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1. Resumen.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad recesiva
ligada al cromosoma X. Los sintomas aparecen desde la infancia temprana,
presentando debilidad muscular, dificultad para correr y subir escaleras. La forma
menos severa de la enfermedad es la distrofia muscular de Becker (DMB). Las
DMD/DMB son causadas por mutaciones en el gen DMD que codifica para la
distrofina, una proteina citoesquelética sarcolemal. La distrofina se encuentra
asociada a otras proteinas en el musculo esquelético, formando en conjunto el
complejo de glicoproteinas asociadas a la distrofina (DGC), el cual proporciona
una conexion fisica entre la matriz extracelular y el citoesqueleto, permitiendo que
la membrana plasmatica tenga la capacidad de resistir el proceso mecanico
durante la contraccion muscular. Cuando se presentan mutaciones en el gen
DMD, se ocasiona la pérdida completa de la distrofina o de sus dominios
funcionales. La alteracion de la distrofina genera un DGC inestable resultando una
membrana mas débil que puede ser danada durante la contraccion muscular. Se
ha observado en ratas con diabetes tipo 2 una expresion de distrofina disminuida
y de algunos componentes del DGC, lo que genera debilitamiento del sarcolema
lo cual podria alterar la senalizacion de diferentes moléculas como la insulina. Por
otro lado, se ha observado que los pacientes DMD desarrollan sobrepeso u
obesidad desde los 7 afios. Aunado a la alteracion del sarcolema de las fibras
musculares, la presencia de sobrepeso u obesidad en los pacientes con
DMD/DMB es otro factor de riesgo para el desarrollo de resistencia a la insulina.
Sin embargo, no existen a nuestro conocimiento estudios que demuestren en
pacientes con diagndstico molecular de la DMD/DMB el grado de adiposidad y la
presencia de resistencia a la insulina. Objetivo. Determinar si los pacientes con
DMD/DMB con diagnostico molecular de la distrofia presentan resistencia a la

insulina y un mayor grado de adiposidad.



2. Introduccion.

2.1.Caracteristicas clinicas y hereditarias de la distrofia muscular de Duchenne
(DMD) y Becker (DMB).

Las distrofias musculares son enfermedades hereditarias de lenta o rapida
progresion, que afectan principalmente al musculo estriado, estan caracterizadas
por una severa debilidad muscular distribuida de forma variable y que tienen en
comun un patrén distrofico de necrosis-regeneracion particular. Dentro de estas
distrofias se conocen la distrofia muscular de Duchenne, la distrofia muscular de
Becker, la distrofia de Emery-Dreifuss, las distrofias de cinturas, la distrofia

facioescapulohumeral, la distrofia distal y la distrofia oculofaringea (fig. 1.) (13, 14).

iy
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Fig. 1. Musculos afectados en los diferentes tipos de distrofia. A. tipo Duchenne y Becker;
B. Emery-Dreifuss; C. de cintura; D. facioescapulohumeral; E. distal; F. oculofaringea.

Areas obscuras = musculos afectados (13).



La forma mas comun de este grupo de enfermedades es la distrofia muscular
de Duchenne (DMD) que fue originalmente descrita por Edward Meryon. La DMD
tiene una frecuencia elevada de alrededor de 1:3500 varones nacidos vivos en
todo el mundo (14). La aparicién clinica de la DMD comienza desde la infancia
temprana, presentandose con retraso motor entre los 2 y 4 afos de edad,
dificultad para correr, posteriormente para subir escaleras y finalmente con

movilidad limitada a silla de ruedas entre los 9 y 12 afios (14).

Los signos clinicos caracteristicos de esta distrofia indican el dafo en
diferentes musculos que conllevan a debilidad de cintura, hipertrofia o
seudohipertrofia gemelar, y debilidad de los flexores del cuello (fig. 1A). Ademas,
estos pacientes también presentan coeficiente intelectual en el limite mostrandose
en algunos casos retraso mental. Otra caracteristica clinica es la presencia del
signo de Gowers, en donde los pacientes se incorporan trepando sobre si mismos.
Los individuos que padecen DMD mueren generalmente debido a fallo respiratorio
o cardiaco y su expectativa de vida no sobrepasa la mitad de la tercera década de
vida (13).

Las caracteristicas clinicas de la distrofia muscular de Becker (DMB) son
similares a las de la DMD. Sin embargo, el inicio de los signos clinicos es
alrededor de los 12 afios, aunque algunos pacientes presentan los sintomas a
edades mayores. Su frecuencia es de 1:18450 varones nacidos vivos en el
mundo. La pérdida de la ambulacion se produce después de los 16 afos y la

expectativa de vida por lo general es en la cuarta o quinta década de vida (13).

La DMD/DMB son enfermedades recesivas ligadas al cromosoma X, y sus
caracteristicas de herencia pueden resumirse de la siguiente manera: a) en
general, sélo estan afectados los varones, b) la transmision se realiza a través de
heterocigotas, si el producto es varén tendra 50% de posibilidades de estar
afectado o ser sano; si es mujer la posibilidad de ser portadora o sana sera del
50%, c) todos los hijos de un varén afectado seran sanos y todas sus hijas seran
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portadoras. Ademas, es importante mencionar que aunque el paciente con DMD
no es estéril, no se reproduce por la historia natural propia de la distrofia (fig. 2.),
(20).

Padre no Madre
afectado portadaora
I i | !l
X ¥ X

B o afectado

] Afectado
El Portadora

“-..H‘--‘-
ii’ ﬁhi @li
Hijo Hija Hija Hijo

no afectado  no afectada portadora afectado

Fig. 2. Herencia recesiva ligada al cromosoma X de la DMD/DMB.
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2.2.Fisiologia del musculo esquelético.

La organizacién del musculo esquelético esta formada por numerosas fibras
que son estructuras largas y cilindricas, cuyo diametro varia entre 10 y 80 ym y se
extienden a lo largo de la longitud del musculo. Existen varios tipos de fibras, de
las cuales se distinguen 3 tipos fundamentalmente: fibras I, lIA y 1IB. Las fibras tipo
| que generalmente son de coloraciéon palida o blanca, son ricas en enzimas
oxidativas, necesitan del oxigeno para su metabolismo, son de contraccion lenta,
no se fatigan, y estan rodeadas de abundantes capilares. Las fibras tipo |IB de
coloracion roja son anaerobicas, glicoliticas, de contraccion rapida y fuerte, se
fatigan rapidamente y tienen menos capilares adyacentes; y las fibras tipo IIA
principalmente son de contraccién rapida, medianamente fatigables, poseen tanto

capacidad glicolitica como oxidativa (37).

La fibra muscular esta formada por diferentes organelos tal y como se
muestra en la figura 3, entre ellos se encuentra la membrana celular llamada
sarcolema, la cual es una barrera fisica contra el ambiente externo y también
regula sefales entre el exterior y la célula muscular (21). Ademas, la fibra
muscular también contiene un citoplasma denominado sarcoplasma en el cual
esta embebido el aparato de Golgi, las miofibrillas, el reticulo sarcoplasmatico y
las mitocondrias. Las mitocondrias proporcionan a las miofibrillas grandes
cantidades de energia en forma de ATP. Ademas, las fibras estan conectadas
entre si mediante los tubulos transversales T, los cuales atraviesan el sarcolema,
permitiendo la penetracién a la célula de los potenciales de accion y la activacion
del reticulo sarcoplasmatico. El reticulo sarcoplasmatico forma una red alrededor
de las miofibrillas, almacenando y proporcionando Ca®* que se requiere para la

contraccion muscular (10).

Lo que mas caracteriza a las fibras musculares es la abundancia de
miofilamentos organizados en forma de miofibrillas, cada miofibrilla tiene de 1 a 2
pm de diametro que se extienden desde un extremo de la fibra hasta el otro. Las
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miofibrillas estan compuestas por unidades contractiles llamadas sarcémeros, que
unidos en sus extremos (cabeza-cola) recorren la longitud completa de la fibra
muscular (fig. 3.). El tamafo de cada sarcomero es de 2.5 uym de largo. Los
sarcomeros estan formados por aproximadamente 1500 filamentos gruesos de
miosina y 3000 filamentos delgados de actina adyacentes entre si, las cuales son

moléculas proteicas polimerizadas responsables de la contraccion muscular (6).

Filamentos delgados

Reticulo
sarcoplasmatico ——

Micfibrillas

Tubulos T

~ Sarcolema

Sarcolema Sarcoplasma

Mitocondria

= Disco Z

Banda |

Un sarcomero

Fig. 3. Estructura de la fibra del musculo esquelético (10).
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Estos filamentos se pueden observar por microfotografia electrénica sobre
secciones longitudinales, donde las bandas claras contienen solo filamentos de
actina y se les denomina bandas |, estas corresponden con los 2 extremos de los
sarcomeros adyacentes, mientras que a las bandas oscuras que contienen
filamentos de miosina se les denomina bandas A que corresponden con la zona
central de cada sarcomero. En el centro de la banda | se encuentra el disco Z, que
es la union de los sarcomeros contiguos. La banda A posee en su centro la zona H
y la linea M o disco medio. La linea M y el disco Z definen el limite lateral de cada
unidad sarcomérica. Los extremos de los filamentos de actina estan unidos al
disco Z, los cuales se extienden en ambas direcciones para interdigitarse con los
filamentos de miosina. En general, la contraccion del sarcomero ocurre cuando las
bandas Z se juntan, la fuerza de contraccion se genera por un proceso que

produce el deslizamiento de un tipo de filamento sobre el otro (10).

