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RESUMEN 

La enfermedad de Pompe de inicio tardío (EPIT) es un trastorno genético raro 

producido por mutaciones en el gen GAA y se caracteriza por una debilidad muscular 

progresiva. Las biopsias musculares de pacientes con EPIT muestran una acumulación 

de glucógeno que se asocia a la presencia de vacuolas autofágicas induciendo en fases 

avanzadas una atrofia de las fibras musculares. 

Esta tesis doctoral se centra en dos investigaciones principales. Por un lado, se realizó 

un estudio sobre los niveles de miRNAs en suero de pacientes con EPIT con el fin de 

encontrar posibles biomarcadores de la progresión de la enfermedad. Por otro lado, se 

estudiaron diferentes mecanismos fisiopatológicos en los pacientes con EPIT, 

centrándose en el proceso de atrofia muscular. 

En el primer estudio, identificamos 14 miRNAs que mostraron diferentes niveles de 

expresión en muestras de suero de pacientes con EPIT en comparación con los 

controles. Validamos estos resultados en una cohorte más grande de pacientes y 

encontramos niveles elevados de 3 miRNAs, los llamados dystromiRs: miR-1-3p, miR-

133a-3p y miR-206. Estos miRNAs están involucrados en la regeneración muscular y la 

expresión de éstos se encontró incrementada en biopsias musculares de pacientes con 

EPIT. Se encontraron correlaciones significativas entre los niveles de miRNAs y la 

prueba de función muscular. 

En conclusión, los niveles de expresión sérica de dystromiRs pueden representar 

biomarcadores potenciales para el seguimiento de pacientes con EPIT. 

En el segundo estudio, se realizó el análisis de la expresión de moléculas relacionadas 

con la atrofia de fibras musculares en biopsias de pacientes con EPIT mediante técnicas 

de inmunotinción y RT-PCR. BNIP3, un atrogén bien conocido, se identificó como un 

mediador potencial de la atrofia en pacientes con EPIT. Observamos que las fibras 
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vacuoladas en biopsias musculares de pacientes con EPIT eran más pequeñas que las 

fibras no vacuoladas y que, además, expresaban BNIP3.  

Nuestros datos sugieren que la expresión de BNIP3 está regulada por la inhibición de 

la vía AKT-mTOR, lo que lleva a la fosforilación de ULK1 en Ser317 por AMPK. 

Estudiamos mioblastos y miotubos obtenidos de pacientes con EPIT y controles para 

confirmar estos resultados utilizando diferentes técnicas moleculares. Los miotubos 

derivados de pacientes con EPIT también eran más pequeños y expresaban BNIP3. 

Adicionalmente, la transfección de BNIP3 en miotubos de control condujo a la atrofia 

de los miotubos. 

En conclusión, todos estos hallazgos sugieren una cascada que comienza con la 

inhibición de la vía AKT-mTOR y la activación de la expresión de BNIP3 que, a su vez, 

conduce a la atrofia de las fibras musculares. Nuestros resultados abren la puerta a 

nuevos tratamientos potenciales dirigidos a BNIP3 para reducir sus efectos nocivos 

sobre la atrofia de las fibras musculares en la enfermedad de Pompe. 
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ABSTRACT 

Late-onset Pompe disease (LOPD) is a rare genetic disorder produced by mutations in 

the GAA gene and is characterized by progressive muscle weakness. LOPD muscle 

biopsies show a progressive accumulation of glycogen and autophagic vacuoles 

eventually leading to the atrophy of muscle fibers. 

This doctoral thesis focuses on two main investigations. A first set of experiments was 

performed with the aim to identify miRNAs in the serum of LOPD patients that could 

be biomarkers of the disease progression. A second group of experiments was 

performed to study the different pathophysiological mechanisms of the disease leading 

to muscle atrophy. 

In the first study, we identified 14 miRNAs that showed different expression levels in 

serum samples of LOPD patients compared to controls. We validated these results in a 

larger cohort of patients and we found increased levels of 3 miRNAs, the so-called 

dystromiRs: miR-1-3p, miR-133a-3p and miR-206. These miRNAs are involved in 

muscle regeneration and the expression was increased in muscle biopsies from 

patients. Significant correlations between miRNA levels and muscle function tests were 

found.  

In conclusion, serum expression levels of dystromiRs may represent potential 

biomarkers for the follow-up of LOPD patients. 

In the second study, the expression of molecules related to muscle fiber atrophy in 

muscle biopsies of LOPD patients was analyzed using immunostaining techniques and 

RT-PCR. BNIP3, a well-known atrogene, was identified as a potential mediator of 

muscle fiber atrophy in LOPD muscle biopsies. We observed that vacuolated fibers in 

LOPD patients’ muscle biopsies were smaller than non-vacuolated fibers and expressed 

BNIP3.  
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Our data suggested that BNIP3 expression is regulated by inhibition of the AKT-mTOR 

pathway, leading to phosphorylation of ULK1 at Ser317 by AMPK. We studied 

myoblasts and myotubes obtained from LOPD patients and controls to confirm these 

results using different molecular techniques. Myotubes derived from LOPD patients 

were likewise smaller and expressed BNIP3. Conclusively, transfection of BNIP3 into 

control myotubes leads to myotube atrophy.  

In conclusion, all these findings suggest a cascade which starts with the inhibition of 

the AKT-mTOR pathway and activation of BNIP3 expression leading to progressive 

muscle fiber atrophy. Our results open the door to potential new treatments targeting 

BNIP3 to reduce its deleterious effects on muscle fiber atrophy in Pompe disease. 
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La introducción de la presente tesis se centra en describir la enfermedad de Pompe 

(EP) y el músculo esquelético (ME), tejido principalmente afectado en la enfermedad. 

Además, otro capítulo está focalizado en describir los microRNAs (miRNAs) como 

biomarcadores, centrándonos en la implicación de éstos en el ME.  

1.1. Músculo esquelético 

El ME es uno de los tejidos más dinámicos del cuerpo humano. Contiene entre el 50 y 

el 75% de todas las proteínas corporales y representa entre el 30 y el 50% del recambio 

de proteínas del organismo. Está compuesto principalmente de agua (75%), proteínas 

(20%) y otras sustancias, incluidas sales inorgánicas, minerales, grasas y carbohidratos 

(5%). El ME está conectado al esqueleto para formar parte del sistema mecánico que 

mueve las extremidades y otras partes del cuerpo.(1,2)  

1.1.1.  Estructura 

La organización macroscópica de los músculos está formada por nervios, vasos 

sanguíneos, tejido conectivo y tejido contráctil.  

La fibra muscular, o miocito, se forma a partir de células musculares mononucleares 

conocidas como mioblastos que se fusionan entre sí formando esta estructura con 

múltiples núcleos. La fibra muscular se encuentra rodeada por una red de tejido 

conectivo conocida como endomisio. Las fibras adyacentes también se agrupan entre 

ellas, formando estructuras denominadas fascículos, y son rodeadas por un tejido 

conectivo más robusto conocido como perimisio. Varios fascículos están cubiertos por 

una gruesa capa de tejido conectivo llamado epimisio, formando así el ME (Figura 1). 

Cada una de estas redes de tejido conectivo está compuesta por proteínas de la matriz 

extracelular (MEC), entre las que se incluye el colágeno.(3,4)  
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Figura 1: Organización general del tejido muscular. Modificación de Gillies AR et al.(3) 

Las fibras musculares varían en tamaño, entre 10 y 120 µm, y están rodeadas por una 

membrana plasmática denominada sarcolema, que a su vez están rodeadas por la 

lámina basal. Dichas estructuras contienen una serie de proteínas que conectan 

moléculas del citoesqueleto del interior de las fibras con la MEC. Cada fibra muscular 

está compuesta por múltiples miofibrillas que proporcionan al músculo la capacidad 

de contracción y plasticidad. El citoplasma, donde éstas están contenidas, se denomina 

sarcoplasma, y en él podemos localizar un retículo endoplasmático liso que rodea las 

miofibrillas conocido como retículo sarcoplásmico, el cual presenta unas 

invaginaciones denominadas túbulos T. Éste desempeña un papel de reservorio de 

Calcio (Ca++), clave en el proceso de contracción muscular. 

Las miofibrillas están compuestas por una serie de subunidades, los sarcómeros, 

formados por filamentos gruesos (miosina) y filamentos delgados (actina), que se 

conectan a otras proteínas musculares para construir las unidades contráctiles. Estos 

filamentos están dispuestos de forma muy organizada dando un aspecto estriado con 

unas bandas oscuras (bandas A) y otras claras (bandas I). Las bandas A son las 
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regiones donde los filamentos gruesos y delgados se localizan juntos, y muestran una 

región media más clara conocida como banda H, donde los filamentos delgados están 

ausentes. Las bandas I contienen filamentos exclusivamente delgados y están divididas 

por una línea más oscura conocida como el disco Z, donde los filamentos delgados de 

sarcómeros consecutivos se unen. El sarcómero viene delimitado por dos de estos 

discos (Figura 2). (3–6) 

 

Figura 2: Organización del músculo esquelético desde el nivel macroscópico al nivel molecular. 

Modificación de Guyten&Hall(6).   
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1.1.2.  Contracción muscular 

El sarcómero y el sarcoplasma contienen muchas otras proteínas que contribuyen a la 

estructura del citoesqueleto, los procesos de excitación y contracción, la liberación de 

energía y la generación de fuerza y potencia.(7) 

La contracción muscular se inicia por la producción de un potencial de acción que 

viaja desde la neurona motora a través de la unión neuromuscular. En dicha estructura, 

la liberación del neurotransmisor de acetilcolina conduce el potencial de acción hacia la 

fibra muscular donde la despolarización provoca que el retículo sarcoplásmico libere 

grandes cantidades de iones de Ca++. El Ca++ provoca fuerzas de atracción entre los 

filamentos de actina y miosina, haciendo que se deslicen unos sobre otros en sentido 

longitudinal promoviendo el proceso de contracción. Este proceso requiere un alto 

consumo de energía en forma de trifosfato de adenosina (ATP) que es hidrolizado 

gracias a la actividad ATPasa presente en la cabeza de miosina.  

La principal fuente de ATP es la fosfocreatina cuya hidrólisis libera energía en forma 

de fosfato que se une al ADP para formar ATP. Una segunda fuente de energía es el 

glucógeno almacenado en el músculo.(1,5–7) 

1.1.3.  Tipos de fibras musculares 

En la cabeza de la miosina se localiza la cadena pesada, cuyas isoformas determinan la 

velocidad a la que se contrae el músculo, así como sus propiedades fisiológicas. 

Dependiendo de estas isoformas podemos encontrar los siguientes grupos:(2,6,8–10)  

- Fibras tipo I o lentas: son pequeñas fibras rojizas que contienen grandes 

cantidades de mitocondrias y una gran vascularización por su metabolismo 

oxidativo. Además, contienen altos niveles de mioglobina que se combina con 

el oxígeno y lo almacena para su transporte hacia las mitocondrias. Estas fibras 

se contraen lentamente por la baja actividad de la ATPasa de la miosina. 
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- Fibras tipo II o rápidas: son fibras grandes con un retículo sarcoplásmico 

extenso y mayor liberación de iones de Ca++ para obtener una mayor fuerza de 

contracción. Estas fibras se dividen en dos subgrupos: 

o Fibras tipo IIa: son fibras que contienen una gran cantidad de 

mitocondrias y de mioglobina para llevar a cabo su metabolismo 

oxidativo. Se les caracteriza por presentar cantidades elevadas de 

glucógeno y por llevar a cabo una glucólisis anaeróbica.  

o Fibras tipo IIb: son grandes fibras blanquecinas que presentan un 

metabolismo principalmente glucolítico, almacenando glucógeno en 

ellas. Son capaces de presentar contracciones rápidas e intensas, 

aunque se agotan fácilmente debido a la producción de ácido láctico.  

1.1.4.  Regeneración muscular 

El ME tiene una gran capacidad de regenerar nuevas fibras musculares en respuesta a 

un daño,(11,12) por el resultado de una enfermedad, la exposición a diferentes agentes 

miotóxicos, un trauma o, incluso, la contracción de nuestro propio músculo.  

La reparación del ME es un proceso altamente coordinado donde se encuentran 

involucradas la activación de respuestas celulares y moleculares, en el cual la 

sincronización entre inflamación y regeneración es crucial para que el ME se repare 

exitosamente después del daño muscular. La reparación muscular completa consta de 

dos fases fundamentales: degeneración y regeneración.(13,14) Éstas las podemos 

encontrar divididas en cinco pasos: degeneración (necrosis), inflamación, 

regeneración, remodelación y maduración. La cinética y la amplitud de cada fase 

dependen particularmente del tipo de daño.(15) 

En la Figura 3 podemos observar el estado del ME en una biopsia muscular durante el 

proceso de degeneración/regeneración muscular después del daño, en este caso con 

cardiotoxina. Dos días después de la lesión, la estructura de la fibra muscular está 
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severamente deteriorada y presenta una multitud de células mononucleares 

(mioblastos, células inflamatorias, fibroblastos, etc.) en el área dañada. A los cinco días 

de la lesión, además de seguir presentando células mononucleares en la biopsia, 

también se forman pequeñas nuevas fibras con núcleos centrales. Dos meses después 

de la lesión, la arquitectura muscular es similar a la del músculo sano sin lesionar.(16) 

Figura 3. Regeneración del músculo esquelético. Tinciones Hematoxilina-Eosina (H&E) que 

ilustran las diferentes etapas de la regeneración muscular después de una lesión por 

cardiotoxina. Modificación de Dumont NA et al(16).  

1.1.4.1. Papel de la inflamación en la degeneración y 

regeneración muscular 

El proceso de degeneración se caracteriza por una necrosis e inflamación significativa. 

Con el daño, se altera la integridad del sarcolema lo que induce a un aumento de la 

permeabilidad de las fibras provocando que se eleven las concentraciones séricas de 

proteínas musculares, como la creatinquinasa (CK). También se eleva la entrada de Ca++ 

provocando la activación de la proteólisis dependiente de éste e iniciando la 

degeneración de las fibras musculares.(17) 

Inmediatamente empieza la fase de inflamación en la zona de la lesión, donde 

intervienen diferentes poblaciones celulares del sistema inmunológico que interactúan 

entre ellas mediante la secreción de diferentes moléculas (Figura 4).  
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Figura 4. Interacciones celulares durante la regeneración muscular que coordinan los procesos 

inflamatorios y de reparación. Modificación de Oishi Y & Manabe I(18).  

Las primeras células inflamatorias que van hacia esta zona son los neutrófilos, 

encontrando concentraciones máximas de éstos a las 24h. A las 36-48h de la lesión ya 

no son detectables, ya que una exposición prolongada de neutrófilos sería 

contraproducente debido a la secreción de moléculas citotóxicas.(15) Estas células 

inflamatorias responden a diferentes quimiocinas secretadas por macrófagos 

residentes que se encuentra inactivados en la zona, pero la lesión promueve su 

activación y liberación de moléculas proinflamatorias. Algunas de estas quimiocinas a 

las que responden los neutrófilos son CXCL1 y CCL2.(19) Una vez atraídos a la zona de la 

lesión muscular, los neutrófilos son fagocitos encargados, por un lado, de limpiar los 

restos tisulares por la secreción de proteasas y, por otro, de estimular la llegada de 

otras células inflamatorias al tejido lesionado por la secreción de citocinas 

proinflamatorias. Los monocitos son los siguientes en migrar a la zona dañada donde 

empiezan a diferenciarse a macrófagos, convirtiéndose en la célula inflamatoria 

predominante en la regeneración muscular.(18,20,21) 

Existen dos subpoblaciones diferentes de macrófagos, los M1 y M2, que presentan 

funciones opuestas y su transición coincide con la progresión de los procesos de 

inflamación a regeneración y maduración de las fibras musculares. La primera 

población de macrófagos M1, CD68+/CD163-, llega a la zona 24h después del daño y 
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tiene su pico máximo a los dos días. Estas células son capaces de liberar moléculas 

proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral α (TNF-α) y la interleuquina-1β (IL-

1β) que tienen la función de promover la fagocitosis de los restos celulares y la 

proliferación de células satélite (CS). TNF-α conduce a la activación y proliferación 

tanto de macrófagos M1 como de CS, preparando así al músculo para la posterior 

diferenciación de estas células a miotubo. La segunda población de macrófagos M2, 

CD68-/CD163+, tiene una función opuesta ya que secreta moléculas antinflamatorias, 

como la interleuquina-10 (IL-10) y el factor de crecimiento transformante β (TGF-β), 

que promueven a finalizar el proceso de inflamación y a la diferenciación de las CS, 

favoreciendo así la fusión y maduración de los miotubos. Además, estas moléculas 

promueven la transición M1-M2 del resto de macrófagos presentes en el músculo 

dañado mediante la activación de la vía de la proteína quinasa activada por AMP 

(AMPK). Esta última población de macrófagos M2 alcanza su pico máximo sobre los 4 

días después de la lesión y se mantiene hasta el final de la regeneración muscular 

dónde el ME entra en fase de remodelación. En esta última fase, los macrófagos M2 

tienen un papel muy importante, ya que la secreción de TGF-β activa a los 

miofibroblastos que llevan a cabo la formación de la MEC.(18,21–24) 

El daño muscular también lleva al reclutamiento rápido de eosinófilos que secretan 

interleuquina 4 (IL-4) activando la proliferación de las células progenitoras 

fibro/adipogénicas (FAP), pudiendo diferenciarse a fibroblastos o adipocitos. La IL-4 

promueve la diferenciación a fibroblastos promoviendo la regeneración muscular.(18,25) 

A pesar de que las células mieloides tengan una mayor presencia en el músculo 

lesionado, los linfocitos también juegan un papel en la regeneración muscular. Los 

linfocitos T CD4+ reguladores (también CD25+/FoxP3+) inducen la proliferación de las 

CS, y los linfocitos T CD8+ promueven la acumulación y la activación de los 

macrófagos M1, mediante la secreción de las citocinas proinflamatorias TNF-α e 

interferón-γ (INF-γ). Además, la acumulación de linfocitos T CD4+ contribuye a la 
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transición de macrófagos M1 a M2, vía IL-10, que tiene la función de inhibir a la 

citocinas proinflamatorias.(18,21)  

Una vez acabada la degeneración y eliminación de los restos celulares por las células 

inflamatorias, se inicia la fase de regeneración muscular.  

1.1.4.2. Papel de las células satélite en la regeneración muscular 

Este proceso se caracteriza por la activación, proliferación y diferenciación de las CS. 

Una vez diferenciadas a mioblastos, éstos se fusionan para formar nuevas fibras 

musculares o reparar las dañadas anteriormente.(15) 

Las CS fueron descritas por Alexander Mauro que encontró células uninucleadas 

situadas entre el sarcolema y la lámina basal de las fibras musculares.(26) Las CS están 

presentes en el músculo sano del adulto como células inactivas, también llamadas CS 

quiescentes, y representan entre el 2.5% y el 6% de todos los núcleos de una fibra 

muscular.(12,27,28) Las CS entran en estado de quiescencia después del crecimiento 

postnatal, pero pueden activarse en respuesta al daño del tejido muscular.(29) Después 

de la lesión, se liberan factores de crecimiento que son captados por moléculas de la 

lámina basal pudiendo interactuar con las CS para estimular su activación.(16) 

Las CS son las células progenitoras del linaje muscular y, por ello, su función principal 

es la de regenerar el ME cuando éste es dañado. Una vez activadas, las CS proliferan 

dando lugar a dos tipos celulares diferentes; por un lado, las células que seguirán 

proliferando y diferenciarán a mioblasto, llegando a fusionar con la fibra muscular y, 

por otro, células que dejarán de proliferar y volverán a un estado quiescente cuya 

misión es mantener el pool de CS musculares.  

