-06
1.55E-03
1.27E-03
3.65E-04
1.30E-04
1.17E-04
4.34E-04
7.24E-04
1.98E-04
6.79E-04
6.42E-02
9.54E-05
7.80E-04
4.72E-03
8.89E-03
2.26E-02
6.69E-03
1.03E-03
2.22E-03
8.93E-04
2.07E-04
1.72E-03
4.86E-02
6.85E-02
1.74E-01
1.77E-01

3.63
3.65
3.14
2.75
3.10
3.91
5.43
2.81
2.90
3.44
3.89
3.93
3.36
3.14
3.70
3.17
1.19
4.02
3.11
2.33
2.05
1.65
2.17
2.99
2.65
3.05
3.68
2.76
131
1.16
0.76
0.75



Microarreglo 288 sondas de miRNA

DMD 59 miRNAS
DMB 41 miRNAS + miR-20
+ miR-133a-1
+ miR-19a
« miR-183
« miR-34c

Figura 15. Se realizdé una comparacion entre la tasa de cambio de los miRNAs
y al hacer el diagrama de Venn se observa que hay 15 miRNAs compartidos entre
ambos grupos, obteniendo asi el perfil de expresion de 15 miRNAs que podrian
ser utilizados como blanco.
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Analisis in silico de miRNAs relacionados con la diferenciacion de las células

satélite.

Para seleccionar los miRNAs blanco factibles para la validacion de los resultados
utilizando hibridacion in situ en el tejido, se realizé un analisis in silico con distintas
bases de datos (Target scan, miRBase, miRDB, Diana, Myo-REG). La busqueda
se inici6 a partir de los 15 miRNAs obtenidos del clister en comun entre los
pacientes con DMD y DMB. Estos se correlacionaron con los reportados
previamente como relacionados con los marcadores (PAX3, PAX7, MYOD, MDFIC
y PAXBP1) implicados en miogénesis. Con toda esta informacién generamos un
mapa de interaccion con Myo-REG en el cual se reportan los miRNAs reguladores
de marcadores implicados en el proceso de diferenciacion de la célula satélite. Por
ejemplo, PAX3 que es regulado por miR1-2, let-7f-2 y let-7e. PAX7 por su parte se
encontré regulado por miR-1-2 y miR-133a, PAXBP1 se encontr6 regulado por miR-
130a, miR-155, miR-153-1, mientras MDFIC es regulado por miR-130a, miR-130Db,
miR-19, let-7f-2, let-7e. Sin embargo, MYOD y MDFI no reportaron ser
posiblemente regulados por algin miRNA dentro del conjunto de 15 miRNAs
propuesto en este estudio. Por lo que podemos inferir que estos 15 miRNAs se
encuentran implicados en el proceso de activacién de las células satélite (figura

16).
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Figura 16. Red de interaccion de los miRNAs y se determinaron 9 miRNAs de
los 15 pertenecientes al conjunto encontrado en los pacientes con DMD y DMB,
de los cuales solo 5 (circulos amarillos) se encuentran sobrexpresados (miR-
130a, miR-133al, miR-1-2, miR-153-1, miR-19a).

49



Discusion
Mediante el andlisis de los datos obtenidos con los microarreglos se determinaron
15 miRNAs expresados a la alza en los grupos distréficos: miR-1-2, miR-184, miR-
130a, miR-106b, miR-155, miR153-1, let-7f-2, miR-130b, let-7e, miR-141, miR-20,
miR-133a-1 miR-19a, miR-183, miR-34c. De esos 15 miRNAs obtenidos con el
analisis in silico encontramos 9 miRNAs: miR1-2, let-7f-2 y let-7e, miR-133a, miR-
130a, miR-155, miR-153-1, miR-130b, miR-19 que juegan un papel importante en
la diferenciacién de las células satélite a través de procesos de regulacion de
diversas proteinas como PAX3, PAX7, PAXBP1, MDFIC. Esta informacion sugiere
gue dichos miRNAs podrian estar implicados en la inhibicién de los procesos de
activacion de la CS, por lo que la proliferacion de las CS de reserva se ve afectada.
Debido a esto, la diferenciacion producida no es suficiente para regenerar los
tejidos dafiados. Cabe sefalar que de los 9 miRNAs anteriormente descritos, en la
revision sistematizada se encontraron reportados 5 miRNAs (miR-1(Amirouche et
al., 2017, Bulaklak et al., 2018; Galimov et al., 2016; Hindi & Kumar, 2016; X. Li et
al., 2014), -155 (Nie et al., 2016), let-7f, let-7e (Mohamed, Hajira, Lopez, & Boriek,
2015), -133a (W. Liu, Sheng, Nie, Wen, & Mo, 2020; Mohamed et al., 2015; Pelosi,
Coggi, Forcina, & Musaro, 2015; Pietraszek-Gremplewicz et al., 2018; Roberts et

al., 2012; Sanson et al., 2020)) implicados en procesos de diferenciacion de las CS.

