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INTRODUCCION

1.1 El colageno VI

El coldgeno es la principal proteina estructural que conforma la matriz extracelular de los
diferentes tejidos, proporcionandoles una estabilidad estructural y mecéanica (Sherman et al.,
2015). Asimismo, tiene un importante papel en la comunicacién célula-matriz a través de
receptores situados en la superficie celular (Leitinger et al., 2007). En la especie humana existen
28 tipos distintos de colageno que se agrupan segun su estructura y su funcién (Tabla 1). Uno
de estos 28 tipos de coldgeno es el coldgeno de tipo VI.

Tipo Clase Composicion Distribucion Patologia
Osteogénesis
Abundante y generalizada: Dermis, imperfecta, sindrome
| Fibrilar allli2a2(1] yeeneral P
hueso, tendon, ligamento Ehlers-Danlos,

osteoporosis
Osteoartritis,

I Fibrilar alfll]3 Cartilago, Vitreo Condrodisplasia
sindrome de Ehler-
1 Fibrilar allln]3 Skin, Blood Vessels, Intestine Danlos, aneurismas
arteriales
al[IVI2a2[IV]
v Red a3[IV]a4[IV]a5[IV] Membranas basales Sindrome de Alport
a5[IV]206[1V]
L al[V]3 al[V]2a2[V] Generalizada: hueso, dermis, cérnea, ,
Vv Fibrilar al[V]a2[V]e3[V] o — Sindrome Ehlers-Danlos
. N Miopatia de Bethlem y
Red (beaded al[VI]a2[VI] a3[VI] Generalizada: hueso, dermis, cérnea, ) )
vi filaments) al[VI]a2[VI]a4[VI] placenta, cartilago distrofia muscular
! congénita de Ullrich
Vil Fibras de anclaje al[VIl]2a2[VII] Dermis, vejiga Epidermélisis ampollar
al[VII]3; a2[VII]3 Generalizada: Dermis, cerebro, g
Vi Red (hexagonal) cx[l[VI]II]ZaZ[[VIII] corazén, rifion Distréfia de Fuchs
X FACIT al[IX]a2[IX]a3[IX] Cartilago, cornea, vitreo OB EEIE, CIEER

epifisaria multiple
X Red (hexagonal) al[X]3 Cartilago Condrodisplasia
Condrodisplasia,

Xi Fibrilar al[XI]a2[XI]a3[XI] Cartilagos, discos intervertebrales "
osteoartritis
Xl FACIT al[XI]3 Dermis, tenddn
Xill MACIT _ Células endoteliale’s, dermis, ojos,
corazén

Xiv FACIT al[XIV]3 Generalizada: hueso, dérmis, cartilago

XV MULTIPLEXIN - Capilares, testiculos, rifidén, corazén

XVI FACIT - Dermis, rifion

Xvi MACIT al[XVII] Hemidesmosomas en epitelios Epidermdlisis ampollosa
Xviii MULTIPLEXIN - Membrana basal, higado Sindrome de Knobloch
XIX FACIT - Membrana basal

XX FACIT - Cérnea (pollo)

XXI FACIT - Estémago, rifién

XXII FACIT - Uniones de tejido

XX MACIT - Corazdn, retina

XXIV Fibrilar - Hueso, cérnea

XXV MACIT - Cerebro, corazon, testiculos Formacién de amiloide
XXVI FACIT - Testiculo, ovario
XXVII Fibrilar - Cartilago
XXV - - Dermis,nervio ciatico Enfermedad

neurodegenerativa
Tabla 1: Descripcion de los tipos de colageno, su composicion y distribucion. La ultima columna muestra
las patologias que han sido asociadas a cada uno de ellos. Las siglas FACIT corresponden a “Fibril-
associated collagens with interrupted triple helices” y las siglas MACIT a “Membrane-associated collagens
with interrupted triple helices”. Tabla adaptada de (Pandav et al., 2014).



INTRODUCCION

1.1.1 Estructura del colageno VI

Los distintos tipos de coldgeno comparten una estructura basica en forma de triple hélice
formada por tres cadenas peptidicas que contienen repeticiones Gly-X-Y (siendo X y Y cualquier
aminodcido, mayoritariamente prolina e hidroxiprolina) (Heino, 2007).

N2 __ N1

N3
- g 2 N1 N2 N3
“ “(.I’ 0.... w-{yp

¥y Gly Pro.,  Hyp
Gly Pro.,_ Hyp "Gly
Q Hyp “H- Gly Toack IO
% —Bly
" Gly Pro Hyp

c1 c2 c3
C1 Cc2 ° ‘ H:ilp

Cc3

Figura 1: Esquema de la conformacion de la triple hélice de colageno. Se indican los extremos N-
terminales de cada cadena (N1; N2 y N3) y los extremos C-terminales (C1; C2 y C3) y los residuos glicina
(Gly), prolina (Pro) e hydroxiprolina (Hyp). Imagen adapatada de (Pandav et al., 2014).

Como podemos apreciar en la anterior tabla, el coldgeno VI es el Unico tipo de coldgeno con una
estructura “beaded filament”, es decir, estd formado por filamentos con regiones cortas de
triple hélice flanqueadas por dominios globulares conocidos como dominios factor von
Willebrand de tipo A (Figura 2). La triple hélice de colageno VI esta compuesta por tres cadenas
a principalmente en la combinacién al[VI]a2[VI]a3[VI], aunque mas recientemente se han
descrito en ratdn otras tres cadenas (a4[VI], a5[VI] y a6[VI]) de secuencia y estructura similar a
la cadena a3 que pueden remplazarla en la triple hélice de colageno VI (Gara et al., 2008). En
humanos se ha demostrado la expresion de las cadenas a5y a6, sin embargo el gen que codifica
la cadena a4 esta inactivado por lo que no la encontraremos expresada (Tagliavini et al., 2014)
(Sabatelli et al., 2011).

Cada una de estas cadenas es codificada a partir de un gen especifico: COL6A1, COL6A2, COL6A3,
COL6A4, COL6A5 y COL6AG.

Las cadenas al y a2 tienen un peso similar de 140-150kDa (kilodaltons). La cadena a3, la mas
larga de todas las que componen la triple hélice de colageno VI (segun la variante de splicing
alternativo 250-300 kDa), sufre una serie de modificaciones postraduccionales después de su
sintesis y secrecién que resultan en la escision del dominio globular C-terminal de tipo Kunitz.
Este fragmento liberado de la cadena a3 del colageno VI es conocido con el nombre de

endotrofina (ETP) (Aigner et al., 2002). El proceso enzimatico por el cual se libera el fragmento
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endotrofina y las moléculas implicadas en él es atiin desconocido, no obstante, estudios recientes
han demostrado que la metaloproteinasa de matriz 11/estromelisina-3 (MMP11), es capaz de
cortar la cadena a3 de colageno VI (Motrescu et al., 2008), lo que la convierte en una enzima

candidata para la escision de la endotrofina.

N1 TH Cc1 C2

i o1(VI) -140kDa
c COL6A1-21022.3

N1 TH CcC1 C2

m o2(VI) -140kDa

c COL6A2-21q22.3

N10 N9 N8 N7 N6 N5 N4 N3 N2 N1 TH C1 C2 C38C4Cs

I | [ N § a3(VI) -300kDa

C l COL6A3-2q37
l:] Dominios factor von Willebrand de tipo A s Triple hélice (Gli-X-Y) Il Repeticiones lisina/prolina
- Dominios VWF A por splicing alternativo Dominio fibronectina de tipo IlI D Dominio Kunitz

Figura 2: Diagrama a de la organizacion de las cadenas al, a2 y a3 que forman la triple hélice de
colageno VI. “TH” representa la triple hélice comun en todas las cadenas, flanqueada por un nimero
variable de dominios del factor von Willebrand de tipo A (vWF A ). La letra “C” de la triple hélice muestra
los residuos cisteina involucrados en la unidn de las tres cadenas. Los dominios C-terminales adicionales
de la cadena a3 estan indicados como C3, C4 y C5 (dominio Kunitz). La flecha en la cadena a3 indica el
lugar de escision del producto liberado endotrofina. Imagen adaptada de (Bushby et al., 2014).

La célula encargada de sintetizar las cadenas a de colageno VI son los fibroblastos. Las cadenas
individuales (a1, a2 y a3) se ensamblan dentro del fibroblasto a partir de su extremo C-terminal
para formar el mondmero de coldgeno VI. El mondmero de coldgeno VI, a su vez, se alineara de
manera antiparalela a otros monémeros mediante enlaces disulfuro entre residuos de cisteinas
para formar dimeros y estos a su vez tetrameros (Colombatti et al., 1995)(Engel et al., 1985) que
seran secretados por la célula a la matriz pericelular. Una vez en la matriz, se unirdn mediante
sus extremos formando la red de microfibrillas e interactuard con otros coldgenos (Kuo et al.,
1997) y componentes de la matriz extracelular, ademas de participar en numerosos procesos de

sefializacion (Allamand et al., 2011).
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OO0 Fibroblast Figura 3: Proceso de sintesis y secrecion del
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1.2 Funcidn del colageno VI

1.2.1 El colageno VI como componente estructural

El coladgeno VI, forma parte de la matriz extracelular de numerosos tejidos como son la piel
(Theocharidis et al., 2016) el musculo, tejido adiposo (lyengar et al., 2005), pulmones, cornea,

nervios periféricos y cerebro (Cheng et al., 2009) entre otros.

Entre las diversas funciones que lleva a cabo, el coldgeno VI tiene un importante papel
estructural y de organizacion en la matriz extracelular que rodea distintos tipos celulares debido
a las multiples interacciones que efectla con otros componentes de la matriz extracelular y de
la membrana basal que rodea la célula como se detalla a continuacion.

Una vez secretadas a la matriz, las microfibrillas de coldgeno VI son capaces de unirse a otros
tipos de colageno como son el tipo Il y IV (C. Wiberg et al., 2003) (Kuo, et al.1997). Asimismo,
existe una union directa entre el coldgeno VI y los proteoglicanos decorina y biglicano (Charlotte
Wiberg et al., 2001). Otras proteinas de la matriz extracelular, como las glicoproteinas tenascina-

X, fibulina de tipo Il y la glicoproteina 1 asociada a microfibrillas (MAGP-1),también han
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mostrado afinidad de unién a la molécula de colageno VI (Minamitani et al., 2004) (Sasaki et al.,
1995) (Finnis et al., 1997).

La interaccidn del colageno VI con otros elementos que componen la macroestructura de la
matriz extracelular determina que, en situaciones donde se vea afectada la funcién del colageno
VI, se ocasionen en consecuencia alteraciones en la organizacién de otros componentes
(Sabatelli et al., 2001) asi como una disminucion en la adhesion de la célula a la matriz
extracelular (Kawahara et al., 2007)(Kawahara et al., 2008).

En relacidn a estas evidencias, en varios estudios realizados en nuestro laboratorio se analizd la
expresion génica global en musculos y fibroblastos pertenecientes a pacientes con mutaciones
en genes de coldgeno VIl en comparacion a sujetos sanos. Los resultados obtenidos manifestaron
cambios de expresién en genes codificantes para componentes de la matriz extracelular y
receptores de membrana poniendo en evidencia una alteracidn en la organizacion de la matriz
extracelular y su interaccién con la célula dando lugar a cambios en la propiedades de adhesion
de las células a distintos sustratos de la matriz extracelular como es la laminina (Paco et al.,

2013) (Paco et al., 2015).

Ademas de este papel estructural, el coldgeno VI desempeia varias funciones como molécula
sefalizadora. Estas funciones han sido investigadas principalmente en procesos de

tumorogénesis y en tejido adiposo y, en menor medida, en musculo.

1.2.2 Papel del colageno VI en cancer

Son varios los trabajos que describen una relacion directa entre el coldgeno VIy su accién como
estimulador de la fibrosis en la progresion de procesos de tumorogénesis de distintos tipos de
cancer (P. Chen et al., 2013). Una prueba es como los niveles de expresiéon de la proteina de
colageno VI en la matriz extracelular que rodea tumores ovaricos correlacionan con el grado de
agresividad del tumor y su resistencia a tratamientos quimioterapéuticos (Sherman-Baust et al.,
2003). O como ratones deficientes en colageno VI inyectados con células tumorales a nivel
cerebral tienen un crecimiento tumoral retardado respecto los ratones inyectados y sin déficit
de colageno VI (You et al., 2012). Otro ejemplo es la observacién de como células de melanoma
transducidas para sobreexpresar TGF-B inducen la produccion de coldgeno VI mediante la
activacion de los fibroblastos localizados en la piel facilitando la progresion del tumor (Berking

et al., 2001).
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Asi mismo, no solo la molécula entera de colageno VI puede intervenir en procesos de
proliferacién de tumores, sino que el extremo C-terminal de la cadena a3 del colageno VI, la
endotrofina (ETP), puede por si sola participar en procesos de fibrosis permitiendo, a través de
la induccién de la conversidn de células epiteliales en células migratorias (transicion epitelio-
mesénquima), el crecimiento tumoral y la metastasis actuando como un coestimulador de la via
de sefializacion del TGFB y activando sefiales Wnt/B-catenina. La ETP por si misma también
participa regulando la produccion de factores inflamatorios secretados por macréfagos atraidos

por la ETP, lo cual favorece alin mas el crecimiento y la progresion del tumor (Park et al., 2012).

El papel del colageno VI en la progresién tumoral, no solo se limita a la participacion en procesos
fibréticos e inflamatérios. Los trabajos de lyengar y colegas (lyengar et al., 2003)(lyengar et al.,
2005) establecen una importante labor del coldgeno VI como molécula seiializadora en el
contexto de la proliferacion tumorogénica de las células epiteliales ductales afectadas en el
cancer de mama a través de la activacion de programas pro-mitogénicos. El mecanismo
propuesto se basa en la capacidad del coldgeno VI, secretado por los adipocitos que rodean la
célula tumoral, de unirse a los receptores NG2 vy, posiblemente otros receptores como la
integrina a2B1 y alpfl, situados en la superficie de la célula. La unidn al receptor produce una
fosforilacién de GSK3, posiblemente a través de su efector Akt, que produce una estabilizacion
de la B-catenina, la cual viaja al ntcleo activando los factores de transcripcion Tcf/Lef que, a su
vez, regularian de manera positiva la ciclina D provocando, en consecuencia, una progresion no

controlada en el ciclo celular (Shtutman et al., 1999).
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Figura 4: Esquema de las principales contribuciones del colageno VI a los procesos de tumorogénesis y
resistencia a terapias. El coldgeno VI altamente expresado en tumores participa a través de la unién a
receptores NG2 y otros aun desconocidos en vias de sefializacion que desembocaran en un aumento del
crecimiento tumoral o induciendo resistencia a quimioterapia. La ETP participara en procesos de
transicion epitelio-mesénquima o procesos de fibrosis a través de la via activada por TGF-B. Por otro lado,
promovera la atraccion de macréfagos y células epiteliales que favoreceran el proceso de inflamacion y
angiogénesis que acompana el crecimiento y progresion del tumor. Imagen adaptada de (P. Chen et al.,
2013).

1.2.3 El colageno VI en tejido adiposo y su posible implicacion en el contexto de
disfuncion metabdlica

Como se comentd anteriormente, uno de los tejidos en cuya matriz se encuentra altamente

expresado el colageno VI es el tejido adiposo, siendo el tipo de colageno mas abundante (Khan

et al., 2009)(Scherer et al., 1998).

El coldgeno VI juega un importante papel en la correcta diferenciacion y expansion del tejido

adiposo participando en la remodelacién de la matriz extracelular que rodea el adipocito

mediante la modificacion de la estructura de su propia red de colageno VI. Conjuntamente al

colageno de tipo V, el coldgeno VI muestra una estructura en forma de fibrillas finas y espinosas

en las primeras etapas de diferenciacién del adipocito, para luego desaparecer y ser

reemplazadas por una red de fibras gruesas a los diez dias desde el inicio de la diferenciacién en
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células de la linea preadiposa intramuscular bovina (BIP, bovine intramuscular preadipose)
(Nakajima et al., 2002). En relacidn al aumento de tejido adiposo, la leptina, una citoquina
liberada por el tejido adiposo, ve incrementados sus niveles y estos pueden regular

directamente de manera negativa los niveles de COL6A3 en humanos (McCulloch et al., 2015).

Del mismo modo, estudios en modelos animales y en sujetos humanos han descrito un aumento
de expresion de genes de colageno VI (principalmente COL6A3) en tejido adiposo de ratones
obesos (db/db y ob/ob) en relacion a ratones control (Khan et al., 2009) asi como en humanos
en situaciones de mayor ingesta de alimento y en personas obesas, tanto en el tejido adiposo
visceral como subcutdneo (Khan et al., 2009) (Pasarica et al. 2009.), aunque existe controversia

sobre esta afirmacion (McCulloch et al., 2014).

En el proceso de proliferacion del tejido adiposo propio de un estado de obesidad, a medida que
aumenta el tamafio de los adipocitos, tiene lugar un aumento y remodelacion del contenido
fibroso conectivo a través de la sobreexpresién de proteinas de la matriz, incluido el colageno y
entre ellos el coldgeno de tipo VI. Este aumento del contenido de matriz extracelular, al que
denominamos fibrosis, convierte el tejido adiposo en una estructura mas rigida debido a la
reduccion de su elasticidad. Como consecuencia, hay una disrupcion de la correcta expansion
del adipocito y se sobreviene una deposicion ectdpica de depdsitos lipidicos y una infiltracidon
de macréfagos contribuyendo al estado de inflamacién que caracteriza un estado del sindrome

metabdlico (Khan et al., 2009)(Alkhouli et al., 2013) (Henegar et al., 2008)(Sun et al., 2013).

El coldgeno VI no solo estd involucrado en procesos de desregulacién metabdlica por su papel
como proteina estructural de la matriz extracelular, sino que posiblemente juega un papel en el
proceso inflamatorio que acompafia la obesidad (Pasarica et al., 2009).