Existen diferentes factores reguladores miogénicos (MFRs) específicos para cada 

estado de las células durante este proceso de regeneración de fibras musculares. 
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1.1.4.2.1. Factores reguladores miogénicos  

En el músculo de los adultos, el factor de transcripción Pax7 es el principal factor 

miogénico de las CS, expresado de manera ubicua en todas ellas. La expresión de Pax7 

es esencial para generar y mantener la reserva de CS quiescentes.(30) 

Como ya hemos comentado, una vez las CS son activadas se producen divisiones 

asimétricas, creando dos tipos de subpoblaciones, diferenciándose entre ellas por la 

expresión o no del factor miogénico 5 (Myf5). Las Myf5-, se vuelven quiescentes 

manteniendo el grupo progenitor y, por otra parte, las Myf5+ proliferan y diferencian a 

mioblastos.(31) Estas últimas, además de Myf5 y Pax7, empezarán a expresar el factor de 

diferenciación miogénica (MyoD).(32) Este factor tiene un papel fundamental en los 

mioblastos facilitando la transición de la proliferación a la diferenciación a través de la 

inducción de inhibidores del ciclo celular, como p21 y p57, y de la inducción de la 

expresión de miogenina (MYOG).(33) Cuando los mioblastos salen del ciclo celular, 

entran en un estado de diferenciación convirtiéndose en miocitos, los cuales expresan 

MYOG y el factor miogénico 4 (MRF4) junto con MyoD. La expresión de MYOG se da 

en el inicio de la formación de miotubos siendo el factor clave que conduce a la fusión 

de mioblastos. El incremento de la expresión de MYOG se correlaciona con la 

disminución de la expresión de MyoD, llevando a la formación de miotubos por un 

proceso de fusión. Finalmente, MRF4 participa en la maduración de los miotubos, 

permitiendo la reorganización de los miofilamentos y la migración de los núcleos 

centrales a la periferia de la célula.(34) Los miotubos expresan MYOG, MRF4 y el 

marcador de la cadena pesada de la miosina (MyHC).(16,35) La expresión de todos estos 

factores y las células que los expresan se puede observar en la Figura 5. 
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Figura 5. Progresión del linaje miogénico, marcadores expresados en las células y vías de 

señalización implicadas. Modificación de Dumont NA et al.(16), Morgan J & Partridge T(35) y 

Schmidt M et al(36).  

1.1.4.2.2. Vías de señalización  

Múltiples vías de señalización coordinan la regeneración del ME y las diferentes fases 

de proliferación, diferenciación y fusión de las CS. Entre éstas se encuentran la vía de 

Notch y la vía de Wnt, de las cuales un balance entre estas dos vías de señalización es 

fundamental para una regeneración muscular exitosa (Figura 5).  

La vía de señalización Notch es esencial en las fases iniciales ya que su activación 

estimula la proliferación de las CS. Esto provoca, por un lado, el mantenimiento de las 

CS quiescente y, por otro, la estimulación de la población de los mioblastos.(37,38) En un 

estado normal, los ligandos de Notch se encuentran secuestrados en la superficie de 
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las fibras musculares y cuando se produce un daño en el músculo éstos quedan 

expuestos uniéndose al receptor de Notch de las CS quiescentes provocando una 

activación de la vía. En este momento, las células reciben un estímulo para entrar en el 

ciclo celular y, así, empezar a dividirse tanto de manera simétrica como asimétrica. 

Conforme va aumentando el número de células, la vía se va inhibiendo al mismo 

tiempo que se va activando la vía de Wnt, promoviendo la diferenciación. No obstante, 

más adelante, la vía Notch vuelve a activarse ejerciendo un papel fundamental en la 

inactivación de todas las CS restantes, volviéndolas quiescentes, además de interactuar 

con moléculas de adhesión en la fase de remodelación de las fibras musculares.(36)  

La vía de señalización Wnt presenta dos tipos de rutas principales, la canónica y la no 

canónica, teniendo ambas un papel fundamental en la regeneración muscular. La no 

canónica, también denominada Wnt7a, tiene un papel fundamental en las fases finales 

de maduración de las fibras musculares. 

La vía canónica de Wnt es la que se activa conforme se va inactivando la señalización 

de Notch. Promueve la transcripción de diferentes genes, entre los que encontramos 

los MRFs. MyoD y MYOG se encuentran sobreexpresados por la estimulación de esta 

vía, lo que provoca que los mioblastos entren en estado de diferenciación a miocitos y 

se fusionen formando las fibras musculares.(36–40) 

1.1.4.2.3. Factores de crecimiento 

En el proceso de regeneración muscular, el ME recibe múltiples señales, entre las que 

encontramos implicados diversos factores de crecimiento. Entre ellos se encuentran 

TGF-β, el factor de crecimiento hepático (HGF), el factor de crecimiento fibroblástico 6 

(FGF-6), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento 

insulínico de tipo 1 (IGF-1) y muchos otros.(13)  

El TGF-β pertenece a una familia de proteínas, incluida la miostatina, que tienen un 

papel fundamental en la regulación de la proliferación y diferenciación de los 
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mioblastos, disminuyendo estos procesos y favoreciendo el proceso de cicatrización de 

las fibras musculares ya que activa el proceso de fibrosis (véase punto 1.1.4.3).(34,41) 

El FGF-6 induce la activación de las CS por su unión al receptor FGFR1 activando la vía 

de señalización Ras-ERK. Por otro lado, FGF-6 activa la diferenciación induciendo la 

expresión de MYOG y MyoD, vía receptor FGFR4.(37,42) 

El PDGF es producido por plaquetas, células endoteliales, células musculares y 

macrófagos, de manera que actúan en los fibroblastos induciendo su proliferación, 

diferenciación y producción de MEC.(43) 

El HGF es secretado por la MEC después de la lesión, promoviendo la migración de las 

CS hacia la zona dañada. Además, induce la entrada del ciclo celular a las CS 

quiescentes favoreciendo su proliferación, vía activación de p38, MAPK y PI3K.(34,37,44) 

El IGF-1 contribuye inicialmente en la activación y proliferación de las CS por la 

activación de la vía Ras-ERK estimulando marcadores de progresión del ciclo celular, 

como Ciclina D. Finalmente, IGF-1 estimula la diferenciación induciendo la expresión de 

factores como MyoD, MYOG y p21, mediante la activación de la vía PI3K-Akt. Además, 

este factor promueve la supervivencia celular durante la diferenciación por la activación 

de vías antiapoptóticas de la familia de Bcl-2.(13,37,45) 

1.1.4.3. Remodelación y maduración muscular 

La remodelación de la MEC se produce por la secreción de múltiples moléculas, como 

colágenos, fibronectina, elastina, proteoglicanos y laminina, que generan una 

estructura de soporte para que las fibras musculares que se acaban de formar se 

asienten.(3,15)  

Como se ha comentado anteriormente, TGF-β, secretado por los macrófagos M2, es un 

factor de crecimiento profibrótico con un papel fundamental en la formación de la 

MEC. Así mismo, TGF-β actúa como un factor antiapoptótico de miofibroblastos, 



INTRODUCCIÓN 

32 

 

participa en la proliferación de fibroblastos y en la diferenciación de éstos a 

miofibroblastos, los cuales actuarán para promover la producción de las moléculas de 

la MEC.(18,46,47) Esta respuesta fibrótica inicialmente es beneficiosa ya que es rápida y da 

soporte a las fibras musculares protegiendo el lugar de la lesión. Sin embargo, la 

sobreproducción de colágenos dentro del área lesionada a menudo provoca cicatrices 

intensas impidiendo una función contráctil muscular normal. Esta fibrosis incrementada 

se puede observar en muchas distrofias musculares.(15)  

Finalmente, para que las fibras musculares regeneradas acaben de crecer y madurar, y 

se recupere la función contráctil completa, es necesario que se lleve a cabo una 

remodelación de la vascularización y la inervación.(15,48) La nueva red de capilares en la 

zona de la lesión se desarrolla a partir de los capilares periféricos que han sobrevivido a 

la degeneración, angiogénesis, o bien por la creación de nuevos capilares, 

neovascularización. Esta nueva red se forma en dirección al centro de la zona dañada, 

dándole a las fibras el aporte de oxígeno y sustratos necesarios. El factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF) regula este proceso además de promover la 

proliferación y diferenciación de diversas células, entre ellas las CS.(49,50) La inervación 

del ME se produce por la reconstrucción de las uniones neuromusculares en las fibras 

regeneradas que requieren la regeneración de los nervios y de las placas motora ya 

que intervienen en la alineación, el tipo y el tamaño de las fibras musculares.(51)  
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1.2. Enfermedades Neuromusculares 

Las Enfermedades Neuromusculares (ENM) son un grupo heterogéneo de más de 

150 enfermedades neurológicas, hereditarias o adquiridas, que se caracterizan por 

poseer afectación en uno de los componentes de la unidad motora: la motoneurona 

periférica, el nervio, la unión neuromuscular o la fibra muscular.(52–54) 

Según la Federación Española de Enfermedades Neuromusculares (ASEM) se 

encuentran dentro del grupo de las denominadas enfermedades raras, ya que no 

afectan a más de 1 de cada 2,000 personas.(55)  

1.2.1. Miopatías metabólicas 

Las miopatías metabólicas (MM) son un grupo heterogéneo de trastornos genéticos 

donde el ME es el órgano que está principalmente comprometido junto con otros que 

pueden estar involucrados, como el hígado y el cerebro. Las MM pueden aparecer a 

cualquier edad: desde la infancia a la edad adulta.(56,57) En estos trastornos, el principal 

mecanismo patogénico de la disfunción muscular es causado por un deterioro 

bioenergético que puede deberse a defectos de las actividades enzimáticas que 

regulan los carbohidratos, los lípidos o el metabolismo mitocondrial.(58,59)  

En cuanto a la vía metabólica alterada, podemos diferenciar tres tipos principales de 

miopatías metabólicas: 1) Glucogenosis musculares 2) Trastornos del metabolismo 

lipídico y 3) Miopatía mitocondrial.(53,58,60) 

La enfermedad de Pompe, objeto de esta tesis, es un tipo de glucogenosis muscular. 
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1.3. Enfermedad de Pompe 

1.3.1.  Descripción de la enfermedad 

La Enfermedad de Pompe (EP), también conocida como glucogenosis tipo II o 

deficiencia de maltasa ácida (OMIM ID: 232300), es una miopatía metabólica 

hereditaria de carácter autosómico recesivo. Está producida por mutaciones en el gen 

GAA que codifica para la enzima lisosomal α-glucosidasa ácida (GAA), una hidrolasa 

ácida cuya función es encargarse de la degradación del glucógeno a glucosa en los 

lisosomas. La deficiencia total o parcial de la actividad de la enzima GAA provoca la 

acumulación lisosomal y citoplasmática de glucógeno provocando la interrupción de la 

citoarquitectura y función de los tejidos afectados, principalmente ME, cardiaco y liso 

(Figura 6), lo que conduce a una debilidad muscular progresiva. La EP se considera una 

enfermedad multisistémica ya que el acúmulo de glucógeno en diferentes tejidos 

provoca afectación en el sistema nervioso central y periférico, hígado, riñones, huesos y 

otros.(61–65) 

 

Figura 6. Acumulación lisosomal y citoplasmática de glucógeno en la célula muscular en la EP. 

Modificación de Al Jasmi F et al(65). 

El gen GAA se encuentra en el brazo largo del cromosoma 17 (17q25.2-q25.3)(66) y se 

han identificado más de 500 mutaciones, registradas oficialmente en el Pompe Center 

del Erasmus MC de Rotterdam: (http://cluster15.erasmusmc.nl/klgn/pompe/mutations.html). 

http://cluster15.erasmusmc.nl/klgn/pompe/mutations.html
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1.3.2.  Epidemiología 

La EP es independiente del sexo debido a que es una enfermedad autosómica recesiva. 

La prevalencia estimada en la EP es aproximadamente de 1:40,000 dependiendo de la 

etnia y la región geográfica, desde 1:14,000 en la población afro-americana hasta 

1:100,000 en individuos de origen europeo.(67) 

Algunos estudios realizados en los últimos años indican diferentes prevalencias según 

las poblaciones de estudio. En Taiwán se ha establecido que ésta es de 1:16,919, en 

Austria 1:8,684 y en Hungría 1:4,000.(68–71) No obstante, los últimos estudios 

epidemiológicos aportan hallazgos inesperados en los cuales se describe una 

prevalencia mucho más alta de la enfermedad que la previamente reconocida. La 

estimación es de 1:27,800 (Universidad de Washington), 1:8,657 (Missouri) y 1:15,133 

(Illinois) para todas las formas de la enfermedad.(72)  

A pesar de existir dificultades a la hora de establecer un valor concreto de prevalencia 

en la EP, el portal de información europeo de enfermedades raras (Orphanet) establece 

que la prevalencia de esta enfermedad es de 1-9:100,000. Además se establece que la 

incidencia en la EP es de alrededor de 1:57,000 para la forma adulta y de 1:138,000 

para la forma infantil.(61) 

1.3.3. Fisiopatología 

El déficit de actividad enzimática de la GAA provoca el acúmulo de glucógeno en el 

interior de los lisosomas de las fibras musculares (véase punto 1.3.1).  

Durante muchos años la fisiopatología de la EP se ha explicado por una ruptura de los 

lisosomas y posterior expansión del glucógeno por toda la fibra muscular. Este modelo 

se argumenta en diferentes etapas explicando así la progresión de la enfermedad 

(Figura 7). 
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Figura 7. Modificación de Thurberg B et al(73). 

En etapas tempranas, las fibras musculares contienen en el sarcoplasma pequeños 

lisosomas cargados de glucógeno entre las miofibrillas. En la etapa 2, a medida que el 

glucógeno continúa acumulándose, estos lisosomas aumentan de tamaño y número. 

En algunas áreas, el glucógeno se ha escapado de los lisosomas hacia el sarcoplasma y 

se evidencia destrucción de las miofibrillas. En la etapa 3, los lisosomas presentan 

ruptura de membrana, lo que permite un mayor acúmulo de glucógeno en el 

sarcoplasma. La estructura mitocondrial es anormal y quedan muy pocos fragmentos 

de miofibrillas. En las etapas finales (4 y 5), la mayor parte del glucógeno es 

sarcoplásmico y ha reemplazado completamente los elementos contráctiles de la fibra 
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muscular. Además, se produce una infiltración de agua en el interior de las fibras que 

provoca una disolución del glucógeno por toda la fibra.(73) 

Durante los últimos años se han puesto de manifiesto diferentes estudios que 

explicarían mecanismos fisiopatológicos, como la autofagia, la homeostasis del 

calcio, el estrés oxidativo y diferentes anormalidades mitocondriales, que contribuyen 

al daño muscular y a la progresión de la EP.(72)  

1.3.3.1. Autofagia 

Una de las responsabilidades principales del lisosoma consiste en la degradación del 

material intracelular a través de un mecanismo fisiológico llamado autofagia.  

Se han identificado al menos 3 tipos de autofagia (Figura 8). En la microautofagia el 

material intracelular a degradar entra directamente en el lisosoma por invaginación. 

Por otro lado, en la autofagia mediada por chaperonas las proteínas citosólicas son 

marcadas con un complejo de chaperonas, incluida Hsc70, que conducen a las 

proteínas hacia el lisosoma y se translocan al interior de éste. Por último, y la más 

relevante en la EP, en la macroautofagia (normalmente llamada simplemente 

autofagia) el objetivo es proporcionar aminoácidos y energía cuando la célula lo 

necesita. Cuando el aporte de nutrientes se encuentra restringido, las células son 

capaces de crear vesículas autofágicas formadas por parte de su propio citoplasma 

(autofagosomas) que descargan su contenido en los lisosomas para su degradación y 

reciclaje. Además, estas vesículas pueden unirse con endosomas formados por 

endocitosis y formar los denominados anfisomas que se unirán posteriormente a los 

lisosomas. El flujo autofágico se completa tras la degradación de la carga lisosomal en 

los llamados autolisosomas. El incumplimiento de cualquiera de estos pasos da como 

resultado un bloqueo autofágico.(64,72,74) 

Podemos encontrar otros tipos de autofagia selectiva clasificadas según su tipo de 

sustrato, como por ejemplo la mitofagia, la reticulofagia o la glicofagia, entre otras, en 
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las que las mitocondrias, el retículo endoplasmático y el glucógeno, respectivamente, 

son marcados para incorporarse en los autofagosomas para su posterior degradación 

(véase la mitofagia en el punto 1.3.3.1.1). 

 

Figura 8. Vías de la autofagia. Modificación de Korovila I et al(75). 

En etapas iniciales de la autofagia (desde ahora este término hace referencia a la 

macroautofagia), la formación del autofagosoma está mediada por múltiples vías entre 

las que se encuentran involucrados: el complejo PI3K, el complejo quinasa 1 activadora 

de autofagia como Unc-51 (ULK1), el complejo mTORC1 y los sistemas ATG12 y ATG8 

(Figura 9). Además, intervienen múltiples genes y proteínas que regulan todo este 

proceso, incluidas la proteína asociada a la cadena pesada de microtúbulos 3 (LC3) y 

p62. LC3 es una proteína soluble (LC3-I) que rápidamente es conjugada por una 

fosfatidiletanolamina (PE) a la forma LC3-II. Esta última se localiza en la membrana de 

los autofagosomas siendo un marcador específico de estas vesículas. p62, conocido 

también como secuestrosoma-1, es una proteína de señalización que juega un papel 

crítico en la autofagia. Por un lado, se une a la ubiquitina de los sustratos a ser 

degradados y, por otro lado, se une a LC3-II de la membrana del autofagosoma para 
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que así éstos puedan ser degradados. Además, p62 será degradado en el autolisosoma 

jugando el papel de señalizador y de sustrato en la autofagia. Este hecho explica 

porque el aumento de los niveles de p62 es un indicador de bloqueo de la 

autofagia.(76–78)  

La vía de señalización más importante en la autofagia está determinada por el 

complejo diana de la rapamicina 1 (mTORC1), el cual en condiciones normales regula 

negativamente este proceso. AMPK induce la autofagia fosforilando y activando ULK1 

o inhibiendo mTORC1 que a su vez deja de inhibir el complejo ULK1 y, por lo tanto, se 

pueden dar las primeras fases de la autofagia. ULK1 activado fosforila AGT14 y Beclin1 

para estimular la actividad quinasa de PI3K de clase 3, proceso que llevará a la 

formación del fagóforo y posterior autofagosoma. Además, existen múltiples factores 

que regulan la activación y/o inhibición del complejo mTORC1. 

 

Figura 9. Vías de señalización de la autofagia. Modificación de Li F et al(78). 