El miR-1 conocido como regulador de la diferenciacion, su expresion podria ser
reprimida durante el dafio muscular en ratones mdx/miR-206-/- (N. Liu et al., 2012),
KO TRAF6/PAX7CrE (Hindi & Kumar, 2016), mdx/miR-155-/- (Nie et al., 2016), KO
miR-29a/PAX7CrE (Galimov et al., 2016), y en un ratén con el exdn 23 inhibido

(Cacchiarelli et al., 2010), miR-1 se encontrod regulado a la baja. Interesantemente
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la expresion de miR-1 esta relacionada con el paciente distréfico tanto Duchenne
como Becker, resultados similares fueron reportados en un modelo murino madx.
Pese a que son pocos los trabajos que refieren los blancos putativos de miR-1, es
claro que la funcidon principal esta basada en la regulacion negativa de la
diferenciacion, pues inhibe PAX7, MIOGENINA, TNF-a, HDAC2, MYOD y MYF5
(Cacchiarelli et al., 2010; Galimov et al., 2016; Hindi & Kumar, 2016; N. Liu et al.,

2012; Nie et al., 2016).

Por lo que respecta a miR-155, estudios experimentales empleando ratones KO
miR-155 (Nie et al., 2016), revelaron que la expresion de SOCS1 (Supresor de
sefal de citocinas) reprime los procesos inflamatorios posterior a un dafio inducido,
esto debido a que SOCS1 regula negativamente la expresion de citocinas
proinflamatorias como IL-6, INFr, MCP-1 y de TNF-a. Estos hechos son
congruentes con la presencia de miR-155 en pacientes con distrofia, reportada por
los arreglos de expresién. Adicional a esta informacién, los andlisis in silico sugieren
que PAXBP1 es blanco putativo de miR-155, por tanto, a su vez controla la

transcripcion de PAX7 y, con ellos, la activacion de las CS (Nie et al., 2016).

Por otro lado, se report6 la expresion al alza de los miR let-7f y let-7e (Mohamed et
al., 2015) en un modelo mdx sometido a estiramiento muscular y se determiné la
participacion de let-7e como inhibidor de proteinas de matriz Extracelular (ECM)
implicados en fibrosis como COL1Al1, COL1A2, COL3Al, COL24A1, COL27A1,
ITGAL, ITGA4, SCD1 y THBS1. Sin embargo, la expresion de let-7f no determiné
un papel concluyente para dicho miR en la regulacion de la diferenciacion de las

CS. Por lo que la presencia de let-7e en pacientes distroficos reportado en los
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microarreglos va de la mano con la presencia de dafio. Por su parte el analisis in
silico determiné que PAX3 y MDFIC son blancos de ambos miRNAs por lo que la
quiescencia, proliferacion y diferenciacion de las CS podria verse afectada a través

de este mecanismo (Mohamed et al., 2015).

Adicionalmente, miR-133a fue el miRNA mas estudiado, al menos 7 articulos
distintos lo mencionan. Estos estudios se llevaron a cabo principalmente en
modelos experimentales de dafio como mdx/miR-206-/- (N. Liu et al., 2012), KO
mMiR29a/PAX7CrE (Galimov et al., 2016), en mdx con delecién del exdén 23
(Cacchiarelli et al., 2010), en el DKO mdx/miGF-1F (Pelosi et al., 2015) y ratones
mdx tratados con cardiotoxina este miR fue reportado con mayor frecuencia como
regulador indirecto del aumento TGF-B que promueve la fibrosis asi como la
regulacion SMAD3 y SMADS5 que regulan la capacidad regenerativa del musculo
esquelético y de formacidon de miofibras y miotubos a través de la activacion de la
calcineurina que, a su vez, es encargada de iniciar la diferenciacion del musculo
esquelético activando MEF-2C y MYOD . También aumenta la expresion de TNF-a
quien actla como regulador positivo de miR-1 y miR-206 reportados como
inhibidores de citocinas proinflamatorias reguladas por SOCS1 como INFr, IL-6 Y
MCP-1 (Taetzsch et al., 2021). Estos datos justifican la expresién de miR-133a en
pacientes con distrofia muscular reportada en los microarreglos. Mientras que el
analisis in silico determino que este miRNA se encontraba regulado mediante la
expresion de MIOGENINA, por lo que se podria concluir que el papel de este