Los macrofagos, concretamente los tipo 2 (M2) son capaces de producir colageno VI tanto en
humanos como ratones (Gualandi et al., 2011)(Schnoor et al., 2008). La sobreproduccion de
colageno VI por parte de macréfagos M2 contribuye a la fibrosis del tejido adiposo, a su vez
desencadenando uno de los rasgos distintivos del sindrome metabdlico, paralelo al estado de
inflamacidn, la presencia de un estado de resistencia a insulina (Spencer et al., 2010).

Se han detectado niveles incrementados de coldgeno VI en el musculo y rifiones de pacientes
con resistencia a insulina (Berria et al., 2006) (Mohan et al., 1990) asi como una regulacion
directa de los niveles de expresién de colageno VI inducida por concentraciones elevadas de

glucosa (Muona et al., 1993). Estas evidencias conjuntamente con el papel del coldgeno Vil en la
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remodelacidn de la matriz extracelular durante la proliferacidn del tejido adiposo en la obesidad
dibujan un nexo entre el colageno VI y la disfuncion metabdlica.

Apoyando estas observaciones, modelos de raton ob/ob (ratén obeso con resistencia a insulina)
con ausencia de coldgeno VI o bien ratones con ausencia de coldgeno VI y mantenidos con una
dieta alta en grasas han revelado una reduccidn de la cantidad de fibrosis, una correcta
expansion de los adipocitos asi como una disminucion de la infiltracion de macréfagos y
finalmente una mejora de los pardmetros metabdlicos alterados incluida la sensibilidad a
insulina en comparacion con los ratones ob/ob o aquellos mantenidos con dieta grasa, pero sin

alteraciones en colageno VI (Khan et al., 2009).

Estudios recientes han demostrado que también el fragmento C-terminal soluble del coldgeno
VI, la ETP, se encuentra altamente involucrado en el proceso que conlleva a la disfuncién
metabdlica. El uso de un modelo de ratdn con sobreexpresion local a nivel de tejido adiposo de
la endotrofina reveld que esta es capaz de inducir un estado fibrético en el tejido adiposo
mediante la activacién de fibroblastos que provocaran una sobreexpresion de otros colagenos
y componentes de la matriz extracelular. Asimismo, el coldgeno VI puede actuar como
guimioatrayente para macrofagos que participan en el proceso de inflamacién del tejido adiposo
que, junto a la fibrosis, estimularan un estado de resistencia a insulina (Figura 4). De manera
parecida, ratones expuestos a una dieta alta en grasa inyectados con anticuerpo especifico de
bloqueo de la endotrofina antes y durante la exposicion a la dieta grasa, revirtieron parcialmente

la resistencia a insulina y la inflamacion observada en aquellos no tratados (Sun et al., 2014).

1.2.4 Otras funciones del colageno VI en la célula muscular

Estudios realizados en modelos animales de déficit de colageno VI, asi como en cultivos de
mioblastos de pacientes con defectos en coldgeno VI han demostrado un papel del colageno VI
en la prevencién de la apoptosis de la fibora muscular a través de la regulacién de la muerte

celular mediada por la mitocondria (Bernardi et al., 2008) (Irwin et al., 2003).
La muerte celular mediada por la mitocondria puede ocurrir a través de una via extrinseca

activada a partir de sefiales provenientes del exterior celular o a través de la via intrinseca,

activada por estimulos intracelulares.
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En la via intrinseca, la cascada de muerte celular mediada por caspasas que provocaran la
fragmentaciéon del ADN y la muerte celular por apoptosis se inicia con la formacién del
apoptosoma, compuesto entre otras, por la proteina mitocondrial citocromo C. Para la creacion
del apoptosoma se necesita la salida del citocromo C del interior de la mitocondria lo cual tiene
lugar gracias un aumento de la permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa (MME).
Uno de los mecanismos por el cual se pretende explicar este aumento necesario de
permeabilidad es la abertura del poro de transicidon de permeabilidad (PTP) que se encuentra en
la membrana mitocondrial interna (MMI) (D. R. Green et al., 2004). La abertura prolongada del
PTP provoca cambios estructurales en las crestas de la MMI y cambios fisioldgicos provocando
una despolarizacién por la pérdida del potencial de membrana. Este cambio del potencial de
membrana provoca un desacople y disminucion de la sintesis de ATP desembocando en una
produccién excesiva de especies reactivas de oxigeno. Estas, producirdn una liberacién masiva
de iones Ca** por parte la mitocondria lo que aumentard ain mas el tiempo de apertura del PTP
actuando como un ciclo de retroalimentacion positiva que finalmente resultara en la muerte

celular (Kroemer et al., 2007).

Tanto en los modelos animales de ratdn y pez cebra como en mioblastos humanos (Irwin et al.,
2003) (Telfer et al., 2010)(Angelin et al., 2007), se ha observado que, ante defectos en colageno
VI, la estructura de la mitocondria se ve alterada mostrando crestas de la MMI con forma tubular
y un aumento de material denso en la matriz. También se aprecian dilataciones en el reticulo
endoplasmatico a nivel macroscépico (Irwin et al., 2003). Estas alteraciones estructurales van
acompafadas de un disfuncién metabdlica debido a alteraciones en la obertura del el PTP que
desembocan en un aumento de apoptosis, la cual se ve revertida al tratar con ciclosporina A, un
inhibidor del PTP (Merlini et al., 2008). No obstante, el fendmeno de apoptosis observado tiene
sus contradicciones al estudiar la ausencia de miofibras apoptéticas en biopsias de pacientes
con mutaciones en coldgeno VI, por lo que no lo podemos considerar un mecanismo universal
(Paco et al., 2012).

En paralelo a los defectos mitocondriales nombrados, parece existir una autofagia defectuosa
que acompafia la acumulacion de reticulo endoplasmatico y mitocondrias andmalas
participando en el proceso apoptético (Grumati et al., 2010). Este fendmeno de autofagia
deficiente ha sido observado tanto en modelos de ratones deficientes en coldgeno VI como en
pacientes con defectos en colageno VI. Los modelos de ratones con déficit de coldgeno VI han
revelado una activacién persistente de la via Akt-mTOR, implicada, entre otros muchos procesos
celulares vitales, en la regulacién del proceso de autofagia (Hay, 2011). Asimismo también se ha

observado, tanto en musculo de pacientes como en los modelos de ratén con déficit de
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colageno VI, una reduccion en los niveles Beclina-1 y Bnip3, dos proteinas involucradas en la
correcta formacidn del autofagosoma. Esta disminucidon observada en el flujo de autofagia
puede ser reestablecida, segun estudios recientes en el modelo de ratdn tras el tratamiento con
espermidina, un compuesto natural inductor de la autofagia (Chrisam et al., 2015).

A pesar de todas estas evidencias, el mecanismo por el cual los defectos en colageno VI
desencadenan estas alteraciones de la funcidn celular (funcién mitocondrial, muerte celular y

autofagia) son aun desconocidas.

Alteraciones en
sefializacion intracelular

Mutaciones en

coldgeno VI
71\,\ — Disfuncién mitocondrial Defectosen
/Y \
) 7'\%_! y alteraciones estructurales autofagia
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Figura 5: Mecanismo propuesto para la patogénesis asociada a los defectos mitocondriales relacionados
con colageno VI. Las alteraciones en colageno VI afectan a vias de sefalizacion intracelular provocando
disfunciones y cambios estructurales en las mitocondrias y RE asi como defectos en los mecanismos de
apoptosis. Los cambios mitocondriales provocan un aumento de la abertura del PTP y una defectiva
regulacién de las concentraciones de Ca?* por parte del RE participando en una apertura prolongada del
PTP creando un circuito de retroalimentacion positiva que desemboca en una muerte celular agravada
por la autofagia defectuosa de organulos alterados. Imagen adaptada de (Bernardi, 2008).

1.3 Miopatias asociadas con déficit de colageno VI

Dentro de las miopatias relacionadas con colageno VI distinguimos la distrofia muscular
congénita de Ullrich (UCMD) (OMIM#254090) y la miopatia de Bethlem (BM) (OMIM#158810).
Otras dos condiciones patoldgicas se incluyen en el grupo de miopatias relacionadas con
coldgeno VI: la mioesclerosis miopatica autosémica recesiva (OMIM#255600) (L Merlini et al.,
2008) y la distrofia muscular de cinturas autosomica dominante (LGMD, de Limb-girdle muscular

dystrophy en inglés) (OMIM#159001) (Bushby et al., 2014).
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La distrofia muscular congénita de Ullrich fue la primera de estas patologias descrita en 1930 en
nifios recién nacidos por el doctor aleman Otto Ullrich y la llamd “scleroatonic muscular
dystrophy”. Fue cuatro décadas mas tarde, en 1976 cuando Bethlem y van Wijngaarden
describieron en tres familias alemanas los primeros casos de lo que posteriormente en 1988
seria llamado, por Mohire y sus compafieros (Mohire et al., 1988), como miopatia de Bethlem.
Ambas patologias estan clasificadas en el conjunto de enfermedades raras, dado que su
prevalencia en la poblacidon es inferior a 50 afectados por cada 100000 habitantes (Institute of
Medicine (US) Committee on Accelerating Rare Diseases Research and Orphan Product
Development, 2010). Su prevalencia nivel mundial no se conoce con certeza, ya que no hay datos
suficientes y afecta a una gran diversidad de etnias (Muntoni et al., 2004). En el caso de la
distrofia muscular congénita de Ullrich |la prevalencia estimada es de tan solo 0.13:100,000 y en
la miopatia de Bethlem, de 0.77:100,000 (Norwood et al., 2009). No obstante, de entre los 33
tipos de distrofia muscular congénita descritos hasta el momento, la distrofia muscular
congénita de Ullrich es una de las formas mas comunes (O’Grady et al., 2016) (Clement et al.,

2012).

1.3.1 Etiologia genética

Las miopatias relacionadas con coldgeno VI deben su nombre a las mutaciones en uno de los
tres genes que codifican para las tres cadenas de la proteina extracelular colageno VI. Estos
genes son COL6A1 COL6A2 y COL6A3 (localizacién cromosémica 21q22.3; 21g22.3 y 2g37.3

respectivamente).

Inicialmente se describié un patrén de herencia autosémico recesivo en la distrofia muscular
congénita de Ullrich, sin embargo, en los ultimos afios se han descrito multiples casos causados
por mutaciones dominantes (a menudo de novo), llegando a representar el 50% de los casos
diagnosticados de UCMD.

Las mutaciones mas frecuentes son las mutaciones puntuales y saltos de exdn. Las mutaciones
puntuales normalmente afectan a residuos de glicina en el dominio de triple hélice de cada una
de las cadenas alfa, crucial para la formacion del mondmero de colageno (ala2a3) (Lampe et
al., 2005). Por otro lado, los saltos de exdn estan causados por mutaciones en regiones de corte
y empalme (splicing) siendo la mas frecuente la que afecta al exdn 16 del gen COL6A3 resultando

en una cadena a3(VI) con una delecién de 18 aminoacidos en el dominio de triple hélice, por lo
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que el mondémero de coldgeno VI generado contendrd una cadena mutada que ejercerd un
efecto dominante negativo sobre los mondémeros formados por cadenas no alteradas
genéticamente (Bolduc et al., 2014) (Lampe et al., 2008).

Por otra parte, algunas de las mutaciones con herencia autosémica recesiva descritas, son
producidas por codones STOP prematuros que resultan en la producciéon reducida de la cadena
afectada y por lo tanto del monémero de coldgeno VI, cuyo efecto en el paciente suele ir

relacionado con las formas mas severas de la enfermedad (Brifias et al., 2010).

Por el contrario, aunque inicialmente, se relacioné la miopatia de Bethlem con un patron de
herencia autosémico dominante (J6bsis et al., 1996) en la actualidad se conoce que también
puede deberse a mutaciones con una herencia autosémica recesivas y de novo (Bbnnemann et
al., 2014).

Una de las mutaciones mas frecuentes reportadas en pacientes BM son aquellas mutaciones

puntuales que se encuentran en la regién N-terminal del dominio de triple hélice en cualquiera

de los tres genes, que aunque permite la correcta formacidn de la triple hélice, esta es incapaz
de formar tetrdmeros de forma antiparalela y, por lo tanto, impide la formacion de la red de
microfibrillas lo cual tendrd un efecto negativo dominante parecido a lo observado en algunos
pacientes UCMD (Lamandé et al., 2002). Mutaciones resultantes en saltos de exon también han
sido descritas en la miopatia del Bethlem, a diferencia de UCMD, el exdn afectado suele ser el
exon 14 del gen COL6A1, no obstante la consecuencia, como en UCMD, es un efecto dominante
negativo.

Es dificil aun hoy en dia establecer una correlacion entre el genotipo y fenotipo en las miopatias
relacionadas con déficits en coldgeno VI dado que, aun y la existencia de mutaciones descritas
especificamente en pacientes UCMD o BM, existen mutaciones presentes en ambas patologias
(O’Grady et al., 2016).

Aun asi, en su gran mayoria, las mutaciones en los genes COL6A1, COL6A2 y COL6A3 tendran
como consecuencia o bien un ensamblaje defectuoso de los mondémeros, dimeros y tetrameros
gue provocaran una disminucién en la secrecién de colageno VI a la matriz extracelular. O bien,
aun y no verse afectada la correcta formaciéon de monémeros, dimeros y tetrdmeros, por lo que
podran ser secretados a la matriz extracelular, una vez alli, serdn incapaces de unirse entre ellos
para formar la red de microfibrillas y tampoco se podran unir a otros componentes de la matriz.

En ambas situaciones el resultado sera un déficit parcial de coldgeno VI en la matriz extracelular.

A parte de mutaciones en los genes COL6A1, COL6A2 y COL6A3, se han descrito mutaciones en

humanos con una clinica resultante similar a la observada en las miopatias relacionadas con
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colageno VI, en el gen COL12A1 (localizacién cromosdmica 6q13-q14), el cual codifica para la
cadena al del coldageno de tipo Xll. Estas mutaciones fueron identificadas en dos hermanos con
herencia autosémica recesiva con una afectacion severa parecida a UCMD causada por una
completa ausencia de colageno Xll debida a la pérdida del exén 50 del transcrito de colageno
XIl. Fue esta similitud clinica con UCMD lo que llevé a designar esta distrofia como UCMD2
(OMIM#616470) (Zou et al.,, 2014). Por otra parte, una mutacidon de novo con un efecto
dominante negativo fue hallada en un nifio con una clinica parecida a la miopatia de Bethlem
(Zou et al., 2014). Y otras dos mutaciones puntuales en el gen de colageno XllI se han descrito en
dos familias con una herencia autosémica dominante (Hicks et al., 2014) con una presentacion
clinica compatible con BM, por lo que se ha acufiado el nuevo término BM2 (OMIM#616471)

para englobar estas nuevas miopatias.

1.3.2 Caracteristicas clinicas

Distrofia muscular congénita de Ullrich

En UCMD la presentacion de los primeros sintomas suele ocurrir durante el periodo neonatal o
bien durante el primer afio de vida. Uno de los primeros sintomas que se pueden apreciar desde
los inicios de la enfermedad son la hipotonia en el nacimiento (Nadeau et al., 2009), la presencia
de contracturas en las articulaciones proximales asi como una hiperlaxitud distal (ej.: dedos) y
debilidad muscular. La debilidad muscular en los pacientes es progresiva y en algunos casos tan
severa desde el nacimiento que impide el desarrollo de la habilidad para andar representando
las formas mas severas de la enfermedad (Bonnemann, 2011). Los pacientes afectados con las
formas de presentacion conocidas como “progresivas moderadas” suelen llegar a andar, aunque

pierden esta capacidad de forma auténoma alrederor de los 12 afios de edad.

A diferencia de otras distrofias musculares congénitas, los niveles en sangre de creatina quinasa
(CK), suelen ser normales o moderadamente elevados en los pacientes UCMD (Yonekawa &
Nishino 2015). Esta enzima se libera al torrente sanguineo cuando la membrana de la célula
muscular estd dafada y se emplea como marcador para orientar el diagndstico de las
enfermedades neuromusculares (Bdnnemann et al., 2014) (Yonekawa et al., 2015).

Una complicacién frecuente es la escoliosis la cual suele aparecer en los primeros afios de vida
aun cuando los pacientes caminan de manera independiente (Nadeau et al., 2009). La aparicidn

de escoliosis suela agravar otro de los signos que se presenta a lo largo de la progresion de la
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enfermedad, la insuficiencia respiratoria, obligando a muchos pacientes a tener un soporte
ventilatorio no invasivo. La progresidn de esta insuficiencia respiratoria ha sido monitorizada en
pacientes UCMD mediante el registro del FVC (forced vital capacity en inglés), que nos informa
de la cantidad maxima de aire que un paciente es capaz de expulsar tras una inhalacién mdaxima,
poniendo de manifiesto que la mayor reduccion en el FVC desde el inicio de la enfermedad se
da durante la primera década de vida (Yonekawa et al., 2013) (Foley et al., 2013). El fallo
respiratorio suele ser una de las principales causa de mortalidad en los pacientes UCMD durante
la segunda década de vida (Mercuri et al., 2002).

Ademas los pacientes UCMD presentan alteraciones cutaneas como hiperqueratosis folicular y
defectos de cicatrizacién en forma de lesiones queloides o cicatrices atréficas asociado al papel
del colageno VI durante la remodelacién de la matriz extracelular que tiene lugar en el proceso

de cicatrizacidn (Theocharidis et al., 2016) (Paco et al., 2015) .

Miopatia de Bethlem

La miopatia de Bethlem se caracteriza por una progresion de la clinica mucho mas lenta que en
el caso de UCMD. Aunque hay pacientes BM que manifiestan los primeros signos durante el
periodo neonatal, la aparicién suele darse durante la infancia o la juventud. Del mismo modo
gue en UCMD, suelen presentar debilidad muscular y contracturas en articulaciones distales, sin
embargo, suelen conservar la deambulaciéon y no es hasta la edad adulta cuando algunos
pacientes necesitan ayuda para andar (Deconinck et al., 2014). Los problemas de cicatrizacién y
queloides suelen ser también comunes. A diferencia de en la UCMD, no suelen aparecer signos
de hiperlaxitud y tampoco insuficiencia respiratoria.