 

Una vez formado el autofagosoma, su fusión con el lisosoma está regulada por 

diversas proteínas. Los factores de transcripción TFEB y TFE3 juegan un papel 
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importante en la autofagia, ya que su translocación al núcleo estimula la biogénesis y 

fusión de autofagosomas y lisosomas. Cuando no se requiere autofagia, mTOR fosforila 

estos factores de transcripción impidiendo la translocación. Por lo tanto, cuando se 

inhibe el complejo mTORC1, también lo hace la fosforilación y, por ende, los factores 

de transcripción pueden ejercer su función.(74,77,78) 

El examen histológico de las biopsias del ME de pacientes con EP muestra un acúmulo 

de vacuolas autofágicas en las fibras musculares, lo que sugiere un problema en el 

flujo autofágico. Mediante inmunohistoquímica (IHQ) en fibras musculares aisladas se 

ha demostrado una sobrexpresión de los marcadores LC3 y proteína asociada a 

membrana lisosomal 1 (LAMP1), lo que significa un acúmulo tanto de autofagosomas 

como de lisosomas, respectivamente. Este hecho indica que la fusión de estas dos 

vesículas se encuentra interrumpida y como resultado lleva al bloqueo en el proceso de 

la autofagia, llevando a la formación de grandes agregados proteicos. Todo este 

material depositado en el sarcoplasma de las fibras musculares contribuye al deterioro 

de la función y la muerte celular del ME de los pacientes con la EP, promoviendo 

procesos de atrofia en el músculo.(74,79) 

En la presente tesis doctoral destacaremos un tipo de autofagia que ha sido objetivo 

de estudio, la mitofagia. 

1.3.3.1.1. Mitofagia 

La mitofagia es el proceso por el que se degradan las mitocondrias por autofagia, ya 

sea por una renovación basal, por un daño producido o por la necesidad de la célula 

de obtener nutrientes, es decir, por inanición.  

La señalización de la mitofagia se inicia por la activación de la quinasa 1 inducida por 

PTEN (PINK1) provocada por la disminución en el potencial de membrana mitocondrial 

(ΔΨm), el cual es fundamental para iniciar el flujo de electrones por la cadena 

respiratoria para la obtención de ATP. PINK1 es capaz de reclutar Parkina, una 
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ubiquitina ligasa E3, en la membrana de las mitocondrias promoviendo la 

ubiquitinación de las proteínas contenidas en la membrana externa mitocondrial. Estas 

ubiquitinas son fosforiladas por PINK1 y, en este momento, pueden unirse a proteínas 

adaptadoras del proceso autofágico, como p62, NDP52 y OPTN.  

Otra vía de la activación de la mitofagia está mediada por receptores de la membrana 

externa, entre los que encontramos la proteína 3 que interactúa con Bcl-2 (BNIP3) y la 

proteína 1 que contiene el dominio FUN14 (FUNDC1). Estos receptores al ser activados 

mediante diferentes estímulos, son capaces de actuar directamente con LC3-II.(74,80–82) 

1.3.3.2. Lipofuscinosis 

La lipofuscina es un agregado autofluorescente no degradable compuesto de lípidos, 

carbohidratos y metales, localizado normalmente en los autolisosomas o libre en el 

citoplasma. El acúmulo de lipofuscina lisosomal promueve el bloqueo autofágico e 

interfiere en la degradación mitocondrial, lo que lleva a una disminución de la 

renovación de las mitocondrias viejas o dañadas.  

En los últimos años, se ha descrito la presencia de estos agregados en las fibras 

musculares de pacientes con EP, asociándolos a áreas con acúmulos autofágicos.(64,74,83) 

1.3.4.  Clasificación y sintomatología 

La EP se clasifica desde el punto de vista clínico en dos grandes grupos claramente 

diferenciados, con síntomas y progresión diferentes. Existe la forma de presentación 

infantil y la forma de presentación del adulto. En ambos casos, el acúmulo constante de 

glucógeno en los tejidos conduce a una debilidad muscular progresiva, asociándose 

síntomas producidos por disfunción de otros tejidos como el sistema nervioso, y/o el 

músculo liso y cardíaco. La gravedad varía según la edad de inicio y el grado de 
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afectación de los órganos. Cada una de las formas de presentación se caracteriza por 

una actividad de la enzima GAA que determina la gravedad de la EP (Figura 10).  

 

Figura 10. Diferentes formas fenotípicas de la EP según el % de actividad enzimática de la GAA. 

Modificación de van der Ploeg AT & Reuser AJJ(62). 

Entre todas las formas de la EP se encuentran dos grupos principales:  

• Enfermedad de Pompe de infantil (EPI): Esta forma de EP se produce por un 

déficit inferior al 1% de la actividad enzimática de GAA y la aparición de los 

síntomas es anterior a los 12 meses de edad.  

Dentro de este grupo, predomina la forma clásica, descrita por J.C. Pompe en 

1930(84) y caracterizada por una cardiomiopatía hipertrófica rápidamente 

progresiva, insuficiencia respiratoria, hepatomegalia, debilidad e hipotonía 

muscular, disfagia y macroglosia. Estos pacientes suelen morir antes del primer 

año de edad si no se les administra tratamiento por las complicaciones de la 

cardiomiopatía hipertrófica o de la insuficiencia respiratoria.(61,85) 

También existe una forma no clásica con menor gravedad descrita por 

Hers(86), que es utilizada para describir a los pacientes que presentan síntomas 

en el primer año de vida pero sin miocardiopatía y con una esperanza de vida 

media sin tratamiento de unos 2 años. La causa de muerte en estos casos suele 

estar relacionada con complicaciones respiratorias secundarias a la debilidad 

de esta musculatura. La sintomatología de esta forma es similar a la clásica 
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pero con una debilidad muscular que progresa más lentamente y la 

cardiomiopatía es menos severa.(63,72) 

• Enfermedad de Pompe de inicio tardío (EPIT): Esta forma de EP se produce 

por un déficit de entre el 1 al 40% de la actividad enzimática de GAA. Se 

presenta de dos formas dependiendo de la edad de aparición de los síntomas, 

la forma juvenil, con una aparición entre la infancia y la adolescencia, y la 

forma adulta, cuya aparición es a partir de la segunda década de edad.  

La sintomatología de la EPIT abarca un espectro muy heterogéneo 

caracterizado por una debilidad muscular progresiva con insuficiencia 

respiratoria. La forma adulta es relativamente lenta, provocando un diagnóstico 

bastante más tardío, de entre 5 a 10 años después de la aparición de los 

primeros síntomas. La progresión de la debilidad muscular afecta 

principalmente a los músculos axiales, de las cinturas y de la musculatura 

respiratoria, particularmente el diafragma. En estados avanzados de la 

enfermedad, se establece una profunda debilidad muscular provocando en la 

mayoría de los casos la dependencia de silla de ruedas. Además, la afectación 

del diafragma produce una insuficiencia respiratoria con ortopnea, dando lugar 

a hipoventilación nocturna y a la aparición de apneas del sueño, requiriendo 

finalmente la ayuda de soporte ventilatorio.  

En las últimas décadas, se han descrito otros síntomas en la EPIT, entre los que 

se incluye: disartria y disfagia, osteoporosis, escoliosis, neuropatía de fibra 

pequeña, pérdida de audición, función gástrica alterada, afectación del tracto 

urinario y del esfínter anal, y dolor y fatiga, así como un aumento en la 

frecuencia de arritmia cardíaca y aneurisma cerebral e intracraneal.(61–63,66,72,87) 

Se conoce como EP asintomática aquellos pacientes en los que se realiza el 

diagnóstico de la enfermedad mediante estudios enzimáticos y/o genéticos, pero no 

han desarrollado todavía ningún síntoma. En la mayoría de los casos son pacientes 

que, o bien se han estudiado en el contexto del hallazgo casual de hiperckemia, o bien 
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son familiares de otros casos diagnosticados. La mayoría de ellos acaba desarrollando 

síntomas, si bien se han descrito casos de pacientes mayores de 60 años que 

únicamente presentan hiperckemia y posiblemente sean el espectro más benigno de la 

enfermedad.(88) Hoy en día no disponemos de herramientas que nos permitan predecir 

los pacientes con EPIT que desarrollarán o no síntomas en la evolución de la EP. 

En la presente tesis nos centraremos en la EPIT, ya que todos los estudios realizados en 

nuestro laboratorio son de muestras obtenidas de estos pacientes.  

1.3.5.  Genética 

La EP es una enfermedad hereditaria de carácter autosómico recesivo que está 

causada por una o varias mutaciones en el gen de la GAA. Éste se encuentra en el 

brazo largo del cromosoma 17 (17q25.2-q25.3). El ácido desoxirribonucleico (DNA) 

complementario (cDNA) de este gen presenta una longitud de 3.6 kilobases (kb) del 

cual 2,856 pares de bases (pb) de la secuencia son codificantes. El gen completo, 

incluyendo los intrones (secuencias no codificantes), tiene una longitud de 28 kb y 

contiene 20 exones.(66,89)  

En el Pompe Center del Erasmus MC de Rotterdam se mantiene un registro actualizado 

de todas las mutaciones que dan lugar a la EP. Las más frecuentes son mutaciones con 

cambio de sentido (missense), deleciones o mutaciones en el empalme de genes 

(splicing), que se extienden por todo el gen y afectan a algunos de los pasos 

involucrados en la síntesis, las modificaciones postraduccionales, el tráfico lisosómico o 

el procesamiento proteolítico de GAA.(64,90) 

La mutación más común es c.-32-13T> G (también IVS1-13T>G), típica de la EPIT y 

presente como una de las mutaciones en los individuos heterocigotos. Se trata de una 

transversión de Timina a Guanina en la posición 13 del intrón 1 del gen, originando un 

splicing alternativo. Este defecto genera transcritos aberrantes en los que se suprime el 
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exón 2 además de transcritos completos en el 10% de las veces permitiendo una 

actividad enzimática de entre un 10-20%.  

La mutación 1935C>A (también Asp645Glu) es la más frecuente entre los recién 

nacidos de Taiwán y China. Adicionalmente, la deleción del exón 18 produce la 

ausencia de la síntesis de la enzima derivando la forma infantil grave de la EP. En la 

población de origen africano, la mutación más prevalente es 2560C>T (también 

Arg854X) en la cual se sintetiza un proteína truncada que se elimina rápidamente.(64)  

1.3.6.  Diagnóstico 

Dada la heterogeneidad clínica en las formas de inicio tardío de la enfermedad y la 

dificultad del diagnóstico por su semejanza a otras ENM, durante los últimos años se 

ha aplicado un diagnóstico diferencial en el que se aplican diversos algoritmos que 

incluye diferentes criterios a seguir según los resultados de las pruebas realizadas para, 

finalmente, llegar al diagnóstico de la EP (Figura 11).(91) El carácter progresivo y 

degenerativo, hace que sea fundamental el diagnóstico precoz de la enfermedad.  

Existen múltiples pruebas diagnósticas a realizar en pacientes con sospecha de EP que 

se describen a continuación. 

1.3.6.1. Análisis clínicos 

1.3.6.1.1. Electromiografía 

Estudios de electromiografía (EMG) revelan patrones miopáticos en los músculos 

proximales del 70% de los pacientes con EPIT. Con esta herramienta se pueden 

detectar descargas miotónicas, típicamente en musculatura paraespinal, que son 

altamente sugestivas de la enfermedad, pero no específicas ya que pueden verse en 
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otras ENM. Se puede observar potenciales de fibrilación y/o signos de 

denervación.(61,65) 

 

 

Figura 11. Algoritmo de diagnóstico de EPIT. Modificación de Toscano A et al(91). 
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1.3.6.1.2. Estudios de espirometría 

Estos estudios son fundamentales para detectar problemas respiratorios en los 

pacientes con EPIT. Para ello se analiza la capacidad vital forzada (CVF) en posición 

sentado y, a continuación, acostado. Una disminución de más del 10% entre ambas 

determina la presencia de debilidad en el diafragma. La musculatura accesoria a éste 

podría verse también afectada indicándose en pruebas como la medición de la presión 

inspiratoria y espiratoria. Además, si los pacientes que tienen alteraciones en la CVF 

sufren fatiga y somnolencia durante el día, se realizan estudios de ventilación nocturna 

para asegurar que no exista una hipoventilación durante el sueño.(63,65) 

1.3.6.1.3. Pruebas funcionales 

Se realizan diferentes pruebas para evaluar el estado de los músculos de los pacientes 

con EPIT, entre las que se encuentran aquellas donde se contabiliza el tiempo que se 

emplea para realizar una acción: la prueba de marcha de 6 minutos (6MWT) o de 10 

min, la prueba de levantarse y andar, la prueba de subir y bajar 4 escalones y el MFM-

20 (escala con 20 ítems para medir la función motora). Además, se realizan diferentes 

estudios para evaluar la fuerza muscular utilizando diferentes escalas como la de MRC 

(Medical Research Council).  

1.3.6.1.4. Resonancia magnética 

En los últimos años, la resonancia magnética (RM) muscular se ha convertido en una 

herramienta útil en el diagnóstico y seguimiento de la EP. La identificación de los 

músculos reemplazados por grasa se puede evaluar utilizando secuencias ponderadas 

T1. No obstante, para el seguimiento detallado son necesarias técnicas más avanzadas 

como Dixon que es capaz de cuantificar la grasa en un área determinada del ME y, 

además, ha sido confirmado su efectividad en pacientes con EPIT.(92–94)  
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1.3.6.2. Análisis en laboratorio 

1.3.6.2.1. Analítica de sangre 

La mayoría de los pacientes con EP presentan CK elevadas en el suero hasta 15 veces 

por encima de los niveles normales. A pesar de ello, la CK es un marcador inespecífico 

ya que algunos de los pacientes presentan niveles normales, además de que algunos 

pacientes asintomáticos podrían dar valores elevados de CK. Además, con frecuencia 

encontramos niveles elevados de alanina transaminasa (ALT), aspartato transaminasa 

(AST) y lactato deshidrogenasa (LDH).(65)  

1.3.6.2.2. Biopsia muscular 

Estudios histológicos en la biopsia muscular de pacientes con EP muestran la 

presencia de vacuolas, utilizando la tinción de Hematoxilina-Eosina (HE). Además, éstas 

presentan en su interior grandes depósitos de glucógeno utilizando la tinción de 

Periodic Acid-Shiff (PAS) (Figura 12).  

 

Figura 12. Biopsia del vasto lateral derecho de una mujer de 46 años con EPIT. A: Variación 

prominente del tamaño de las fibras musculares con núcleos centrales y vacuolas citoplasmáticas 

y subsarcolémicas de múltiples tamaños (HE 200x). B: Acúmulo pronunciado de glucógeno 

dentro de las vacuolas (PAS 200x). Modificación de Al Jasmi F et al(65). 

Este almacenamiento de glucógeno y vacuolización de las fibras musculares se muestra 

con una menor frecuencia en los pacientes con EPIT en comparación con la EPI. 

Además, la ausencia de vacuolas PAS positivas en las biopsias musculares no descarta 
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la enfermedad. En estos casos puede ser de utilidad la realización de una tinción de 

fosfatasa ácida, que va a mostrar un incremento de la actividad lisosomal en fibras 

musculares. Por todo ello y por la obtención de muestra de tipo invasivo, esta prueba 

se realiza de manera complementaria.(4,65,95) 

1.3.6.2.3. Actividad enzimática de GAA 

La actividad enzimática de la GAA se puede realizar en diferentes tipos de muestras 

biológicas, la más común es en sangre seca recogida en papel (llamada gota seca). 

Además, se puede realizar la prueba de actividad en cultivo de fibroblastos, realizando 

una biopsia de piel, en sangre periférica (linfocitos) y en biopsias de músculo. Estas 

muestras se ponen en contacto con un sustrato, llamado 4-metilumbeliferil-α-D-

glucopiranósido, el cual por la acción de la GAA libera el producto 4-metilumbeliferona 

que se analiza por fluorometría o por espectrofotometría de masas. Además, en este 

protocolo se añade acarbosa para inhibir la enzima maltasa glucoamilasa, la cual 

podría hidrolizar el sustrato proporcionándonos resultados erróneos. Contra menos 

producto resultante obtengamos menor es el % de la actividad enzimática.(95,96) 

1.3.6.2.4. Genética 

El diagnóstico mediante la secuenciación del gen GAA es una prueba en la que 

encontrándose dos de las mutaciones en las dos copias del gen conlleva a la 

confirmación de la EP (véase punto 1.3.5). Esta técnica es muy útil para detectar 

portadores de una mutación en familia de afectados.(97) 

1.3.6.2.5. Glucosa tetrasacárida en orina 

En los últimos años se ha utilizado la glucosa tetrasacárida (Glc4) en orina como 

biomarcador para monitorizar la respuesta al tratamiento. A pesar de no ser específico 
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para esta enfermedad, los niveles de Glc4 en orina elevados, junto a un déficit de GAA 

y a una clínica compatible, apoyan el diagnóstico de la enfermedad. El análisis de Glc4 

se realiza mediante cromatografía líquida o espectrometría de masas.(98)  

1.3.7.  Tratamiento 

El tratamiento para la EP consiste, actualmente, en la terapia de reemplazo enzimático 

(TRE) junto con cuidados paliativos para tratar la sintomatología. No obstante, están en 

desarrollo nuevos avances terapéuticos.(97) 

1.3.7.1. Terapia de reemplazo enzimático 

La TRE consiste en suministrar al paciente una proteína exógena que en su organismo 

no está siendo sintetizada de forma normal. 

En el año 2006, la Agencia Europea del Medicamento (EMA) aprobó la utilización de un 

tratamiento de reemplazo enzimático para la EP. Éste consiste en administrar de 

manera intravenosa, cada 15 días, 20 mg/kg de una enzima recombinante de la GAA, 

llamada α-glucosidasa humana recombinante (rhGAA) conocida como Myozyme.(99) 

En estudios previos, se demostró que la membrana celular presenta receptores para el 

residuo manosa-6-fosfato (M6P), característico de las hidrolasas lisosomales, los 

receptores de M6P (MPR). Ese hecho llevó a elaborar una enzima que mimetiza a la 

GAA, es decir, que tiene la misma función y presenta los residuos M6P para poder ser 

incorporada en el lisosoma. Se realizaron diversos estudios que demostraban la validez 

de esta enzima recombinante que conseguía entrar en este orgánulo e hidrolizar el 

glucógeno en glucosa, mejorando los síntomas de los pacientes con EP.(64,100) 

En niños con fenotipo clásico de evolución rápida se han evidenciado resultados 

eficaces, con una reducción de la cardiomiopatía hipertrófica. En adultos se han visto 

beneficios a nivel motor, respiratorio y de fuerza muscular.  
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A pesar de los beneficios encontrados sobre este tratamiento, los resultados a medio y 

largo plazo presentan algunas controversias. En el caso de la forma de EPI, un estudio 

de la evolución del tratamiento en más de 10 años, realizado por Parini R et al, 

concluye que con el tiempo la TRE no logra estabilizar las mejoras clínicas impidiendo 

frenar la progresión de la enfermedad.(101) En la forma EPIT, los resultados obtenidos 

presentan una variabilidad entre individuos bastante considerable causada por la 

variabilidad fenotípica que encontramos en este grupo. Por lo general, en los estudios 

realizados se describe que los beneficios disminuyen pasados los 3-5 años de 

tratamiento provocando la progresión de la EP.(102,103) 

La TRE también presenta varias limitaciones entre las que encontramos el elevado 

coste y la generación de anticuerpos contra esta enzima recombinante en parte de los 

pacientes. A pesar de ello, se ha demostrado que la titulación de anticuerpos baja o 

intermedia no presenta un gran impacto en la progresión de la enfermedad (104). 