La miofibrilla esta formada por alrededor de 70 proteinas con diferentes
funciones (10, 39), algunas de ellas mostradas en la figura 4, en donde se observa
por simplicidad solo una miofibrilla y un tubulo T que es indicado dentro del
sarcoplasma. En el sarcolema existe un complejo proteico que participa en
diferentes funciones como transduccion de sefales y resistencia mecanica a la
fibra durante el proceso de contraccion muscular. Este complejo esta formado
principalmente por glicoproteinas asociadas a otras proteinas como la distrofina.
La distrofina une el complejo de glicoproteinas con el sarcolema y con el
sarcoplasma. Dentro del sarcoplasma se muestran algunos componentes de la
miofibrilla como el reticulo sarcoplasmatico, el aparato de Golgi y los nucleos con

sus respectivas proteinas.
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Fig. 4. Corte transversal de una miofibrilla que muestra la localizacion aproximada de
algunos de sus componentes proteicos (10).
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2.3.El gen DMD.

El gen de la distrofina se localiza en el cromosoma X en la region Xp21 (26) y
esta formado por 2.5 Mb en los cuales se encuentran 79 exones que codifican un
MRNA de 14 kb. (25). Debido al tamafio de este gen, representa casi el 0.1% del
genoma humano (25) y es el mas grande que se conoce (26). Esta caracteristica
hace que el gen DMD presente una alta tasa de mutacion, en donde
aproximadamente la tercera parte de los casos resultan de mutaciones

espontaneas (fig. 5), (2).

Xp21
q
A Locus DMD
Dominios funcionales:
| Aminoterminal Vara Ricoencisteina ~ Carboxiterminal
Il I |1 |
[ Al I [l 1
Exones: 10 20 30 0 45 5 60 no7

E

' B 3
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Dominio N-terminal Daominio rico en cisteina

Dominio C-terminal

‘ Repstici del £ , ‘ Unidn a a-distrobrevina
Unién a F-actina epeticiones del tipo espectrina

5 Dominio vara Unidn a p-distroglicano

‘ Bisagra Bisagra

Fig. 5. A, Locus del gen DMD en el brazo corto del cromosoma X en la region Xp21. B,
Gen DMD que codifica a la distrofina. C, RNA mensajero del gen DMD. D, la proteina
distrofina en donde se muestran sus dominios y los sitios de unién con otras

glicoproteinas.

2.3.1. Mutaciones en el gen DMD.

Aproximadamente en el 50-60% de los casos con DMD y el 85% con DMB,
las principales mutaciones son eliminaciones parciales (38) de uno o mas de los
exones agrupados en dos regiones mas frecuentemente afectadas llamadas hot

spots o puntos calientes. El Hot spot mayor se ubica en la parte central del gen
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abarcando los exones 43 al 60, y el Hot spot menor se ubica en la parte terminal 5’
abarcando los exones 3 al 19 (fig. 6.), (8, 9, 18, 25, 38). Sin embargo, es
importante considerar que no solo se presentan eliminaciones en el gen DMD, ya
que existen reportes de otro tipo de alteraciones como duplicaciones (6%),
mutaciones puntuales o inserciones (38). Estas mutaciones se han identificado en
diversas poblaciones incluyendo la nuestra, en donde se analizaron 59 pacientes
usando un analisis por PCR en los 2 Hot spots, se encontré que 31 pacientes
(53%) tenian eliminaciones en uno o varios de los exones. La mayor parte de
estas alteraciones (87%) se identificaron en el Hot spot mayor, dandose el
porcentaje mas alto reportado hasta ahora comparado con otras poblaciones de
Europa, Norte América y Asia. Ademas, los puntos de ruptura de las eliminaciones

fueron localizados principalmente en los intrones 44 (30%), 45 (30%) y 50 (37%)
(8).

19 exones

YT 44 g4 303508

Hot spot menor Hot spot mayor

Fig. 6. El gen de la distrofina (18).
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Las mutaciones en el gen DMD que generan la interrupcién de la traduccion
de la distrofina dan lugar a la DMD, mientras que las mutaciones que conservan el
marco de lectura producen cantidades reducidas de distrofina o una forma de

distrofina semifuncional, resultando en el fenotipo DMB (32).

2.4.La proteina distrofina.

El gen DMD codifica para la proteina distrofina, y en el musculo se expresa la
isoforma de 427 kDa formada por 3685 aminoacidos. Sin embargo, existen otras
isoformas que se expresan en la corteza del cerebro, en el cerebelo, retina, el

cerebro y rindn del feto, en células de Schwann y en células de la glia (14).

La distrofina contiene 4 dominios o segmentos principales: Un dominio amino
terminal, un dominio central vara comprendido de extremos enrollados en triple
hélice que comparten una alta homologia con espectrinas y a-actinas, por lo tanto
la distrofina pertenece a la superfamilia de las espectrinas. Un dominio rico en
cisteina que se une a la proteina B-distroglicano y un dominio carboxilo terminal
unido a la proteina a-distrobrevina (fig.7.), (10). La distrofina mas pequefia se
expresa en el cerebro y consta de 117 kb, y no tiene el dominio amino terminal,

pero si posee un dominio carboxilo terminal (14).

Los dominios amino terminal y vara unen el sarcolema con el sarcoplasma
proporcionando asi una conexion lateral extendida entre distrofina y flamentos de
F-actina en el sarcoplasma (12). Debido a las repeticiones triple helicoidales
localizadas en su dominio vara, la distrofina es una proteina elastica y flexible lo
que permite proteger a la célula muscular del estrés causado por la fuerza creada
durante la contraccion y extension del musculo, asi como también juega un papel

estructural (10).

Los dominios carboxilo terminal y rico en cisteina de la distrofina estan unidos

al complejo de glicoproteinas asociadas a la distrofina (DGC) que consisten en
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proteinas citoplasmaticas transmembranales y proteinas extracelulares que
proporcionan un enlace mecanico fuerte y median interacciones entre el
sarcoplasma y la matriz extracelular. La deficiencia de la distrofina resulta en una
pérdida secundaria de algunos componentes del complejo proteico DGC y como

consecuencia en una distrofia muscular (12).

2.5.Complejo de glicoproteinas asociadas a distrofina (DGC).

En el musculo esquelético, la distrofina se encuentra asociada a un conjunto
de glicoproteinas, formandose asi el DGC. Este complejo consiste de tres
subcomplejos, dependiendo de su asociacién con otras proteinas o con su
localizacion en la célula: ya sean extracelulares, transmembranales o

sarcoplasmaticas (fig. 7.) (10, 12).

1. Subcomplejo distroglicano
Este subcomplejo esta formado por las subunidades a y B —distroglicano, la
subunidad a se encuentra conectada a la superficie extracelular por la subunidad
B-distroglicano transmembranal, a su vez esta subunidad esta unida a o-
distrobrevina. B-distroglicano ancla al complejo sarcoglicano en el DGC. La
integridad del complejo distroglicano es vital para el funcionamiento de las fibras
musculares. Esto se ha observado ya que la pérdida de este complejo en
embriones de ratdn resulta letal debido a la interrupcion de la formacion de su

membrana embridnica (10, 12).

2. El subcomplejo sarcoglicano-sarcospan.
Este subcomplejo esta formado por sarcospan y por las subunidades a, 3, y y ©-
sarcoglicano, aunque ninguno de estos sarcoglicanos se une directamente a la
distrofina, la ausencia de ésta usualmente desestabiliza al complejo sarcoglicano.
Mutaciones en los genes que codifican para el a, B, y y &-sarcoglicano causan
distrofia de cintura, también cuando hay un gen sarcoglicano mutado hay una
reduccion o pérdida completa de otro sarcoglicano. La funcion de este complejo
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parece ser mecanica y de sefalizacion. En la superficie celular, cada miembro del
complejo sarcoglicano forma una unidad funcional por la asociacion fisica con

sarcospan, que tienen 4 dominios transmembranales (45).

3. Proteinas sarcoplasmaticas asociadas a distrofina: a1, B1-sintrofina, a-
distrobrevina.

Las sintrofinas pueden funcionar como adaptadores para reclutar proteinas de
senalizacion en el sarcolema y en el DGC, existiendo interacciones con los
canales de sodio y la sintasa del acido nitrico neural (nNOS). Se ha observado
que ratones deficientes de a1-sintrofina no muestran ningun fenotipo, sin embargo
NNOS esta ausente en el sarcolema, lo que cual indica la funciéon adaptadora de la
sintrofina (12). Otra proteina asociada a la distrofina es la a-distrobrevina, a su vez
también se encuentra vinculada a las sintrofinas. Se ha observado que ratones
nulos para la a-distrobrevina presentan un fenotipo ligado a la DMD. Sin embargo,
debido a que conservan la estructura del DGC se mantiene la integridad del
sarcolema, pero presentan una reduccion de nNOS en el sarcolema causando una
inestabilidad bioquimica entre la interaccion de la distrofina y el complejo

distroglicano (5).

Existen otras proteinas que no son consideradas dentro del complejo DGC.
Sin embargo, interaccionan con éste, entre ellas se encuentran la laminina, que
esta formada por cadenas unidas al a-distroglicano y forma parte de la matriz
extracelular con el colageno IV. Se ha observado que mutaciones en el gen de la
laminina causan una severa distrofia congénita, a pesar de esto no parece causar
dafo al sarcolema (15). Otra proteina es la caveolina-3 que es transmembranal y
se encuentra unida al B-distroglicano. Se ha reportado que las mutaciones en el
gen de la caveolina-3 estan relacionadas a la distrofia muscular de cintura

autosdmica dominante (10, 12).