Existen fenotipicos clinicos intermedios a UCMD y BM.
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Figura 6: Caracteristicas clinicas frecuentes en las miopatias relacionadas con colageno VI. En la imagen
(A) podemos observar el fendmeno de hiperlaxitud en los dedos de la mano en pacientes UCMD, mientras
que la imagen (B) muestra un paciente UCMD afectado de escoliosis. Las contracturas en codos es un
rasgo comun en pacientes BM (C) y finalmente en la imagen (D) se detallan lesiones cutaneas en forma
de queloides en una paciente UCMD. Imagenes obtenidas de (Yonekawa et al., 2015b), (Allamand, 2011),
(Bonnemann, 2011) y (Bushby, 2014).

1.3.3 Diagnéstico

El diagndstico se basa en la evaluacion detallada de los signos clinicos en combinacién con

distintas técnicas diagndsticas las que ayudaran al correcto diagndstico diferencial.

1.3.3.1 Diagnéstico patoldégico y bioquimico

Una de las principales herramientas de diagndstico es el estudio anatomopatolégico de la
biopsia muscular de pacientes.

Los cambios observados a este nivel histopatolégico varian entre pacientes, pero algunos
hallazgos frecuentes son la variabilidad en el didametro de las fibras musculares con presencia de
fibras atroficas (Schessl et al., 2008) (Paco et al., 2012) y la proliferacién de tejido conectivo
endomisial y de tejido adiposo endo- y perimisial. También pueden encontrarse en una

proporcién variable fibras regenerativas y signos de inflamacién (Paco et al., 2013).
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Figura 7: Cambios morfolégicos en biopsias musculares de pacientes UCMD. Las imagenes Ay B
corresponden a tinciones de hematoxilina y eosina (H&E) de dos pacientes distintos y las imagenes Cy D,
a tinciones de tricomico de Gomori modificado de otros dos pacientes mas. Los pacientes de las figuras A
y C muestran una estructura relativamente preservada de los fasciculos musculares con un tamafio de
fibras variable y fibras regenerativas aisladas (flechas blancas), mientras que los pacientes de las imagenes
B y D muestran un patrén mas distréfico con fibrosis (en azul claro figura D), fibras atrdficas (flechas
amarillas) y fibras regenerativas con nucleos centrales (flechas rojas). Barra de escala= 50um.(Paco et al.,
2012)

La imnunotincidn de biopsias musculares con anticuerpos que reconocen el coldgeno VI permite
estudiar su localizacidon. En condiciones normales el coldgeno VI se localiza principalmente en
la membrana basal que rodea la célula muscular, en los capilares y vasos sanguineos, en los
nervios intramusculares y en el endomisio que rodea a la célula muscular y el perimisio que
rodea los fasciculos musculares.

En la mayoria de los pacientes UCMD, las mutaciones en genes de coldgeno VI causan una
reduccion parcial y localizada de colageno VI aunque en algunos casos pueden resultar en la
ausencia total de la proteina (Tagliavini et al., 2014). Para ayudar a la interpretacion y descartar
alteraciones secundarias de la membrana basal se suele realizar una doble immunofluorescencia
combinando anticuerpos contra colageno VI y anticuerpos contra otra proteina de la membrana
basal (perlecan o colageno IV en general). En la gran mayoria de pacientes BM la immunotincion

de colageno VI suele ser indistinguible del patrén de normalidad.
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Figura 8: Inmunofluorescencia en biopsias musculares de pacientes UCMD. En rojo se marca el colageno
Vly en verde la subunidad y-1 de la proteina de lamina basal laminina. La localizacién de ambas proteinas
se puede observar en color amarillo en el control (A). En el paciente (B) se puede observar la presencia
de colageno VI en la matriz extracelular, pero su localizacién alterada en la lamina basal. (Bbnnemann,
2011).

Dado que el coldgeno VI es sintetizado y secretado por los fibroblastos es posible estudiar la
sintesis y secrecién de colageno VI en fibroblastos cultivados in vitro procedentes de biopsias de
piel. Una vez alcanzada la confluencia del cultivo, los fibroblastos son tratados con dacido
ascoérbico, necesario para permitir la correcta secrecién de colageno VI y otras proteinas de la
matriz extracelular. Posteriormente el coldgeno VI puede detectarse mediante
immunofluorescencia o bien por otras técnicas como la citometria de flujo (Kim et al., 2012)
(Jimenez-Mallebrera et al., 2006). Ademas de la reduccién en la cantidad de colageno VI
depositada en la matriz extracelular estas técnicas permiten también detectar la acumulacion
de coldgeno VI en el interior del fibroblasto. La sensibilidad de esta técnica en pacientes UCMD

es elevada mientras que es menor en pacientes Bethlem.
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Figura 9: Inmunofluorescencia en fibrobalstos en cultivo de pacientes UCMD. En rojo se marca el
coldgeno VI y azul los nucleos celulares con 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI). En los fibroblastos del
individuo control (A) se observa una disposicidn regular de las fibras de colageno VI en la matriz
extracelular. En el paciente (B) se puede observar una reduccién de colageno VI en la matriz extracelular,
asi como una desorganizacion de la red fibrilar. Barra de escala= 100um

1.3.3.2 Resonancia magnética

La técnica de imagen por resonancia magnética (MRI, Magnetic Resonance Imaging en inglés)
es una técnica no invasiva empleada en el diagndstico de pacientes UCMD y BM, principalmente
con el objetivo de descartar otras miopatias propuestas a partir de las caracteristicas clinicas
observadas en el paciente sin diagndstico (Deconinck et al., 2010).

El patrén de afectacién muscular observado en UCMD y BM es muy parecido, caracterizado
principalmente por una atréfica concéntrica, es decir, existe mayor atrofia en la zona externa
del musculo que en su interior.

En los pacientes BM se ven afectados principalmente en los musculos vasto lateral y medial,
mientras que los pacientes UCMD muestran una afectacion mas difusa de los musculos del
muslo. En los pacientes BM existe una atrofia central originada alrededor de la fascia central que
se extiende hasta el interior del musculo.

En ambos grupos se observa de manera parecida el patron de atréfia concéntrica en los

musculos gastrocnemio medial y séleo (Eugenio Mercuri et al., 2005)(Diaz-Manera et al., 2015).
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1.3.3.3 Diagnéstico genético

El estudio genético es imprescindible no solo para el diagnéstico preciso del paciente sino
también, para predecir la evolucién de la enfermedad (Deconinck et al. 2014) y para el
tratamiento futuro con terapias especificas para cada tipo de mutacién (por ejemplo aquellas
orientadas a reducir la expresién del alelo portador de una mutacién dominante) (Bolduc et al.,
2014). Y finalmente, para proporcionar un correcto consejo genético a los progenitores cuando

estos son portadores asintomaticos.

La técnica mas empleada es la secuenciacion directa, por el método de Sanger (Sanger et al.,
1977) de las regiones codificantes procedentes de exones (108 exones entre COL6A1, COL6A2 y
COL6A3) y las zonas colindantes a estos (intrones).

Durante los ultimos afios ha habido un gran avance en el desarrollo de la biotecnologia que
permite realizar estudios genéticos a gran escala, de un modo muy rapido, con una gran
sensibilidad y con un menor coste. Son las llamadas técnicas de secuenciacion masiva (Next
Generation Sequencing) a partir de ADN gendmico o bien a partir de ARN obtenido de musculo
o fibroblastos.

Para el estudio de deleciones/duplicaciones y reordenamientos genéticos se puede emplear la
técnica de MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) o la hibridacidén genémica
comparativa (CGH, Comparative Genomic Hybridization) (Foley et al., 2011) (B6nnemann et al.,

2014) (Lampe et al., 2005).

En algunas ocasiones se pueden detectar mutaciones heterocigotas de significado incierto por
lo que es necesario contrastar los hallazgos con bases de datos que recogen las mutaciones
previamente descritas en pacientes (www.dmd.nl y ClinVar), bases de datos con informacion
sobre las frecuencias de cambios heterocigotos en distintas poblaciones (por ejemplo,
exac.broadinstitute.org) y herramientas bioinformaticas que permiten predecir in silico el
impacto de una variante genética en la proteina afectada (por ejemplo,
http://www.mutationtaster.org/). De la misma forma, es posible predecir in silico mediante
diferentes software los efectos de ciertas mutaciones en el proceso de splicing.

Ademas hay que tener en cuenta el fendmeno del mosaicismo somatico de algunas mutaciones
dominantes lo que puede explicar parte de la variabilidad intrafamiliar observada en algunas

familias (Donkervoort et al., 2015).
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1.4 Vias de seializacion implicadas en el control de la glucemia en

musculo esquelético

Las principales vias de sefalizacidn en las que se ha puesto especial interés en este trabajo son
la via PI3K/Akt y la via de AMPK por su participacion en la captacion de glucosa en el musculo
esquelético. Defectos en la via de sefializacién PI3K/Akt (Tremblay et al., 2001) (Karlsson et al.,
2005) y en la via de AMPK (Coughlan et al., 2014) (O’Neill, 2013) han sido relacionados con un
estado de resistencia a insulina.

El principal interés de estudiar de estas vias fue su interrelacidén con el posible papel del colageno

VI como molécula sefializadora en un contexto de resistencia a insulina.

1.4.1 Viade senalizacion PI3K/Akt

La proteina Akt es una quinasa serina/treonina que participa multiples procesos celulares como
son el metabolismo de la glucosa, proliferacion celular, supervivencia, apoptosis y crecimiento

(Manning et al., 2007).

La via de PI3K/Akt es activada mediante el estimulo de la molécula de insulina a través del
receptor de insulina IR situado en la superficie de la célula muscular. La unién de la insulina a su
receptor provoca la fosforilacién de residuos de tirosina que reclutaran substratos como el IRS-
1 que a su vez seran reconocidos por el dominio Src de homologia 2 (SH2) de la subunidad
reguladora p85 de la quinasa PI3 (PI3K). La PI3K provoca el reclutamiento de fosfatidilinositol-
4,5-bisfosfato (PIP2) y su fosforilacion a fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). PIP3 facilitara el
reclutamiento de la proteina Akt a la membrana celular. La activacién de la Akt viene
determinada por la fosforilacion de su residuo treonina 308 (Thr3®), por parte de la quinasa
dependiente de fosfatidilinositol 1 (PDK1) (Alessi et al., 1997) , y de su residuo serina 473 (Ser*’3)
por parte del mMTORC2 (Sarbassov et al., 2005).

La activaciéon de Akt promueve la captacidn de glucosa mediante la translocacion de los
receptores de glucosa (GLUT), principalmente GLUT4 (Gaster et al., 2000) (Stuart et al., 2006), a
la membrana plasmatica de la célula muscular. Este proceso se realiza mediante la fosforilacion
de TBC1D1 Y del substrato de 160kDa de Akt, AS160 y estas seran las responsables de la
translocacion de los receptores de glucosa la membrana celular (Saltiel et al., 2001) (Howlett et

al., 2007) (Sakamoto et al., 2008) (Kane et al., 2002).
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Ademas de impulsar la captacién de glucosa, la activacién de la proteina Akt mediante un
estimulo de insulina, interviene en la fosforilacion e inactivacién de las dos isoformas de la
proteina glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3a/p) en sus residuos de serina 21y 9 (Ser21/9) (Cross
et al., 1995).

La enzima glucégeno sintasa (GS) es un sustrato de GSK3 y actua estimulando la sintesis de
glucégeno cuando se encuentra desfosforilada. La activacién de GSK3 inhibe la sintesis de
glucégeno mediante la fosforilacién de la GS, por lo que la inactivacién de GSK3 promovida por

insulina resulta en el almacenamiento de la glucosa en forma de glucégeno.

1.4.2 Via de seializacion AMPK

La proteina quinasa activada por AMP (AMPK, AMP-activated protein kinase en inglés) es un
heterodimero con actividad quinasa serina/treonina. Estd compuesto por una subunidad
catalitica a y las subunidades reguladoras By. La isoforma predominante en musculo esquelético
es la a2, mientras que la al se encuentra mayoritariamente en el tejido adiposo y hepatico. En
el musculo esquelético, actia como un regulador metabdlico promoviendo la captacion de
glucosa y la oxidacion de acidos grasos en condiciones de demanda energética como ocurre
durante el ejercicio o la restriccidn calérica(O’Neill, 2013) (Chen et al., 2003). Diversos farmacos
como las tiazolidinedionas (TZD) usadas en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 son
capaces de activar a AMPK (Fryer et al., 2002). De manera similar, hormonas endégenas pueden
participar en la activacion a AMPK. Entre ellas se encuentra la leptina, una adipoquina capaz de
activar AMPK aumentando la ratio AMP/ATP en el musculo (Minokoshi et al.,, 2002) y la
adiponectina, que media la activacion de AMPK a través de su unién al receptor de adiponectina

R1 (Zhou et al., 2009).

La activacién de la via mediante la fosforilacién de AMPK requiere por un lado, el aumento de la
AMP intracelular y por otro, la fosforilacidon del residuo treonina de la subunidad a de AMPK
(Thrl”2) (Sanders et al., 2007) (Oakhill et al., 2011). Las quinasa encargadas de llevar a cabo esta
fosforilacién son la quinasa B1 (LKB1) (Sakamoto et al., 2005), la quinasa CaMKIIB (calcium-
dependent calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase, en inglés) regulada por los
niveles de calcio intracelulares (Hawley et al., 2005) y finalmente, la quinasa TAK1 (transforming

growth factor-8 activated protein kinase-1, en inglés) (Momcilovic et al., 2006).
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La proteina AMPK activada, fosforila a AS160 y TBC1D1 de la misma manera que Akt, con el
resultado de una translocacion de GLUT4 a la membrana de la célula esquelética aumentando

la entrada de glucosa (Sakamoto et al., 2008) (Jessen et al., 2011).
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Figura 10: Vias de sefalizacion implicadas en la captacién de glucosa a través de la translocacion de
GLUT4. La insulina estimula Akt que fosforila sus sustratos AS160 and TBC1D1 en sus residuos
Thr82 yThr>®, respectivamente. Resultando en la translocacién de vesiculas GLUT4 a la membrana
plasmatica. La contraccion a través de déficit de energia (relacidon elevada AMP/ATP) y niveles de calcio
(Ca?) intracelular elevados conducen a la activacion de la AMPK a través de LKB1 y quinasa CaMKK. Esto
conlleva a la fosforilacion de AS160 y TBC1D1 regulando la translocacidn de vesiculas con GLUT4 a la
membrana plasmatica. Imagen adaptada de (Sakamoto, 2008)
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OBIJETIVOS

En vista de los multiples procesos en los que se ve involucrado el coladgeno VI, tanto en la célula
adiposa como muscular, y sobre la base de como alteraciones en su expresién en modelos
animales producen profundos cambios a nivel metabdlico, se convierte en un objetivo clave la
identificacion de su papel en la regulacion metabdlica asi como la relacién de este con la

fisiopatologia de las miopatias relacionadas con déficits en colageno VI.

Por tanto, los objetivos concretos de este trabajo han sido los siguientes:

1. Investigar el efecto de colageno VI en la homeostasis de la glucosa y definir el

mecanismo subyacente in vitro en las células musculares y adipocitos.

2. Describir la cantidad y el patrdén de distribucién de tejido adiposo y de tejido magro en
pacientes con UCMD y BM en relacién a una poblacion sana y a otras formas de distrofia

muscular.
3. Correlacionar el anterior objetivo con los hallazgos clinicos (gravedad de la enfermedad

y funcién motora) y los pardmetros bioquimicos (niveles de adipoquinas) de los

pacientes estudiados.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Cultivos de lineas celulares

3.1.1 Cultivos LHCN-M2

Las células LHCN-M2 son una linea celular muscular derivada de células satélite aisladas del
musculo pectoral mayor de un vardn caucdsico de 41 afios (Zhu et al., 2007). El uso de esta linea
en el presente estudio fue gracias a la donaciéon por parte del Dr.Woodring Wright (University
of Texas Southwestern Medical Center). La principal caracteristica de esta linea celular es su
capacidad proliferativa ilimitada conservando a la vez una capacidad de diferenciacion a
miotubos correcta.

Los mioblastos LHCN-M2 se cultivaron en placas de cultivo 100x20mm en Dulbecco's modified
Eagle medium (DMEM, glucosa 4500 mg/l) suplementado con 2mM de L-glutamina, MEM199,
15% de suero fetal bovino (FBS), 0,016M HEPES, 100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicinay 41,7 pg/ml fungisona, 0,03 mg/ml de ZnS04, 1,4 mg/ml de vitamina B12, 0,055
g/ml de dexametasona, 2,5 ng/ml de factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y factor de 2,5
ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). Cuando las células alcanzaban el 70% de
confluencia se cambiaban a medio de diferenciacion compuesto por DMEM (4500 mg de
glucosa/l), MEM199, 0,5% de FBS, 0,02M HEPES, 10 mg/ml de insulina, 100 mg/ml de apo-
transferrina, 0,055 g/ml dexametasona y 100 unidades/ml de penicilina, 10 mg/ml de
estreptomicinay 41,7 mg/ml fungisona durante 2 dias. La diferenciacién se completé con medio
de diferenciacidn sin insulina y sin apo-transferrina hasta el dia 7. Tanto el medio de crecimiento

como el de diferenciacion se renovaron cada dos dias.

3.1.2 Cultivos C2CC12

La linea C2C12 es una linea celular muscular derivada de mioblastos de ratén de la cepa C3H. Se
crecieron en placas de 6 pocillos en DMEM con 4500 mg/I de glucosa suplementado con 2mM
de L-glutamina, 10% FBS, 100 unidades/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina y 41,7
mg/ml de fungisona. Este medio se cambid cada dos dias y se dejo que las células alcanzaran la
confluencia. A continuacion, se diferenciaron a miotubos sustituyendo el medio de crecimiento
por medio de diferenciacién compuesto de DMEM con 4500 mg/I de glucosa suplementado con
2% de suero de caballo (HS) y 100 unidades/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicinay 41,7

mg/ml de fungisona durante 4 dias, renovando el medio cada dia.
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3.1.3 Cultivos L6E9

Como las anteriores lineas celulares, la L6E9 es una linea miogénica, en este caso de rata. Las
células se crecieron en placas de 6 pocillos en medio DMEM suplementado con 2mM de L-
gluatmina, 25mM de hepes, un 10% de FBS, un 1% de antibidticos (100 unidades/ml| de
penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina) y 41,7 mg/ml de fungisona. El medio se cambid cada
dos dias hasta que las células alcanzaron un 80-90% de confluencia, momento en el que se
diferenciaron reduciendo la concentracidn de FBS en el medio a un 2% hasta que se logré una

completa diferenciacién al cabo de cuatro dias durante los cuales se cambid el medio cada dia.