También se ha podido observar, que la función muscular es la que menos se beneficia 

y diferentes estudios apuntan a que es debido al menor número y/o a la baja afinidad 

de los MPR en las fibras musculares.(64,99,105–107) 

Todas estas limitaciones en el actual tratamiento de la enfermedad provocan que se 

estén diseñando nuevos enfoques para mejorar la TRE.(72) 

1.3.7.2. Estrategias terapéuticas en desarrollo 

Sanofi-Genzyme ha desarrollado una enzima de nueva generación (NCT02782741) para 

mejorar la actual TRE. La Avalglucosidasa α (NeoGAA) consiste en la enzima rhGAA de 

segunda generación en la que se le ha aumentado el número de residuos de M6P 

elevando así la afinidad por el receptor MPR.(108) Recientemente, se ha publicado que 

este estudio proporciona evidencias de mejoría clínica significativa en la función 

respiratoria, la deambulación y la resistencia funcional.(109) 
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Amicus Therapeutic ha desarrollado otra enzima artificial, ATB200, que se administra 

junto con una chaperona, AT2221, para estabilizar su estructura y la vida media de la 

enzima recombinante (NCT03729362).(110) Los resultados obtenidos a corto plazo no 

evidencian mejoras significativas en comparación con la combinación de TRE y 

placebo.(111)  

En la actualidad, se están desarrollando estudios con terapia génica mediante 

inyección de vectores virales que llevan asociado el gen de GAA. El objetivo es 

restaurar la capacidad de producir GAA funcional al proporcionar a las células una 

copia funcional del gen GAA. Para ello se utilizan vectores de adenovirus asociados 

recombinantes (rAAV), que consisten en vectores a los que se les elimina los genes 

patogénicos y se les agrega el gen de interés, en este caso el GAA. Como virus, integra 

el gen en el genoma del paciente, proporcionando una nueva copia sin mutaciones del 

gen GAA que codifica para la proteína funcional.(72)  

La Universidad de Florida llevó a cabo el primer estudio (NCT00976352) en pacientes 

con EPI utilizando rAAV1-CMV-hGAA. El objetivo de este trabajo fue mejorar la 

función respiratoria mediante una inyección directamente en el diafragma. Los 

resultados reflejaron que el adenovirus era seguro y tolerado por los pacientes (112). 

Además, en esta universidad se está llevando a cabo otro estudio (NCT02240407) para 

evaluar la acción de rAAv9-DES-hGAA combinándolo con tratamiento 

inmunomodulador, en pacientes con EPIT. Éste utiliza como promotor la desmina, para 

optimizar los niveles de expresión del transgén GAA en las fibras musculares. Estudios 

en ratones proporcionaron resultados exitosos, mostrando resultados de mejoría en la 

función cardiorrespiratoria.(113) Además en otros estudios en ratón se evidenció una 

reducción en el acúmulo de productos autofágicos.(114) 

Existen otras terapia en desarrollo, entre las que encontramos la terapia de reducción 

de sustrato y la estimulación de exocitosis lisosomal.(72)  



INTRODUCCIÓN 

53 

 

1.4. Biomarcadores 

En 2001, se definió un biomarcador como una característica que se puede medir y 

evaluar objetivamente como un indicador de un proceso biológico o de una respuesta 

farmacológica a un tratamiento.(115) En 2016, se actualizó la definición de biomarcador 

a una variante funcional o índice cuantitativo de un proceso biológico que predice o 

refleja la evolución o predisposición a una enfermedad o una respuesta a la 

terapia.(116,117) 

Un buen biomarcador ha de cumplir las siguientes características(115):  

✓ Ser fácil de cuantificar en material biológico de fácil accesibilidad y 

procedimientos invasivos. 

✓ Su medición ha de ser fiable, rápida, reproducible y barata. 

✓ Las concentraciones o la actividad del biomarcador no deben estar sujetas a 

grandes variaciones en la población general. 

✓ Su expresión ha de estar específicamente alterada (elevada o reducida) en una 

patología en particular. 

✓ No verse afectado por condiciones no relacionadas u otros factores. 

La búsqueda de biomarcadores tiene un importante interés para establecer un 

diagnóstico, pronóstico y progresión de una enfermedad, así como para poder 

monitorizar el efecto del tratamiento actual.  

1.4.1. miRNAs 

Los miRNAs son moléculas pequeñas de ácido ribonucleico (RNA) no codificante de 

unos 18-21 nucleótidos (nt) que tienen como función la regulación de la expresión de 

genes a nivel postranscripcional. Los miRNAs se unen a las regiones no traducidas 

(UTR) 3’, aunque en algunos casos se unen a los extremos 5’, de los RNAs mensajeros 

(mRNA), provocando así su degradación o la inhibición de la traducción proteica. Por 
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ello, los miRNAs son reguladores idóneos de los mRNAs, incluyendo los que involucran 

diferentes procesos biológicos. Además, cada miRNAs no actúa de forma individual ni 

tiene un solo gen diana si no que los miRNAs tienen múltiples genes diana y cada uno 

de los mRNAs puede estar regulado por múltiples miRNAs.(118–122) 

La síntesis de miRNAs se inicia por la acción de la RNA polimerasa II, la cual es capaz 

de transcribir, a partir del DNA de nuestro genoma, cadenas largas de precursores 

primarios (pri-miRNAs). Algunos miRNAs maduros pueden compartir estas estructuras 

primarias. Los pri-miRNAs son procesados por una enzima nuclear ribonucleasa 

(RNAasa) tipo III denominada Drosha que por escisión forma los precursores de 

miRNAs (pre-miRNAs), que son moléculas de unos 60-80 nt que se encuentran 

plegadas entre sí formando una estructura en horquilla. Estas moléculas se transportan 

del núcleo al citoplasma mediante la exportina-5 y una vez allí, la RNAasa de tipo III 

denominada Dicer la corta y forma un miRNA de doble cadena de unos 21 nt. Sólo 

una de las cadenas complementarias se une al complejo de silenciamiento inducido 

por RNA (RISC), mientras que la otra queda inactiva o se degrada. El complejo RISC 

junto al miRNA se une al mRNA diana inhibiendo su traducción o causando su 

degradación (Figura 13).(121–124) 

Durante los últimos años se ha descrito que los miRNAs pueden ser detectables en 

diferentes fluidos biológicos, entre los que encontramos suero, plasma, saliva, orina, 

líquido cefalorraquídeo, etc. Además, la alteración de la expresión de miRNAs juega un 

papel muy importante en diferentes patologías utilizándose como biomarcadores de 

varias enfermedades, sobre todo en cáncer.(125,126) 

Algunos miRNAs regulan varios procesos en el ME como la proliferación y/o 

diferenciación celular, la atrofia o la regeneración muscular. Un grupo específico de 

miRNAs, conocidos como dystromiRs, se han encontrado altamente expresados en el 

suero de pacientes con distrofias musculares.(127) 



INTRODUCCIÓN 

55 

 

 

Figura 13. Esquema de la biogénesis de los miRNAs. Modificación de Seo MS et al(124). 

1.4.2.  miRNAs en músculo esquelético: dystromiRs 

Durante los últimos años se ha descrito el papel que ejercen los miRNAs en los 

diferentes tejidos, encontrando un grupo muy característico expresado únicamente en 

corazón y en ME. A este grupo de miRNAs se les denominó myomiRs por su 

implicación en el músculo, incluyéndose entre ellos: miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-

206, miR-208a, miR-208b, miR-486, miR-499a y miR-499b. Durante los últimos años, 

tres de éstos han sido descritos en diferentes patologías musculares convirtiéndose en 

potenciales biomarcadores de diagnóstico y seguimiento de la enfermedad. Estos 

myomiRs son el miR-1, miR-133 y miR-206, y, al ser descritos en distrofias musculares, 

se los denominó dystromiRs.  

En la presente tesis nos centraremos en este grupo de miRNAs dada su implicación en 

procesos de degeneración y regeneración muscular.(128,129) 

La biogénesis de los diferentes dystromiRs se encuentra muy relacionada ya que la 

mayoría comparten estructuras pri-miRNAs. Los miR-1 y miR-133a son sintetizados por 

el cromosoma 20 y 18. Por un lado, la región del cromosoma 20q13.33 contiene las 
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secuencias génicas de los miR-1-1 y miR-133a-2, localizadas en un intrón del gen 

C20orf166 y sintetizadas en el mismo pri-miRNA. Por otro lado, la región del 

cromosoma 18q11.2 contiene las secuencias génicas de los miR-1-2 y miR-133a-1, 

localizadas en un intrón del gen MIB1. Las secuencias de las formas maduras del miR-1-

1 y miR-1-2 son idénticas, al igual que las de miR-133a-1 y miR-133a-2. Por último, en 

la región cromosómica 6p12.2 se encuentra las secuencias génicas del miR-133b y 

miR-206 en una región intergénica. Como resultado, los dystromiRs están compuestos 

por 4 miRNAs maduros similares entre sí, el miR-133a y el miR-1 expresados en el ME y 

cardíaco, y el miR-133b y miR-206 expresados únicamente en ME (Figura 14).(129–131)  

 

Figura 14. Localización de los pri-miRNAs y secuencias de las formas maduras de estos 

dystromiRs.  

A continuación, se describen las funciones y la regulación de los dystromiRs en el ME.  

1.4.2.1. miR-133a y miR-133b  

Estos dystromiRs intervienen en los procesos de proliferación y diferenciación de los 

mioblastos en el ME (Figura 15).  
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Figura 15. Regulación de miR-133a y miR-133b. Modificación de Horak M et al(122).  

El papel fundamental de los miR-133a/b es el de potenciar la activación y 

proliferación de los mioblastos. Una de las dianas de estos dystromiRs es el factor de 

respuesta al suero (SRF), el cual es capaz de favorecer la diferenciación muscular 

inhibiendo la proliferación, por lo tanto al ser inhibido por miR-133a/b el balance final 

es favorable hacia la proliferación.(119,132) 

No obstante, los miR-133a/b también juegan un papel importante en la diferenciación 

de los mioblastos, ya que tiene como diana factores que intervienen en la 

proliferación vía MAPK, como FGFR1 y PP2AC, bloqueando este proceso. No obstante, 

el mismo proceso de proliferación vía MAPKs, regula negativamente la expresión de 

estos dystromiRs para evitar ser inhibida por estos mismos. Este balance pretende 

evitar una diferenciación prematura de manera que, en fases tempranas, estos miRNAs 

favorecen la proliferación de mioblastos y, a continuación, una sobreexpresión de éstos 

es capaz de bloquear este proceso y favorecer la diferenciación de estos mioblastos. 

Un regulador potencial de esta transición es la señalización p38 que mantiene a las 

células dentro del ciclo celular promoviendo la proliferación. Además, esta señalización 
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es un regulador positivo de los miR-133a/b, los cuales provocan la salida del ciclo 

celular mediante el bloqueo de ciclina C2 (CCND1), vía SP1, provocando la transición 

de proliferación a diferenciación celular.  

HMOX1, YY1 y mTOR son algunos factores que regulan negativamente la transcripción 

de estos dystromiRs.(118,122,123) 

1.4.2.2. miR-1 y miR-206  

El papel de estos dystromiRs en el músculo se focaliza principalmente en la 

diferenciación y fusión de los mioblastos, favoreciendo la formación de los miotubos 

(Figura 16).  

miR-1 y miR-206 tienen como diana factores proliferativos de las CS, como Pax3 y 

Pax7, por lo que bloqueando la proliferación de células musculares provoca un balance 

positivo hacia la diferenciación. Además, estos miRNAs tienen como diana factores que 

inhiben la diferenciación celular, por lo tanto, al inhibirlos se promueve este proceso. 

Un claro ejemplo es la histona deacetilasa 4 (HDAC4) la cual inhibe la diferenciación 

celular inhibiendo el factor potenciador de miocito 2 (MEF2), por lo tanto al ser 

inhibida, la diferenciación puede darse sin problema.(119,123) 

Otras dianas que han sido descritas de estos dystromiRs son la utrofina (UTRN) y la 

folistatina (FST), las cuales son inhibidas favoreciendo la diferenciación y fusión 

temprana de los mioblastos. No obstante, la inhibición de HDAC4 provoca un aumento 

de la FST la cual está implicada en la función de la maduración favoreciendo la 

diferenciación avanzada de los miotubos.(133–135) 

mTOR juega un papel fundamental en la regulación de la transcripción de estos 

dystromiRs, ya que es capaz de activar MEF2, siendo uno de los principales activadores 

de estos miRNAs junto con MyoD.  
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Figura 16. Regulación de miR-1 y miR-206. Modificación de Horak M et al(122). 

En la regulación de miR-1 y miR-206 se ha descrito una retroalimentación positiva, en 

la que niveles altos de éstos promueven su transcripción inhibiendo a potenciales 

inhibidores propios, como YY1, o NOTCH3 y HDAC4, pudiendo promover su 

transcripción mediante MEF2.  

Un inhibidor importante de miR-1 y miR-206 es TGF-β, que por vía SMAD3, inhibe la 

transcripción del precursor de estos miRNAs, facilitando así la salida del proceso de 

diferenciación y promoviendo la fase de maduración de las fibras musculares. Esta fase 

también se promueve por la acción de la miostatina que también es capaz de inhibir la 

transcripción de estos dystromiRs.  

Como ya se ha descrito IGF-1 es un factor que promueve la proliferación celular, por lo 

tanto es capaz de inhibir la transcripción de estos dystromiRs vía activación de AKT y 

consecuente inhibición de FoxO3, factor promotor de estos miRNAs.(118,119,122) 

La implicación de estos miRNAs en el ME y su posible papel como biomarcadores en 

diferentes patologías son la razón de que el estudio del perfil de miRNAs en la EP sea 

uno de los objetivos de la presente tesis doctoral.  
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En la presente tesis se describen dos hipótesis: 

HIPÓTESIS 1:  

Existe un perfil característico de miRNAs en suero y músculo de pacientes con 

enfermedad de Pompe que puede ser utilizado como biomarcador de esta patología. 

Además, los niveles séricos de estos miRNAs correlacionan con los resultados de las 

pruebas funcionales musculares, reflejando de algún modo la situación estructural del 

músculo.  

HIPÓTESIS 2:  

El acúmulo de glucógeno en los lisosomas y vacuolas autofágicas lleva a la atrofia de 

las fibras musculares, siendo uno de los mecanismos fisiopatológicos básicos en la 

enfermedad de Pompe.  
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OBJETIVO PRINCIPAL 

El objetivo principal de la presente tesis es estudiar nuevos biomarcadores y 

mecanismos fisiopatológicos en la enfermedad de Pompe. 

OBJETIVOS SECUNDARIOS 

 Estudiar el perfil de miRNAs en el suero y músculo de pacientes con EP, 

comparándolos con controles sanos. 

 Correlacionar la concentración sanguínea de miRNAs con los resultados de las 

pruebas de función muscular y de RM cuantitativa de los pacientes con EP.  

 Evidenciar si existe una correlación entre el número de vacuolas en el interior 

de las fibras musculares y el tamaño de éstas en las biopsias musculares de 

pacientes con EP y, además, estudiar qué marcadores de atrofia muscular se 

encuentran incrementados en las biopsias musculares de pacientes con EP.  

 Estudiar los mecanismos de atrofia muscular en cultivos primarios de músculo 

esquelético de pacientes con EP.  
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4.1. Pacientes 

Los resultados mostrados en la presente tesis, así como las muestras biológicas 

analizadas, han sido obtenidos mayoritariamente de pacientes provenientes de la 

Unidad de Enfermedades Neuromusculares del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau 

(HSCSP) de Barcelona. Adicionalmente, hemos incluido muestras de biopsias 

musculares obtenidas en el Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid, el Hospital 

Virgen del Rocío de Sevilla y el Hospital Universitario Ludwig Maximilian de Múnich.  

Todos los pacientes que han participado en los estudios detallados a continuación han 

firmado un consentimiento informado y, además, los procedimientos realizados siguen 

las recomendaciones descritas en el Decreto de Helsinki. Los estudios funcionales 

siguen la regulación de ensayos clínicos y fueron aprobados por el Comité Ético del 

HSCSP. 

Todos los pacientes incluidos tienen un diagnóstico confirmado de EP siguiendo los 

criterios diagnósticos establecidos por el Consorcio Europeo para la enfermedad de 

Pompe(136). 

En el primer estudio, donde se realiza un análisis del perfil de miRNAs en suero, existen 

dos cohortes principales, la de controles sanos (n=10) y la de pacientes con EPIT 

(n=35). Dentro de ésta última diferenciamos 3 subgrupos dependiendo de la 

sintomatología presentada y de si están en tratamiento con TRE. Los pacientes se 

definieron dentro del grupo de sintomáticos cuando se les identificó debilidad 

muscular en el examen clínico utilizando la calificación del MRC o cuando la CVF 

sentado fue inferior al 85%. De los 35 pacientes, 21 pacientes eran sintomáticos 

tratados con TRE, 9 sintomáticos sin tratamiento y 5 asintomáticos. En 3 de los 

pacientes sintomáticos sin tratar se realizaron extracciones sanguíneas antes y después 

del tratamiento para estudiar los niveles de miRNAs en la progresión de la enfermedad. 

Finalmente, se analizó la expresión de dystromiRs en biopsias musculares de pacientes 

con EPIT (n=4) y controles sanos (n=5).  
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Para el segundo estudio de la evaluación de los procesos fisiopatológicos en la EP se 

utilizaron biopsias musculares de pacientes con EPIT (n=12) y de controles sanos (n=4). 

La Tabla 1 muestra las técnicas realizadas en biopsias musculares que se explican en 

puntos posteriores. Por otro lado, para los estudios en cultivo celular, se analizaron los 

mioblastos de 4 pacientes con EPIT y de 5 controles sanos.  

 

Muestras de biopsia 

muscular 
HE IHQ IF 

RT-

PCR 

Músculo Pompe 1 ✓ ✓ ✓ ✓ 

Músculo Pompe 2 ✓ ✓ ✓ ✓ 

Músculo Pompe 3 ✓ ✓ ✓ ✓ 

Músculo Pompe 4 ✓ ✓ ✓  

Músculo Pompe 5 ✓ ✓ ✓  

Músculo Pompe 6 ✓ ✓ ✓  

Músculo Pompe 7 ✓  ✓  

Músculo Pompe 8 ✓  ✓  

Músculo Pompe 9 ✓  ✓  

Músculo Pompe 10 ✓  ✓  

Músculo Pompe 11 ✓  ✓  

Músculo Pompe 12 ✓  ✓  

Músculo Control 1  ✓ ✓ ✓ 

Músculo Control 2    ✓ 

Músculo Control 3    ✓ 

Músculo Control 4  ✓ ✓  

Tabla 1. Técnicas realizadas en cada una de las muestras de biopsia muscular en el 

estudio de los mecanismos fisiopatológicos en la EPIT. Entre éstas, encontramos la HE, 

IHQ, inmunofluorescencia (IF) y reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 

(RT-PCR). 
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4.1.1. Muestras biológicas: suero y biopsia muscular 

Las muestras biológicas realizadas en el estudio de miRNAs fueron de suero y biopsia 

muscular, y en el estudio de procesos fisiopatológicos se utilizaron biopsia muscular y 

células obtenidas de algunas de ellas. 

Las biopsias musculares se realizaron como parte del proceso diagnóstico de los 

pacientes. En el caso de los controles sanos, los pacientes que se sometieron a cirugía 

ortopédica donaron muestras de biopsias musculares a nuestro biobanco.  