El complejo DGC tiene un papel importante en el musculo esquelético, ya que

proporciona una conexion fisica entre el sarcoplasma y la matriz extracelular
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permitiendo la estabilizacion y la resistencia del sarcolema durante los ciclos
repetidos de la contraccion y relajacion muscular (27). Sin embargo, también se ha
sugerido que el DGC esta involucrado en la senalizacion celular a través de
interaccionar con: a) la sintasa del acido nitrico neural (nNOS), que interactua via
sintrofinas con el DGC, y sintetiza el oxido nitrico (NO) que tiene efectos
dilatadores induciendo a una relajacion muscular, y es importante para el
incremento del flujo sanguineo local para igualar el incremento de la carga
metabdlica de los musculos contraidos durante el ejercicio (4); b) Grb2, la cual es
una proteina adaptadora involucrada en la transduccion de sefales, esta
interactua con la subunidad B-distroglicano y juega un papel importante como
mediadora en la transduccién en la matriz extracelular, en la organizacién del
sarcoplasma y es esencial para la viabilidad celular (43) y c) el regulador de la
proteina cinasa dependiente de Ca®" - calmodulina, el cual se ha encontrado unido
al dominio C-terminal de la distrofina, a través de fosforilaciones regula a la

distrofina por tanto controla la unién de la distrofina con el DGC (1).
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Fig. 7. Complejo de las glicoproteinas asociadas a la distrofina (10).

2.6.Insulina

La insulina es una hormona peptidica secretada por las células 3 de los
islotes de Langerhans en el pancreas. Cuando hay un estimulo de glucosa, la
secrecion de la insulina es caracteristicamente bifasica, en donde la primera fase
representa la liberacion de insulina ya sintetizada que se encuentra almacenada
en las vesiculas secretoras. En la segunda fase se secreta la insulina recién

sintetizada junto con la almacenada (40).

El incremento en la concentracién de glucosa induce la primera fase de la
secrecion de insulina. La concentracion de glucosa es censada por las células 3

pancreaticas y entra a la célula por accién del transportador de glucosa GLUT-2.
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Dentro de la célula, la enzima glucocinasa fosforila a la glucosa para formar
glucosa-6-fosfato utilizando ATP. El cierre de los canales de K™ dependientes de
ATP resulta en una desporalizacién de la membrana y en la activacién de los
canales de Ca?", incrementandose las concentraciones de Ca?®* intracelular,
provocandose asi las pulsaciones en la secrecion de insulina la cual ejerce sus

funciones en los tejidos blanco (40).

Los tejidos que dependen de la insulina para la captaciéon de glucosa son el
musculo, el tejido adiposo y el higado. Es importante resaltar que en el musculo
esquelético mas del 80% de la captacion de glucosa es estimulada por la insulina
(3). Las células del musculo esquelético poseen en su membrana el receptor de la
insulina que consiste en un heterodimero que posee dos subunidades a y dos
subunidades B glicoprotéicas unidas por puentes de disulfuro. La unién de la
insulina se da en la unidad a-extracelular, resultando en un cambio conformacional
permitiendo que las subunidades B se autofosforilen confiriendo actividad de
tirosina cinasa. Esto permite la fosforilacion de sustratos proteicos intracelulares
conocidos como sustratos de receptores de la insulina (IRS). Los IRS pueden
estar unidos a otras moléculas de sefalizacidn que median las acciones celulares
de la insulina, tales como Grb2, dominios 2 con homologia Src, y también incluye
enzimas como la fosfatidil-inositol-3-cinasa (PIP-3-cinasa). Esta enzima promueve
la activacion y translocacion de la proteina transportadora de glucosa GLUT-4
(principal isoforma en el musculo) que a concentraciones basales de glucosa se
encuentra en las vesiculas de la membrana. Este proceso que representa el
transporte de la glucosa es limitante para el metabolismo de este carbohidrato en

el musculo esquelético (11, 33, 40).

2.6.1. Resistencia a la Insulina (RI).

La Resistencia a la Insulina (RI) se define como un descenso en la respuesta
de los tejidos periféricos a la accion de la insulina (42). Se ha propuesto que la RI

se manifiesta a nivel celular, en donde existen alteraciones rio abajo de los
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receptores involucrados en la sefalizacion de la insulina. Los posibles
mecanismos incluyen una baja regulacion en estos receptores, mutaciones o
polimorfismos genéticos en los genes que codifican para las proteinas que
participan en la fosforilacidon del receptor de insulina, del sustrato del receptor de la
insulina (IRS) o de PIP-3-cinasa, incluso se ha propuesto que pueden existir
anormalidades en la funcion del transportador GLUT-4 (35, 40).

Ademas, es importante considerar que algunos de los factores que también
pueden conducir al desarrollo de RI incluyen: a) La dieta, ya que el consumo
excesivo de energia o de grasas saturadas promueve el estimulo de secrecion de
insulina, la sintesis de ftriglicéridos y la acumulacién de grasa lo cual altera la
funcién de los receptores de insulina y la sefializacion post-receptor. b) La leptina,
ya que participa en la regulacion de la ingesta de alimentos, el peso corporal y el
gasto energético. La disminucion en las concentraciones plasmaticas de la leptina
genera un incremento del IMC el cual esta asociado al desarrollo de RI. c) La
inactividad fisica, ya que se ha observado que el ejercicio incrementa la
translocacion del transportador GLUT-4 a la membrana del sarcolema, permitiendo
asi el transporte de la glucosa al interior de la célula. La alteracién en la
translocaciéon (reducida) de GLUT-4 se ha observado en adipocitos de individuos
con Rl y con diabetes tipo 2. Esto es causado por dafo en la sefalizacion
intracelular debido a una reduccion en la expresion de la proteina IRS-1, alterando
asi la funcién de la PIP-3-cinasa estimulada por insulina. d) La obesidad, donde se
encuentra aumentado el tejido adiposo visceral que es metabdlicamente muy
activo y por lo tanto, presenta un incremento en el fluido de los acidos grasos
libres promoviendo la Rl a nivel celular. e) La sintesis de adipocinas en el tejido
adiposo se encuentran aumentadas presentandose asi una respuesta inflamatoria
cronica caracterizada por la produccion anormal de citocinas, generando una
activacion de las vias de sefalizacion relacionadas con la respuesta inflamatoria.
En tejidos donde se ha demostrado un incremento de las adipocinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) se ha observado

que causa la disminucioén gradual en la autofosforilacién del receptor de insulina,
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dando como consecuencia la alteracion en la fosforilacion del IRS-1, asi como en

la expresion del transportador de glucosa GLUT-4 (35, 40).

2.6.2. Obesidad

La OMS defini6 a la obesidad como el exceso de grasa corporal que
ocasiona dafios a la salud (28) que se caracteriza por un almacenamiento
excesivo de grasa corporal o tejido adiposo en el organismo. El desarrollo de la
obesidad se debe a defectos de algunos genes, el medio ambiente, el estilo de
vida y a las interacciones de estos factores, dando como resultado un desbalance
cronico entre el gasto y el consumo de energia donde la cantidad de energia
ingerida excede el gasto de ésta, incluyendo la actividad fisica y la tasa metabdlica
en reposo. Como la obesidad se encuentra asociada al desarrollo de RI, se dice
que la hiperinsulinemia acompafa a la obesidad como un marcador de la R,

debido a la disminucion de la captacién de glucosa (37, 40).

En México, en la Encuesta Nacional de Nutriciéon de 1999, la prevalencia de
sobrepeso y obesidad juntos fue de 5.5% en nifios menores de cinco afios, de
18.6% para los escolares, y de 21.6% para los adolescentes. Las mismas
prevalencias en la Encuesta de Salud y Nutricién del 2006, corresponden a 5.3, 26
y 29.6% respectivamente, mostrando una estabilizacién para nifios preescolares,
pero un incremento de casi nueve puntos porcentuales en los escolares y casi

cinco en los adolescentes (28).

Por otro lado, en adultos, la Encuesta Nacional de Nutricion del 2006
demostré que la prevalencia de sobrepeso fue mas alta en hombres (42.5%) que
en mujeres (37.4%); en cambio, la prevalencia de obesidad fue mayor en mujeres
(34.5%) que en hombres (24.2%). Al sumar las prevalencias de sobrepeso y de
obesidad, 71.9% de las mujeres mayores de 20 anos de edad y 66.7% de los

hombres tienen prevalencias combinadas de sobrepeso u obesidad.
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3. Antecedentes.

3.1 Efectos de la alteracion del complejo DGC.

Las mutaciones en el gen DMD llevan a la pérdida completa de la distrofina o
a la pérdida de sus dominios funcionales, generando un DGC inestable resultando
en una membrana mecanicamente mas débil que es facilmente dafiada durante la
contraccion muscular (36). Esto se debe a que la distrofina se encuentra unida a
proteinas extracelulares que proporcionan un enlace mecanico fuerte y controlan
interacciones entre el sarcoplasma y la matriz extracelular. (12). La alteracién en el
sarcolema podria modificar algunos mecanismos de sefalizacion celular, tal y

como se ha propuesto en algunos estudios.

3.1.1. Alteracioén de la distrofina

En un estudio realizado por Muvley, et al, (2005), en ratas Goto-Kakizaki con
diabetes tipo 2, muestran que la expresién de la distrofina y de los distroglicanos a
y B se encuentra disminuida en las fibras musculares de estas ratas, sugiriendo
que podria existir una desestabilizacién del complejo DGC. Ademas, observaron
que la disminucién en la expresion a nivel proteina de estos distroglicanos genera
un debilitamiento del sarcolema y una acumulacién anormal de las vesiculas del
GLUT-4 en el sarcolema. En base a estos resultados proponen que la alteracion
del complejo DGC podria alterar la sefializacién de la insulina, lo que nos lleva a
suponer que las alteraciones en el DGC, podrian generar Rl en el musculo

esquelético de los pacientes con DMD/DMB.

Sin embargo, esto es solo una propuesta ya que no existe a nuestro
conocimiento, estudios que demuestre claramente si los pacientes con DMD/ DMB
presentan RI. El unico estudio en relacion a esto fue realizado por Freidenberg G.,
y Olefsky J., en 1985. En este trabajo se hizo una prueba de tolerancia a la
glucosa a 17 pacientes con DMD, y los resultados indican que las concentraciones
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de insulina y glucosa en suero, expresadas como el incremento del area bajo sus
respectivas curvas se incrementa en pacientes con DMD confinados a silla de
ruedas en comparacion con pacientes ambulatorios y sujetos sanos (16). También
es importante mencionar, que en otro tipo de distrofias musculares como la

distrofia miotonica se ha observado la presencia de hiperinsulinemia y Rl (34).