3.1.4 Cultivos 3T3-L1

Las células 3T3-L1, son una linea celular que presentan una morfologia similar a los fibroblastos
capaz de diferenciarse en adipocitos y que fue establecida por G. Todaro y H. Green (H. Green
et al., 1975) a partir de tejido embrionario de ratén. El mantenimiento de las células sin
diferenciar se realizé en placas de 6 pocillos y las células se mantuvieron en DMEM con 4500
mg/| de glucosa suplementado con 2mM de L-glutamina, 10% de suero fetal bovino (FBS), HEPES
25 mM, 100 unidades/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicinay 41,6 mg/ml de fungisona.
El medio de crecimiento fue substituido cada dos dias. Después de 48 horas tras haber alcanzado
la confluencia, las células se diferenciaron a adipocitos en un medio que contuvo DMEM
suplementado con 10% FBS, 500mM IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine) y dexametasona
0,25M, HEPES 25mM, 5 mg/ml de insulina y 100 unidades/ml de penicilina, 10 mg/ml de
estreptomicina y 41,6 mg/ml de fungisona durante 2 dias. Luego, las células se cambiaron al
segundo medio de diferenciacion preparado con medio DMEM (glucosa 4500mg/l)
suplementado con 2mM de L-glutamina, 10% de FBS, HEPES 25mM y 5 mg/ml de insulina
durante 2 dias. Finalmente las células se mantuvieron en un tercer medio de diferenciacion
idéntico al segundo medio de diferenciacion descrito, excepto por la ausencia de insulina, hasta

completar 10 dias desde la induccidn de la diferenciacion y renovando el medio cada dos dias.

3.1.5 Cultivos SGBS

La linea celular SGBS es una linea de preadipocitos humanos de origen subcutdneo (Fischer-
Posovszky et al., 2008) que fue proporcionada por el Dr.Martin Wabitsch (Universidad de Ulm,
Alemania). Los preadipocitos se cultivaron en Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture F-12 (DMEM/F12) suplementado con 33uM de biotina y 17uM de pantotenato mas un

10% de FBS. Los preadipocitos SGBS confluentes (dia 0) se indujeron para diferenciar a
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adipocitos utilizando DMEM/F-12 suplementado con 33BM de biotina, 17uM de pantotenato,
0,01 mg/ml de transferrina, 20nM de insulina, 0,1uM cortisol, 0,2nM de triyodotironina, 0,5mM
IBMX, 2uM derosiglitazona y 25nM de dexametasona durante 4 dias y luego en el mismo medio

carente de IBMX, rosiglitazona y dexametasona para un maximo de 10 dias mas (dia 14).

Los subcultivos celulares se realizaron al alcanzar un 70-80% de confluencia maxima para las
cinco lineas descritas usando una solucién al 0,17% en PBS de la enzima proteolitica tripsina. El
contaje de la suspensidn celular obtenida tras la tripsinizacidn de las células de la placa de cultivo
se realizd manualmente en el microscopio éptico con la ayuda de la cdmara de Neubauer. La
concentracién de células sembradas en los sucesivos subcultivos fue de 100.000 células en una
placa de 100mm, 50.000 células por pocillo en las placas de 6 pocillos y 15.000 células por pocillo
en las placas de 96 pocillos. Las células destinadas a la congelacion para el mantenimiento del
stock se criopreservaron a -802C durante 24 horas y posteriormente en nitrégeno liquido a una
concentracidn entre 1y 2 millones por mililitro en FBS con un 10% de DMSO (dimetilsulfoxido).
Las células en cultivo se mantuvieron a 372C y 5% de CO,. Todos los reactivos para los cultivos

celulares, se obtuvieron de Sigma-Aldrich (MO, EE.UU.).

3.2 Pacientes

En esta tesis se incluyeron pacientes pertenecientes a tres grupos de distrofias musculares:
nifios con distrofia muscular congénita Ullrich (UCMD), nifios con distrofia muscular de
Duchenne (DMD) y adultos con miopatia de Bethlem (BM). Todos los pacientes incluidos en el
estudio tenian un diagndstico confirmado genéticamente. Un grupo de nifios sanos y un grupo
de adultos sanos, emparejados por edad y sexo, sin patologia metabdlica o endocrina sirvieron
como controles. Los pacientes y controles incluidos para cada técnica se detallan en los
correspondientes apartados de la seccién de “Materiales y métodos”. Todos los participantes
fueron reclutados en el Hospital Sant Joan de Déu (Esplugues de Llobregat) en el caso de los
nifios o, en el caso de los adultos, en el Hospital Universitario de Bellvitge (Hospitalet de
Llobregat), y el Hospital de Sant Pau i de la Santa Creu (Barcelona), en colaboracién con Dra.
Montserrat Olivé (Unidad Neuropatologia) y el Dr. Jordi Diaz Manera (Unidad de Neurologia).
Para la participacion en el estudio, se obtuvo consentimiento informado para la investigacion
por escrito de todos los pacientes (o sus padres/tutores) de acuerdo con las formas y los
reglamentos del Hospital Sant Joan de Déu. La informacidn clinica sobre los pacientes se detalla

la Tabla 2 localizada en el annexo.
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3.3 Muestras de tejido humano

3.3.1 Muestras de musculo

Las muestras de musculo usadas en esta tesis se obtuvieron a través del Biobanc de |'Hospital
Infantil San Joan de Déu per a la Recerca (BHISIDI). Las muestras pertenecientes a pacientes
procedian de biopsias musculares congeladas a -802C. Las muestras de musculo de controles se
obtuvieron de nifios no afectados por ninguna enfermedad neuromuscular durante el proceso

de cirugia ortopédica en el Hospital San Joan de Déu.

EXPRESION DE

MUESTRA DIAGNOSTICO  COLAGENO VI EDAD BIOPSIA
EN MUSCULO
1 UCMD Déficit parcial F 3 afios
2 UCMD Déficit parcial F 1,5 afos
3 UCMD Déficit parcial M 3 afios
4 UCMD Ausente M 1 afios
5 UCMD Déficit parcial M 4 afios
6 UCMD Déficit parcial M 7 afios
7 CONTROL - M 2 afios
8 CONTROL - F 13 aflos
9 CONTROL - M 18 afios
10 CONTROL - F 15 afos
11 CONTROL - M 4 afios
12 CONTROL - M 8 afios

Tabla 3: Informacion de los pacientes donantes de biopsia de musculo esquelético. La mayoria de las
biopsias musculares fueron obtenidas de los musculos cuadriceps.

3.3.2 Muestras de sangre

Las muestras de sangre total de los pacientes se recogieron en el servicio de Diagndstico de
laboratorio del Hospital Sant Joan de Déu en tubos VACUETTE® (VWR, Barcelona, Espafia)
tratados con anticoagulante EDTA. Con tal de descartar las células presentes en la muestra, se
realizd una centrifugacién a 1500g durante 10 minutos y se recogid el sobrenadante que
correspondia a la fraccion de suero. Las muestras con signos de hemolisis fueron descartadas.
Las muestras de suero se aliquotaron en volimenes de 300l en tubos Wilmut codificados con
un cadigo de barras Unico para cada muestra y se guardaron a -802C en el Biobanco del Hospital

Infantil Sant Joan de Déu para la investigacion (BHISJDI) hasta su uso.
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3.4 Tratamientos celulares

3.4.1 Tratamiento para estudios de inhibicién de ILK

Los estudios de inhibicién de la quinasa ligada a integrina (ILK) se realizaron en células C2C12
diferenciadas durante cuatro dias en placas de seis pocillos. El cuarto dia de diferenciacion, se
retird el medio a las células y se lavaron con PBS para seguidamente afiadir medio de deplecidn
compuesto por DEMEM y 2mM de L-glutamina al que se le afiadieron 2uM del compuesto 22
(Cpd22), inhibidor especifico de la ILK. Transcurridas 6 horas, se afiadieron 5mg/| de coldgeno VI
soluble en el mismo medio y se continuaron ambos tratamientos durante toda la noche hasta
completar las 24 horas de tratamiento con Cpd22. Finalmente se realizd la extraccidn de

proteina.

3.4.2 Tratamiento para estudios de sefializacion de colageno VI

Para los estudios de las posibles vias de sefializacion que mediaban el efecto del coldgeno VI se
utilizaron células C2C12 diferenciadas durante cuatro dias y 3T3-L1 diferenciadas durante diez
dias en placas de seis pocillos tal y como se describe en el apartado 3.1 de Materiales y métodos.
Una vez diferenciadas, se retird el medio a las células y se lavaron con PBS. A continuacion se
afiadié medio de deplecion (DMEM + 2Mm de L-glutamina). Al cabo de seis horas, se afiadieron
en el mismo medio de deplecion 5mg/l de colageno VI soluble durante 16 horas. Una vez
completadas las 16 horas se afiadieron 100nM de insulina durante 20 minutos o 1ImM de AICAR

durante 15 minutos y se procedié a la extraccién de proteina.

3.5 Técnicas de obtencion, determinacion y andlisis de proteina

3.5.1 Obtencion de extractos celulares totales

Una vez transcurridos los tiempos de tratamiento necesarios, las células en cultivo diferenciadas
se lavaron en hielo con PBS y se lisaron afiadiendo 75-100ul de tampdn de lisis compuesto por
Tris 50mM (pH7.45), NaCl 151mM, EDTA 1mM, NasVOs 1mM, NaF 5mM, Triton 1% (todos los
reactivos de Sigma-Aldrich) y un coctel inhibidor de proteasas (Roche, Basel, Switzerland) a una
dilucién 1:100. Las placas de células con el tampdn de lisis afiadido se dejaron en hielo durante

10 minutos y se prosiguid a raspar las monocapas celulares con un scrapper. El homogenizado
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se traspaso a un eppendorfy se centrifugd a 16500g a 42C durante 10 minutos. El sobrenadante

se recogid y se determind la concentracién de proteina.

3.5.2 Obtencion de fraccion membrana plasmatica de extractos celulares

Una vez realizados los tratamientos necesarios para cada estudio en las células diferenciadas,
estas se lavaron en hielo con PBS y se lisaron ainadiendo 200ul de tampdn de homogenizacion
[HEPES 20mM, EDTA 1mM, sacarosa 225mM (todos los reactivos de Sigma-Aldrich) y un coctel
inhibidor de proteasas (Roche, Basel, Switzerland) a una dilucidn 1:10] por pocillo. Las placas de
células con el tampdn de lisis afiadido se dejaron en hielo durante 10 minutos y se rasparon con
un scrapper. El lisado se pasé a través de una jeringuilla de 1ml con una aguja de 25G vy se
centrifugd a 7000g durante 5 minutos a 42C. El sobrenadante obtenido se centrifugd a 150000g
durante 1 horay 30 minutos at 42C. Se descartd el sobrenadante de esta segunda centrifugacién
y el pellet resultante se resuspendié en 100ul de HEPES 30mM y se cuantificod para determinar

la concentracion de proteina.

3.5.3 Obtencion de extractos de musculo

Para la obtencidon de extractos de tejido muscular se partié de piezas de 30-50mg congeladas a
-809C de biopsias musculares de 6 pacientes UCMD y 6 controles (Tabla 3). Las piezas congeladas
se homogenizaron en 200uL de tampdn de homogenizacidn [(75 mMTris-HCI pH 6,8; 1%SDS;
10mM NaF; 1mM Na3VO, y coctel inhibidor de proteasas (Roche, Basel, Switzerland) a una
dilucion 1:10] con la ayuda de un TissueRuptor (Qiagen,Hilden, Alemania). A continuacion las
muestras homogenizadas se hirvieron durante 5 minutos a 952C y se centrifugaron a 19000g a

42C durante 20 minutos y se recogié el sobrenadante.

3.5.4 Determinacion de la concentracion de extractos de proteina

La cuantificacion de los extractos de proteina tanto total como de fraccién de membrana se
realizaron usando el kit comercial BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, USA) basado en el
método del acido bicinconinico (BCA). El protocolo seguido es el indicado en las instrucciones
del kit. Brevemente, en primer lugar se diluyeron en H,0 destilada las muestras de proteina, 20
veces para los extractos celulares y 40 veces para los extractos de biopsia. Se cargaron 25ul de
muestra diluida por duplicado en una placa de 96 pocillos. Asi mismo, se afadieron 25ul por
duplicado de concentraciones crecientes de suero bovino (BSA) (0; 25; 125; 250; 500; 750; 1000

y 2000 pg/ml) preparadas en H,0 destilada que sirvieron como recta patrén para extrapolar la
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concentracién de nuestras muestras. A continuacidn se afiadieron 200ul por pocillo del reactivo
de trabajo compuesto por el reactivo Ay el reactivo B (50:1). Se dejo la placa durante 30 minutos
a 372Cy posteriormente se leyd la absorbancia a 540nm en el lector de placas EMax® (Molecular

Devices, Sunnyvale, EE.UU.)

3.5.5 Analisis de proteinas por Western Blot (WB)

La deteccidn y cuantificacion de proteinas en extractos celulares totales y de membrana
plasmatica asi como homogenados de tejido muscular se realizé mediante la técnica Western
blot (WB).

Las muestras de proteina fueron desnaturalizadas a 952C durante 5 minutos en un tampén de
carga (170,45M Tris; 27,27% glicerol; 5,45% SDS y 0,27ug/ml de azul de bromofenol) en una
proporcién de 1 parte de tampdn de carga por dos partes de proteina solubilizada. Se cargaron
20-30pg del extracto desnaturalizado en un gel de poliacrilamida Mini-PROTEAN® TGX™gels
(Bio-Rad, Hercules, California) al 10% para las proteinas de peso intermedio y con gradiente de
4-15% para las proteinas de alto peso molecular. Las proteinas desnaturalizadas se separaron
en el gel seglin su tamafio mediante un sistema de electroforesis Mini-PROTEAN" Tetra cell (Bio-
Rad, Hercules, California) en una cubeta con 700ml de tampdn de electroforesis (0,25mM de
Tris + 2mM de Glicina y 0,1% SDS) y conectado a una fuente de alimentacién EV243 (Consort,
Turnhout, Bélgica).

Las proteinas del gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa Trans-Blot” Turbo™ Mini
Nitrocellulose Transfer Pack usando el sistema Tans-Blot” Turbo ™ Transfer System (BioRad,
Richmond, USA) con un programa de 7 minutos a 1,3Ay 25V para los geles al 10% de acrilamida
y de 10 minutos a 1,3A y 25V para los geles de gradiente 4-15%. Una vez finalizada la
transferencia de las proteinas, se tifid la membrana con una tincién Ponceau (2% de acido
acético y 0,1gr/ml de ponceau en H,0O destilada) para evaluar la correcta transferencia de las
proteinas del gel a la membrana. Asi mismo, para evaluar las proteinas no transferidas a la
membrana, se tifié el gel con una tincién Comassie (10% de acido acético, 40% de isopropanol y
0,2gr/ml de comassie). La membrana se lavé con TBS-Tween 0,1% para eliminar los restos de
Ponceau. A continuacién de bloqued con un 5% de leche desnatada en polvo o un 2% de BSA en
TBS-Tween 0,1% durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacidon. Después del bloqueo

se incubd la membrana con los anticuerpos primarios durante toda la noche a 42°C.
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Anticuerpo Antigeno Reactividad Dilucion Casa Comercial
anti-Phospho-Akt Akt fosforilada en residuo Ser472 Conejo 1:1000 | Cell Signalling
anti-Akt Niveles totales de Aktl, Akt2 and Akt3 Conejo 1:1000 | Cell Signalling
anti-Phospho AMPK AMPK fosforilada en residuo Thr172 Conejo 1:1000 | Cell Signalling
anti-AMPKa Niveles totales de AMPKa Conejo 1:1000 | Cell Signalling
anti-AS160 AS160 fosforilada en residuo Thr642 Conejo 1:1000 | Cell Signalling
anti-Na“/K" ATPase Niveles totales de Na+/K+ ATPasa Conejo  |1:10000 Abcam
anti-Phospho GSK3af GSK3ap fosforilada en residuo Ser21/9 Conejo 1:500 Cell Signalling
anti-GSK3ap Niveles totales de GSK3af3 Conejo 1:500 Millipore
anti-GLUT4 Extremo C-terminal de GLUT4 Conejo 1:1000 Millipore
anti-GLUT1 Extremo C-terminal de GLUT1 Conejo 1:500 Abcam
anti-a-Tubulin Niveles totales de a-Tubulin Raton 1:50000| Sigma-Aldrich
anti-Phts);:::aS;ycogen Glucégeno sintassef;s:(irilado en residuo Conejo 1:1000 | Cell Signalling
anti-Glycogen Synthase Niveles totales de glucégeno sintasa Conejo 1:1000 | Cell Signalling
GAPDH Niveles totales de GAPDH Conejo 1:1000 | Cell Signalling

Tabla 4: Anticuerpos primarios usados en Western Blot.

El dia siguiente se realizaron tres lavados de 10 minutos y se incubd la membrana con una
diluciéon 1:10000 de anticuerpo secundario conjugado a la enzima peroxidasa contra conejo o
contra raton (Jackson Immuno Research). La deteccidn del anticuerpo secundario se realizé
mediante autoradiografia usando el sustrato enhanced chemiluminescence (ECL) (Pierce,
Rockford, USA). El contenido de proteina se expresé en unidades arbitrarias en relacién a los
controles de carga a-tubulina (Sigma, Missouri, USA) o GAPDH (Cell Signaling, UK).

La intensidad de las bandas de proteina de las imagenes escaneadas se determinaron mediante
densitometria con el programa Imagel.