mMiRNA se encuentra principalmente regulando la diferenciacion de las CS.
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Conclusiones

Al realizar una comparacion entre los miRNAs seleccionados a partir de las
muestras de DMD y DMB, el analisis in silico y de acuerdo con lo publicado por
otros autores, se sugiere que miR-1 y miR-133a afectan la diferenciacion de las

células satélite a miocitos.

Sin embargo, debido a que miR-133a se encontré implicado en procesos de
inflamacion durante el dafio, se puede proponer que miR-1 podria ser utilizado

como blanco potencial para la hibridacion in situ.
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Anexos

9.1 Titulo Articulo de Revisién

“MicroRNAs asociados con la capacidad de regeneracion de las células satélites
en las distrofias musculares Review”

Molina-Osorio J 3., Gonzéalez-Marquez H 2., Diaz Rosas G 3., Contreras-Ramos A 3

Posgrado en Biologia Experimental-Universidad Autébnoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa, *Universidad Auténoma Metropolitana-Division de Ciencias Bioldgicas
y de la Salud-Lab. Expresion Génica, Protedmica, 3Hospital Infantil de México
Federico GOmez-Lab. de Investigacion en Biologia del Desarrollo y teratogénesis

experimental.

9.2 Tinci6én de Hematoxilina- Esoina

Solucién Hematoxilina de Haris

REACTIVO Cantidad
Hematoxilina de Harris C16H1406 2.5¢gr
Alumbre de amonio de potasio AIK(SO4); 12H,0 50 gr
Oxido rojo de mercurio HgO 2.5¢gr
Alcohol 96% C;HsOH 25 ml
Agua destilada 500 ml

Procedimiento

1.- La Hematoxilina de Harris se disuelve en 25 ml de alcohol al 96% calentando

ligeramente.
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2.- Calentar el agua e ir disolviendo el alumbre lentamente hasta disolverse por
completo.

3.- Retirar del fuego y agregar la Hematoxilina disuelta previamente en el alcohol.
4.- Calentar a fuego alto y cuando se inicia el hervor retirar el recipiente.

5.- Agregar el oxido rojo de mercurio, agitar muy bien y seguir calentando a fuego
lento hasta que la solucién tome un color Rojo-Purpura

6.- dejar enfriar la solucién rapidamente en agua de la llave

5.- Filtrar minimo 3 veces

nota: Dejar madurar minimo 8 dias

Soluciéon Eosina De Carnegie

REACTIVO Cantidad
Eosina c20HeBraNaz0s 4gr
Alcohol 96% C;HsOH 100 ml
Agua destilada 300 ml

Procedimiento
1.- Disolver la eosina en agua
2.- Afadir el alcohol dejar madurar en un frasco claro durante 3 semanas

nota: Guardar en el mismo frasco

9.3 Soluciéon de PBS 1X

Reactivo [concentracién 1X] [concentracién 2X]

NaCl 4.00g 11.94g
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KCl 0.10g 0.10g
Na;HPO4 0.72g 8.51g
KH2PO4 0.12g 3.48
H,Odd 500 mL 1000 mL

Nota: Disolver por completo los reactivos anteriormente enlistados en H20dd

9.3.1 PBS-Tween 20
Para preparar el PBS-Tween 20 se debe adicionar 500uL de Tween 20
(C58H114026; FW 1,1227.52) a 1L de PBS .

9.4 Recuperador de Antigeno

La solucién recuperadora de Antigeno se prepara diluyendo 10mL de Concentrated
(10X) Antigen Retrieval Citra Plus Solution en 90 mL de H20d. Este debe de
conservarse a 4°C.

9.5 Bloqueador de proteinas

La solucion bloqueadora se prepara diluyendo 1mL del reactivo Universal Blocking

(10X) en 10mL de H20d.
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