Estos estudios apoyan nuestra propuesta de que los pacientes con
DMD/DMB podrian presentar RI.

3.1.2. Dario en la permeabilidad de la membrana plasmatica.

La alteracion del complejo DGC, provoca un desequilibrio en la permeabilidad
de la membrana plasmatica, causando cambios en el fluido intracelular,
provocando que las miofibras cursen por ciclos de deterioro y regeneracion hasta
que la capacidad de regeneracion es agotada, por lo tanto las fibras musculares
presentan una regeneracion irreversible. Es probable que la afluencia de fluido
extracelular rico en calcio dentro de las fibras musculares active proteasas
intracelulares teniendo como consecuencia el dafio a la homeostasis celular,
induciendo a las fibras musculares a ser reemplazadas por tejido adiposo y tejido
conectivo, y ser susceptibles a desarrollar necrosis (29, 36). Esto se ha observado
en biopsias musculares de pacientes con DMD, donde los rasgos caracteristicos
de esta enfermedad incluyen la presencia de nucleos centrales, variacion del
tamano de la fibra con presencia de miofibras mas pequefas, asi como el

desarrollo de tejido conectivo y tejido adiposo entre las fibras musculares (10).

3.2. Composicién corporal en los pacientes con DMD.

Se ha planteado que el reemplazo del musculo esquelético por tejido adiposo
incrementa la masa gasa en los pacientes con DMD o DMB. Diversos estudios
donde se evalud la composicién corporal muestran que estos pacientes presentan

mayor masa grasa y menor masa magra que sujetos sanos de la misma edad (29,
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46). También muestran que el mayor contenido de masa grasa frecuentemente se
encuentra distribuida como grasa subcutanea y grasa intramuscular en el musculo
fibrético (29).

Un estudio realizado por Willig T, y colaboradores, de 1993, reportan que los
pacientes con DMD desarrollan sobrepeso u obesidad desde los 7 afos,
alcanzando una prevalencia de mas del 50% alrededor de los 13 afos (41).
También, se ha observado que estos pacientes presentan obesidad central
ademas de una mayor cantidad de masa grasa en regiones periféricas (30). Es
importante resaltar que la distribucion del tejido adiposo esta asociada a la RI, ya
que se ha observado que individuos con distribucidn de grasa central muestran R,
y sujetos con una distribucion de grasa periférica unicamente tienen valores mas

altos de glucosa e insulina comparados con sujetos no obesos. (37).

Por otro lado, se ha propuesto que la mayor prevalencia de la obesidad en
los pacientes con DMD se puede deber a una disminucion del gasto de energia en
reposo, en conjunto con una disminucion de la actividad fisica y a una

sobrealimentacion (46).
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4. Planteamiento del problema.

La alteracion del sarcolema de las fibras musculares y el dano en la
sefalizacion celular, aunado al sobrepeso u obesidad en los pacientes con
distrofia muscular de Duchenne/Becker son factores de riesgo para el desarrollo

de resistencia a la insulina.
Por lo tanto, nos surge la pregunta: ¢Los pacientes con distrofia muscular de

Duchenne/Becker con diagnostico molecular de la distrofia presentan resistencia a
la insulina y un mayor grado de adiposidad de acuerdo a su edad?
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5. Justificacion.

La alteracion del sarcolema de las fibras musculares de los pacientes con
distrofia muscular de Duchenne/Becker, el sobrepeso y la obesidad son factores
de riesgo para el desarrollo de resistencia a la insulina, la cual puede conducir a
patologias mas severas como la diabetes tipo 2. Sin embargo, a nuestro
conocimiento no existe informacion que demuestre si los pacientes con distrofia

muscular de Duchenne/Becker presentan resistencia a la insulina.
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6. Objetivo General.
Determinar si los pacientes con distrofia muscular de Duchenne/Becker con
diagndstico molecular de la distrofia presentan resistencia a la insulina y evaluar
su grado de adiposidad.

7. Objetivos particulares.

Identificar a los pacientes con distrofia muscular de Duchenne/Becker

mediante el diagnodstico genético-molecular.

Determinar si los pacientes con distrofia muscular de Duchenne/Becker

presentan resistencia a la insulina.

Evaluar el grado de adiposidad presente en los pacientes con distrofia
muscular de Duchenne/Becker.
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8. Diseno y métodos.

El estudio se desarroll6 en el laboratorio de Biologia Molecular de la Unidad
de Investigacion Médica en Nutricion del Hospital de Pediatria-CMN SXXI-IMSS.
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8.2. Carta de consentimiento.

México, D.F. a de del 2009.

Por medio de la presente le invitamos a participar en el proyecto de investigacion intitulado: Identificacion de
obesidad y resistencia a la insulina en pacientes con distrofia muscular de Duchenne o Becker.

El propdsito de esta investigacion es evaluar si su hijo que padece distrofia muscular de
Duchenne o Becker, pueda ademas presentar otras alteraciones como sobrepeso,
obesidad y/o resistencia a la insulina. Se me ha explicado que la participacién consiste en
permitir que a mi hijo se le mida el peso, la talla, la composicion corporal y se le tome una
muestra de sangre (10mL). Me han informado que esta muestra se utilizard ademas para
determinar el diagnostico molecular de la distrofia. En la medicion de la composicion
corporal, el paciente se irradia con rayos X, la cantidad de radiacién es extremadamente
baja, menor aun que una décima parte de la radiacion emitida durante una radiografia de
térax. Ademas, el procedimiento es indoloro y no invasivo, es decir el paciente no sufre
durante el analisis. La toma de la muestra sanguinea implica un riesgo minimo, y la
participacién en el estudio no le causara ningun costo. En caso de que acepte participar
pero luego desee abandonar el estudio, dispone de plena libertad para retirar el
consentimiento, sin que por esto se vea afectada la atencion médica de su hijo. Los
resultados seran confidenciales y se le entregaran al final del estudio. Los posibles
beneficios que usted recibira seran apoyo nutricional en el caso de detectar obesidad,
que incluye recomendaciones en su régimen dietoterapéutico para corregirla, ademas de
apoyo clinico y deteccién oportuna de alguna alteraciéon en los parametros estudiados.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes,
molestias y beneficios derivados de mi participacion en el estudio, arriba mencionados.

Estoy de acuerdo en participar en el estudio: Si No.

Nombre y firma del paciente

Nombre y firma de la madre
(tutora)

Nombre y firma del padre (tutor)

Testigo 1.

Testigo 2

Nombre, matricula y firma del investigador responsable: Dra. Maricela Rodriguez Cruz
10949038

Responsables: Dra. Maricela Rodriguez Cruz, Dr. Ramoén Coral Vazquez, Teléfono:
56276900, Extensiones: 22483, 21941 y 22409.
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8.3. Tipo de diserio:
1. Observacional, ya que no existe ninguna intervencion sobre los pacientes
a estudiar.
2. Prolectivo, se inicia con la observacion y seguimiento, en donde los datos
se obtienen después del disefio del estudio.
3. Transversal, ya que implica la recoleccién de los datos en un solo corte
en el tiempo.
4. Comparativo, se utilizan pruebas que comparen entre diferentes grupos.
8.4. Sujetos.

Pacientes con diagndstico clinico de DMD/DMB, que acuden a la consulta
del Hospital de Pediatria del CMN-SXXI y al Instituto Nacional de Rehabilitacion.

8.4.1. Criterios de seleccion.

Inclusion:

Pacientes diagnosticados clinicamente con DMD/DMB.
Consentimiento del paciente y padres o tutores, firmando la carta de
autorizacion para participar en el estudio.

Pacientes con diagndstico molecular positivo para la DMD/DMB.

Exclusion:

Que padezcan diabetes tipo 1.

Consumo de corticosteroides.

Eliminacion:

Que decidan abandonar el estudio.
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8.5. Definiciébn de Variables

a) Obesidad.

El indice de masa corporal (IMC) se determiné como el peso corporal en kg

entre la estatura en m% Los pacientes se clasificaron en normal (IMC < de la

percentila 85), sobrepeso (= a la percentila 85 pero < de la percentila 95) y

obesidad (> a la percentila 95).

b) Masa grasa

Las unidades se reportan en % de masa grasa corporal total, la cual se

considerara elevada de acuerdo a la edad si es mayor a los valores mostrados en

la siguiente tabla:

Edad (varones) % grasa corporal total
4 afos 16
6 afios 14
8 afios 13
10 afos 14
12 afos 19
14 afos 18
16 afos 14
18 afos 13
20 anos 13
22 afos 14

Committee on Nutrition, 1998.
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c) Resistencia a la insulina.

Se determind con las concentraciones de insulina y glucosa en ayuno
mediante el método HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment-Insuline

Resistance), utilizando la siguiente férmula:

HOMA-IR = ([insulina en ayuno pyU/mL] * [glucosa en ayuno mmol/L])/22.5),
donde se consideraron con RI aquellos nifios que tienen un valor de HOMA mayor
a 3.16 (23).

d) Hiperinsulinemia.

Se determind con las concentraciones de insulina en ayuno, considerandose

como hiperinsulinemia valores > 12 pU/mL (31).

8.6. Procedimientos.

Los pacientes con diagnostico clinico de DMD/DMB fueron enviados del
Instituto Nacional de la Rehabilitacion y del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional Siglo XXI. A los padres o tutores y a los pacientes (cuando era el
caso) se les invito a participar en el estudio explicandoles las ventajas asi como el
riesgo minimo que conlleva la toma de muestra de sangre. De esta manera, el dia
del estudio primeramente los padres o tutores de los pacientes dieron su
consentimiento informado por escrito y los pacientes su asentimiento para

participar en el estudio.