Las reincubaciones de las membranas con un nuevo anticuerpo primario de peso molecular
similar al primer anticuerpo detectado se realizaron después de la eliminacién de los anticuerpos
primario y secundario mediante un proceso de lavado de la membrana durante 30 minutos a
569C y agitacion suave en una solucién de Tris-HCI 50mM de pH 6,8; 2%SDS y 0,1% B-
mercaptoetanol. Transcurridos los 30 minutos la membrana se lavd para eliminar los restos de

la solucidn y se continud el proceso de bloqueo e incubacidn especifico para cada anticuerpo.
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3.5.6 Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, de Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assayen inglés) se uso para la deteccidn de adipoquinas en muestras de suero de pacientes con
mutaciones en uno de los tres genes codificantes para coldgeno VI, pacientes con DMD y
controles proporcionadas por el Biobanc de |I'Hospital Infantil Sant Joan de Déu per a la recerca
(BHISIDI).

Los niveles de adiponectina de alto peso molecular (HMW adiponectina), leptinay de la proteina
de union al retinol 4 (RBP4) en suero se midieron usando los kits comerciales de ELISA
HEZHMWA-64K, #EZHL-80SK (Millipore, Temecula, CA, EE.UU.) y DRB400 (R&D systems,
Minneapolis, EE.UU.) respectivamente. Las muestras usadas para el estudio de adiponectina de
alto peso molecular fueron sometidas a digestién previa al ensayo de ELISA con el objetivo de
obtener la molecular de adiponectina de alto peso molecular y desechar las otras formas de la
proteina. Los ensayos de ELISA se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante mediante
los cuales cada muestra se analizé por duplicado en una placa de 96 pocillos. Brevemente, se
afiadieron las muestras de suero y diluciones conocidas de la adipoquina a estudiar en las placas
recubiertas con un anticuerpo capaz de reconocer y atrapar la adipoquina estudiada, a
continuacién se lavaron los pocillos y se afiadié un anticuerpo secundario biotinilado contra la
adipoquina y se volvié a lavar. En el caso del ensayo contra RBP4, se traté de una deteccidn
directa por lo que este paso no se realizd y se pasd directamente al siguiente paso.
Seguidamente, se afiadid una estreptavidina conjugada con peroxidasa, se lavaron los pocillos y
finalmente se detectd la absorbancia producida por la actividad peroxidasa en presencia del
substrato3,3',5,5'-Tetrametilbencidinaa 450nmen el lector de placas EMax® (Molecular Devices,
Sunnyvale, EE.UU.). Los valores se compararon con la curva estandar y se determiné la

concentracion.

3.6 Obtencion, deteccion y analisis de RNA

3.6.1 Obtencion de RNA de cultivos celulares

Una vez realizados los tratamientos necesarios en las células diferenciadas, y consecutivo a la
extraccidn de proteina, se tripsinizaron las células destinadas a la extraccién de RNA usando una
solucién al 0,17% en PBS de la enzima tripsina. El volumen de la suspensién celular obtenido se
diluyé con un volumen equivalente de Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) y se centrifugd a

400g durante 4 minutos. El pellet resultante se resuspendié con 1mL de PBS y se aisl6 el ARN
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total siguiendo las instrucciones del kit comercial RNeasy Fibrous Tissue mini kit (Qiagen, Hilden,
Alemania).

El protocolo se basa en el uso de unas columnas que integran una membrana de silice que
selectivamente retiene el ARN y ADN presente en la muestra. Primeramente se realiza el lisado
celular mediante un tampdn de iocianato de guanidina capaz de desnaturalizar las proteinas
presentes en la muestra asi como las enzimas RNasa y DNasa inactivandolas e impidiendo su
accién en la degradacion del ARN y ADN. A continuacidn el lisado se homogeniza con la ayuda
de un jeringuilla de 25G, se le afiade etanol al 75% y se transfiere a la columna donde el ARN
precipitara en la membrana de silice gracias al etanol y quedard separado de los restos de
proteinas que permanecen solubles a este porcentaje de etanol. Se somete la muestra a una
serie de lavados y centrifugados para eliminar todo aquello que no sea ARN que pueda quedar
en la muestra. Los restos de ADN que pueden permanecer presentes en la muestra se eliminan
aplicando un tratamiento con enzima DNasa. Se contindan los lavados y centrifugaciones

indicadas en el kit y finalmente se eluye el ARN total en 30ul de agua libre de RNasa.

3.6.2 Determinacion de la cantidad y calidad del ARN

La cantidad y calidad de ARN obtenido se comprobd con un espectrofotémetro Nanodrop 8000
(Thermo Scientific, Schwerte, Alemania). La absorbancia méxima de los acidos nucleicos que
forman el ARN es de 260nm, mientras que en las proteinas es de 280nm por lo que el calculo de
las ratios entre estas dos longitudes de ondas se usa para conocer la pureza de la muestra
(Wilfinger et al., 1997). En todas las muestras de ARN se evaluaron los siguientes indices:

e Iindice 260/280: indica la pureza del ARN cuando es cercana a 2. Cuando es inferior a
este valor nos indica contaminacidn por proteinas u otros contaminantes que absorben
cerca de 280nm.

e indice 260/230: se trata de una segunda medicién de la pureza del ARN y debe
encontrarse entre 2y 2,2. Cuando es baja nos indica la presencia de contaminantes que

absorben a 230nm o menos.

En todas las muestras de RNA usadas en los estudios de esta tesis, la relaciéon 268/280 fue

cercanaa 2,0y deentre2y2,2en el caso del indice 260/230.
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3.6.3 Obtencion ARN complementario

Una vez cuantificado y analizada su calidad, el ARN fue retro-transcrito a ADN complementario
(ADNCc). Para ello se partié de 1ug de ARN siempre que fue posible y se usé como cebador (o
primer en inglés) el ADN sintético Oligo dT y una enzima con actividad transcriptasa inversa
(Promega, Wisconsin, EE.UU.).

La combinacién de cebador, enzima y ARN fue preparada siguiendo las proporciones indicadas

en la Tabla 5 y se procedio a la sintesis de ADNc con el sistemaDNA Engine® Peltier Thermal.

Volumen
Componente .
final
Oligo dT 1l
Enzima
Transcriptasa 1l
inversa
ARN maximo
Sul
H,O libre de ajustar
ARNasa volumen
7ul
FINALES

Tabla 5: Voliumenes de los componentes usados para la obtencion de cDNA.

3.6.4 PCR en tiempo real

La amplificacion y cuantificacion del ADNc se realizo siguiendo las instrucciones del fabricante
con Tagman Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, California, USA), solucién que
contiene los reactivos necesarios para llevar a cabo la reaccién y dénde se aiadié el ADNc Yy las
sondas especificas deTagMan® Gene Expression probes (Applied Biosystems, California, USA)

para cada gen que se quiso estudiar:
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Referencia Localizacién Longl.tlfd Especie
amplicén
AKT1 Hs00178289_m1l Exones 4-5y 5-6 66 Humano
GSK3B Hs01047719_m1 Exones 1-2 65 Humano
HPRT1 Hs02800695_m1 Ex6n 2-3 82 Humano
ILK Hs01101168 gl Exones 3-4y 4-5 75 Humano
SLC2A1 Hs00892681_m1 Exones 8-9 76 Humano
TBP Hs99999910_m1 Exones 5-5; 6-6y 7-7 127 Humano
Aktl Mm01331626_m1 Exon 2-3 69 Ratén
Cox11 Mm01615963_g1 Ex6n 2-3 106 Raton
Cox6a2 Mm00438295_g1 Exon 2-3 86 Ratén
Gsk3b Mm00444911_m1 Exén 8-9 72 Ratén
Hprtl MmO01545399 _m1l Exon 2-3 81 Ratoén
Ik Mm01274281 g1 Exén 2-3 90 Raton
Mrps27 MmO00620511_m1 Exon 2-3 116 Ratoén
Ndufall Mm01236867_g1 Exén 1-2 67 Ratén
Ndufaf2 Mm01296088 m1 Ex6n 2-3 73 Ratén
Slc2al Mm00441480_m1 Exén 8-9 73 Raton
Tbp Mm00446971_m1 Ex6n 2-3 93 Ratén

Tabla 6: Sondas comerciales usadas para la PCR en tiempo real. En la tercera columna se especifica la
ubicacion de la sonda en la secuencia de ADN anotada en la base de datos NCBI Reference Sequence
Database.

La PCR en tiempo real se realizé en un sistema 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EE.UU.). Los valores de expresion de cada gen se calcularon en relacién al gen
constitutivo (At tratado o control _Ct gen - Ct gen constitutivo) - E| gn3lisis de los resultados se realizé
mediante el calculo de la expresion relativa AACT(AAT= ACt tratado - pCteontrol y, g representd como
la media de los valores de 27257 ¢ -1/222%Ten relacidn con los controles. Un factor de cambio por

encima o por debajo de 1,5 se considerd significativo.

3.6.5 Microarray y analisis de datos

Para el estudio de expresion génica mediante microarrays se emplearon miotubos C2C12
tratados durante 16 horas con o sin 5 mg/L de colageno soluble VI purificado a partir de placenta
humana. En total se trabajé con 3 muestras tatadas con coldgeno VI y tres sin tratar. El ARN se
aislo a partir de cultivos celulares con el kit comercial RNeasy Fibrous Tissue mini kit (Qiagen,

Hilden, Alemania) tal y como se describe en el apartado 3.6.1 de Materiales y métodos.
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Los siguientes pasos del protocolo fueron realizados por la Plataforma de Genémica Funcional
del Institut d'Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer (IDIBAPS, Barcelona).

A partir de 150ng de ARN total y a través de una reaccidn de transcripcion inversa (RT), se
sintetizé la primera cadena de ADNc, que consecutivamente se convirtio6 en ADNc de doble
cadena. Este ADNc de doble cadena se utilizd como molde para la transcripcidn, a través del cual
se sintetizd el ARNc. El ARNc se purific6 mediante perlas magnéticas, y se analizé
cuantitativamente con el espectrofotometro Nanodrop 8000 (Thermo Scientific, Schwerte,
Alemania) y cualitativamente por Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). En
todas las muestras los nimeros de la integridad del ARN (RIN) fueron superiores a 9.1y la ratio
260/280 cercana a 2,0. A partir del ARNc purificado, se llevd a cabo el segundo ciclo de la sintesis
ADNc (mediante RP), seguido de hidrélisis por la RNasa H. El ADNc resultante se purificé por
perlas magnéticas y se analizd cuantitativamente (por Nanodrop) y cualitativamente (por
Bioanalyzer). Por ultimo, la hebra de ADNc se fragmentd y se marcéd con biotina para la
hibridacidn con los oligonucledtidos del chip de microarray GeneChip® Mouse Gene 2.0 ST Array,
el cual cubre 35.240 transcritos. La hibridacion se realizd a 45°C durante 16h-18h y una vez
completado, el lavado y el procesamiento del chip de microarray se realizé con la Estacion
Fluidica de Affymetrix. Por ultimo, el microarray fue escaneado, visualizado a través de un
ordenador y analizado mediante software para comprobar que se hubieran pasado todos los

controles de calidad.

El andlisis del GeneChip® Mouse Gene 2.0 ST Array de seis muestras (tres controles y tres
meustras tratadas colageno VI) se llevo a cabo tal y como se detalla a continuacién brevemente
gracias a la colaboracién de la Plataforma de Bioinformatica del Institut d'Investigacions
Biomédiques August Pi i Sunyer (IDIBAPS, Barcelona).

Primeramente se realizd a partir de los datos obtenidos una correccién de la fluorescencia de
fondo para eliminar la sefial no especifica, asimismo se efectudé una normalizacidn por cuantiles
y una estimacién de los niveles de expresion calculando la media de la fluorescencia de las
distintas sondas mediante el algoritmo RMA (Robust Multiarray Average).

A continuacion se realizd, mediante un analisis exploratorio no supervisado, un Analisis de
Componentes Principales (PCA) del cuantil 95%, se calculd la distancia euclidea y se represento
mediante un dendograma y se realizd un agrupamiento basado en correlaciones de Pearson y
Spearman. De esta manera, se puede determinar si la variacion de la expresidon génica
representa patrones que coincidan con los grupos de muestras ya definidos (tratadas y
controles). Los genes expresados diferencialmente con significacidn estadistica se identificaron

a través del método RankProd utilizando un false discovery rate (FDR) <0,1. La normalizacidn de
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cuantiles y el posterior procesamiento de los datos se realizaron en la plataforma R (www.r-
project.org). Se aplicé un andlisis funcional para determinar las funciones de los genes
expresados diferencialmente a través del software Ingenuity Pathway Analysis de QIAGEN (IPA®,

QIAGEN Redwood City, www.quiagen.com/ingenuity).

3.7 Estudios metabdlicos en células

3.7.1 Estudios de captacion de glucosa

La 2-desoxi-D-glucosa (2-DG) es un analogo de la glucosa capaz de ser captado por la célula y
fosforilado a glucosa-6-fosfato pero que, a diferencia de la glucosa, no puede ser metabolizado
a través de la via de la glicdlisis debido a la sustitucién del grupo 2-hidroxilo por una molécula
de hidrégeno y queda retenido dentro de la célula. Esto la convierte en una eficaz herramienta
para medir la captacién de glucosa en un sistema celular (Barban et al., 1961).

Para medir la absorcion de 2-desoxi-D-glucosa, las células se cultivaron en placas de 24 pocillos
siguiendo las condiciones necesarias para cada tipo celular como se describe en el apartado 3.1
de Materiales y métodos. Una vez diferenciadas, las células fueron incubadas con DMEM
deplecionado de suero durante 6 h antes de la adicién del tratamiento con colageno o
endotrofina a las concentraciones y tiempos detallados en la Tabla 7. El tratamiento con insulina
se realizd siempre consecutivamente al tratamiento con los distintos tipos de coldageno o
endotrofina. Después del tratamiento con colageno/endotrofina e insulina, las células en cultivo
se lavaron tres veces en PBS que contenia CaCl, 0,1 mMy 0,1% de BSA, y se afadieron finalmente
500 pl del mismo tampdn a cada pocillo. A continuacién, la absorcidon 2-DG se midié mediante
la incubacion con 0,5uCi de 2-desoxiglucosa-[*H] (Amersham, Reino Unido) por pocillo y
0,5mMde 2-DG no marcada (Merck, Darmstadt, Alemania) durante 6 min. Finalmente, las
células se lavaron tres veces en PBS frio que contenia glucosa 50mM y luego las células adheridas
a los pocillos se lisaron en PBS que contenia 1% de SDS y la radiactividad de estas muestras se

midié en 5ml de un coctel de centelleo (Optiphase, LKB).
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Cultivos Concentracion Duracién

Tratamiento ) . Casa comercial
Tratados Tratamiento Tratamiento
LHCN-M2
0;0,5 1,5 20y 40 minut .
Colageno VI Humano c2C12 y yauminutosy Corning
L6E9 10mg/I 2y 16 horas
SGBS
LHCN-M2
. C2C12 0;0,5;1,2,5y |20y 40 minutosy .
Colageno V Humano Cornin
8 L6E9 S5mg/| 2y 16 horas g
SGBS
LHCN-M2
. C2C12 20y 40 minutos y .
Colagenol| Rata 0;0,5; 2,5y5mg/| Cornin
8 L6E9 ysme/ 2y 16 horas g
SGBS
' 40 minutosy 2y Phoenix
Endotrofina Humano C2C12 1; 10y 100ng/ml .
16 horas Pharmaceuticals
LHCN-M2 20 minutos y
osterior al
Insulina Humano c2c12 100nM P . Lilly
L6E9 tratamiento con
SGBS coldgenos

Tabla 7: Caracteristicas de los tratamientos celulares usados para la determinacion de la captacion de
glucosa.

3.7.2 Determinacidon de la tasa de sintesis de glucégeno

Para la determinacién de tasa de sintesis de glucdgeno se realizé midiendo la incorporacidn de
[U-14C] glucosa a glicégeno.

Para ello, una vez diferenciadas las células segun el protocolo indicado en el apartado 3.1 de
Materiales y métodos para cada tipo celular estudiado, se deplecionaron de glucosa durante
toda la noche en medio DMEM. En este mismo medio se le afiadié el tratamiento con 5mg/I de
colageno VI durante toda la noche que duré la deplecidn. El dia siguiente se substituyé el medio
de deplecion por DMEM con 10mM D-[U-**C]glucosa (Hart Biomedica, Madrid, Espafia) a una
concentracién de (0,05mCi/umol) (DuPont NEN). Para medir la tasa de sintesis de glucégeno, se
retird el medio y se realizé un lavado con PBS. A continuacion se afiadieron 100ul de KOH al 30%
por pocillo y se rasparon con un scrapper. Los homogenizados se pasaron a eppendorfs y se
hirvieron durante 15 min y posteriormente se centrifugaron a 5.000g durante 15 minutos. Los
sobrenadantes fueron afiadidos a papel Whatman 31ET, y el glucdgeno se precipitd mediante la
inmersién de los papeles en etanol al 66% a -202C durante 15 minutos con agitacion. Se
realizaron dos lavados adicionales de 30 minutos con etanol al 66% a temperatura ambiente y

un ultimo lavado de pocos segundo con acetona para eliminar los restos de etanol. Los papeles
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se secaron a temperatura ambiente hasta que estuvieron totalmente secos y se introdujeron en

viales con liquido de centelleo donde se midid la radiactividad.

3.7.3 Experimentos de respirometria

Para los estudios de respirometria se trabajé con células C2C12 que fueron sembradas a una
densidad de 15.000 células/ pocillo en una placa de 24 pocillos (Seahorse Bioscience) dejando 4
pocillos libres que sirvieron como controles negativos y controles de la temperatura durante el
ensayo de respirometria. Una vez confluentes las células se diferenciaron siguiendo el protocolo
detallado en el apartado 3.1 de Materiales y métodos. El cuarto dia de diferenciacion los
miotubos de deplecionaron con medio DMEM High Glucose suplementado con 2mM de L-
Glutamina y se afladieron 5mg/| de colageno VI soluble a los pocillos correspondientes con el
gue permanecieron durante toda la noche en el incubador a 372C. Los pocillos que no fueron
tratados con coldgeno sirvieron como grupo control. Asimismo, durante la noche también se
incubd la placa de calibracién con 1ml de medio calibrador (Seahorse Bioscience)a 372C en una
estufa sin regulacion del CO,.