Para los estudios histopatológicos, las biopsias musculares se congelaron en 

isopentano enfriado con nitrógeno líquido y se prepararon criosecciones. Para el 

análisis de western blot (WB) y expresión génica por RT-PCR, las biopsias musculares se 

congelaron directamente a -80 °C. Finalmente, para el cultivo celular, las biopsias 

musculares se limpiaron y cortaron en trozos de 1-2 mm y posteriormente se 

almacenaron en nitrógeno líquido hasta que se cultivaron. 

4.1.2.  Imagen muscular 

Todos los pacientes, incluidos en el estudio de miRNAs, fueron examinados mediante 

RM en un Philips Achieva XR 1.5 Teslas ubicado en el HSCSP. Se adquirieron imágenes 

tridimensionales con la secuencia 2-punto Dixon y las regiones de interés (ROI) fueron 

dibujadas en las áreas de interés como se describió anteriormente.(94) La fracción media 

de grasa de los músculos se calculó a partir de los datos adquiridos y utilizados para el 

análisis estadístico. 
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4.1.3.  Pruebas de función muscular 

En los pacientes, incluidos en el estudio de miRNAs, se realizaron una serie de pruebas 

de función muscular, entre las que se incluyen: la prueba de 6MWT, el tiempo para 

caminar 10 metros, el tiempo de subida y bajada de 4 escalones, y la MFM- 20.  

La fuerza muscular fue estudiada utilizando la escala MRC y miometría manual. 

Además, se utilizaron escalas complementadas por los pacientes de actividades de la 

vida diaria (ACTIVLIM) y otras escalas de calidad de vida vía cuestionarios INQoL y SF-

36. La CVF en posición sentada y tumbada se obtuvo con un espirómetro Carefusion 

Microlab ML 3500 MK8 (Carefusion, Yorba Linda, CA, EE. UU). 

4.2. Biología molecular 

4.2.1.  Cuantificación de miRNAs por PCR en tiempo real 

4.2.1.1. miRNAs en suero 

La extracción de miRNAs del suero se realizó usando el kit de DANAGENE de 

microRNA y RNA libre de células (DANAGEN, Badalona, Spain) utilizando MS2 RNA 

(Roche, Basel, Switzerland), como transportador para mejorar el aislamiento del RNA, y 

controles exógenos (Unisp2,4 y 5).  

Los miRNAs fueron retrotranscritos en cDNA con el kit miRCURY LNATM Universal RT 

microRNA PCR (EXIQON). En este punto del experimento, se utilizaron como controles 

exógenos Unisp6 y cel-miR-39-3p. 

Los estudios de expresión de miRNAs constaron de dos fases diferentes, una primera 

etapa de descubrimiento y, finalmente, la etapa de validación. Para la fase de 

descubrimiento, se seleccionaron 5 muestras de suero de 4 grupos diferentes: 
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controles sanos, pacientes con EPIT asintomáticos, pacientes con EPIT sintomáticos no 

tratados y pacientes con EPIT sintomáticos tratados. Para la fase de validación, se 

expandió la cohorte hasta 10 muestras de controles sanos y 35 pacientes con EPIT. 

4.2.1.1.1. Fase de descubrimiento 

En esta primera etapa, los miRNAs se analizaron mediante RT-PCR utilizando unos 

paneles preestablecidos de EXIQON denominados “Serum/Plasma Focus microRNA 

PCR 384 wells Panels” (V4.M) (EXIQON).  

Los resultados se analizaron con el software Sequence Detection System (SDS) versión 

2.4 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). La media y la desviación estándar (DE) 

fueron calculadas y, finalmente, una empresa de consultoría experta en el análisis de 

datos de miRNAs llamada ANAXOMICS realizó un análisis estadístico de los datos sin 

procesar. Los niveles relativos de miRNAs séricos seleccionados se normalizaron 

usando cel-miR-39-3p y Unisp6 como controles exógenos(137) y los miRNAs; has-miR-

126-3p, has-miR-151a-3p y has-miR-21-5p, como controles endógenos identificados 

mediante la aplicación del algoritmo geNorm(138), un método basado en la estabilidad 

por pares descrito anteriormente.(139) 

4.2.1.1.2. Fase de validación 

Los miRNAs identificados en la fase de descubrimiento fueron posteriormente 

estudiados en la fase de validación. Se utilizó ExiLENT SYBR Green master mix (QIAGEN, 

Venlo, Netherlands) y los ensayos individuales de miRCURY LNA miRNA PCR Assays 

(QIAGEN) para estudiar cada uno estos miRNAs.  

Se analizaron, para todas las muestras, un total de 21 miRNAs: 14 miRNAs problema, 1 

miRNA endógeno como normalizador, 2 miRNAs controles de hemólisis y 4 miRNAs 

controles exógenos. El miR-126-3p se utilizó como endógeno para normalizar los 
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datos. De los 14 miRNAs problema, 9 fueron seleccionados en la etapa previa y otros 5 

añadidos al estudio por su implicación en la patología del músculo. 

Como se disponía de muestra de suero previa y posterior a la TRE de 3 pacientes 

sintomáticos, se decidió estudiar los niveles de algunos de los miRNAs en la progresión 

de la enfermedad. 

La expresión relativa de miRNAs se analizó utilizando el método Ct comparativo con el 

software SDS 2.4.(140) 

4.2.1.2. miRNAs en músculo 

Los niveles de expresión de algunos de los miRNAs se analizaron en biopsias 

musculares obtenidas de pacientes con EPIT (n=4) y de controles sanos (n=5).  

La extracción de éstos miRNAs se realizó utilizando el kit de microRNA DANAGEN 

(DANAGEN). Para esta técnica, también usamos MS2 (MS2 RNA, Roche) y los controles 

exógenos para el aislamiento de miRNAs.  

Para el análisis de la expresión de miRNAs en músculo, se utilizó la ExiLENT SYBR Green 

master mix (QIAGEN) y miRCURY LNA miRNA PCR Assays (QIAGEN) para cada miRNA. 

Para este tipo de muestras se utilizó U6 snRNA (RNU6-2) como control endógeno para 

normalizar los datos.(141) 

La Tabla 2 recoge los diferentes ensayos analizados por RT-PCR, entre los que se 

incluyen: los controles exógenos sintéticos añadidos en diferentes puntos del 

experimento, los miRNAs utilizados como controles endógenos y los miRNAs de 

estudio.  
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Ensayos de miRNAs 

estudiados 
Suero Biopsia muscular 

Controles exógenos de 

la extracción de 

miRNAs 

Unisp2, Unis4 y Unisp5 

Controles exógenos de 

la retrotranscripción 
Unisp6 y cel-miR-39-3p 

Controles endógenos miR-126-3p RNU6-2 

miRNAs de estudio 

miR-1-3p, miR-106b-5p, 

miR-133a-3p, miR-145-5p, 

miR-181a-5p, miR-186-5p, 

miR-199a-5p, miR-206, 

miR-23a-3p, miR-29-3p, 

miR338-3p, miR-423-5p, 

miR-486-5p y miR-652-39 

miR-1-3p, miR-133a-3p y 

miR-206 

Tabla 2. Ensayos individuales de miRNAs para RT-PCR utilizados en muestras de suero en la fase 

de validación y en muestras de biopsia muscular.  

4.2.2.  Cuantificación de mRNA por PCR en tiempo real 

4.2.2.1. Expresión génica en músculo 

Para estudiar la expresión de algunos atrogenes en las biopsias de pacientes con EPIT, 

se realizaron extracciones de RNA total con Rneasy® Micro Kit (Qiagen) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. A continuación, se determinó la concentración de RNA 

utilizando un espectrofotómetro Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA). El DNA complementario (cDNA) se sintetizó a partir de 0.5 µg de RNA total 

utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems.) y la 

RT-PCR de cDNA se realizó utilizando Taqman Universal PCR Master Mix y el 7900HT 

Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).  
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Los niveles de expresión de mRNA se cuantificaron utilizando sondas Taqman (Applied 

Biosystems) de los siguientes genes: BNIP3 (Hs00969291_m1), FBXO32/Atrogin-1 

(Hs01041408_m1), TRIM63/MuRF-1 (Hs00822397_m1) y GAPDH (Hs99999905_m1). El 

ensayo de GAPDH se utilizó como control endógeno para normalizar la expresión del 

resto de genes y se analizó la cuantificación relativa de todos ellos utilizando el 

método Ct comparativo con el software SDS v2.4 (Applied Biosystems).(140)  

4.2.2.2. Expresión génica en miotubos 

Los ensayos de expresión génica en miotubos se realizaron utilizando el kit Taqman 

Fast Advanced Cells-to-CT (Thermo Fisher Scientific) después de 0, 3, 6 y 9 días de 

diferenciación (véase punto 4.3.1).  

Los niveles de expresión de mRNA se estudiaron utilizando sondas Taqman (Applied 

Biosystems) de los siguientes genes: BNIP3 (Hs00969291_m1), FBXO32/Atrogin-1 

(Hs01041408_m1), MYOD1 (Hs00159528_m1), MYOG (Hs01072232_m1), MYH1 

(Hs000418)6 y GAPDH (Hs99999905_m1). Al igual que en la expresión génica de las 

biopsias musculares, los resultados se normalizaron con el control endógeno GAPDH y 

la cuantificación relativa de todos los genes se analizó mediante el método Ct 

comparativo con el software SDS 2.4.(140) 

4.3. Ensayos in vitro 

4.3.1. Cultivos primarios humanos de biopsia muscular  

Para los estudios de cultivo celular, se aislaron mioblastos primarios de biopsias de 

músculo humano que se procesaron y cultivaron de acuerdo con el método descrito 

por la Dra. Askanas.(142) De manera resumida, las piezas de músculo se incubaron a 

37°C, 5% de CO2 y 5% de O2 en un medio de proliferación que contenía Dulbecco’s 
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Modified Eagle’s Medium (DMEM) y M-199 (en proporción 3:1), 15% de suero fetal 

bovino (FBS) (todos de Gibco, Thermo Fisher Scientific), L-glutamina 2 mM (Lonza, 

Basel, Switzerland), 12.5 ng/ml de factor básico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), 

10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (EGF) (ambos de Peprotech, Rocky Hill, 

NJ) y penicilina-estreptomicina al 1% (Lonza).  

Los mioblastos se aislaron utilizando el anticuerpo anti-CD56-PE humanos (Miltenyi 

Biotec, Bergisch-Gladbach, Germany) y el BD FACSAria Cell Sorter (BD Biosciences, 

Franklin Lakes, NJ, USA). 

Para analizar la proliferación, se sembraron mioblastos a 5,000 células/cm2 utilizando el 

ensayo de incorporación de BrdU (Roche) en 3 días diferentes (a las 24, 48 y 72 horas). 

Para WB e IF, se sembraron mioblastos a 8,000 células/cm2. En el caso de las IF, las 

células se sembraron en cubreobjetos recubiertos con gelatina al 0.15% para analizar la 

formación de miotubos. Para inducir la diferenciación de mioblastos y la formación de 

miotubos, el medio se cambió a medio bajo en suero (2% de FBS) sin factores de 

crecimiento durante 9 días. 

4.3.2. Cultivo y transfección de mioblastos inmortalizados 

El efecto de BNIP3 en el desarrollo de miotubos se estudió utilizando mioblastos 

inmortalizados de controles sanos proporcionados por el Dr. Mouly del Institut de 

Myologie (Paris, France).(143) 

Los mioblastos se expandieron usando medio de músculo esquelético (SMM) 

(Promocell, Heidelberg, Germany) y se transfectaron con el plásmido pGFP-BNIP3 

(RG205087, Origene, Rockville, MD, USA) utilizando la unidad 4D-NucleofectorTM y el 

kit P5 Primary Cell 4D-Nucleofector™ (Lonza). Además, los mioblastos inmortalizados 

se transfectaron con el plásmido pmaxGFP™ (proporcionado por el kit P5) como 

control de transfección y para determinar si las diferencias en la formación de 
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miotubos fueron causadas por el plásmido BNIP3 o por el proceso de transfección. Una 

vez transfectadas, las células positivas para la proteína fluorescente verde (GFP) se 

seleccionaron utilizando el BD FACSAria Cell Sorter. Para este estudio, se utilizaron tres 

grupos de estudio diferentes: células no transfectadas, transfectadas con GFP y 

transfectadas con BNIP3. 

Una vez obtenida la población positiva para el plásmido de BNIP3, los mioblastos se 

sembraron en cubreobjetos recubiertos con gelatina al 0.15% hasta lograr una 

confluencia mayor a 90%, momento en el cual se realizó un cambio de medio al de 

diferenciación, mencionado anteriormente, durante 9 días.  

Finalmente, y después de la formación de miotubos, se estudió la morfología de éstos 

comparando las áreas de miotubos entre grupos. Adicionalmente, el índice de fusión 

se determinó como el porcentaje de núcleos incluidos en miotubos que expresan MF-

20 (que contienen al menos 3 núcleos) dividido entre el número total de núcleos. 

4.4. Western Blot 

Una vez completado el proceso de diferenciación de los mioblastos, se recogieron 

pellets de miotubos y se lisaron en tampón RIPA (Sigma-Aldrich) que contenía un 

cóctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche). Los lisados celulares se 

centrifugaron a 4°C y 13,000xg durante 20 min y se obtuvieron los sobrenadantes que 

fueron guardados a -80 °C. La proteína total se cuantificó utilizando el kit de ensayo 

Precision Red protein (Cytoskeleton, Denver, CO, USA).  

Una vez obtenidas las proteínas totales del lisado, se cargaron 50 µg en geles Mini-

PROTEAN® TGXTM (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y las proteínas se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa con el kit Trans-Blot Turbo RTA Mini Nitrocellulose Transfer 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Las membranas se bloquearon en caseína diluida 1:1 en 

TBS y se incubaron con anticuerpos primarios y secundarios como se muestra en la 

Tabla 3.  
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Anticuerpo primario Huésped Dilución Técnica Referencia 
Marca 

comercial 

MuRF1/TRIM63 Mouse monoclonal 1/200 y 1/500 IHQ y WB NBP2-52515 Novus Biologicals 

FbxO32/Atrogin-1 Rabbit monoclonal 1/100 IHQ ab168372 Abcam 

BNIP3 Mouse monoclonal 1/100 IHQ e IF ab10433 Abcam 

Citocromo-C Mouse monoclonal 1/250 IHQ 12963S Cell Signalling 

Miosina Rápida Rabbit policlonal 1/200 IF ab91506 Abcam 

ULK1-p (Ser317) Rabbit policlonal 1/100 IHQ e IF PA5-104556 Invitrogen 

AMPK-p (Thr172) Rabbit monoclonal 1/50 IF 2535 Cell Signalling 

FUNDC1 Rabbit policlonal 1/100 IHQ e IF NBP1-81063 Novus Biologicals 

HIF-1α Rabbit monoclonal 1/100 IF ab51608 Abcam 

LC3B Rabbit policlonal 1/500 WB 2775S Cell Signalling 

p62 Rabbit policlonal 1/250 IF y WB BML-PW9860-0100 Enzo Life Science 

Β-actina Mouse monoclonal 1/2,000 WB A5441 Sigma-Aldrich 

MyHC (MF-20) Mouse monoclonal 1/100 IF MAB4470 Novus Biologicals 

Anticuerpo secundario Conjugación Dilución Técnica Referencia 
Marca 

comercial 

GAM biot N/A 1/200 IHQ 31800 Invitrogen 

GAR biot N/A 1/200 IHQ e IF 31820 Invitrogen 

GAR Alexa 488 1/200 IF A11008 Invitrogen 

GAM Alexa 594 1/200 IF A11005 Invitrogen 

Estreptavidina Alexa 594 1/200 IF S11227 Invitrogen 

GAR Alexa 594 1/200 IF A11037 Invitrogen 

Hoescht 33342 N/A 1/10,000 IF H3570 Invitrogen 

GAR IRDye 800 1/7,500 WB 926-32211 LI-COR 

GAM IRDye 680 1/7,500 WB 928-68070 LI-COR 

Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en el estudio de la fisiopatología de la 

EP. Animales huéspedes y reconocidos expresados en inglés. Biot = biotinilado, GAM = Goat 

anti-human, GAR = Goat anti-rabbit y N/A = sin información. 
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Finalmente, las membranas se visualizaron usando un Odyssey Imaging System (LI-

COR). La cantidad de proteína se cuantificó utilizando el software Image Studio Lite (LI-

COR) y los niveles de proteína se expresaron en relación a la ß-actina. 

4.5. Histología, inmunohistoquímica e inmunofluorescencia 

Con respecto a la histología, se realizaron tinciones de HE en criosecciones de 12 

biopsias musculares de pacientes con EPIT. Una vez obtenidas las imágenes requeridas, 

se sometieron a una evaluación con la finalidad de estudiar la presencia de vacuolas. 

Para ello, se analizaron aleatoriamente más de 80 fibras musculares por cada biopsia y 

las clasificamos con una puntuación de 0 a 4 según la presencia y tipo de vacuolas 

(Figura 17). La puntuación de 0 indica que no había presencia de vacuolas dentro de 

las fibras musculares, las puntuaciones de 1 y 2 indican la presencia de pequeñas 

vacuolas y, finalmente, las puntuaciones de 3 y 4 indican grandes vacuolas dentro de 

las fibras musculares llenando el sarcoplasma.  

En estas mismas fibras se midió el diámetro mínimo de Feret (Min Feret) utilizando el 

software ImageJ. Finalmente, se realizaron correlaciones entre el tamaño de la fibra y el 

tipo de puntuación obtenido en la escala.  

La tinción con rojo de alizarina se realizó para visualizar la presencia de depósitos de 

Ca++ en las biopsias musculares de pacientes con EPIT. Se utilizó una biopsia muscular 

de un paciente con distrofia muscular de Duchenne (DMD) como control positivo de 

esta técnica.  
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Figura 17. Escala con puntuaciones de 0 a 4 según la presencia y tipo de vacuolas en las fibras 

musculares de pacientes con EPIT. Barra de escala=50 µm. 
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Para los estudios de IHQ, las secciones de tejido se fijaron con una solución de 

acetona:etanol fría (1:1), se lavaron con solución salina tamponada con Tris (TBS) y se 

trataron con peróxido de hidrógeno al 3%. Para permeabilizar y bloquear el tejido, las 

secciones se trataron con una solución de albúmina de suero bovino al 1% y Tritón al 

2% diluidos en TBS y se incubaron con el reactivo de bloqueo UltraCruz (Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, TX, USA). Las secciones de músculo se incubaron con 

anticuerpos primarios y secundarios, siguiendo los criterios mostrados en la Tabla 3. El 

producto de reacción se visualizó utilizando los kits de sustrato VECTACTAIN® Elite 

ABC-HRP e ImmPACT® DAB (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Finalmente, 

las secciones de tejido se lavaron con agua destilada, se contratiñeron con 

hematoxilina durante 1 min y se montaron con Aquatex (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, 

USA).  

Para esta técnica, se utilizó una biopsia muscular de un paciente con Dermatomiositis 

(DM) como control positivo para la presencia de los diferentes atrogenes: BNIP3, 

Atrogin-1 y MuRF-1, ya que se ha informado atrofia perifascicular en estos 

pacientes.(144,145) 

Para los estudios con la técnica de IF, las criosecciones se fijaron con acetona, se 

lavaron con TBS y se incubaron en solución de bloqueo UltraCruz Blocking Reagent 

(Santa Cruz). Posteriormente, las secciones de tejido se incubaron con anticuerpos 

primarios y secundarios como se muestra en la Tabla 3. Además, para el estudio de 

expresión de BNIP3 por IF, se incluyeron biopsias de 3 pacientes con enfermedad de 

motoneurona para estudiar si las fibras denervadas expresaban BNIP3. 