El paciente acudié con un ayuno de 12 horas, después de que se firmo el
consentimiento para participar en el estudio, a los pacientes se les tomaron 2
tubos de 5 ml de sangre periférica por puncion venosa. Posteriormente, se les
realizé un cuestionario para conocer algunas de sus caracteristicas clinicas del

paciente. Después se les midieron sus parametros antropométricos como talla y
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peso para determinar su IMC y evaluar la composicion corporal mediante la
absorciometria dual de rayos X (DEXA).

8.6.1. Técnicas de medicion.

8.6.1.1. Caracteristicas clinicas

A los pacientes se les aplicé un cuestionario en el cual se les pregunto la
siguiente informacién: Edad al estudio, al inicio de los sintomas, al diagnostico y a
la que presentaron movilidad limitada a silla de ruedas si es que era el caso.
Ademas, se les cuestion6é acerca de los antecedentes familiares de la distrofia

muscular de Duchenne, obesidad y diabetes tipo 2.

8.6.1.2. Diagnostico molecular de la DMD.

a) Toma de muestra sanguinea.

Consistio en la toma de 2 tubos de sangre periférica, uno con anticoagulante
(heparina) para realizar el diagnéstico molecular de la distrofia en el DNA
gendémico y otro tubo sin anticoagulante para la cuantificacion de insulina y

glucosa en suero.

b) Extraccion del DNA.

Se realizd por el método de alta sal. La muestra de sangre se centrifugd a
3500 rpm durante 10 minutos, de donde se obtuvieron dos fases. Se separd la
interfase (leucocitos) y se le agreg6é un amortiguador de lisis de eritrocitos RBCL
(TRIS 10 mM, MgCl, 5 mM, NaCl 5 mM), con esta solucion se realizaron dos
lavados, dejando al final solo el boton de leucocitos. Este botdn se resuspendié en
~100-200 ul de agua inyectable y se transfiri6 a un microtubo. Se centrifugd a

3500/5min, se decanto y el boton se resuspendio en 118 uL de NaCl 5 mM, se

38



agrego 61.3 pL de SDS 10% para lisar las células. Después de dejarlas reposar
durante 5 minutos se adicionaron 410 yL de NaCl 6 M para precipitar proteinas y
se incubo a temperatura ambiente durante 5 minutos. Posteriormente se agité con
Vortex y se centrifugd a 13000 rpm/15 min. Se recuperd el sobrenadante al cual se
le adicion6 1 mL de etanol absoluto para precipitar el DNA y se dejo reposar al
menos por una hora a -70°C. Se retir6 el etanol absoluto dejando el precipitado y
se realizaron dos lavados posteriores con etanol al 75%. Finalmente se decanto el
etanol al 75% dejando el botdn, al cual se le agregaron ~100-300 pul de agua
bidestilada para disolver el DNA (22).

c) Verificacion de la integridad del DNA.

La integridad del DNA se evalué mediante electroforesis horizontal en geles
de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio (0.5 yg/mL) bajo las siguientes
condiciones; 90 Volts durante 1 hora. La integridad de DNA nos indica que puede
ser utilizado para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) necesaria para el

diagndstico molecular de la distrofia.
d) Cuantificacion del DNA.

El DNA se cuantificd utilizando el método espectrofotométrico. Esto consiste
en realizar diluciones con agua desionizada 1:25 de la muestra de DNA. La
absorbancia de las diluciones se realizd en un espectrofotometro eppendorf
BioPhotometer® (Hamburg, Alemania) a 260 y 280 nm.

Para calcular la concentraciéon de DNA se utilizé la siguiente formula:
[DNA], (ug/uL) = (Aszeo) (dilucion ') (0.05 ug/uL)

En donde una unidad de absorbancia a 260 nm es de aproximadamente de

0.05 pg/uL de DNA de doble cadena. La relacion Agzso/A2so indica la pureza, se
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considera que las relaciones comprendidas entre 1.8 y 2.0 unidades de D. O. son
las 6ptimas. (24).

e) PCR multiple del gen DMD.

El DNA genomico extraido se amplificd utilizando una reaccion de PCR
multiple con la utilizacion del kit para humano de la DMD/DMB de Maxim Biotech,
Inc® (San Francisco CA, USA), especifico para las regiones Hot spots mayor y

menor del gen de la distrofina.

La reaccion de PCR se realiz6 en un tubo eppendorf de 200 uL de la
siguiente manera: Se agregaron 25 puL de amortiguador (contiene diferentes sales,
potenciador, estabilizador y dNTPs), 5 uL de oligonucledtidos del Set | (exones 4,
8, 12,17, 19, 44, 45, 48 y 51) o Set Il (Promotor, exones 3, 6, 13, 43, 47, 50, 52 y
60), 0.5 pL de Taq DNA polimerasa (5U/uL), 500 ng de DNA de las muestras y 5
ML de DNA control incluido en el kit y agua estéril libre de DNAsas para ajustar un

volumen total de 50 pL.

Posteriormente, la reaccion de PCR se realiz6 en un termociclador
Biometra® con las siguientes condiciones: Primero se realizé una
desnaturalizacion del DNA a 94°C por 3 minutos y posteriormente la amplificacion
se llevo a cabo durante 43 ciclos. En cada uno de ellos el DNA se desnaturalizé a
94°C por 30 segundos, y los primers se alinearon a 56°C por 30 segundos y la Taq
polimerasa amplificé a 65°C por 3 minutos. Al finalizar estos ciclos, la temperatura
llega a 70°C por 10 minutos para asi finalizar la reaccion de PCR y asegurarse de
que cualquier DNA restante sea totalmente amplificado. Posteriormente los
productos de PCR se congelaron a -20°C para su posterior analisis.

Los productos de las reacciones multiples se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio utilizando un
marcador de 100 pares de bases. La electroforesis se realizé a 90 volts durante 2
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horas 30 minutos en buffer TBE. El gel se visualizé en un Multimage™ Light
Cabinet de Alpha Innotech Corporation (California, USA). En el gel se puede
observar la presencia o ausencia de las bandas amplificadas dependiendo del

numero de nucledtidos que posee cada exon.
8.6.1.3. Antropometria

El peso y la talla se midieron utilizando una bascula y un estadimetro clinico
estandar (SECA®, Alemania). También se midi6é la circunferencia de cintura y
cadera, y de ahi se obtuvo el indice cintura/cadera (ICC) dividiendo el valor de la
cintura (cm) entre la cadera (cm), esto fue para determinar la forma de distribucion
de la grasa corporal. Estas mediciones fueron realizadas por personal
estandarizado. Con el peso y la talla se calculé el IMC, y con el software Epi Info®

(Version 3.5.1) se determino el percentile y el Z-score.
8.6.1.4. Composicién corporal.

La adiposidad se determind mediante DEXA que es considerada como una
técnica comparable al método estandar de oro basado en el desplazamiento de
aire para determinar la composicidon corporal. Este método proporciona grandes
ventajas, entre las que destacan que es un procedimiento rapido, no invasivo,
indoloro y confiable. Durante el procedimiento, el paciente se coloca acostado en
la cama del equipo, el cual emite un haz fino e invisible de rayos X de baja
radiacion a través del cuerpo del paciente con dos corrientes de energia, uno de
40 y otro de 70-100 KeV, donde la absorcion relativa de estas dos energias
estiman principalmente los tejidos blandos y el hueso. La absorcion relativa de
estos dos rayos de energia en el cuerpo del paciente es medida y se obtiene como
resultado la estimacion de la masa grasa corporal (17). Las unidades se reportan

en % o en kilogramos de masa grasa corporal total, asi como de masa magra.
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8.6.1.5.  Cuantificacion de insulina y glucosa

La insulina se cuantificé utilizando un estuche comercial de Millipore
Corporation (Massachusetts, USA). Este método se basa en el
radioinmunoandlisis, que consiste en que trazas del antigeno marcado ('*I-
Insulina humana) se encuentran fijadas en el fondo de un tubo. Este antigeno se
incuba con una dilucion constante de anticuerpo anti-insulina humana en
presencia de otro antigeno no marcado (insulina presente en la muestra). De
manera que la concentracién de los sitios de union al anticuerpo son limitados,
existiendo una competicién entre la '?°|-Insulina marcada y la que se encuentra en
la muestra. De esta forma se puede determinar la concentracién de insulina en el

Suero.

La glucosa se cuantific6 por el método de glucosa oxidasa (Spinreact,
México), donde la enzima Glucosa Oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de
glucosa a acido gluconico. El peroxido de hidrogeno (H2O-), producido se detecta
mediante un aceptor cromogénico de oxigeno, fenol-ampirona en presencia de
peroxidasa (POD). La intensidad del color formado es proporcional a la

concentracion de glucosa presente en la muestra del suero.
8.7.  Analisis estadistico.

El analisis estadistico se realizé utilizando el software Minitab (Minitab 14
State Collage, PA). Los resultados se presentan como medianas y rangos,
estratificados en dos grupos (con y sin Rl, con y sin hiperinsulinemia) y en tres
grupos (desnutridos, normales y sobrepeso/obesos), para las comparaciones entre
los grupos se utilizd U de Mann Whitney indicando diferencias significativas entre
grupos con P < 0.05. Finalmente, se realizé un modelo de regresion lineal y de
regresion logistica para identificar a los predictores de desarrollar resistencia a la
insulina y la probabilidad de presentar concentraciones de insulina en ayuno > 12
pU/mL.
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9. Resultados.