La mafiana siguiente se cambid el medio de deplecién de las células por el medio del ensayo
compuesto por DMEM base (Sigma) suplementado con 5,5mM de glucosa y 2 mM de L-
Glutamina. Los pocillos tratados durante la noche con coldgeno VI se dividieron en dos grupos,
un grupo solo sufrié el tratamiento durante la noche (O/N) con colageno VI y el otro grupo,
recibié una segunda dosis de 5mg/| de colageno VI con el cambio de medio manteniendo el
tratamiento durante todo el ensayo. Se dejé calibrar la placa durante una hora a 372C en una
estufa sin regulacion del CO; con el objetivo de eliminar los protones que podrian interferir en

la medida de la concentracién de protones durante el ensayo.

" QQQOQQ [ controles

° OOOQQQ [ ] Dosis O/N colageno VI
1000000

D QQQQQQ [ ] Dosis mantenida colageno VI

Figura 11: Plantilla de la distribucion de las distintas condiciones de tratamiento administrado a los
miotubos C2C12 en la placa de 24 pocillos para la determinacion del consumo de oxigeno.
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Un volumen del medio de ensayo se usod para preparar diluciones 10X de los compuestos. La
placa de calibracidn lleva incorporado un sistema de inyeccidn compuesto por cuatro puertos
por pocillo, donde se afiadieron los compuestos para ser usados a las siguientes concentraciones
finales:

e Puerto A: 5uM de oligominica

e Puerto B: 0.25uM de CCCP

e Puerto C: 0.50uM de CCCP

e Puerto D: 1uM de rotenona y 1uM de anticimina A

Para realizar las determinaciones de consumo de oxigeno en los miotubos C2C12, se utilizé el
aparato XF24 Extracellular Flux Analyzer (Seahorse Bioscience) dotado con dos sensores dpticos
capaces de medir la concentracion de oxigeno y de protones del medio lo que nos permite medir
simultdneamente la tasa de consumo de oxigeno (OCR de oxygen consumption rateen inglés) y
la tasa de acidificacion del medio extracelular (ECAR de extracellular acidification rate en inglés).
En primer lugar se introdujo la placa de calibraciéon con los compuestos incorporados con el
objetivo de calibrar los sensores de oxigeno y pH.

Una vez acabada la calibracién, se afiadio la placa con los miotubos. Para determinar la tasa de
consumo de oxigeno en diferentes estados respiratorios se usé un protocolo basado en la
adicién sucesiva de compuestos capaces de inhibir diferentes componentes de la cadena

respiratoria.

360, Oligomicina cccpP Rotenona + Antimicina A

\

3204

N
©
P

Capacidad respiratoria
de repuesto

S a2 NN

H 0O N O O b

Produccion
de ATP

OCR (pMoles/min)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Tiempo (minutos)

Figura 12: Perfil de los parametros de respiracion mitocondrial analizados con el XF24 Extracellular Flux
Analyzer (Seahorse Bioscience). Se muestran las inyecciones secuenciales de los compuestos necesarios
para obtener los valores de respiracidon basal, produccién de ATP, proton leak, respiracion maxima,
respiracion no mitocondrial y la capacidad respiratoria de repuesto. Figura adaptada de XF Cell Mito Stress
Test Kit User Guide (Seahorse Bioscience).
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Primeramente se midid el consumo de oxigeno basal o de rutina (R) que nos informa de la tasa
de consumo de oxigeno que realiza la célula a partir de la oxidacién de los sustratos presentes
en el medio de cultivo. Depende de la demanda energética en el momento preciso de la
medicion.

El primer compuesto afiadido fue la oligomicina, un inhibidor del complejo V (ATP sintasa), que
nos permite conocer la respiracion que produce la célula que no va destinada a la produccién
de ATP llamada proton leak (L).

El siguiente compuesto que se afiadidé fue la m-clorocarbonilcianuro fenilhidrazona (CCCP), un
agente desacoplador que satura el gradiente de protones produciendo un flujo constante de
electrones y nos permite conocer la capacidad maxima respiratoria (E) de la célula como
respuesta a una demanda energética.

Finalmente se afiadieron rotenona y antimicina A, inhibidores del complejo | y Il
respectivamente. Inhibiendo estos dos complejos de la cadena respiratoria podemos conocer la
respiracion que no depende de la mitocondria que lleva a cabo la célula.

Una vez finalizado el protocolo, se lisaron las células afiadiendo a cada pocillo 100ul de tampdn
de lisis (0,1M NaOHy 1% SDS) y se determind la concentracion de proteinas mediante el método

del BCA (apartado 3.5.4 de Materiales y métodos).

La tasa de consumo de oxigeno en cada estado se expresé como pmol O,/min por pg de
proteina. A partir de estos valores se calcularon diferentes ratios que nos dan informacién sobre
el grado de acoplamiento de la cadena respiratoria y la fosforilacidon oxidativa (Hutter et al.,

2004) (Gnaiger, 2012):

Uncoupling Control Ratio (UCR): es el cociente entre el consumo de oxigeno en el estado E y el
consumo de oxigeno en rutina (E/R) y expresa la capacidad respiratoria de reserva que tienen
las células. La inversa de la UCR, R/E o Routine RespiratoryControl Ratio, indica el porcentaje de

la capacidad maxima de respiracién que utilizan las células en el estado de rutina.

Respiratory Control Ratio (RCR): es el cociente entre la respiracion en el estado E y el estado de
leak (E/L) y mide el grado de acoplamiento de la cadena de transporte electrénico y la
fosforilacién oxidativa. La inversa del RCR, L/E o Leak Respiratory Control Ratio, indica el
consumo de oxigeno que no estd ligado a la fosforilacion oxidativa respecto la capacidad

maxima, y que se debe mayoritariamente al proton leak.
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Phosphorylation Respiratory Control Ratio (RCRp): es el cociente (R-L)/E e indica el porcentaje

de la capacidad respiratoria maxima que utilizan las células ligado a la produccidn de ATP.

3.8 Analisis de composicidn corporal mediante Absorciometria de rayos

X de energia dual (DXA)

Las mediciones de la composicién corporal fueron hechas por Absorciometria radiolégica de
doble energia (DXA) con un aparato de General Electric Healthcare, modelo Prodigy, versidn de
software 12.3.

El aparato de DXA emite una radiacién X que interacciona con el cuerpo del paciente y es
convertida en radiacion electromagnética secundaria que registramos durante su emisién. Parte
de la radiacién X emitida por el aparato es absorbida por el cuerpo por lo que la energia que es
registrada por el aparato es menor a la emitida inicialmente y dependera de la densidad y
composicion de cada tejido corporal. La técnica de DXA se basa en esta absorcién diferencial de
los rayos X por parte cada tejido corporal. Ademas, el DXA nos permite cuantificar en gramos el
contenido de cada tejido en distintas regiones corporales seleccionadas (Blake et al., 1997).

La distincién que se realizd de cada regidén corporal proporciond un analisis de la composicion
en un modelo de tres componentes: el contenido mineral esquelético o la masa ésea, la masa

grasa y la masa libre de grasa (también llamada magra o muscular).

Figura 13: Imagenes de DXA obtenidas en la exploracidon de cuatro pacientes con mutaciones en
colageno VI pertenecientes a nuestro estudio. La primera imagen de cada panel muestra la densitometria
6sea y la segunda imagen, la composicién corporal. En la ultima paciente podemos distinguir en color
naranja el tejido magro y en amarillo el tejido adiposo. Los dos paneles de la izquierda muestran un nifio
UCMD de 7 afios y una nifia UCMD de 12 afios. Los dos paneles de la derecha muestran una mujer BM de
17 aflos y una mujer BM de 34.
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Para la exploracion, se colocd al paciente en decubito supino, siguiendo las recomendaciones
del fabricante para este tipo de exploracién. Sin embargo, la técnica tuvo que ser adaptada a las
caracteristicas particulares de nuestros pacientes. En algunos casos, las mediciones de
disposicion de los pacientes se hicieron sobre la base de los resultados del hemisferio derecho,
debido a sus limitaciones de tamafio. En ambos casos las mediciones totales se estimaron en los
valores del hemisferio derecho. Se siguieron los protocolos de adquisicion recomendados por la

ISCD, de acuerdo a la edad de los pacientes.

En el estudio de DXA participaron un total de 12 pacientes con miopatia de Bethlem y 15
pacientes con UCMD. En el caso de los pacientes UCMD, 6 de los participantes tuvieron mas de
una medida de DXA a lo largo del tiempo, estas medidas fueron consideradas como medidas
independientes por el tiempo transcurridas entre ellas. Lo mismo ocurrié con dos pacientes BM
Por lo que el nimero de determinaciones en UCMD resulté finalmente en 23 valoraciones

independientes paray 14 en el caso de BM.

Las regiones exploradas en los pacientes fueron: cuerpo entero, extremidades superiores e
inferiores, tronco, regién abdominal inferior del tronco (limitado por crestas iliacas y el limite
superior de las costillas) y el sector de las caderas, estas dos ultimas regiones designadas como
region androide y ginecoide. Es estas regiones se evaluaron las variables de densidad mineral
6sea DMO en g/cm?; contenido mineral éseo en gramos, masa grasa en gramos y masa magra
en gramos.

Con los resultados de las mediciones de las regiones exploradas se calcularon las siguientes
variables, indices y relaciones:

e Cantidad de grasa en el tronco.

Porcentaje de tejido adiposo en piernas

e Porcentaje de tejido adiposo en la regién androide

e Porcentaje de tejido adiposo en la region ginecoide

e Relacidn tejido adiposo androide respecto tejido adiposo ginoide.

e indice de tejido adiposo: masa grasa corporal total (kg)/altura (m?)

e indice de masa magra: masa magra corporal (kg)/altura (m?)

e indice de Distribucién de la grasa: porcentaje de grasa en el tronco /porcentaje de grasa

en extremidades inferiores.
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e Relacién entre el tejido blando de las extremidades inferiores y extremidades
superiores, ajustado por el tamafio del sujeto: (tejido blando extremidades inferiores /
superiores de tejidos blandos extremidades) / altura (m?).

e Relacién entre el tejido graso de las extremidades inferiores y extremidades superiores,
ajustado por el tamafio del sujeto: (tejido graso extremidades inferiores / tejido graso
extremidades superiores) / altura (m?).

e Relacién entre el tejido magro de las extremidades inferiores y extremidades superiores,
ajustado por el tamafio del sujeto: (tejido magro extremidades inferiores / tejido
extremidades superiores magras) / altura (m?).

indice de masa muscular apendicular (Apendicular free fat mass index en inglés)

Para evaluar los cambios de composicion corporal en los pacientes se compararon los resultados
de las mediciones del grupo de pacientes con las de sujetos sanos con edad y sexo similares que
fueron tomados como valores de referencia para cada una de las variables. Los datos de los
controles sanos fueron cedidos por el Dr. Luis del Rio (CETIR Centre Médic, Barcelona). Excepto
el indice de masa corporal (BMI) de los pacientes infantiles, que fue comparado con la base de
datos de la OMS usando el software “WHO AnthroPlus for personal computers Manual: Software
for assessing growth of the world's children and adolescents. Ginebra: WHO, 2009”

(http://www.who.int/growthref/tools/en/)

En cada una de las variables se calculé la puntuacion Z-score mediante la siguiente férmula:

Ddénde x=valor de medicion del paciente; p=valor de la media de la poblacién de referencia y
6=valor de la desviacién estandar de la poblacién de referencia.
Se considerd un cambio estadisticamente significativo cuando Z-score>2 desviaciones estandar.

El signo positivo o negativo de Z, indicd la direccidn de la desviacion.
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3.9 Medicidon de la funcion muscular en pacientes con déficit de

colageno VI

Para medir objetivamente la funcioén fisica y la calidad de vida de los pacientes UCMD y BM se

realizaron una serie de escalas estandarizadas validadas por el 173 consorcio internacional

“European Neuromuscular Center (ENMC) International Workshop” en pacientes con distrofia

muscular congénita incluyendo UCMD (Meilleur et al; 2015). Las mediciones se realizaron en

colaboracidn con la Unidad de Rehabilitacion y Medicina Fisica HSID. A continuacidn se detallan

los test y escalas realizados:

Test cronometrados de funcidn:

6MWT (test de la marcha de los 6 minutos, 6 minutes walk test en inglés): Con este test
se mide la cantidad de metros que el paciente es capaz de recorrer en 6 minutos.

Tiempo necesario para recorrer 10 metros, subir y bajar 4 escalones y levantarse de la
posicion supina: A partir de estos tres test, representados individualmente, se evalula si
el paciente es capaz de realizar las acciones mencionadas y cuanto tiempo necesita para

su ejecucion.

Escalas de valoracion funcional:
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MFM (escalada de medicion de la funcién motora): Consiste en una escala de 32 items
dénde cada item puntla en una escala de 4 puntos: 0 puntos cuando el paciente no
puede realizar el ejercicio, 1 punto cuando lo realiza de forma parcial, 2 puntos cuando
el ejercicio se realiza de forma incompleta o incorrecta y 3 puntos cuando se lo realiza
de forma completa y correcta.

NSAA (escala North Star): Mide la actividad motora en pacientes ambulantes a partir
de la realizacidn de 17 items donde cada uno punttda un maximo de 3 puntos: O puntos
cuando el paciente es incapaz de realizar el item, 1 punto cuando es capaz adaptando la
prueba y 2 cuando es completamente capaz.

EK2 (clasificacion de Egen, versidén 2): Evalua la funcidn fisica de los pacientes
basandose en 17 items que se puntuan de 0 a 3, siendo 0 la puntuacién maximay 3 la
minima. Es usada en la evaluacién de los pacientes no ambulantes ya que las mediciones
de funcionalidad se centran a las extremidades superiores y tronco.

PUL (escala de valoracion funcional de extremidades superiores): Se mide la actividad
motora de las extremidades superiores basandose en items de las anteriores escalas con

otros items nuevos afiadidos.
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Evaluacion de la percepcion de la calidad de vida relacionada con la salud del paciente:

e PedsQL (Paediatric Quality of Life): Mide a partir de 15 items la calidad de vida

relacionada con la salud basada en |la percepcidon del paciente sobre su enfermedad.

Las puntuaciones mas altas reflejan peor salud fisica y psicosocial (Varni et al., 1999).

Existe un test especifico segin el rango de edad del paciente, a excepcién de los

menores de 4 afios que no son evaluados. Independientemente de la edad del

paciente, sus padres/tutores legales responden un cuestionario similar basado en la

calidad de vida de sus hijos.

. Ambulantes Noambulantes

calidad de vida

6MWT X

Recorrer 10 metros X

Test cronometrados Subir 4 escalones X

de funcién Bajar 4 escalones X

Levantarse de posicion supina X

MFM X

Escalas de NSAA X
valoracién funcional EK2 X
PUL X X
Evaluacién de la X X

percepcion de la PedsQL

Tabla 8: Clasificacion de los test y escalas realizados en pacientes con déficit de colageno VI para evaluar

la funcidon motora y la calidad de vida.

3.10 Estadistica

Los resultados de este trabajo se expresaron como la media % error estandar de la media (SEM),

exceptuando los casos que se indica lo contrario. Para la comparacién de dos grupos

independientes, la significancia entre medias de la poblacidn se evalué mediante la prueba t de

Student aplicada de manera bilateral y se expresé como el valor de probabilidad p. En todos los

casos p <0,05 fue considerado estadisticamente significativo. Para estudiar la asociacién entre

los pardmetros de DXA, pardmetros bioquimicos y evaluaciones funcionales, se calcularon

mediante el software SPSS los coeficientes de correlacion de Pearson y se expresaron

graficamente ajustando la correlacion a la recta de regresion mediante el coeficiente de
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determinacidn (R?). Las representaciones graficas de los experimentos se realizaron utilizando

el software GraphPad Prism y R.
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RESULTADOS CAPITULO 1

4.1 Papel del colageno VI en la captacion de glucosa in vitro

4.1.1 Caracterizacion del efecto del colageno VI en la captacion de glucosa en células

musculares

Con el fin de determinar si el colageno VI es capaz de modificar la captacion de glucosa en un
sistema in vitro, se trataron miotubos LHCN-M2con coldgeno VI soluble a distintos tiempos y
concentraciones y posteriormente se midié la incorporacién de glucosa en comparacién con
miotubos no tratados.

Las dosis de colageno VI soluble usadas fueron establecidas basandose en la dosis probadas
anteriormente en experimentos in vitro (Ruhl et al., 1999) (Riihl et al., 1999), siendo finalmente
administrado a las células en cultivo a concentraciones de 0,5mg/L; 1mg/L; 5mg/Ly 10 mg/L con
el objetivo de trazar un efecto dosis-dependiente. Asi mismo, con el propdsito de precisar la
variacion del efecto del colageno VI en la captacion de glucosa a lo largo del tiempo, se realizaron
tratamientos con colageno VI a 20 minutos, 40 minutos, 2 horas y 16 horas. Dado el papel
regulador positivo de la insulina en la captacién de glucosa, se usaron como control positivo
miotubos LHCN-M2 tratados con 100nM de insulina. De este modo, se establecieron dos
condiciones basales, una con insulina y otra sin insulina que sirvieron como control de los
miotubos tratados con coldgeno y posteriormente con o sin insulina que nos permitieron
estudiar el efecto del colageno VI por si solo y conjuntamente a la accién de la insulina.