Para detectar la apoptosis a nivel de una única célula, se utilizó la tecnología 

fluorométrica TdT-UTP nick-end labeling (TUNEL) junto al kit In Situ Cell Death 

Detection (Roche) según las instrucciones del fabricante. Finalmente, las secciones se 

montaron con Fluoromount (Sigma-Aldrich). 
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Para realizar IF en miotubos después de 9 días de diferenciación, los cubreobjetos con 

miotubos se fijaron con etanol, se lavaron con solución salina tamponada con fosfato 

(PBS) y se incubaron con el reactivo de bloqueo UltraCruz (Santa Cruz). Los miotubos 

se incubaron con anticuerpo anti-cadena pesada de miosina (MyHC) y con GAM Alexa 

594 como se muestra en la Tabla 3. Finalmente, los cubreobjetos se montaron en 

portaobjetos con Vectashield con DAPI (diamidino-2-fenilindol) (Vector Laboratories). 

Todas las imágenes se obtuvieron usando un microscopio Olympus BX51 (Olympus, 

Tokyo, Japan) acoplado a una cámara DP72 o un microscopio Leica Confocal SP5 AOBS 

(Leica). Para crear combinaciones de imágenes y estudiar la co-expresión de dos 

marcadores se utilizó el software ImageJ.  

4.6. Análisis estadístico 

4.6.1. Fase de descubrimiento del estudio de miRNAs 

En la primera fase del estudio del perfil de miRNAs, se realizaron pruebas ANOVA para 

identificar diferencias en los niveles de expresión de miRNAs entre las diferentes 

cohortes. Los valores de p se ajustaron para pruebas múltiples utilizando la corrección 

de Tukey-Kramer. El conjunto de datos con todas las variables de los pacientes 

individuales se analizó utilizando una estrategia de ciencia de datos basada en un 

enfoque de extracción de datos, en el que se utilizaron los siguientes métodos: 

selección de características y extracción de algoritmos CHOW-LIU, MRMR, RELIEFF, 

RFE-SVM, SFFS y Wilcoxon con correlación y, como clasificador base, GLM_Binomal y 

Naïve Bayes.(146–151) Para priorizar la capacidad de generalización de la conclusión, se 

realizó un análisis de validación de K-fold, que arrojó medidas de calidad con 

validación cruzada (como la precisión) para cada biomarcador.  
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4.6.2. Fase de validación del estudio de miRNAs 

Para la fase de validación se utilizaron pruebas no paramétricas para el análisis 

estadístico de las variables. Se realizó la prueba U de Mann-Whitney para evaluar si 

había diferencias significativas en las variables entre grupos, por un lado, entre 

controles y pacientes con EPIT y, por otro lado, entre los tres grupos de pacientes con 

EPIT (asintomáticos, sintomáticos tratados y sintomáticos sin tratar).  

En el caso de los miRNAs en biopsia muscular, también se realizó la prueba de U de 

Mann-Whitney para estudiar las diferencias entre dos cohortes, controles sanos y 

pacientes con EPIT.  

4.6.3. Correlaciones clínicas  

La prueba no paramétrica de Spearman se utilizó para analizar las correlaciones entre 

la expresión de miRNAs en suero y los resultados aportados por las pruebas 

funcionales y la imagen muscular. Para eliminar errores de las múltiples correlaciones, 

se utilizó la prueba de Bonferroni. Los estudios estadísticos se realizaron con el 

software IBM SPSS® Statistics versión 21 y los resultados de todos los estudios 

estadísticos se consideraron significativos cuando p era inferior a 0.05. 

4.6.4. Estudio de mecanismos fisiopatológicos de la EP 

La creación de gráficos y los análisis estadísticos se produjeron utilizando el software 

GraphPad Prism 8.0. Los datos se expresaron como la media ± DE, y las comparaciones 

y comparaciones múltiples se realizaron mediante la prueba de Mann-Whitney y la 

prueba de comparaciones múltiples de Tukey, respectivamente. Se utilizó la prueba de 

Greenhouse-Geisser para comparar la expresión de genes miogénicos entre las dos 
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cohortes de controles sanos y pacientes con EPIT en la diferenciación de miotubos. Se 

consideró significativo un valor de p inferior 0.05. 



 

 

 



 

 

 

 

 

 RESULTADOS 

 



 

 

 



RESULTADOS 

91 

 

A diferencia del apartado de material y métodos, que se ha desarrollado teniendo en 

cuenta la tipología de las técnicas, los resultados se han dividido en dos grandes 

apartados teniendo en cuenta los dos estudios principales de la tesis doctoral: la 

identificación de miRNAs y el estudio de mecanismos fisiopatológicos en la EP, 

concretamente procesos ligados a la atrofia muscular en la enfermedad.  

5.1. Identificación de miRNAs en pacientes con EP 

5.1.1.  Descripción de la cohorte de pacientes 

La Tabla 4 recoge los datos relacionados con la descripción y las características clínicas 

de las diferentes cohortes utilizadas en este estudio.  

 

Características clínicas 
Controles sanos 

(n=10) 

Pacientes 

asintomáticos 

(n=5) 

Pacientes 

sintomáticos no 

tratados (n=9) 

Pacientes 

sintomáticos 

tratados (n=21) 

Edad 41.2 ± 16.4 24 ± 8.2 50.6 ± 11.4 50.81 ± 8.6 

Sexo 

(hombre/mujer) 
6/4 2/3 6/3 7/15 

Tiempo desde el 

inicio de los síntomas 
- - 9.4 ± 6.6 15 ± 9.1 

Tiempo en TRE - - - 5.1 ± 2.5 

Ayuda para caminar - - 0 10 

Ventilación - - 2 9 

Tabla 4. Características clínicas de las cohortes utilizadas para el estudio de miRNAs. 
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5.1.2. Expresión de miRNAs en suero 

En la primera fase de descubrimiento, observamos diferentes niveles de expresión 

entre los grupos de estudio en 9 de los 185 miRNAs incluidos en el ensayo de 

descubrimiento (ANOVA, p<0.05). Los niveles de expresión de estos 9 miRNAs se 

analizaron más a fondo en la fase de validación. Éstos fueron los siguientes: miR-106b-

5p, miR-199a-5p, miR-652-3p, miR-423-5p, miR-1-3p, miR-133a-3p, miR-186-5p, miR-

338-3p y miR-23a-3p. Además, incluimos en la fase de validación un grupo de miRNAs 

que están involucrados en el proceso de degeneración muscular: miR-206, miR-145-5p, 

miR-181-5p, miR-486 y miR-29a-3p.(152) 

En la segunda fase de validación, en cuanto a los resultados de los 3 dystromiRs, 

observamos un aumento estadísticamente significativo en los niveles de expresión de 

miR-1-3p y miR-206 entre las dos grandes cohortes: pacientes con EPIT y controles 

sanos (Figura 18A y C).  

Figura 18. Comparativa de los niveles de expresión sérica de dystromiRs entre pacientes con 

EPIT y controles sanos. Los datos representados corresponden al valor de Fold change y se 

representan como media ± DE. *p<0.05 y ***p<0.001. 
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También analizamos si existían diferencias entre los 4 subgrupos de estudio: pacientes 

asintomáticos, pacientes sintomáticos no tratados, pacientes sintomáticos tratados y 

controles. Tal y como se observa en la Figura 19, los resultados mostraron diferencias 

significativas en la expresión de miR-1-3p, miR-133a-3p y miR-206 entre los pacientes 

sintomáticos tratados y el grupo control. En los niveles de expresión de miR-206, 

también observamos diferencias significativas entre controles y pacientes sintomáticos 

no tratados además de entre pacientes asintomáticos y sintomáticos tratados (Figura 

19C). 

 

Figura 19. Comparativa de los niveles de expresión sérica de dystromiRs entre los controles 

sanos y las diferentes cohortes de pacientes con EPIT. Los datos representados corresponden al 

valor de Fold change y se representan como media ± DE. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001. 

 

A pesar de que identificamos otros miRNAs potenciales en la fase de descubrimiento y 

añadir otros al estudio de validación, ninguno de ellos mostró diferencias significativas 

en esta fase (Figura 20). 
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Figura 20. Comparativa de los niveles de expresión sérica de los miRNAs incluidos en la etapa de 

validación. Los datos representados corresponden al valor de Fold change y se representan como 

media ± DE.  
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Finalmente, decidimos estudiar si el tratamiento con TRE era un condicionante que 

modificaba los niveles séricos de dystromiRs (miR-1-3p, miR-133a-3p y miR-206). 

Estudiamos muestras de tres pacientes que se obtuvieron antes del inicio del 

tratamiento y entre 6 meses y 1 año después. En la Figura 21 se puede observar que 

los niveles séricos de dystromiRs aumentaron en dos pacientes mientras que 

disminuyeron en uno de los pacientes. Sin embargo, no aplicamos ningún estudio 

estadístico debido al pequeño tamaño de nuestra cohorte. 

Figura 21. Comparativa de los niveles de expresión sérica de los miRNAs incluidos en la etapa de 

validación. Los datos representados corresponden al valor de Fold change. 

5.1.3.  Expresión de miRNAs en músculo 

Con respecto a la expresión de miRNAs en músculo, se puede observar un aumento 

estadísticamente significativo en la concentración de miR-206 en biopsias musculares 

de pacientes con EPIT extraídas antes del inicio del tratamiento (n=4) en comparación 

con los controles (n=5) (Figura 22C). Aunque las diferencias observadas en la 

expresión muscular de miR-1-3p y miR-133a-3p no fueron estadísticamente 

significativas, hubo una tendencia a estar más elevados en los pacientes en 

comparación con los controles (Figura 22A y B). 
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Figura 22. Comparativa de los niveles de expresión muscular de los miRNAs incluidos en la 

etapa de validación. Los datos representados corresponden al valor de Fold change y se 

representan como media ± DE. *p<0.05 

5.1.4. Correlación entre las pruebas clínicas y la expresión de 

miRNAs en suero 

Al realizar estudios de correlación entre la expresión de los diferentes miRNAs, los 

resultados mostraron una correlación estadísticamente significativa entre los niveles 

séricos de miR-1-3p, miR-133a-3p y miR-206a en pacientes con EPIT (Tabla 5).  

También se realizaron correlaciones entre los niveles séricos de dystromiRs y las 

características clínicas de los pacientes. Los resultados obtenidos mostraron que no 

había ninguna correlación entre la edad de los pacientes, la edad al inicio de la TRE, el 

tiempo en el inicio de la ERT y los niveles séricos de miRNAs. En cambio, se 

identificaron correlaciones significativas entre los niveles de expresión de dystromiRs y 

algunas de las pruebas de función muscular (Tabla 5), a pesar de obtener coeficientes 

de correlación inferiores a 0.6.  

Con respecto a la fracción de grasa media de los muslos, analizada mediante RM 

muscular cuantitativa, en la misma tabla podemos ver que esta variable correlaciona 
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con los niveles de expresión sérica del miR-206, aunque al igual que con las pruebas de 

función muscular, el coeficiente de correlación fue inferior a 0.6.  

 

 

Tabla 5. Correlaciones entre expresión de miRNAs y características clínicas. Sig = significancia 

bilateral, CC = coeficiente de correlación, *p<0.05 y **p<0.01 (prueba Rho de Spearman). 

 

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

 Sig CC Sig CC Sig CC 

miR-1-3p - - 0.007 0.457** 0.000 0.761** 

miR-133a-3p 0.007 0.457** - - 0.003 0.493** 

miR-206 0.000 0.761** 0.003 0.493** - - 

MRC score 0.089 - 0.094 - 0.035 -0.385* 

Escala miometría 0.899 - 0.803 - 0.337 - 

6MWT 0.803 - 0.073 - 0.584 - 

10MWT 0.514 - 0.043 0.378* 0.151 - 

Tiempo para 

levantar y andar  
0.446 - 0.061 - 0.589 - 

Tiempo para 

subir 4 escalones 
0.386 - 0.053 - 0.119 - 

Tiempo para 

bajar 4 escalones 
0.855 - 0.120 - 0.211 - 

MFM-20 0.388 - 0.039 -0.373* 0.064 - 

CVF sentado 0.465 - 0.025 -0.416* 0.243 - 

CVF acostado 0.286 - 0.057 - 0.535 - 

Escala ACTIVLIM 0.628 - 0.986 - 0.462 - 

qMRI fracción 

grasa 
0.107 - 0.205 - 0.013 0.420* 
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5.2. Estudio de los mecanismos de atrofia muscular en la EP 

5.2.1.  Descripción de la cohorte de pacientes 

En el estudio se incluyeron muestras de biopsias y células musculares de pacientes con 

EPIT. En el caso de las muestras de tejido muscular, la Tabla 7 muestra la siguiente 

información de los pacientes: tipo de músculo, el sexo, la edad de inicio de síntomas y 

del momento de la biopsia, las características genéticas y el % de fibras vacuoladas en 

las biopsias. En el caso de las células cultivadas, la información de los pacientes la 

encontramos en la Tabla 8. 

5.2.2. Correlación entre la presencia de vacuolas y el tamaño 

de las fibras musculares 

Como hemos podido observar en la Tabla 7, el valor promedio obtenido de fibras 

musculares con vacuolas en el sarcoplasma fue del 10.06%, con valores en un rango del 

0 al 38%. En 6 de los 12 pacientes el valor obtenido era inferior al 5%, lo que confirma 

que en la EPIT la vacuolización, aunque es un hallazgo característico de la enfermedad, 

puede ocurrir en una minoría de fibras.  

Para identificar si existía una correlación entre el tamaño de las fibras y la presencia de 

vacuolas en el sarcoplasma, se estableció una escala para clasificar las fibras según 5 

puntuaciones diferentes, desde 0 (sin vacuolas) hasta 4 (sarcoplasma lleno de vacuolas) 

(Figura 17, en material y métodos). Como se puede observar en la Figura 23A, el 

diámetro medio de las fibras musculares fue un 12,2% menor en las fibras que 

contenían vacuolas (puntuaciones de 1 a 4) que en las fibras sin vacuolas en su interior 

(puntuación 0).  

Además, se observó una correlación negativa entre la puntuación y el diámetro de las 

fibras (Figura 23B). 
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Muestra Músculo Sexo 

Inicio de 

los 

síntomas 

(edad) 

Biopsia 

(edad) 
Mutaciones 

% Fibras 

vacuoladas 

(escala ≥2) 

Músculo       

Músculo Pompe 1 Bíceps H 62 63 
GAA c.-32-13T>G 

GAA c.1657C>T 
<1% 

Músculo Pompe 2 Deltoides M 27 46 
GAA c.-32-13T>G 

GAA c.1532C>A 
10.74% 

Músculo Pompe 3 Bíceps H 35 41 
GAA c.2173C>T 

GAA c.2173C>T 
9.24% 

Músculo Pompe 4 N/A M 48 62 
GAA c.-32-13T>G 

GAA c.236_246delCCACACAGTGC 
15.73% 

Músculo Pompe 5 Cuádriceps M 49 56 
GAA c.-32-13T>G 

GAA c.2600_2604delTGCTinsA 
<1% 

Músculo Pompe 6 Cuádriceps M 27 31 
GAA c.-32-13T>G 

GAA c.1192dupC 
4.19% 

Músculo Pompe 7 N/A H 36 41 
GAA c.-32-13T>G 

GAA c.875A>G (p.Y292C) 
<1% 

Músculo Pompe 8 Cuádriceps H 5 37 
GAA c.-32-13T>G 

GAA: exon 20 Deletion 
38.75% 

Músculo Pompe 9 Cuádriceps M 20 53 
GAA c.-32-13T>G 

GAA c.1933G>T (p.D645Y) 
29.17% 

Músculo Pompe 10 Cuádriceps M 48 59 
GAA c.-32-13T>G 

GAA c. 2237G>A (p.W746*) 
12.58% 

Músculo Pompe 11 Cuádriceps H 14 48 
GAA c.-32-13T>G 

GAA: c.1432G>A (p.G478R) 
<1% 

Músculo Pompe 12 Bíceps M 30 35 
GAA c.-32-13T>G 

GAA c.-32-13T>G 
<1% 

Tabla 7. Características de los pacientes con EPIT de los cuales se realizaron ensayos en 

criosecciones de biopsias musculares. M = mujer y H = hombre. N/A = sin información. 
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Muestra Músculo Sexo 

Inicio de los 

síntomas 

(edad) 

Biopsia 

(edad) 
Mutaciones 

Células (miotubos)      

Miotubos Pompe 1 
Vasto 

lateral 
H 39 55 

GAA c.-32-13T>G 

GAA c.-32-13T>G 

Miotubos Pompe 2 
Vasto 

lateral 
H 48 62 

GAA c.-32-13T>G 

GAA c.1721T>C 

Miotubos Pompe 3 
Bíceps 

braquial 
H 28 42 

GAA c.-32-13T>G 

GAA c.1396delG 

Miotubos Pompe 4 

(=Músculo Pompe 4) 
N/A M 48 62 

GAA c.-32-13T>G 

GAA c.236_246delCCACACAGTGC 

Tabla 8. Características de los pacientes con EPIT en el que se han realizado cultivos celulares.  

M = mujer y H = hombre. N/A = sin información. 

Figura 23. Relación del tamaño de las fibras musculares con la presencia de vacuolas (A) y con la 

puntuación de éstas (B). Los datos representados corresponden al diámetro de min Feret 

normalizado y se representan como media ± DE. **p<0.01 y ***p<0.001. 
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5.2.3. Estudio de los marcadores de atrofia en el músculo de 

pacientes 

5.2.3.1. Expresión de BNIP3 y otros marcadores de atrofia 

Se estudió la expresión de varias moléculas relacionadas con la atrofia de las fibras en 

biopsias musculares de pacientes con EPIT, incluidas Atrogin-1, MuRF-1 y BNIP3.  

Más del 90% de las fibras vacuoladas expresaron BNIP3 en pacientes con EPIT, tanto 

por IHQ (Figura 24), como por IF (Figura 25).  

 

Figura 24. Expresión de Atrogin-1, MuRF-1 y BNIP3 en biopsias musculares de un paciente con 

DM (control positivo), un control sano y pacientes con EPIT. Barra de escala=200 µm. 

 



RESULTADOS 

102 

 

 

Figura 25. Expresión de BNIP3 en biopsias musculares de pacientes con EPIT. Barra de 

escala=200 µm. 

En el tejido muscular de pacientes con EPIT no se observaron fibras claramente 

positivas para Atrogin-1 y MuRF-1 (Figura 24A). Sin embargo, la RT-PCR mostró una 

mayor expresión de mRNA de FBXO32, TRIM63 y BNIP3 en biopsias musculares de 

pacientes con EPIT en comparación con los controles, aunque estas diferencias no 

alcanzaron significación estadística (Figura 26). 

Figura 26. Expresión génica de FBXO32 (Atrogin-1), TRIM63 (MuRF-1) y BNIP3 en músculo de 

controles sanos y pacientes con EPIT. Los datos representados corresponden al valor de Fold 

change (normalizado con GAPDH) y se representan como media ± DE.  
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Con el objetivo de relacionar el marcaje de atrofia con la presencia de autofagia en 

estas fibras, se decidió realizar una IF con doble marcaje para BNIP3 y p62, una 

proteína involucrada en el proceso de autofagia. Los resultados mostraron que esta 

proteína se expresaba en fibras musculares positivas para BNIP3, dando un marcaje 

doblemente positivo (Figura 27).  