Se aplicé el cuestionario a 82 pacientes con diagndstico clinico de la

DMD/DMB para conocer sus caracteristicas clinicas. Después de realizar el

diagndstico genético molecular en estos pacientes, solo 54 de ellos presentaron al

menos una eliminaciéon en el gen DMD. En la tabla 1 se muestran las

caracteristicas clinicas de los pacientes a los cuales se les confirmé la DMD/DMB

a nivel genético molecular.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y antecedentes heredo familiares de los pacientes con

diagnostico de la DMD/DMB. (n = 54)

Edad al estudio

10.3 afnos + 4.6

Edad de inicio de sintomas

5.1 afos + 2.1 (n = 50)
Desde el nacimiento (n = 4)

Edad al diagnéstico 5.9 afos £ 3.0
Edad de inicio en silla de ruedas 9afos+£2.3(n=12)
Talla 1.3m=+0.2
Peso 32.3 kg +15.7
IMC 18.7 £ 6.1
% Grasa Corporal 32.6 +15.7
Antecedentes Heredo DMD/DMB Diabetes tipo 2
Familiares (casos) (casos)
Hermanos 3 -
Padres - 1
Tios maternos 6 10
Abuelos - 23

Los valores son promedios + DS.
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En la mayoria de los casos, los sintomas se presentaron desde la infancia
temprana, inclusive algunos pacientes manifestaron los primeros sintomas de la
enfermedad desde el nacimiento. De los pacientes estudiados, doce de ellos se
encuentran limitados a silla de ruedas desde los 9 afnos. Comparando el
porcentaje de grasa corporal contra la edad de los pacientes, se observa que hay
un incremento notable en este porcentaje. También cabe destacar que en el caso
de los antecedentes heredo familiares, 9 de los pacientes tienen al menos un
familiar afectado por este tipo de distrofia y 34 tienen antecedentes familiares de

diabetes tipo 2.

El analisis del gen DMD en los pacientes con diagndstico clinico de la
distrofia, mostré que las mutaciones identificadas corresponden a eliminaciones

en diferentes regiones de este gen.

Se observo que de los 82 pacientes que participaron en esta investigacion,
54 (65.85 %) de ellos presentaron al menos una eliminacion en el gen DMD y 28

(34.15 %) no mostraron ningun tipo de alteracion en las regiones analizadas.

Con la finalidad de determinar qué exones fueron los mas frecuentemente
alterados en el gen DMD, se procedié a determinar la frecuencia de cada region
eliminada. En la figura 8 se muestra el porcentaje de los exones eliminados en los
54 pacientes con DMD/DMB. El total de eliminaciones fue de 127; donde la
frecuencia de las eliminaciones fue la siguiente: el promotor y los exones 3, 4, 6,
tuvieron un frecuencia de 0.79%, exon 8 = 2.36%, exon 12 = 3.15%, exon 13 =
3.15%, exén 17 = 3.94%, exon 19 = 5.51%, exon 43 = 4.72%, exdn 44 = 5.51%,
exon 45 = 22.05%, exon 47 = 7.87%, exon 48 = 18.90%, exon 50 = 7.09%, exon
51 =11.02%, ex6n 52 = 0.79% y el exén 60 = 0.69%.

Es importante resaltar que las mutaciones identificadas en el gen DMD
corresponden a las regiones Hot spot mayor y menor, tal y como se observa en la

figura 8. En esta figura se muestra el gen de la distrofina con la ubicacion de los
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exones eliminados. Cuarenta y cuatro pacientes (81.48%) presentan eliminacion
solo en el Hot spot mayor, 4 pacientes (7.41%) la presentan solo en el Hot spot
menor y 6 (11.11%) presentan eliminacion en ambas regiones. Es importante
observar que los exones 45, 48, 51, 47 y 50 ordenados de mayor a menor
frecuencia, son los principalmente eliminados en el gen DMD de estos pacientes y

se localizan en el Hot spot mayor.

Exones eliminados en el gen DMD
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Fig. 8. Ubicacién de las eliminaciones (hot spots) en el gen de la distrofina.
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Una vez identificados a los pacientes que presentaron alguna eliminacién en
el gen DMD, se procedié a hacer una clasificacion de los mismos de acuerdo a su
estado nutricio, tal y como se muestra en la tabla 2. En los resultados se observa
que hay diferencia en la concentracidon de los siguientes parametros; insulina en
ayuno, valores de Homeostasis Model Assessment-Insuline Resistance (HOMA),
porcentaje de grasa corporal, indice de masa corporal (IMC), circunferencia de
cintura y cadera, indice cintura/cadera (ICC), percentila y Z-score entre los grupos
con diferente estado nutricio. Para identificar los grupos que eran diferentes se
realizd la comparacion entre ellos con la prueba de U-Mann-Whitney para la
concentracion de insulina, HOMA, porcentaje de grasa corporal, IMC,
circunferencia de cintura y cadera, ICC, percentila y Z-score. Los resultados
indican que el grupo con sobrepeso/obeso (so/ob) tiene valores mayores de
insulina en ayuno en comparacién con el grupo normal y el desnutrido (P = 0.004 y
0.031 respectivamente). Sin embargo, a pesar de que los valores de HOMA del
grupo so/ob fueron mayores que los del grupo normal (P = 0.012), solo se observo
una tendencia a tener valores mayores (P = 0.086) que el grupo desnutrido. Con
respecto al % de grasa corporal, el grupo so/ob tiene valores mayores (P < 0.005)
comparandolo con ambos grupos normal y desnutrido; como era de esperarse el
grupo normal tiene mayor % grasa corporal (P = 0.048) que el desnutrido. El IMC,
el percentil y el Z-score fueron diferentes entre los tres grupos. El valor de estos
tres parametros fue mayor en el grupo so/ob (P < 0.005) que en los dos grupos
restantes. A su vez, el grupo normal fue mayor que el grupo desnutrido (P < 0.005)
para los mismos parametros. Respecto a la circunferencia de cintura, cadera y al
ICC, ésta fue mayor en el grupo so/ob en comparacion con el grupo normal y el
desnutrido (P < 0.005); a su vez el grupo normal tiene mayor circunferencia de

cintura, cadera y de ICC que el grupo desnutrido (P = 0.022).
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Tabla 2. Estado nutricio de los pacientes con diagnostico genético molecular de la

DMD clasificados como normales, desnutridos o con sobrepeso/obesidad (so/ob).

Normales, Desnutridos, So/Ob, P
n =26 n=12 n =16

Insulina (WU/mL) 10.1 (5.9, 31.6)° 10.7 (5.2, 56.6)" 16.0 (9.4, 59.9)*" 0.011
Glucosa (mg/dL) 90.0 (72.0, 104.9) 90.1 (78.3, 104.3) 87.4 (63.7, 134.5) 0.939
HOMA 2.27 (1.04, 6.88)° 2.38 (1.04, 12.34) 4.06 (1.82,12.91)" 0.038
% Grasa corporal 26.8 (10.8, 57.0)*° 17.3 (7.6, 39.5)>° 45.6 (27.6,61.1)*" 0.000
IMC 16.1 (14.4, 22.5)*° 13.3(10.4, 19.1)>° 22.1(18.5, 33.1)*" 0.000
Numero de exones 1(1,9) 1.5 (1, 6) 2(1,12) 0.887
eliminados

Cintura (cm) 59.5 (51.3, 92.3)™° 53.9 (44.0, 84.8)>¢ 75.5 (67.3, 112.0)*® 0.000
Cadera (cm) 63.7 (53.3, 91.0)° 60.7 (45.3, 90.9)° 78.0 (66.3, 105.5)*® 0.001
ICC 0.94 (0.81, 1.06)*° 0.91 (0.70, 0.99)>° 0.99 (0.93, 1.07)*® 0.000
Edad (afios) 8.5 (5, 16) 10 (5, 25) 11 (6, 26) 0.150
Percentila 59.8 (14.1, 81.4)*° 0.5 (0.0, 8.7)>° 94.3 (86.3, 99.7)™" 0.000
Z-score 0.25 (-1.07, 0.89)*° -2.59 (-12.00, - 1.58 (1.10, 2.80)® 0.000

1.36)>°

Mediana (minimo, maximo)

t

Comparacién entre grupos con prueba de Kruskal-Wallis.

diferencias significativas entre grupos P<0.05, con prueba de U-Mann-Whitney.

A2 Diferencia significativa entre el grupo so/ob y normal.

B Diferencia significativa entre el grupo so/ob y desnutrido.

< Diferencia significativa entre el grupo desnutrido y normal.

Homeostasis Model Assessment-Insuline Resistance (HOMA).

indice de masa corporal (IMC).

indice cintura/cadera (ICC).

Superindices diferentes indican

Ademas, con el objetivo de observar si el valor de HOMA influye en las
concentraciones de insulina en ayuno y en los parametros antropométricos en los
pacientes con DMD, se procedié a clasificar con y sin Rl a estos pacientes que
presentaron algun tipo de eliminacion en el gen DMD. En la tabla 3 se observa que
el grupo con RI (HOMA > 3.16) muestra mayores concentraciones séricas de
insulina en ayuno, porcentaje de grasa corporal, IMC, circunferencia de cintura y

cadera y mayor edad. El resto de las variables (glucosa, niumero de exones
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eliminados, ICC, percentila y Z-score) no fueron diferentes entre los pacientes con

y sin RI.

Tabla 3. Parametros bioquimicos y antropométricos de los pacientes con diagndstico

genético molecular de DMD que presentan resistencia a la insulina con punto de corte de

HOMA > 3.16
HOMA > 3.16 HOMA < 3.16 P
n=20 n =34

Insulina (pU/mL) 23.9 (124, 59.9) 9.9 (5.2, 14.0) 0.000
Glucosa (mg/dL) 90.5 (75.6, 134.5) 89.4 (63.7, 104.9) 0.223
% Grasa corporal 41.6 (12.2,61.1) 21.7 (7.6, 57.9) 0.004
IMC 20.0 (13.2, 29.9) 16.0 (10.4, 33.1) 0.002
No. exones 1(1,12) 1.5(1,9) 0.300
eliminados

Cintura (cm) 75.2 (49.0, 112.0) 57.0 (44.0, 102.3) 0.000
Cadera (cm) 77.0 (53.0, 105.0) 61.8 (45.3, 105.5) 0.000
ICC 0.97 (0.81, 1.07) 0.94 (0.70, 1.02) 0.095
Edad (afos) 11 (6, 26) 8.5 (5, 24) 0.021
Percentile 82.5(0.2,99.8) 47.9 (0.0, 98.2) 0.060
Z-score 0.95 (-2.90, 2.80) -0.05 (-12.00, 2.09) 0.059

Mediana (minimo, maximo)

t Comparacioén entre grupos con prueba de U-Mann-Whitney con prueba de hipétesis bilateral.
Homeostasis Model Assessment-Insuline Resistance (HOMA).

indice de masa corporal (IMC).

indice cintura/cadera (ICC).