Los resultados obtenidos de las mediciones de captacidn de glucosa nos muestran un aumento
significativo de la captacién de glucosa, sin efecto de la insulina, tras un tratamiento con
colageno VI a concentraciones de 5mg/l y 10mg/L, provocando esta Ultima una acciéon mayor
(aumento del 102,26% respecto la condicidén basal). En las mediciones resultantes de la
estimulacién de coldgeno VI junto a la insulina observamos un efecto muy similar, en este caso
el aumento es mayor que en las células no estimuladas con insulina a las dosis 5mg/L y 10mg/L
de colageno (aumento del 91,81% y del 135,30% respecto la condicion basal), probablemente
resultado de un efecto sumatorio de los efectos de la insulina y el colageno VI. Asimismo,
observamos un aumento significativo en la captacion de glucosa a partir de concentraciones

menores (1Img/L).
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Figura 14: Efecto dosis-respuesta del colageno VI en la captacion de glucosa en miotubos LHCN-M2. Los
miotubos LHCN-M2 fueron tratados con 0,5; 1; 5 o 10mg/| de colageno VI soluble y 5mM de glucosa
durante 16 horas. A continuacion, las células fueron incubadas con o sin 100nM de insulina y con o sin
coldgeno VI a las concentraciones descritas durante 20 minutos y se midié la incorporacién de 2-[H3]-
Desoxiglucosa tal y como se describe en el apartado 3.7.1 de Materiales y métodos. Los datos se
representan como la media + error estandar de dos experimentos realizados por cuadruplicado. Prueba t
de Student, ***P<0,001 respecto el control sin insulina y ##p< 0,001 respecto el control con insulina.

Al estudiar el efecto del colageno VI en la captacién de glucosa a distintos tiempos sin
coestimulacién con insulina observamos un aumento de la captacion de glucosa a lo largo del
tiempo. No obstante, el aumento maximo se alcanzé tras 16 horas de estimulacidn con colageno
VI con un incremento del 60,40% en relacién a la condicién basal. De manera opuesta, a 20
minutos de estimulacién con coldgeno VI, la captacién de glucosa se vio reducida
significativamente un 20% respecto la condicién basal.

Al combinar ambos tratamientos de colageno VI e insulina solo observamos un aumento
significativo de la captacién de glucosa a las 2 horas de estimulacion con colageno.

Teniendo en cuenta estos resultados podemos hablar de un efecto dosis-dependiente del
colageno VI en la captacién de glucosa independiente de la insulina dado que en ambos casos,
tanto con o sin estimulacidn de insulina, observamos un aumento en la captacion de glucosa y
gue a mayores concentraciones de coldgeno, mayor es este aumento. Asi mismo, el efecto
maximo del coldgeno VI en la captacién de glucosa ocurre tras 16 de estimulacién con colageno

VI.

62



RESULTADOS CAPITULO 1

3 200-
7]
[]
(%)
=
273 1501
o -~
e 5
Qo
L)
T g 1001 " *
N
Q0
o 50+
2
©
o
& 0
0 20' 40° 2h 16h 0 Tiempo

-INS

Figura 15: Efecto a lo largo del tiempo del colageno VI en la captacién de glucosa en miotubos LHCN-
M2. Los miotubos LHCN-M2 fueron tratados con 5mM de glucosa y5mg/| de coldgeno VI soluble durante
20 0 40 minutos o bien 2 0 16 horas. Tras el tratamiento con coldgeno VI, las células fueron incubadas con
0 sin 100nM de insulina y con o sin 5mg/I de colageno VI durante 20 minutos y se midid la incorporacion
de 2-[H3]-Desoxiglucosa tal y como se describe en el apartado 3.1.7 de Materiales y métodos. Los datos
se representan como la media * error estandar de un experimento realizados con cuadruplicados para
cada condicién. Prueba t de Student, *P <0,05; **P<0,01 respecto la condicién basal sin insulina y #p<
0,01 respecto el control con insulina.

4.1.2 Estudio del efecto de los colageno | y V en la captacion de glucosa en células
musculares

Pese a que el objetivo de nuestro trabajo fue estudiar el efecto del coldgeno de tipo VI en la
homeostasis de la glucosa, otros tipos de colageno han sido relacionados con alteraciones
metabdlicas incluyendo alteraciones en la captacién de glucosa en modelos animales deficientes
(Huang et al., 2011). Por consiguiente, fue de nuestro interés estudiar el efecto de otros
coldgenos en la captacién de glucosa tras 16 horas de estimulacidon, emulando el tiempo de
tratamiento con coldgeno VI que producia un mayor efecto en los miotubos LHCN-M?2.

De igual manera, el tratamiento con los colagenos fue combinado con estimulacion con insulina
para de este modo evaluar si otros tipos de colageno eran capaces de producir un efecto en la
captacién de glucosa por si solos o en combinacién con ambos estimulos como ya habiamos
visto para el coldgeno de tipo VI. Los colagenos empleados fueron el tipo | y el tipo V, los cuales
se disponen en una larga estructura fibrilar parecida en la matriz extracelular, a diferencia del
colageno VI cuya estructura forma una red fibrdtica irregular. Ambos tipos de coladgeno son
abundantes en musculo y concretamente el coldgeno de tipo V ha sido relacionado
anteriormente con el correcto desarrollo y funcionamiento del metabolismo del musculo

esquelético (Huang et al., 2011). Las dosis usadas para el ensayo fueron las mismas para los dos
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colagenos tomando como dosis maxima 5mg/L, aquella a partir de la cual se observé un efecto
significativo para el tratamiento con colageno VI como se ha mostrado anteriormente.

Al tratar los miotubos con 1mg/L coladgeno | soluble observamos un aumento significativo en la
captacidn de glucosa, este efecto no se observd para las otras dosis4.1 empleadas. Sin embargo,
cuando se examind el efecto del colageno tipo V, se encontré una respuesta positiva al

tratamiento con las dosis de 0,5mg/L; 2,5mg/Ly 5mg/L.
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Figura 16: Efecto de los colagenos tipo | y V en la captacion de glucosa en miotubos LHCN-M2. Los
miotubos LHCN-M2 fueron tratados con 5mM de glucosa y con 0,5; 1; 2,5 o 5mg/I de colageno | (A) o
coldgeno V (B) soluble durante 16 horas. A continuacion, las células fueron incubadas con o sin 100nM de
insulina y con o sin coldgeno | o V a las concentraciones descritas durante 20 minutos y se midio la
incorporacién de 2-[H3]-Desoxiglucosa tal y como se describe en el apartado 3.1.7 de Materiales y
métodos. Los datos se representan como la media * error estandar de dos experimentos realizados por
cuadruplicado. Prueba t de Student,*P<0,05 y **P<0,01 respecto el control con insulina.

4.1.3 Estudio y comparacion del efecto de los colageno |, V y VI en la captacion de

glucosa en lineas celulares miogénicas y adipocitarias.

El modelo celular LHCN-M2 utilizado hasta el momento en los ensayos de captacion de glucosa
mostré una reducida respuesta al estimulo de la insulina. Tanto para corroborar nuestros
hallazgos hasta el momento, como para estudiar dichos efectos en lineas celulares con mayor
sensibilidad a la insulina, se midié el impacto del tratamiento con los colagenos solubles |, Vy
VI en la captacién de glucosa en los miotubos de las lineas musculares C2C12 y L6E9. De igual
modo, dada la abundancia del colageno VI no solo en musculo, sino también en tejido adiposo

siendo el tipo de coldgeno mas abundante en él (Scherer et al., 1998), y la importancia de este
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tejido en laregulacidon del metabolismo de la glucosa (Rosen et al., 2006), se reprodujeron dichos

ensayos en adipocitos de la linea SGBS.

Los ensayos realizados en miotubos de la linea C2C12 tras un tratamiento con coldgeno | soluble
mostraron un aumento significativo de la captacién de glucosa en presencia de un coestimulo
con insulina tal y como ya habiamos observado en la linea LHCN-M2. Por el contrario, el efecto
del coldgeno tipo V en esta linea solo resultd significativo al comparar los miotubos tratados con
colageno V conjuntamente con insulina y los miotubos tratados Unicamente con colageno V,
pero no al compararlos con los controles que habian estado tratados Unicamente con insulina.
Este hallazgo, por consiguiente, puede ser Unicamente reflejo del efecto de la insulina en la
captacién de glucosa, pero no demuestra ninguna accién del coldgeno V en la linea C2C12. El
colageno VI, por el contrario, y coincidiendo con los resultados hallados en los miotubos LHCN-
M2, mostré un efecto significativo promoviendo por si solo la captacion de glucosa alcanzando
valores muy similares a los derivados de la estimulacién con insulina en relacidn a la condicién
basal (130,59% y 128,75% respectivamente). El tratamiento conjunto de colageno VI coninsulina
resultd en valores incluso mas altos (aumento del 56,57%) que aquellos obtenidos mediante la

accion sola de la insulina (aumento del 28,75%) respecto la condicion basal.

La otra linea miogénica usada para el estudio del efecto de los distintos tipos de colageno
analizados hasta el momento fue la L6E9. En este caso el Unico coldgeno empleado que condujo
a un aumento en la captacidn de glucosa fue el colageno soluble de tipo VI. El efecto se observé
tanto con y sin coestimulacién con insulina y en ambos casos y de manera muy parecida
(169,94% y 161,27%) se superaron los valores provocados por la accién Unica de la insulina

(118,55%).
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Figura 17: Efecto de los colagenos tipo I, V y VI en la captacién de glucosa en miotubos C2C12 y L6E9.Se
determind la incorporacién de 2-[H3]-Desoxiglucosa tras un tratamiento de 16 horas con 5mM de glucosa
y con 10mg/I de colageno de tipo |, V o VI y un tratamiento posterior de 20min con o sin 100nM de insulina
en miotubos C2C12 (A) y miotubos L6E9 (B). Los datos se representan como la media * error estandar de
dos experimentos realizados por cuadruplicado. Prueba t de Student,*P<0,05 y ***P<0,001 respecto el
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control sin insulina y**P<0,01 y*#P<0,001 respecto el control con insulina.
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Los resultados tras el tratamiento con coldgeno VI en células adipocitarias de la linea SGBS
mostraron un aumento significativo en la captacién de glucosa incluso mayor que el alcanzado
hasta la fecha en las anteriores lineas miogénicas. Este efecto fue presente tanto con y sin
estimulacién con insulina (aumento del 191,87% y 117,07% respecto la condicién basal)
mientras que los colagenos de tipo | y V no tuvieron ningun efecto en la captacion de glucosa en

los adipocitos SBGS.
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Figura 18: Efecto de los colagenos tipo I, V y VI en la captacion de glucosa en adipocitos SGBS. Los
adipocitos SGBS se trataron durante 16 horas con 5mM de glucosa y con 5mg/I de colageno de tipo |, V
o VI. A continuacién, se trataron con o sin insulina y con o sin coldgeno I, V y VI a las concentraciones
descritas durante 20 minutos y se determind la incorporacién de 2-[H3]-Desoxiglucosa. Los datos se
representan como la media + error estandar de dos experimentos realizados por triplicado. Prueba t de
Student, **P <0,01 y ***P<0,001 respecto el control sin insulina y #P<0,01 respecto el control con
insulina.

4.1.4 Efecto colageno VI inmovilizado en la captacion de glucosa

Previamente, se ha descrito que el coldgeno VI puede ejercer distintos efectos in vitro cuando
es usado en forma soluble o como una proteina de revestimiento de la superficie de crecimiento
de las células en cultivo (Martin Riihl, 1999) (Smeriglio et al., 2015). Por esta razén se realizaron
estudios de captacion de glucosa en miotubos cultivados en placas recubiertas con
concentraciones crecientes de colageno VI y estimulados posteriormente con insulina. En
contraste con lo observado cuando el colageno VI se administraba de forma soluble en el medio

de deplecién de las células, ningun efecto sobre la captacion de glucosa fue advertido a ninguna
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concentracién testada en las células crecidas sobre una monocapa de colageno VI. Estos
resultados nos muestran que solo el colageno VI en su forma soluble es capaz de producir su

efecto estimulando la captacion de glucosa.
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Figura 19: Determinacion de la captacién de glucosa en miotubos LHCN-M2 crecidos sobre un sustrato
de colageno VI. Las células LHCN-M2 se crecieron y diferenciaron en placas recubiertas con 0,5; 1; 2,5 o
5mg/I de colageno VI. Una vez diferenciadas, se trataron con o sin 100nM de insulina durante 20 minutos
y se midié la captacién de 2-[H3]-Desoxiglucosa. Los datos se representan como la media + error estandar
de dos experimentos realizados por cuadriplicado.

4.1.5 Efecto endotrofina en la captacidon de glucosa

Dada la existencia de un fragmento soluble activo mds pequefio que la molécula entera de
colageno VI, al que recientemente se ha relacionado con un papel tanto en metabolismo como
en el contexto de proliferaciéon tumoral (Sun et al., 2014), nuestros datos nos llevaron a plantear
la cuestidn si este fragmento C-terminal de la molécula de colageno VI, llamado endotrofina,
podia ser la responsable del efecto observado hasta entonces.

Por consiguiente, se trataron miotubos C2C12 con endotrofina recombinante humana soluble
en el mismo rango de concentraciones y en los mismos tiempos ensayados para los
experimentos de colageno VI soluble y medimos el impacto en la captacién de glucosa.

Se observé una respuesta positiva al tratamiento con endotrofina en la captacién de glucosa de
una manera tiempo dependiente, excepto a la concentracién de 1ng/ml de colageno VI donde
la captacién de glucosa se vio disminuida respecto la condicion basal a las 2 horas, para luego
aumentar de nuevo a las 16 horas superandose los niveles basales. Se logré un aumento
significativo en la captacién de glucosa para todas las concentraciones testadas a las 16 horas

de tratamiento en relacién a la condicion basal: 1ng/ml (18,45%), 10ng/ml (42,03%) y 100ng/ml
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(22,96%), siendo 10ng/ml la mayor respuesta observada. Estos datos demuestran que tanto el
colageno VI como el fragmento endotrofina en sus formas solubles son capaces de promover

por si solos sin efecto de la insulina la captacién de glucosa en células en cultivo.
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Figura 20: Efecto dosis-respuesta a lo largo del tiempo de la endortrofina en la captacion de glucosa en
miotubos C2C12. Los miotubos C2C12 fueron tratados con 1; 10 o 100mg/| de endotrofina soluble y 5mM
de glucosa durante 16 horas. Después de este tiempo de tratamiento, las células fueron incubadas con o
sin 100nM de insulina y con o sin endotrofina a las concentraciones descritas durante 20 minutos y se
procedid a la medicién de la incorporacién de 2-[H3]-Desoxiglucosa tal y como se describe en el apartado
3.1.7 de Materiales y métodos. Los datos se representan como la media t error estdndar de dos
experimentos realizados por cuadruplicado. Prueba t de Student,*P<0,05 y ***P<0,001 respecto la
condicidn basal.

4.1.6 Efecto del colageno VI en la sintesis de glucégeno

La captacidn de glucosa promovida por la acciéon de la insulina resulta en un aumento de la
sintesis de glucégeno causado por la activacion de la enzima glucégeno sintasa (GS) (Sutherland,
2011) en el musculo esquelético. Teniendo en cuenta la accién positiva del colageno VI en la
captacién de glucosa observada en los experimentos anteriores, se apostd por medir su efecto
en la tasa de sintesis de glucdgeno en miotubos LHCN-M2 y C2C12. La medicidn se hizo mediante
la incorporacién de glucosa marcada radiactivamente en glucégeno después de un periodo de
privacion de glucosa que sirvié para agotar las reservas de glucégeno presentes en los miotubos

mantenidos en cultivo en medio DMEM con altas concentraciones de glucosa (25mM).
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Los miotubos fueron tratados con 5mg/| de colageno VI soluble durante 16 horas y/o 100nM de
insulina durante 20 minutos posteriormente tal y como se habia hecho en los ensayos de
captacién de glucosa.

Efectivamente, en los miotubos LHCN-M2, el coldgeno VI fue capaz de promover la sintesis de
glucdgeno por si solo (+28,29% respecto la condicidon basal) pero en menor medida que la
insulina (+112,93% respecto la condicién basal) mostrando que al menos una parte de la glucosa
captada por la célula después de un estimulo con coldgeno VI es convertida a glucégeno.

Por el contrario, los resultados obtenidos en células C2C12 no revelaron ningun efecto del

colageno VI en la captacidn de glucosa por si solo o en combinacidn con insulina (P=0,2390 y

P=0,7510).
A. B
LHCN-M2 c2C12
250 . 3004
dkk _[—***
2004
g 2 200
g 150 * §
o 0]
= =
100 1 o
£ o
£ £ 100
50
Insulina - + - * Insulina N & + -
Colageno VI 5 g + + Colageno VI & s +

Figura 21: Determinacion de la tasa de sintesis de glucégeno en miotubos LHCN-M2 y C2C12 tratados
con colageno VI soluble. Los miotubos LHCND-M2 (A) y C2C12 (B) fueron tratados con 5mg/I de colageno
VI soluble y 5mM de glucosa durante 16 horas. El dia siguiente, se incubaron con 10mM de glucosa [U-
14€C] con o sin 100mM de insulina y con o sin 5mg/l de coldgeno VI durante dos horas y se determind la
tasa de sintesis de glucégeno tal y como se describe en el apartado 3.1.2 de Materiales y métodos. Las
graficas representan la media * error estandar de dos experimentos realizados por triplicado. Prueba t de
Student,*P 0,05 y ***P 0,001 respecto la condicidn basal.

Tal y como se ha descrito anteriormente, la sintesis de glucdgeno se precede de una activacién
de la enzima glucégeno sintasa (GS), esto ocurre cuando la proteina se desfosforila por accidon
indirecta de la insulina. Al estudiar el estado de fosforilacion de GS (P-GS Ser641) después del
tratamiento con coldgeno VI en los miotubos C2C12 se observd un aumento significativo
(P=0,030) de la fosforilaciéon de GS representando una disminucidn de la actividad de la enzima

y, por tanto, de la sintesis de glucégeno.
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Figura 22: Efecto del colageno VI sobre los niveles totales y la fosforilacion de la proteina GS en
miotubos C2C12. Los lisados totales celulares fueron obtenidos de miotubos C2C12 tratados con o sin
5mg/I de colageno VI soluble durante 16 horas y con o sin 100nM de insulina durante 20 minutos. 25ug
de proteina proveniente de cada lisado se analizaron por Western Blot con los anticuerpos anti-GS y anti-
P-GS (Ser641) y a-tubulina como control de carga. El panel superior muestra una imagen representativa
del analisis por Western Blot (A) y la grafica inferior representa la mediaterror estandar de la
densitometria de cuatro experimentos independientes (B). Los niveles de cambio para GS y P-GS (Ser641)
se calcularon en relacién a la condicion basal corregidos por a-tubulina. Prueba t Student, *P<0,05
respecto el control.