 

Figura 27. Co-expresión de BNIP3 y p62 en biopsias musculares de pacientes con EPIT. Barra de 

escala=100 µm. 

El siguiente paso fue estudiar si el marcaje de BNIP3 dependía del tipo de fibras, si eran 

rápidas o lentas. Como se puede observar en las imágenes de la Figura 28, la 

expresión de BNIP3 no dependía del tipo de fibra ya que se detectó expresión de 

BNIP3 en ambos tipos de fibras. 
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Figura 28. Expresión de BNIP3 y fibras rápidas en biopsias musculares de pacientes con EPIT. 

Barra de escala=100 µm. 

Además, como se han observado cambios neurógenos en pacientes con EP y las fibras 

atróficas podrían ser fibras denervadas, se estudió la expresión de BNIP3 en biopsias 

musculares de pacientes con neuropatía motora. No obstante, no se observó expresión 

de BNIP3 en las biopsias de estos pacientes (Figura 29). 

 

Figura 29. Expresión de BNIP3 en biopsias musculares de pacientes con neuropatía motora. 

Barra de escala=100 µm. 
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5.2.3.2. Estudio de las vías de regulación de BNIP3 

Para caracterizar el papel de BNIP3 en la EP, se estudiaron las vías moleculares que 

regulan su expresión, tal y como se muestra en el diagrama de la Figura 30A basado 

en Gao et al.(153) Se ha descrito que la hipoxia, el daño celular y la autofagia regulan la 

expresión celular de BNIP3.  

Para estudiar si se daba un proceso de hipoxia en pacientes con EPIT que 

desencadenase la expresión de BNIP3, se estudió la expresión del factor 1 inducible por 

hipoxia (HIF-1α). Como control de la IF se utilizó una biopsia de un paciente con DM el 

cual presentaba un marcaje claramente positivo. Los resultados obtenidos mostraron 

que aparentemente no se da un proceso de hipoxia en los pacientes con EPIT, ya que 

éstos no expresaban este factor (Figura 30B).  

Por otro lado, el daño de la membrana muscular se asocia a un aumento en los niveles 

de Ca++ en el sarcoplasma de las fibras musculares que activan la vía TNF-α/NF-κB que 

desencadena la expresión de BNIP3. Es por ello, que se estudió la posible acumulación 

de Ca++ en los pacientes con EPIT. Para ello, las biopsias de pacientes con EPIT se 

analizaron con un microscopio de luz polarizada y se utilizó la biopsia de un paciente 

con DMD como controles positivos debido al daño masivo de la membrana celular y la 

acumulación de Ca++ dentro de las fibras musculares. En los pacientes con EPIT, 

únicamente se observó una acumulación menor en fibras aisladas (Figura 30C).  
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Figura 30. Esquema de las vías moleculares que regulan la expresión de BNIP3 (A). Estudio de 

procesos de hipoxia en pacientes con EPIT utilizando como control un paciente con DM (B). 

Estudio de la acumulación de Ca++ con rojo de alizarina en pacientes con EPIT usando como 

control positivo un paciente con DMD (C). Barra de escala=100 µm. 

 

Finalmente, y tal y como se muestra en el diagrama, BNIP3 se encuentra regulado por 

mTOR en respuesta a la activación de la autofagia. ULK1 es un iniciador clave de la 

autofagia regulado también por AMPK. La fosforilación de ULK1 en diferentes residuos 

presenta diferentes consecuencias. Por un lado, mTOR inhibe ULK1 a través de la 

fosforilación del residuo Ser555 y, por otro lado, la inhibición de mTOR permite la 

interacción de ULK1 y AMPK. En ésta, AMPK fosforila el residuo Ser317 de ULK1 

activándolo e induciendo la expresión de proteínas implicadas en la autofagia. Dado 

que está publicado que mTOR se encuentra regulado a la baja en la EP(154–156), se 

decidió estudiar en pacientes con EPIT la expresión de AMPK y la fosforilación del 

residuo Ser317 de ULK1.  

Los resultados mostrados en la Figura 31 revelaron que las biopsias musculares de los 

pacientes con EPIT presentaban fibras positivas para ULK1-p. Además, la IF doble con 
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anticuerpos BNIP3 y ULK1-p (Ser317) mostró que del total de fibras positivas para 

BNIP3 una media del 87.37 % (rango de 55 a 100%) co-expresaban ULK1-p (Ser317).  

 

Figura 31. Co-expresión de BNIP3 y ULK1-p en biopsias musculares de pacientes con EPIT. Barra 

de escala=100 µm (A) y 75 µm (B). 
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Finalmente se pudo relacionar la activación de ULK1 mediante la vía AMPK ya que las 

fibras positivas para BNIP3 co-expresaron con AMPK-p (Thr172), tal y como se muestra 

en la Figura 32.  

 

Figura 32. Co-expresión de BNIP3 y AMPK-p en biopsias musculares de pacientes con EPIT. 

Barra de escala=100 µm. 

5.2.3.3. Estudio de las funciones principales de BNIP3 

BNIP3 tiene un papel destacado en la autofagia, la atrofia celular y la apoptosis (Figura 

33)(153).  

 

Figura 33. Esquema de las principales funciones que ejerce BNIP3. 
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Como se mencionó anteriormente, se ha observado que el acúmulo de vacuolas en el 

sarcoplasma de las fibras musculares está asociado con la atrofia de la fibra muscular 

que podría estar dirigida por la expresión de BNIP3, entre otras moléculas proatróficas. 

Sin embargo, BNIP3 también puede inducir la apoptosis a través del daño mitocondrial. 

Estudios previos confirman que BNIP3 induce la permeabilización de la membrana 

mitocondrial y la liberación de citocromo-C al citosol, lo que desencadena la muerte 

celular programada.(157,158) Sin embargo, en nuestro estudio no observamos que sea 

ésta una de las funciones que desempeña BNIP3 en los pacientes con EPIT, ya que no 

se encontró expresión de citocromo-C en el sarcoplasma de las biopsias de músculo 

(Figura 34B). Además, no se observó marcaje de DNA en las biopsias musculares de 

pacientes con EPIT con la técnica de TUNEL, lo que confirma que no se produce 

apoptosis en estos pacientes (Figura 34A).  

 

Figura 34. Estudio de muerte celular en biopsias musculares de pacientes con EPIT utilizando el 

kit de TUNEL (A) y analizando la expresión de citocromo C (B). Barra de escala=200 (A) µm y 100 

µm (B). 

Como BNIP3 también ha estado involucrado en el proceso de mitofagia, analizamos si 

FUNDC1 también se expresaba en fibras musculares positivas para BNIP3. En los 
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resultados, se identificaron únicamente unas pocas fibras positivas para FUNDC1 en los 

pacientes con EPIT que, además, solo unas pocas co-expresaron con BNIP3 (Figura 35), 

lo que sugiere que ocasionalmente podría ocurrir un proceso activo de mitofagia en las 

fibras musculares que expresan BNIP3.  

 

Figura 35. Co-expresión de BNIP3 y FUNDC1 en biopsias musculares de pacientes con EPIT. 

Barra de escala=100 µm. 

Estos resultados apoyan la idea de que la principal consecuencia de la sobreexpresión 

de BNIP3 en pacientes con EPIT es la atrofia de las fibras musculares. 

5.2.4.  Estudios de atrofia muscular en miotubos de pacientes 

En base a los hallazgos observados en biopsias musculares de pacientes con EPIT, se 

decidió analizar si los mioblastos in vitro replicaban, y por lo tanto se afianzaban los 

resultados obtenidos in vivo en la biopsia muscular. 
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5.2.4.1. Estudios de proliferación y diferenciación 

Estudios recientes avalan que los mioblastos de pacientes con EP tienen la capacidad 

de proliferación y diferenciación intactas.(159) Nuestros experimentos coinciden con 

éstos, ya que los mioblastos de pacientes con EPIT mostraron tasas de proliferación 

normales en comparación con los mioblastos de control (Figura 36).  

 

Figura 36. Ensayo de BrdU para evaluar la proliferación celular. 

Al inducir la diferenciación, tanto los mioblastos de los controles como los de los 

pacientes con EPIT activaron el programa miogénico, iniciando una expresión de MYOG 

y posteriormente MYH1 una vez ya se habían formado los miotubos después de 9 días 

de diferenciación (Figura 37).  

 

Figura 37. Expresión génica de MYOD1, MYOG y MYH1 durante el proceso de diferenciación de 

los mioblastos a miotubos en controles sanos y pacientes con EPIT. Los datos representados 

corresponden al valor de -ddCt y se representan como media ± DE.  
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5.2.4.2. Estudios de atrofia en miotubos de pacientes con EPIT 

A pesar de que los mioblastos de pacientes con EPIT no presentaron alteraciones en la 

capacidad de diferenciar a miotubo, el tamaño de éstos fue significativamente menor 

que el de los miotubos de controles (Figura 38). El diámetro medio de los miotubos de 

pacientes con EPIT era de 60.28 ± 45.55 µm frente a el diámetro medio de 91.46 ± 

77.38 µm de los controles.  

 

Figura 38. Tamaño del diámetro de los miotubos de controles y de pacientes con EPIT. Los datos 

representados corresponden al diámetro Min Feret como media ± DE (A) y como frecuencia de 

distribución acumulada (B) de imágenes tomadas en ambas cohortes (C). Barra de escala=200 

µm. ***p<0.001. 
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Nos preguntamos si estas diferencias estaban relacionadas con una capacidad de 

fusión deteriorada de los mioblastos para formar grandes miotubos multinucleados, o 

si estaban relacionadas con un proceso atrófico en curso, que imitaba lo que sucedía 

en las fibras musculares. La Figura 39 muestra que no se encontraron diferencias en el 

número de núcleos por miotubo entre pacientes con EPIT en comparación con los 

controles sanos, lo que sugiere que los mioblastos no tenían una capacidad de fusión 

deficiente.  

 

Figura 39. Número de núcleos por miotubos en controles y en pacientes con EPIT. Cada uno de 

los valores representados es la media obtenida del análisis de los miotubos de cada muestra 

independiente. Los datos se representan como media ± DE. 

 

Posteriormente, decidimos evaluar qué genes y proteínas se estaban expresando en 

estos miotubos. En los resultados obtenidos se mostró un aumento en la expresión del 

gen BNIP3 en los miotubos de pacientes con EPIT, aunque estas diferencias no 

alcanzaron significación estadística (Figura 40A y B). Además, observamos un 

aumento en la expresión de p62 y LC3II/LC3I en las muestras de pacientes con EPIT 

(Figura 40C y D), lo que sugiere que la autofagia se activó en estas células, tal y como 

se conocía con anterioridad.(160–162) 
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Figura 40. Expresión génica de BNIP3 durante la diferenciación (A) y en la completa formación 

(B) de miotubos de controles y de pacientes con EPIT. Los datos representados corresponden al 

valor de -ddCt y Fold change, respectivamente, y se representan como media ± DE. Las imágenes 

C y D representan la expresión de proteína analizada por WB en los miotubos de controles y 

pacientes con EPIT. Los datos están normalizados con β-actina. 

 

Todos estos resultados sugirieron que el proceso de atrofia de los miotubos de 

pacientes con EPIT podría ser inducido por varios factores, y no solo por la expresión 

de BNIP3. 
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5.2.4.3. Efectos en la formación de miotubos derivados de la 

transfección de BNIP3 en mioblastos inmortalizados 

Para probar las consecuencias de una sobreexpresión aislada de BNIP3 en miotubos, se 

transfectaron mioblastos control inmortalizados con un plásmido BNIP3 y analizamos 

su efecto sobre la diferenciación y formación de miotubos. También evaluamos el 

efecto de transfectar mioblastos con un plásmido control GFP, con la finalidad de 

descartar que los resultados se deban al proceso de transfección y no a la 

sobreexpresión de BNIP3.  

Los resultados mostrados en la Figura 41A evidencian diferencias significativas en el 

tamaño de los miotubos entre muestras transfectadas (plásmidos BNIP3 y GFP) y no 

transfectadas. Sin embargo, los miotubos transfectados con BNIP3 eran 

significativamente más pequeños que los transfectados con el plásmido GFP, lo que 

sugiere que la sobreexpresión de BNIP3 indujo la atrofia de los miotubos.  

Además, se observaron diferencias significativas en el índice de fusión entre el grupo 

de miotubos no transfectados y los grupos transfectados (tanto GFP como BNIP3), 

pero no se encontraron diferencias significativas entre las células transfectadas con GFP 

y BNIP3 (Figura 41B). Estos resultados sugieren que el proceso de transfección redujo 

el índice de fusión, en cambio no se relacionó una sobreexpresión de BNIP3 con una 

capacidad de fusión menor.  
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Figura 41. Área (A) e índice de fusión (B) de miotubos inmortalizados no transfectados, 

transfectados con GFP y transfectados con BNIP3. Los datos están representados como media ± 

DE de valores obtenidos de imágenes tomadas en las 3 cohortes (B). Barra de escala=200 µm. 

*p<0.05 y ***p<0.001.
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En la presente tesis se ha realizado, por un lado, el estudio de la expresión sérica de 

miRNAs en pacientes con EP y su papel como posibles biomarcadores y, por otro lado, 

el estudio de la fisiopatología de los pacientes con dicha enfermedad, concretamente 

el proceso de atrofia de las fibras musculares de los pacientes.  

En el primer estudio, evaluamos la expresión de 190 miRNAs en pacientes con EPIT y 

controles sanos. Los resultados mostraron que los pacientes presentaban niveles 

elevados en la expresión de 3 miRNAs: miR-1-3p, miR-133a-3p y miR-206. Las 

diferencias se consolidaron cuando la comparación de los niveles séricos se realizó 

entre los pacientes sintomáticos contra los controles sanos. Además, los niveles séricos 

de miR-206 fueron más elevados en los pacientes sintomáticos en comparación con los 

asintomáticos, sugiriendo la posibilidad de que estos tres miRNAs podrían ser un 

biomarcador válido en la progresión de la enfermedad. Sin embargo, identificamos 

correlaciones débiles entre las pruebas de función muscular y los niveles séricos de 

este miRNA.  

Durante estos últimos años, varios estudios han demostrado que los miRNAs son 

biomarcadores potenciales de diferentes enfermedades, como el cáncer, el daño 

hepático o la insuficiencia cardíaca.(163–165) También se ha estudiado el perfil de 

expresión de los miRNAs en diferentes enfermedades musculares como la DMD, la 

distrofia miotónica y la distrofia muscular facioescapulohumeral.(127,166–169) En dichos 

estudios, el patrón de expresión de los miRNAs difiere en varios de ellos en 

comparación con los controles. Tres de ellos, miR-1-3p, miR-133a-3p y miR-206, se 

encuentran reiteradamente elevados en las distrofias musculares, razón por la cual son 

conocidos con el nombre de dystromiRs. Éstos sólo se expresan en el corazón y el ME 

y, por ello, pueden ser una herramienta potencialmente valiosa para el seguimiento de 

los pacientes en estudios longitudinales, pero también para el estudio de la 

fisiopatología de las enfermedades musculares.  

La implicación de los dystromiRs en el proceso de degeneración y regeneración 

muscular ha sido ampliamente estudiada. Mientras que el miR-133a-3p influye en la 
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proliferación de mioblastos, el miR-1-3p y el miR-206 promueven la diferenciación de 

los mioblastos hacia miotubos. Además, la expresión de estos miRNAs se encuentra 

regulada por factores de transcripción involucrados en el desarrollo muscular, así como 

MyoD, Myf5, MEF2, SRF y otros.(133,170).  

Hoy en día, el proceso de degeneración muscular en la EP no se conoce del todo. La 

expresión reducida de GAA conduce a la acumulación progresiva de glucógeno dentro 

de los lisosomas de las fibras musculares, lo que provoca la interrupción del proceso de 

autofagia y, por ende, encontramos lisosomas cargados de glucógeno y vesículas 

autofágicas en el sarcoplasma. Es por ello, que las propiedades contráctiles 

características de las fibras musculares se encuentran alteradas. Finalmente, estas fibras 

musculares mueren y son reemplazadas por grasa y tejido fibroso, proceso similar al 

que sucede en las distrofias musculares. Todo ello provoca que sea razonable 

encontrar niveles séricos elevados de dystromiRs en los pacientes con EPIT, como 

sucede en el suero de los pacientes con distrofias musculares. Este hecho, refuerza la 

idea de que la EP y las distrofias musculares pueden compartir un proceso 

fisiopatológico de degeneración muscular.  

La relación de los dystromiRs con el proceso de degeneración y regeneración muscular 

hace que exista una alta probabilidad de que éstos se encuentren elevados en 

enfermedades musculares, especialmente en el suero de aquellos pacientes en los que 

el proceso de degeneración y regeneración muscular se encuentra activo. Los 

resultados obtenidos en nuestro estudio respaldan esta relación, ya que los pacientes 

sintomáticos que tienen activo este proceso presentaron niveles séricos más elevados 

de miR-206 en comparación con los pacientes asintomáticos. Es por ello, como se 

comenta con anterioridad, que los niveles séricos de este dystromiR podrían tener un 

papel importante como biomarcador para el seguimiento de pacientes con EP. Poder 

analizar estos niveles a lo largo de los años nos podría permitir identificar el inicio de la 

degeneración muscular y, por lo tanto, el riesgo de que empiecen a desarrollar 

síntomas de debilidad muscular.  
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En el caso del estudio diferencial entre pacientes sintomáticos que han iniciado o no el 

tratamiento, no encontramos diferencias en los niveles séricos de dystromiRs. No 

obstante, se debería analizar un mayor número de pacientes para poder extraer 

conclusiones sobre el efecto de la TRE en el proceso de degeneración y regeneración 

muscular en la EP sintomática.  

Estudios anteriores demostraron que la TRE disminuye la acumulación de glucógeno 

en las fibras musculares de modelos animales en etapas preclínicas además de en 

pacientes. No obstante, estudios recientes demuestran que la debilidad muscular de 

los pacientes con EPIT que están en tratamiento progresa independientemente de éste. 

Además, la reposición de grasa muscular, que está relacionada con el proceso de 

degeneración y regeneración muscular, aumenta con los años.(94,103)  

Nuestros resultados avalan la idea de que el proceso de degeneración muscular 

permanece activo a pesar del inicio del tratamiento en los pacientes con EP. Es por 

todo ello que sea razonable que no hayamos encontrado una reducción de los niveles 

de expresión de dystromiRs en las muestras recogidas de pacientes después del 

tratamiento con respecto a las recogidas previamente a éste.  

En un estudio previo al nuestro, Tarallo et al estudiaron el perfil de miRNAs en la EP y 

observaron niveles sanguíneos elevados en la expresión de miR-133-3p tanto en 

pacientes con EPIT como con EPI.(171) Estos resultados y los encontrados en nuestro 

estudio coinciden, lo cual se hace aún más consistente la idea de que los dystromiRs 

podrían ser biomarcadores potenciales en la EP.  

Con el tiempo se han ido describiendo otros miRNAs implicados en la homeostasis del 

ME, tanto en personas sanas como en pacientes con alguna enfermedad muscular, 

Éstos son los encargados de regular la miogénesis, la atrofia muscular o los cambios 

metabólicos y estructurales relacionados con el ejercicio o el envejecimiento.(152) Entre 

todos ellos se incluyen: miR-23a, miR-29, miR-146a, miR-486 y miR-181, todos ellos 

incluidos entre los 190 miRNAs estudiados en en este trabajo, pero no encontramos 
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diferencias significativas entre los pacientes con EPIT y los controles sanos. Sin 

embargo, a pesar de que nuestra cohorte incluyera a 35 pacientes, es posible que se 

necesite un mayor número de muestras para identificar cambios sutiles en la expresión 

de miRNAs en suero. Es por ello, que la expresión de miRNAs en biopsia muscular 

debería mostrar mayores diferencias las cuales en suero quedarían enmascaradas.  