Asimismo, también se evaluo si la hiperinsulinemia influye sobre el HOMA y
los parametros antropométricos. En la tabla 4 se observa al grupo de pacientes
con hiperinsulinemia (concentracion de insulina en ayuno > 12 pU/mL) que
muestra mayores valores de indice de HOMA, porcentaje de grasa corporal, IMC,
circunferencia de cintura, cadera, edad, percentila y Z-score. El resto de las

variables (glucosa, numero de exones y el ICC) no fueron diferentes.
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Tabla 4. Parametros bioquimicos y antropométricos de los pacientes con diagnostico

genético molecular de la DMD que presentan hiperinsulinemia con punto de corte de

Insulina > 12.00 yU/mL

Insulina > 12 Insulina < 12 Pt
n =26 n =28
Glucosa (mg/dL) 90.5 (63.7, 134.5) 89.4 (70.4, 104.9) 0.368
HOMA 4.47 (1.96, 12.91) 2.14 (1.04, 2.71) 0.000
% Grasa corporal 41.6 (12.2, 61.1) 21.0 (7.6, 57.9) 0.000
IMC 19.6 (13.1, 29.9) 15.9 (10.4, 33.1) 0.001
No. exones eliminados 1(1,12) 1.5(1,9) 4.444
Cintura (cm) 74.6 (49.0, 112.0) 55.4 (44.0, 102.3) 0.001
Cadera (cm) 75.7 (53.0, 105.0) 61.0 (45.3, 105.5) 0.001
ICC 0.96 (0.81, 1.07) 0.94 (0.70, 1.02) 0.130
Edad (afios) 11 (6, 26) 8 (5, 24) 0.007
Percentile 76.0 (0.2, 99.7) 42.6 (0.0, 98.2) 0.038
Z-score 0.70 (-2.90, 2.80) -0.19 (-12.00, 2.09) 0.037

Mediana (minimo, maximo)

t Comparacion entre grupos con prueba de U-Mann-Whitney con prueba de hipétesis bilateral.

Homeostasis Model Assessment-Insuline Resistance (HOMA).

indice de masa corporal (IMC).

indice cintura/cadera (ICC).

Con la finalidad de determinar la frecuencia de las regiones alteradas en los

pacientes que presentaron Rl determinada por HOMA (n = 20), se calcul6 el

porcentaje de los exones eliminados. En la figura 9 se observa que el total de las

eliminaciones fue de 42, donde la frecuencia de estas es la siguiente: promotor =
2.4%, exon 3 = 2.4%, exon 8 = 2.4%, exon 12 = 2.4%, exon 13 = 2.4%, exon 17 =
2.4%, exdén 19 = 2.4%, exon 43 = 2.4%, exdn 44 = 2.4%, exon 45 = 23.8%, exdn
47 = 14.3%, exon 48 = 19.0%, exon 50 = 9.5%, exdon 51 = 9.5% y el exon 60 =

2.4%.
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Fig. 9. Frecuencia de los exones eliminados en el gen DMD de los pacientes con
distrofia muscular de Duchenne que ademas presentan resistencia a la insulina
determinada por HOMA (n = 20).

Una vez identificada la frecuencia de las regiones eliminadas del gen DMD,
se procedio a identificar si alguna de ellas es predictora para desarrollar RI. Los
resultados del analisis de regresion mostrados en la tabla 5, indican que la
eliminacion del exon 47 del gen DMD y el porcentaje de grasa corporal fueron los

mejores predictores de tener resistencia a la insulina determinado por HOMA en
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los pacientes con distrofia muscular de Duchenne/Becker. Al utilizar este modelo
usando las concentraciones de insulina, se observd el mismo comportamiento,
aunque hay una tendencia (P = 0.057) a tener mayor concentracion de insulina
sérica cuando se elimina el exdn 47. Cuando se realizé este modelo por HOMA sin
ajustar por la edad, la significancia fue P = 0.004 con un R? de 38.0, en dénde P =
0.015 si el exdn 47 se encuentra eliminado y P = 0.02 cuando se trata del
porcentaje de grasa corporal. De la misma manera usando el modelo para insulina
en ayuno Yy sin ajustar por la edad se obtuvo lo siguiente: significancia del modelo
P = 0.003 con una R? de 38.4. En donde P = 0.022 si el exdn 47 se encuentra
eliminado y P = 0.002 cuando se trata del porcentaje de grasa corporal. Esto
confirma que el exdn 47 y el porcentaje de grasa corporal son predictores de

desarrollar resistencia a la insulina.

Tabla 5. Analisis de regresion lineal para HOMA y concentracién de Insulina en pacientes

que presentan eliminacion en el gen DMD.

HOMA Insulina
Coef SE P (0.007) Coef SE P (0.004)

Constant 1.815 1.114 0.110 5.986 4.794 0.218
E-45 -0.912 0.763 0.238 -2.480 3.283 0.454
E-48 -0.448 0.753 0.555 -2.517 3.241 0.442
E-51 0.151 0.755 0.842 1.193 3.251 0.715
E-47 2.471 1.092 0.029 9.166 4.698 0.057
E-50 -0.952 0.952 0.323 -3.923 4.099 0.344
E-44 -0.979 1.084 0.372 -4.682 4.666 0.321
E-19 -0.698 1.029 0.501 -3.223 4.428 0.470
% grasa 0.065 0.024 0.011 0.260 0.105 0.018
corporal

Edad 0.028 0.084 0.741 0.361 0.363 0.325
R? 38.1 39.7

Coef: Coeficiente beta. SE: Error estandar R% Coeficiente de determinacion
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El andlisis de regresion logistica binaria indicado en la tabla 6, muestra que

la probabilidad de presentar concentraciones de insulina en ayuno > 12 yU/mL

debido a la pérdida del exdn 47 es de 6.4 veces mayor que en los pacientes que

no tienen eliminado este exdén (IC = 0.94, 43.27, P = 0.057). Los datos fueron

ajustados por el porcentaje de grasa corporal y la edad.

Tabla 6. Analisis de regresion logistica binaria asociando los valores de insulina en ayuno

(> 12 yU/MI) contra la eliminacion del exén 47, % grasa corporal y la edad.

Ratio 95% CI P R®
E-47 6.387 0.94, 43.28 0.057
% grasa 1.088 1.03, 1.15 0.003
corporal
Edad 0.991 0.82, 1.20 0.92
39.7

Ratio: exp. beta. Cl: intervalo de confianza. R*: coeficiente de determinacion
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10. Discusion.

El objetivo de esta investigacion fue determinar si los pacientes con
diagndstico molecular de la distrofia muscular de Duchenne/Becker presentan
resistencia a la insulina, ademas de describir su grado de adiposidad.
Primeramente se seleccionaron pacientes con diagnostico clinico de la distrofia
muscular de Duchenne/Becker, para confirmar mediante pruebas moleculares el

padecimiento.

A los pacientes, se les determinaron algunas caracteristicas clinicas y
antecedentes heredo familiares para este tipo de distrofias y diabetes tipo 2 (tabla
1). Los sintomas en estos pacientes aparecen desde la infancia temprana,
inclusive desde el nacimiento, también se observé que algunos de ellos se
encuentran limitados a silla de ruedas desde los nueve afios. Otro sintoma
patognomonico de la distrofia muscular de Duchenne es la presencia del signo de
Gowers el cual se caracteriza porque los pacientes se incorporan apoyandose
sobre su propio cuerpo. Ademas, también se observa que estos pacientes tienen
dificultad de movimiento de sus miembros inferiores y superiores, dolor muscular
preferentemente en los musculos gastronemios, asi como debilidad muscular
progresiva. Estas caracteristicas propias del desarrollo de la enfermedad se han

descrito previamente por diferentes autores (13, 14).

También los pacientes presentaron antecedentes heredo familiares de
diabetes tipo 2 lo cual aumenta aun mas el riesgo en ellos de desarrollar esta
enfermedad crénica degenerativa. De manera que es indispensable realizar un
escrutinio de los antecedentes familiares en este padecimiento con la finalidad de
identificar el riesgo de desarrollar otro tipo de padecimientos que comprometan

aun mas la calidad de vida de los pacientes con distrofia muscular de Duchenne.

Por otro lado, también identificamos antecedentes heredofamiliares de la

distrofia, este hallazgo es fundamental ya que permite detectar si existe la
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posibilidad de que se presente la distrofia en otro miembro de la misma familia. La
identificacion de antecedentes de la distrofia permite sugerir el estudio de
portadoras en la familia del propésito. Esto es importante para la prevencién y el
consejo genético, ya que conociendo el riesgo de tener hijos afectados es posible
que el médico proporcione un asesoramiento genético adecuado para disminuir la

recurrencia de la distrofia muscular de Duchenne.

Por otro lado, es importante resaltar que los pacientes con distrofia muscular
de Duchenne de nuestro estudio presentaron un mayor porcentaje de masa grasa,
indice de masa corporal, circunferencia de cintura y cadera de acuerdo a su edad.
Estos hallazgos son apoyados por diversos estudios en los que se ha reportado
que los individuos que padecen de esta distrofia tienen un mayor porcentaje de
masa grasa y una menor masa magra comparado con nifios de su edad. Esto da
como resultado el desarrollo de sobrepeso u obesidad central, ademas de una
mayor cantidad de masa grasa en regiones periféricas (29, 30, 41, 46). Como es
sabido, el mayor porcentaje de masa grasa esta asociado al desarrollo de otros
padecimientos como resistencia a la insulina, diabetes tipo 2, hipertension,

alteraciones cardiacas, cancer, hiperinsulinemia entre otros (44).

Es importante resaltar que se ha propuesto que el aumento en la masa grasa
en los pacientes con distrofia muscular de Duchenne se debe a la fisiopatologia
propia de la distrofia. Sin embargo, se requieren mas estudios para probar esta
hipétesis. Esto se ha propuesto debido a que en estos pacientes podria existir un
aumento en la velocidad de reemplazo del musculo por el tejido graso, ya que
estos pacientes presentan alteraciones en el complejo de glicoproteinas
asociadas a la distrofina lo que provoca un desequilibrio en la permeabilidad de la
membrana plasmatica causando cambios en la afluencia de fluido extracelular rico
en calcio activando proteasas intracelulares. La activacion de estas proteasas
dafa la homeostasis celular, induciendo que las fibras musculares sean

reemplazadas por tejido adiposo y tejido conectivo, provocando que las miofibras
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cursen por ciclos de deterioro y regeneracion hasta que la capacidad de

regeneracion se termina (10, 36).

Aunque es sabido que la hiperinsulinemia y el desarrollo de la resistencia a la
insulina estan asociados a un mayor porcentaje de masa grasa (29, 46), es
importante recordar que también podrian existir otros factores que incluyan alguna
alteracion en el mecanismo de la sefializacién de esta hormona (33, 35). Se ha
propuesto que la resistencia a la insulina se manifiesta a nivel celular en donde
existen alteraciones rio abajo de los receptores involucrados en la senalizacion de
la insulina. Los posibles mecanismos incluyen una baja regulacion en estos
receptores, mutaciones o polimorfismos genéticos en los genes que codifican para
las proteinas que participan en la fosforilacién del receptor de la insulina, del
sustrato del receptor de la insulina (IRS) o de la PIP-3-cinasa, o incluso se ha
propuesto que pueden existir anormalidades en la funcion del transportador GLUT-
4 (35, 40).

Interesantemente nuestros resultados demuestran por primera vez que de la
poblacion analizada, el 37% de los pacientes con distrofia muscular de
Duchenne/Becker presentan resistencia a la insulina y el 48.1% presentd
hiperinsulinemia. Hasta este estudio no existen reportes que demuestren que los
pacientes con distrofia muscular de Duchenne presenten resistencia a la insulina,
ni mucho menos existe informacion acerca de los mecanismos moleculares que
podria conducir a la resistencia a la insulina en estos pacientes. Sin embargo,
diversos estudios han propuesto que la inestabilidad del complejo de
glicoproteinas asociadas a la distrofina podria alterar la sefializaciéon de la insulina
ya que las alteraciones en este complejo conllevan a la inestabilidad de otros
subcomplejos como se observo en el tejido adiposo de ratones nulos para (-
sarcoglicano que son intolerantes a la glucosa y presentan Rl (19). Ademas,
también se ha propuesto que en ratones con diabetes tipo 2, se ha observado una
disminucién en la expresiéon de la proteina distrofina, de los distroglicanos ay B, y

una acumulacion anormal de las vesiculas del GLUT-4 en el sarcolema (33).
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Todos estos hallazgos juntos conllevan a proponer que la resistencia a la insulina
observada en los pacientes con distrofia muscular de Duchenne podria deberse
en parte al desarrollo propio de la distrofia y no solo a la presencia del aumento en

la masa grasa.

Ademas, es importante resaltar que a mayor edad, la gravedad de la distrofia
muscular de Duchenne también es mayor y nosotros observamos una mayor
resistencia a la insulina e hiperinsulinemia en los pacientes de mayor edad.
Considerando lo anterior esto podria deberse en parte al progreso propio de la
enfermedad donde las fibras musculares se encuentran mas dafiadas y por lo

tanto se presenta de manera mas grave la resistencia a la insulina.

Respecto a la hiperinsulinemia, nuestro estudio es apoyado por resultados
previos reportados por Freidenberg G., y Olefsky J., en 1985. Los autores
observaron un aumento en la concentracion de insulina en ayuno en el suero de

pacientes con distrofia muscular de Duchenne confinados a silla de ruedas.

Como se mencioné anteriormente, es necesario confirmar mediante estudios
moleculares si los pacientes con datos clinicos de la distrofia muscular de
Duchenne presentan mutaciones en el gen DMD lo que confirma esta distrofia.
Interesantemente, observamos que el 65.8% de los pacientes presentan al menos
una eliminacién en el gen DMD, aunque esto no indica que el resto de los
pacientes no tienen la distrofia. Esto puede explicarse ya que faltan regiones, que
no fueron analizadas, debido a que son menos frecuentes a presentar alguna
mutacion. Nuestro estudio incluyé el promotor y 17 de los 79 exones que
conforman el gen DMD. (25). Por lo tanto, los pacientes que no presentaron
alguna alteracion en el gen DMD, y que muestran datos clinicos de esta distrofia
pueden presentar alguna mutacion poco frecuente en el gen DMD y que no fue
analizada en este estudio. Ademas, debido a que existen otro tipo de distrofias
con alteracién muscular similar, clinicamente resulta complejo diferenciarlas entre

e

SI.
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Actualmente los estudios moleculares consisten en el analisis de las dos
regiones que son mas frecuentemente reportadas que presentan mutaciones en el
gen DMD; Hot Spot mayor y menor. (8, 9, 25, 38). Generalmente el analisis de
estas regiones consiste en amplificar mediante PCR y detectar principalmente si
se observa una eliminacién. En la actualidad existen estuches comerciales que
incluyen unicamente el analisis de las regiones del gen DMD antes mencionadas,
esto se debe a que es incosteable analizar todo el gen por su gran tamanio.
Ademas, aproximadamente en el 50-60% de los casos con DMD y el 85% con
DMB, las principales mutaciones son eliminaciones parciales (38), tal y como se

observo en nuestro estudio.

Con respecto a la frecuencia de los exones eliminados en el Hot spot mayor
del gen DMD (fig. 8), se observd que los exones 45, 48, 51, 47 y 50 son, en ese
orden los mas alterados. Previamente se ha reportado que estos exones son los
que se eliminan con mayor frecuencia tanto en nuestra poblacion como en la de
otras poblaciones (8, 18). Dentro del Hot spot mayor también se observaron otros
exones eliminados con menor frecuencia como el 52 y el 60 tal y como ya ha sido
reportado (18). Respecto al Hot spot menor los exones 19, 17, 12y 13 son los que

se eliminaron con mayor frecuencia al igual que en otras poblaciones (18).

Después de seleccionar unicamente a los pacientes con distrofia muscular de
Duchenne que presentaron la resistencia a la insulina se determind en ellos la
frecuencia de los exones eliminados. Se observd que los tres exones mas
frecuentemente alterados fueron en el siguiente orden: el exdon 45, 48 y 47.
Después de observar este cambio de frecuencia en los exones eliminados, se
determin¢ si la falta de alguno de ellos predispone al desarrollo de la resistencia a
la insulina ajustando por porcentaje de masa grasa y edad. El analisis mostro que
el exon 47 es un predictor del desarrollo de la resistencia a la insulina en los
pacientes con distrofia muscular de Duchenne, esto no fue observado con ninguno
de los otros exones eliminados en el gen DMD. Ademas, como ya es sabido en

otras poblaciones el porcentaje de grasa corporal fue otro predictor de esta
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alteracién (35). Asimismo, también se identificd que la eliminacion del exén 47 del
gen DMD es una region especifica que aumenta la probabilidad de tener mayores
concentraciones de insulina en ayuno, a diferencia de otras regiones cuya

eliminacion no mostré ningun efecto.

Nuestros resultados sugieren que el exdn 47 podria estar directamente
involucrado con el desarrollo de la resistencia a la insulina en estos pacientes,
aunque no sepamos en este momento cual es el mecanismo molecular de
sefalizacion de insulina involucrado con esta region del gen DMD. Se sabe que el
exén 47 codifica para el dominio vara de la proteina distrofina y este dominio une
al sarcolema con el sarcoplasma proporcionando una conexién lateral extendida
entre distrofina y filamentos de F-actina (12), este dominio le da la caracteristica
a la distrofina de ser una proteina elastica y flexible (10). Lo anterior nos lleva a
proponer que esta mutacion afecta drasticamente a la distrofina y por lo tanto
conllevar a una inestabilidad mayor del complejo de glicoproteinas asociadas a la
distrofina y alterar al sarcolema danando a la fibra muscular y finalmente alterando
los mecanismos de sefalizacion de la insulina. Sin embargo, a nuestro
conocimiento no existen estudios reportados que muestren si la eliminacion de
algun exén del gen DMD este involucrado con el desarrollo de la resistencia a la
insulina. Debido a esto es necesario realizar mas investigaciones que esclarezcan
el mecanismo molecular de la alteracién de la distrofina y el desarrollo de la

resistencia a la insulina.
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11. Conclusiones.

1. El diagnostico genético molecular es indispensable para confirmar el

diagndstico clinico de la distrofia muscular de Duchenne/Becker.
2. Nuestros resultados demuestran que los pacientes con diagnéstico genético
molecular de la distrofia muscular de Duchenne/Becker presentan

resistencia a la insulina.

3. El grado de adiposidad presente en los pacientes con distrofia muscular de
Duchenne/Becker es mayor de acuerdo a su edad.
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12. Perspectivas.
Cuantificar y analizar la localizacién de la distrofina y otras proteinas del
complejo de glicoproteinas asociadas a la distrofina en fibras musculares de

pacientes con distrofia muscular de Duchenne/Becker.

Explorar los posibles mecanismos involucrados en la sefalizacion de la

insulina y su posible alteracién que se puede presentar en este tipo de pacientes.

Determinar si los pacientes presentan algun otro componente del sindrome

metabdlico.
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