Una parte de nuestro estudio se centró en analizar la expresión de miRNAs en las 

biopsias de los pacientes con EPIT, de manera que sería de esperar encontrar 

diferencias más destacables entre pacientes y controles sanos que las halladas en el 

suero de los pacientes. No obstante, uno de los grandes problemas que nos 

encontramos fue la disponibilidad de biopsias musculares de manera que la cohorte de 

estas muestras fue notablemente inferior, 4 en los pacientes y 5 en los controles sanos. 

A pesar de ello, confirmamos niveles más elevados de expresión de miR-206 en 

pacientes con EPIT en comparación con los controles. Aunque los niveles de miR-1-3p 

y miR-133a-3p aumentaron en las biopsias musculares de pacientes con EPIT, no 

encontramos diferencias significativas en comparación con los controles, 

principalmente debido a una alta variabilidad en la expresión de miRNAs. Sin embargo, 

con estos resultados hallados en la biopsia del ME de los pacientes con EPIT pudimos 

reafirmar la implicación de estos dystromiRs en la EP.  

En resumen, en este primer estudio hemos identificado un grupo de miRNAs con 

niveles elevados de expresión en muestras de suero de pacientes con EP. El papel de 

estos miRNAs, denominados dystromiRs, en la degeneración y regeneración muscular 

sugiere que existe una vía patológica común entre la EP y las distrofias musculares.  

Este estudio se publicó en 2019 en la revista Annals of Clinical and Translational 

Neurology, tal y como aparece en el Anexo 1.(172)  

El segundo estudio de esta tesis doctoral está centrado en analizar la fisiopatología de 

pacientes con EPIT, concretamente los mecanismos asociados a procesos de atrofia 

muscular. Los resultados sugirieron que BNIP3 presenta un papel importante en la 
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autofagia y la atrofia de las fibras musculares en estos pacientes. Con este estudio lo 

que se pretende es ampliar el conocimiento de las consecuencias moleculares que 

provoca el déficit de GAA en la EP y, por ende, buscar estrategias terapéuticas para los 

pacientes que padecen esta enfermedad.  

Como ya se ha comentado con anterioridad, la EP es causada por mutaciones en el gen 

GAA que conduce a una expresión reducida de la enzima GAA que metaboliza el 

glucógeno a glucosa en el interior de los lisosomas de las células. En consecuencia, hay 

una acumulación progresiva de glucógeno lisosomal que conduce a una disfunción de 

toda la función del lisosoma y que, finalmente, provoca una acumulación de vacuolas 

autofágicas junto con orgánulos defectuosos envejecidos en el sarcoplasma del ME.(173) 

Estudios ya publicados relacionan la presencia de fibras musculares atróficas en 

biopsias de pacientes con EPIT y sugieren que es dependiente de la acumulación de 

vacuolas autofágicas.(174) En este estudio, observamos una clara correlación entre la 

cantidad de vacuolas y el tamaño de las fibras musculares, por lo que podemos 

confirmar la hipótesis anterior. Además, estos hallazgos sugieren que la acumulación 

autofágica desencadena una cascada molecular intracelular que termina induciendo la 

atrofia de las fibras musculares.  

La atrofia en el ME se encuentra mediada fundamentalmente por la actividad de dos 

vías altamente conservadas, la vía ubiquitina/proteasoma y la vía autofágica/lisosomal.  

En la vía ubiquitina/proteasoma, las proteínas diana se conjugan con restos de 

ubiquitina y son estas proteínas marcadas las que se degradan dentro del proteasoma. 

La activación de esta vía se encuentra aumentada en el músculo atrófico debido a la 

activación transcripcional de la ubiquitina y las ligasas de ubiquitina específicas del 

músculo, FBXO32/Atrogin-1 y TRIM63/MuRF-1.(173,175) 

En este estudio observamos un ligero aumento en la transcripción de FBXO32 y TRIM63 

utilizando la RT-PCR y, a su vez, una expresión limitada de las proteínas por la técnica 

de IF. Estos resultados sugieren que estas dos ligasas pueden no ser los principales 
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impulsores de la atrofia muscular en la EPIT. Además, hay que tener en cuenta que 

estas ligasas no siempre se encuentran elevadas en el ME atrófico, por lo que otras 

ligasas, que no se incluyen en este estudio, podrían desempeñar un papel importante 

en dicho proceso. A este hecho, se le suma que los niveles de las proteínas Atrogin-1 y 

MuRF-1 pueden elevarse durante un periodo de tiempo relativamente corto en el inicio 

del proceso de atrofia y, después, volver a niveles basales.(176) Ésta podría ser una de las 

razones por las cuales en nuestros resultados no se ve reflejado un claro aumento en la 

expresión de Atrogin-1 y MuRF-1. 

Por otro lado, la vía autofágica/lisosomal es la encargada de engullir porciones de 

citoplasma y orgánulos celulares en vacuolas que, posteriormente, se fusionan con 

lisosomas donde el contenido es digerido por hidrolasas lisosomales.(175) 

La autofagia es una vía fisiológica bien descrita en el ME ya que se ha demostrado la 

acumulación de vacuolas autofágicas en miopatías metabólicas. En estas enfermedades 

la etiología radica en la deficiencia de proteínas lisosomales, como son la EP y la 

enfermedad de Danon, o en la inhibición farmacológica de la función lisosomal en la 

miopatía por cloroquina.(177,178) 

Los mecanismos que controlan la regulación positiva de la autofagia y los genes 

lisosomales siguen conociéndose día a día. Se ha demostrado que el factor de 

transcripción FoxO3 controla la transcripción de algunos genes relacionados con la 

autofagia, como son LC3 y BNIP3.(179) En nuestro estudio, hemos identificado fibras 

musculares que expresan BNIP3 en el ME de pacientes con EPIT, aunque el porcentaje 

de fibras positivas era notablemente variado entre los pacientes analizados. Sin 

embargo, todas las fibras positivas para BNIP3 estaban vacuoladas y atróficas, lo que 

sugiere un vínculo entre la expresión de esta molécula, la inducción de la autofagia y la 

atrofia progresiva de las fibras musculares.  

BNIP3 es un miembro de la familia de Bcl-2 formados por factores reguladores de la 

muerte celular.(180) Las vías moleculares que regulan la expresión de esta proteína se 
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han estudiado en diferentes tipos celulares y en ellos se conoce que estímulos como el 

daño celular, la hipoxia, el estrés oxidativo e incluso la inanición pueden inducir a la 

expresión del gen BNIP3.(153,181) Por esta razón, en este segundo estudio decidimos 

analizar algunos de estos mecanismos y su relación con la expresión de BNIP3 en las 

fibras musculares atróficas de los pacientes con EPIT.  

Para evaluar el daño celular se decidió estudiar la acumulación intracelular de Ca++ en 

el interior de las fibras musculares, tal y como está descrito en pacientes con DMD.(182) 

En esta enfermedad la reducción o ausencia de distrofina debilita la membrana 

muscular y, por ende, aumenta la probabilidad de que el ME sufra un daño al realizarse 

la función contráctil. En nuestros resultados, a pesar de observar depósitos de Ca++ 

puntiforme en el interior de las fibras musculares de pacientes con EPIT, no 

encontramos una gran acumulación de Ca++ intracelular en las biopsias musculares de 

los pacientes en comparación con las de pacientes con DMD. Todo ello podría ser 

debido a que es dudoso que exista un daño activo de la membrana muscular en la 

EP.(183) 

Otro factor potencial que induce el daño celular es la hipoxia, ya que aumenta los 

niveles intracelulares de especies reactivas de oxígeno (ROS) que conducen a la 

activación de HIF-1α. Éste, a su vez, se une a FoxO3a formando el complejo HIF-1α-

beclin1-FoxO3a-p que se transloca al núcleo y regula al alza la expresión de BNIP3.(153) 

Sin embargo, nuestro estudio no mostró fibras musculares doblemente positivas para 

BNIP3 y HIF-1α, por lo que no pudimos relacionar la expresión de éste con un 

mecanismo de hipoxia.  

Finalmente, otro de los mecanismos de estudio fue la inanición, ya que activa la 

autofagia a través de la inhibición de la vía AKT-mTOR. Con ello, se permite la 

interacción de ULK1 y AMPK, ya que el complejo ULK1 deja de estar inhibido por el 

complejo mTORC1. AMPK fosforila el residuo Ser317 de ULK1 activando la expresión 

de BNIP3.(153,155) En nuestro estudio, obtuvimos como resultado que el 87.37 % de las 

fibras positivas para BNIP3 eran también positivas para ULK1-p (Ser317) sugiriendo que 
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en la EP el proceso de autofagia ya activado, que se sabe que depende de una 

regulación a la baja de la vía AKT-mTOR, es la causa principal de la sobreexpresión de 

BNIP3. 

Hasta el momento, se han descrito los mecanismos estudiados en esta tesis doctoral 

que explicarían las causas que provocan una sobreexpresión de BNIP3 en el ME de los 

pacientes con EPIT. A continuación, se describen las consecuencias que este hecho 

puede acarrear en el ME de estos mismos pacientes.  

La expresión de BNIP3 se ha relacionado con múltiples procesos celulares, incluido el 

daño mitocondrial que conduce a la muerte celular, la autofagia y la atrofia 

celular.(180,184,185) 

Existen evidencias que demuestran que BNIP3 es un contribuyente significativo del 

daño mitocondrial que conduce a la degradación de las mitocondrias a través de un 

tipo específico de autofagia, conocida como mitofagia y apoptosis celular.(186) Una vez 

expresado, BNIP3 se dimeriza y se ubica sobre la membrana mitocondrial abriendo un 

poro de transición de permeabilidad induciendo, a su vez, hinchazón, pérdida del ΔΨm 

y liberación de citocromo-C.(187,188) 

El citocromo-C es uno de los componentes del apoptosoma que se forma en el 

citoplasma cuando hay daño mitocondrial y, finalmente, desencadena la 

apoptosis.(189,190) Sin embargo, en nuestro estudio no se observó aumento de la 

expresión de citocromo-C en el sarcoplasma de las fibras musculares ni evidencia de 

una apoptosis activa en las biopsias de pacientes con EPIT. Estos resultados sugieren 

que la función principal de BNIP3 en la EP no está relacionada con la muerte celular 

programada.  

Por otro lado, la despolarización mitocondrial inducida por BNIP3 generalmente 

conduce al secuestro de las mitocondrias en autofagosomas para el reciclaje de 

orgánulos. Este proceso requiere la interacción de varias moléculas diferentes, incluida 

FUNDC1. En nuestros resultados, encontramos co-expresión de esta proteína solo en 
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unas pocas fibras musculares que expresan BNIP3. Esto sugiere que podría ocurrir un 

proceso activo de mitofagia en algunas de las fibras vacuoladas que expresan 

BNIP3.(191–193) 

Todos estos resultados apuntan hacia un papel principal de BNIP3 en la atrofia de las 

fibras musculares en los pacientes con EPIT. De hecho, BNIP3 es uno de los atrogenes 

inducidos en diferentes tipos de desgaste muscular y se ha demostrado que controla la 

autofagia en otros sistemas celulares. Además, la sobreexpresión de BNIP3 parece ser 

suficiente para inducir la formación de autofagosomas en el ME normal y conducir a la 

atrofia de las fibras musculares.  

Para poder fortalecer todos nuestros resultados realizados en biopsias musculares de 

pacientes con EPIT, decidimos trasladar estos estudios al cultivo celular primario de 

mioblastos de pacientes con EPIT. Nuestros resultados confirmaron que los miotubos, 

obtenidos a partir de mioblastos, también mostraban un proceso atrófico en curso, 

siendo de un tamaño inferior a los obtenidos de controles sanos. También, observamos 

un aumento de la expresión de BNIP3 en los miotubos de pacientes con EPIT, además 

de un proceso autofágico activo evidenciado por la sobreexpresión de p62 y la relación 

LC3II/I. Probablemente, ello podría ser la causa de la reducción del tamaño de los 

miotubos.  

Para confirmar que la expresión de BNIP3 en los miotubos induce atrofia, decidimos 

transfectar, con un plásmido BNIP3, mioblastos sanos inmortalizados. Éstos se 

diferenciaron en miotubos más pequeños en comparación con los miotubos no 

transfectados o transfectados con un plásmido control. 

Curiosamente, en un estudio de proteómica publicado en estos últimos años, se 

encontró que la expresión de BNIP3 aumentaba en el ME de los pacientes con EPIT 

antes y, en menor medida, después de iniciar el tratamiento con TRE.(194) Los autores 

atribuyeron el aumento de BNIP3 en las biopsias musculares al estrés energético que 

conduce a la activación del eje de señalización p38β-FoxO-BNIP3. Sin embargo, este 
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mismo estudio también mostró que las biopsias musculares de pacientes con EP 

presentan una mayor expresión de AMPK-p, como también observamos en los 

experimentos realizados en este estudio. Todo ello sugiere que ambas vías podrían 

contribuir a la regulación positiva de BNIP3.  

Adicionalmente, se ha descrito una regulación positiva del mRNA de BNIP3 en otras 

distrofias musculares de cinturas (LGMD), lo que sugiere que BNIP3 también podría 

estar involucrado en la fisiopatología de estas enfermedades, mientras que se ha 

demostrado que está reducido en DMD y LGMD-R9.(195–198) 

Cabe destacar que el estudio de la fisiopatología de la EPIT en muestras humanas es 

complicado, debido a la heterogeneidad de la gravedad de los hallazgos patológicos 

entre diferentes pacientes. En ellos, los cambios histológicos pueden afectar sólo a una 

pequeña proporción de las fibras musculares, lo que limita el uso de técnicas como WB 

o RT-PCR porque estas tecnologías a menudo pasan por alto los cambios que ocurren 

solo en unas pocas fibras. Además, el diagnóstico de la EP ha cambiado por completo 

en los últimos años. En la actualidad, la mayoría de los pacientes son detectados 

mediante la cuantificación de la expresión enzimática en prueba de gota seca que 

conducen a la confirmación directa mediante estudio genético. Con ello, se reduce 

considerablemente el número de biopsias musculares disponibles para estudios de 

investigación.  

Concretamente, para este estudio, hemos utilizado 12 biopsias musculares de 

pacientes con EPIT en las que observamos que el número medio de fibras con 

vacuolización estaba en torno al 10% y muchas de ellas tenían menos del 5% de fibras 

con vacuolas prominentes. Para desentrañar los mecanismos que conducen a la atrofia 

de la fibra muscular en esta situación, decidimos utilizar la tinción convencional y la IF 

para estudiar los cambios moleculares activos en fibras musculares individuales.  

En resumen, en este segundo estudio hemos aportado pruebas convincentes que 

respaldan el papel de BNIP3 en el proceso de atrofia de las fibras musculares en 
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pacientes con EPIT. Nuestros datos sugieren que la inhibición de la vía AKT-mTOR 

activa la expresión de BNIP3, lo que perpetúa la autofagia y probablemente induce la 

atrofia de las fibras musculares. Estos hallazgos respaldan que una modulación 

terapéutica de la actividad de BNIP3 podría ser una nueva estrategia terapéutica 

complementaria y altamente potencial para probar en la EP. En este sentido, 

recientemente se ha demostrado que el misoprostol, un análogo de la prostaglandina 

E1, regula la función de BNIP3 en células expuestas a hipoxia reduciendo la apoptosis 

celular.(199) Además, nuestros resultados avalan experimentos que podrían realizarse 

adicionalmente para probar si el misoprostol u otros tratamientos similares también 

podrían ser efectivos para modular la actividad de BNIP3 en las fibras musculares y, por 

ende, reducir la autofagia y la atrofia en modelos celulares o animales de la EP. 

Este segundo estudio ha sido aceptado en la revista The American Journal of Pathology, 

tal y como aparece en el Anexo 2.(200)  
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De los estudios realizados en la presente tesis doctoral se extraen las siguientes 

conclusiones: 

 Los pacientes con EP presentan niveles elevados en sangre de un grupo de 

miRNAs, denominados dystromiRs, en comparación con los controles sanos.  

 La concentración sanguínea de dichos dystromiRs podría ser un buen 

biomarcador pronóstico de la enfermedad debido a que correlaciona con las 

pruebas funcionales musculares y la fracción de grasa identificada mediante 

RM cuantitativa realizadas a los pacientes con EP.  

 El tamaño de las fibras musculares de pacientes con EP es menor en aquellas 

que presentan vacuolas en su interior, por lo que se evidencian procesos de 

atrofia muscular en esta enfermedad. Además, la expresión de BNIP3 en las 

biopsias musculares de pacientes con EP demuestra la implicación de esta 

proteína en el proceso atrófico.  

 Los estudios realizados en los cultivos primarios de pacientes con EP confirman 

la relación de BNIP3 con los procesos de atrofia muscular de la enfermedad. 
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El primer estudio descrito en esta tesis doctoral pone de manifiesto la utilidad de los 

niveles de expresión de dystromiRs en el pronóstico de la enfermedad de Pompe. Una 

línea futura interesante para seguir sería la realización de un estudio más profundo con 

un número de muestras más elevado en pacientes con EPIT asintomáticos. Con ello, se 

podría evaluar la expresión de dystromiRs en una cohorte mayor para verificar las 

diferencias entre esta cohorte de pacientes y los controles sanos. Esto permitiría 

monitorizar los niveles de dystromiRs en pacientes asintomáticos, de manera que 

cuando se elevasen significativamente en un paciente podrían convertirse en 

indicadores de inicio de tratamiento. Poder controlar estos niveles a lo largo de los 

años nos podría permitir identificar el inicio de la degeneración muscular y, por lo 

tanto, el riesgo de que empiecen a desarrollar síntomas de debilidad muscular. Con 

ello, la TRE podría iniciarse mucho antes de que aparezcan síntomas irreversibles para 

los pacientes.  

Para aumentar la cohorte de asintomáticos, sería interesante poder iniciar estudios en 

colaboración con diversos hospitales nacionales e internacionales para disponer de un 

mayor número de muestras.  

Por otro labo, el segundo estudio de esta tesis doctoral respalda la presencia de 

mecanismos de atrofia muscular en la EP, además de describir la implicación de BNIP3 

en este proceso. Es por ello, que de cara a investigaciones futuras sería interesante 

poder realizar una modulación terapéutica de la actividad de BNIP3 en la enfermedad 

como estrategia terapéutica complementaria a las ya existentes.  

Como se ha debatido en el apartado de la discusión, recientemente se ha demostrado 

que el misoprostol, un análogo de la prostaglandina E1, regula la función de BNIP3 en 

células expuestas a hipoxia reduciendo la apoptosis celular. Sería interesante probar si 

el misoprostol, u otros tratamientos similares, también podrían ser efectivos para 

modular la actividad de BNIP3 en las fibras musculares y, por ende, reducir la autofagia 

y la atrofia en modelos celulares y/o animales de la EP. 
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Otra línea futura de investigación interesante sería la de combinar ambos estudios 

para determinar si existe correlación entre los niveles de BNIP3 y los de dystromiRs. En 

caso de encontrar una correlación positiva, se reforzaría la hipótesis de que los niveles 

de dystromiRs son un indicador del grado de afectación muscular en esta enfermedad.  
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