4.2 Estudio de la via implicada en el efecto del colageno Vly la ETP en

la captacion de glucosa

4.2.1 Implicacion de ILK en la mediacidn del efecto de colageno Vly ETP

Hasta la fecha, no se ha identificado el receptor especifico de colageno VI en células musculares.
No obstante, los receptores integrina, conforman el mayor grupo de receptores encargados de
mediar uniones entre la célula y matriz extracelular (Hynes, 2002) la cual esta compuesta, entre
otras proteinas, por distintos tipos de colagenos.

Las integrinas son un grupo de proteinas transmembrana, formadas por una subunidad a y una
subunidad B, heterodimeros que contienen la isoforma B1 son capaces de unir distintos tipos de
coldgeno (Leitinger, 2007) incluido el colageno VI (Tillet et al., 2002). Esta misma isoforma ha
sido descrita en musculo (Mayer, 2003) (Liu et al., 2008).

La quinasa ILK (abreviado del inglés integrin linked kinase) es capaz de unirse a la subunidad beta
1 que a su vez fosforila la proteina AKT y esta, su substrato GSK3 regulando finalmente distintos
procesos bioldgicos (Persad et al., 2001).

En este trabajo se propuso la posibilidad de que el colageno VI y la endotrofina se unieran de

forma especifica al receptor trasmembrana integrina f1. Esta union del coldgeno a su receptor
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activaria la ILK que a su vez, promoveria la activacién intracelular de vias de sefializacién que
resultarian en un aumento de la captacion de glucosa. Para evaluar esta posibilidad se midid la
captacion de glucosa en las células C2C12 tratadas con 5mg/l de coldgeno VI o 10mg/I
endotrofina y 2uM del compuesto 22 (Cpd22), un inhibidor especifico de la ILK.

En las células C2C12 tratadas con el inhibidor de ILK (Cpd22) junto con el colageno VI se observd
una reduccién de la captacién de glucosa con respecto al efecto del coldgeno VI por si solo,
reduciéndose asi el incremento en la captacion de glucosa, respecto la condicidn basal, de un
70,89% en las células tratadas con colageno al 9,26% de aquellas tratadas con coldgeno VI y

Cpd22 conjuntamente.
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Figura 23: Captacion de glucosa en miotubos C2C12 tratados con colageno VI y Cpd22.La incorporacion
de 2-[H3]-Desoxiglucosa se midid tal y como se describe en el apartado 3.1.7 de Materiales y métodos en
miotubos C2C12 tratados con 2uM de compuesto 22 (Cpd22) y 5mg/I de coldgeno VI durante 24 y 16
horas respectivamente. Los datos se representan como la media * error estandar de cuatro experimentos
independientes. Prueba t de Student, *P <0,05 respecto el control y #P< 0,01 respecto la condicién con
colageno VI.

Del mismo modo Cpd22 inhibié significativamente (P=0,045) en un 28,05% el aumento en la
captacién de glucosa promovida por la endotrofina a pesar de que la inhibicién de la endotrofina
por parte de Cpd22 no fue suficiente para recuperar los niveles basales y permanecié de manera
significativa (P=0,039) un 28,37% mas alta que el estado basal.

De este modo, se confirma que la activacidn de la ILK es necesaria para la captacién de glucosa

mediada por colageno VI y endotrofina en las células C2C12.
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Figura 24: Captacion de glucosa en miotubos C2C12 tratados con endotrofina y Cpd22. La incorporacion
de 2-[H%]-Desoxiglucosa se midié tal y como se describe en el apartado 3.1.7 de Materiales y métodos en
miotubos C2C12 tratados con 2uM de compuesto 22 (Cpd22) y 10mg/I de ETP durante 24 y 16 horas
respectivamente. Los datos se representan como la media + error estdndar de cuatro experimentos
independientes. Prueba t de Student, *P <0,05; **P<0,01 respecto el control y #P< 0,01 respecto la
condicion con ETP.

Por otro lado, se analizé la proteina fosforilada AKT (P-AKT Ser473) y GSK3a/B (P-GSK3 Ser21/9),
asi como los niveles totales de ambas, después del tratamiento con coldgeno VI y/o el inhibidor
Cdp22. No se detectaron alternaciones significativas en los niveles de proteina AKT y GSKa/B

fosforilada o total tras el tratamiento con colageno VI y/o con Cpd22.
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Figura 25: Efecto del inhibidor Cpd22 sobre sobre los niveles totales y la fosforilacion de las proteinas
GSK y Akt en miotubos C2C12. Cultivos de miotubos C2C12 fueron tratados con 2uM de Cpd22 y 5mg/I
de colageno VI durante 24 y 16 horas respectivamente. Los lisados celulares fueron analizados por
Western Blotcon con anticuerpos contra Akt, P-Akt (Ser473), GSK3a/B y P-GSK3 a/B (Ser21/9) y a-tubulina
como control de carga. El panel muestra una imagen representativa del analisis por Western Blot y la
mediaterror estandar de la densitometria de cuatro experimentos independientes para la deteccidn de
Akt (A) y GSK3a/B (B). Los niveles de cambio para cada proteina se calcularon en relacion a la condicion
basal corregidos por a-tubulina.

4.2.2 Efecto del colageno VI en la via PI3K/Akt

El mantenimiento de la homeostasis energética depende del balance correcto entre la
disponibilidad y la demanda energética de los distintos érganos del organismo. La comunicacién
del estado de este balance entre 6rganos se lleva a cabo a través de metabolitos y también
hormonas, entre las cuales se encuentra la insulina (Pang et al., 2014) (J. B. Kim, 2016). La
insulina es la hormona responsable de la activacidon de la captacion de glucosa en el tejido
muscular y adiposo donde se almacena en forma de glucdogeno y triglicéridos respectivamente.
La via por la cual la insulina es capaz de promover la captacion de glucosa después de su unién

a su receptor es la via PI3K/Akt (Manning et al., 2007).

Con el objetivo de evaluar si el efecto del colageno VI observado en la captacién de glucosa se
efectuaba a través de la via de sefializacion PI3K/Akt activada por la insulina, estudiamos niveles
de proteina total y fosforilada de diferentes substratos claves en la via PI3K/Akt en las lineas
celulares C2C12 y 3T3-L1 después de un tratamiento de 16 horas con colageno VI soluble y/o
estimulacién posterior con 100nM de insulina durante 20 minutos.

El estudio de la proteina fosforilada Atk (P-Akt Ser473) en miotubos C2C12 como indicador de la
activacion de la via PI3K/Akt no mostrd ninglin cambio significativo, asi como los niveles de

proteina total, tras el tratamiento con colageno VI.
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Por otro lado, el estudio del estado de fosforilacién de la proteina GSK3a/B (P-GSK3 Ser21/9),
substrato de AKT, reveld una disminucion de la fosforilacién indicando una menor inactivacion
de la proteina GSK3 tras el tratamiento con colageno VI, asimismo los niveles totales de la
proteina también se vieron reducidos después del tratamiento con colageno VI, por lo que la
ratio entre los niveles de proteina fosforilada y total no se vieron alterados respecto la condicion
control.

De igual forma se analizd otro de los sustratos de la AKT, la proteina fosforilada AS160 (P-AS160
Thr642) necesaria para la translocacién de los transportadores de glucosa a la membrana

celular. No se encontraron cambios significativos tras el tratamiento con colageno VI.
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Figura 26: Efecto del colageno VI soluble sobre sobre los niveles totales y la fosforilacion de las proteinas
Akt, GSK y AS160 en miotubos C2C12. Cultivos de miotubos C2C12 fueron tratados con o sin 5mg/| de
colageno VI 16 horas y posteriormente con o sin insulina. Los lisados celulares fueron analizados por
Western Blot con con anticuerpos contra Akt, P-Akt (Ser473), GSK3a/B y P-GSK3 a/B (Ser21/9), P-AS160
(Thr642) y a-tubulina como control de carga. El panel muestra una imagen representativa del analisis por
Western Blot y la mediazerror estandar de la densitometria de cuatro experimentos independientes para
la deteccion de Akt (A), GSK3a/B (B) y AS160 (C). Los niveles de cambio para cada proteina se calcularon
en relacion a la condicién basal corregidos por a-tubulina. *P<0,05 y **P<0,01 respecto la condicién basal.
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Finalmente, dado que el transportador GLUT4 es el principal transportador de glucosa regulado
por insulina en las células musculares y adiposas (Ishiki et al., 2005), se estudiaron sus niveles
en extractos proteicos de fraccion de membrana de miotubos C2C12. No se pudieron observar
cambios significativos en los miotubos tratados con colageno y tampoco en aquellos

estimulados con insulina.
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Figura 27: Efecto del colageno VI soluble sobre el reclutamiento de transporadores GLUT4 en miotubos
C2C12. Cultivos de miotubos C2C12 fueron tratados con o sin 5mg/l de coldgeno VI 16 horas y
posteriormente con o sin insulina. Los lisados celulares pertenecientes a la fraccion de membrana
plasmatica fueron analizados por Western Blot con con anticuerpos contra GLUT4 y Na*/K* ATPasa como
control de carga. El panel muestra una imagen representativa del analisis por Western de un solo
experimento para la deteccion de GLUTA4.

Los mismos sustratos fueron estudiados en adipocitos de la linea 3T3-L1. Los niveles de la
proteina AKT fosforilada, se encontraban reducidos significativamente al someter los adipocitos
a un tratamiento de 16 horas con coldgeno VI, mientras que los niveles de proteina total
aumentaron respecto la condicion basal, aunque no de manera significativa. La ratio entre AKT
fosforilada y AKT total tras el tratamiento con coldgeno VI no resultd significativamente distinta
a la misma ratio para la condicién basal.

En cuanto a la proteina fosforilada GSK3, en este caso no se detectaron cambios significativos
entre la condicion con colageno VI y la condicidén basal. Tampoco hubo cambios en los niveles

totales de la proteina después del tratamiento con coldgeno VI.
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Figura 28: Efecto del colageno VI soluble sobre sobre los niveles totales y la fosforilacion de las proteinas
Akt Y GSK en adipocitos 3T3-L1. Cultivos de adipocitos 3T3-L1 fueron tratados con o sin 5mg/l de
colageno VI 16 horas y posteriormente con o sin insulina. Los lisados celulares fueron analizados por
Western Blot con con anticuerpos contra Akt, P-Akt (Ser473), GSK3a/B y P-GSK3 a/B (Ser21/9) y a-tubulina
como control de carga. El panel muestra una imagen representativa del analisis por Western Blot y la
mediaterror estandar de la densitometria de cuatro experimentos independientes para la deteccidn de
Akt (A) y GSK3a/B (B). Los niveles de cambio para cada proteina se calcularon en relacion a la condicion
basal corregidos por a-tubulina. *P<0,05; **P<0,01 y *P<0,001 respecto la condicién basal.
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4.2.3 Efecto del colageno VI en la via de sefializacion AMPK

Ademas de la via promotora de la captacidén de glucosa dependiente de la insulina PI3K/AKT
analizada hasta el momento en los experimentos anteriores, se ha descrito un mecanismo
independiente a la insulina capaz de estimular la captacidn de glucosa en el musculo esquelético
activado por el ejercicio y el estrés (O’Neill, 2013). Este mecanismo se encuentra mediado por
la via de la proteina quinasa activada por AMP 5 ' (AMPK).

A fin de investigar la implicacién del coldgeno VI en la captacidn de glucosa a través de esta via,
se estudiaron los niveles de fosforilacidon de la proteina AMPK (P-AMPK Thr172) en las células
C2C12 tratadas con coldgeno VI y AICAR, un analogo de AMP que estimula la actividad AMPK,
que sirvié como control positivo.

Aungue los niveles de proteina AMPK fosforilada se mostraron ligeramente aumentados tras el

tratamiento con coldgeno VI, estos cambios no llegaron a ser significativos.
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Figura 29: Efecto del colageno VI soluble sobre sobre los niveles totales y la fosforilacion de AMPK en
miotubos C2C12. Cultivos de miotubos C2C12 fueron tratados con o sin 5mg/I de colageno VI 16 horas y
posteriormente con o sin 1ImM de AICAR durante 15 minutos. Los lisados celulares fueron analizados por
Western Blot con con anticuerpos contra AMPK, P-AMPK (Thr172) y a-tubulina como control de carga. El
panel muestra una imagen representativa del andlisis por Western Blot y la mediaterror estandar de la
densitometria de cuatro experimentos independientes. Los niveles de cambio para cada proteina se
calcularon en relacién a la condicién basal corregidos por a-tubulina. *P<0,05 y **P<0,01 respecto la
condicidn basal.
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4.3 Estado de componentes de las vias PI3K/AKT y AMPK en biopsias

musculares de pacientes con mutaciones de colageno VI

Los pacientes con UCMD, la forma clinica mds severa resultado de mutaciones en genes que
codifican para colageno VI, suelen presentar una clara reduccién de la expresion de la proteina
tal y como se observa en el marcaje por inmunofluorescencia de los fibroblastos productores de
colageno VI y en las biopsias musculares de los pacientes (Figura 8 del apartado Introduccidn).

Para evaluar el efecto in vivo de un déficit parcial de coldgeno VI en las vias de sefializacidn
PI3K/Akt y AMPK, estudiadas anteriormente en células en cultivo, se estudié la fosforilacion y el
contenido total de las proteinas implicadas en las vias mencionadas en muestras de musculo

esquelético de pacientes UCMD en relacién con musculos controles.

La proteina fosforilada Akt se encontré aumentada en el musculo de pacientes, asi como el
contenido total de la proteina, aunque en ninguno de los dos casos este aumento resultd
significativo. Por otro lado, los niveles totales de proteina GSK3 también se mostraron
aumentados sin llegar al valor de significacion estadistica. El andlisis de la proteina GS, tanto en
la forma fosforilada como la total, no revelé cambios significativos entre los pacientes y los
controles, aunque se vio un leve aumento en los niveles de expresion de ambas formas de Ia
proteina.

Otro efector de la via PI3K/Akt implicado en la captacién de glucosa que se estudié fue la
proteina AS160 fosforilada. Practicamente no se detectaron cambios en los niveles de AS160-P
en el musculo de los pacientes. En cuanto a los niveles del transportador de glucosa GLUT1,
presentd unos niveles de expresion significativamente superiores en las muestras de musculo
de pacientes en comparacién con los controles (P=0,0099).

Finalmente se analizd el estado de fosforilacién y la cantidad de proteina total de AMPK. Se
observé un marcado aumento de la fosforilacion en muestras de pacientes, aunque no resulté

significativo.
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Figura 30: Expresidon de proteinas y la fosforilacion de moléculas implicadas en la captacion de glucosa
dependiente e independiente de insulina en UCMD. Extractos de proteina total obtenidos a partir de
biopsias musculares de musculo de pacientes UCMD (n=6) y controles (n=6) fueron analizados por WB
contra las formas totales y fosforiladas de Akt, GSK3a/B, GS, y AMPK, contra P-AS160y GLUT1. Los paneles
de laizquierda muestran una imagen respresentativa de WB y los paneles de la derecha las densitometrias
de la proteina con los valores representados como la media + SEM. Los niveles de cambio para cada
proteina se calcularon en relacién a la condicién basal corregidos por GAPDH *P<0,05 respecto la media
de los controles.

4.4 Papel del colageno VI en la regulacion génica

4.4.1 Efecto del colageno VI en la regulacion de la expresion de genes implicados en
la via PI3K/AKT

Con el objetivo de evaluar si los cambios observados en los niveles de proteina total y fosforilada
tras el tratamiento con colageno VI tenian su origen en cambios de expresidn en los genes
codificantes para las proteinas estudiadas se midieron sus valores de expresién por PCR en
tiempo real en miotubos C2C12 y LHCN-M2 tratados con coldgeno VI durante el mismo tiempo
y a la misma concentracion que los usados para los estudios de Western blot mostrados
anteriormente.

Los resultados nos mostraron un aumento significativo de la expresion del gen Slc2al que
codifica para la proteina transportadora de glucosa GLUT1, en los miotubos LHCN-M2 tratados
con colageno VI tanto como Unico tratamiento (+1,66) como en combinacidn con insulina (+2,21)
respecto la condicion basal sin tratamiento con colageno o insulina.

Al contrario, como se puede observar en la Figura 31, los miotubos C2C12 no presentaron
cambios significativos en la expresidn de ninguno de los genes estudiados cuando fueron

tratados con coldgeno VI.

83



RESULTADOS CAPITULO 1

A
COL+/INS- COL+/INS+
* Sl
2- .......................... —[_ ............... 2- .........................................
1 T 14
s} %) |
3 o 3 o
& &
JIT |
................................................................. i...............‘..............
-2 .24
ILK AKT1  SLC2A1  GSK3B ILK AKT1  SLC2A1 GSK3B
B
COL+/INS- COL+/INS+
1.0 2-
0.5 T N
5 0.0 =
3 3 - 1 T
< <
& -0.54 &
-1.0- l -1
-1.5 2

Ik Akt1 Sic2a1  Gsk3b I;k A Il(t1 Slcl2a 1 Gs;(3b

Figura 31: Expresion de genes implicados en la via PI3K/AKT inducidos por colageno VI en miotubos
LHCN-M2 y C2C12. Los miotubos LHCN-M2 y C2C12 en cultivo fueron tratados con 5mg/I de colageno VI
soluble durante 16 horas. Posteriormente se trataron con 100nM de insulina durante 20 minutos, se aisld
el ARN y se llevd a cabo una gRT-PCR para cuantificar el ARNm utilizando sondas especificas “Taqg®Man
Gene Expression” para los genes ILK, AKT1, SLC2A1 y GSK3B en la linea humana LHCN-M2 (A) y sus
homaélogos en la linea de ratédn C2C12 (B). Los niveles de expresion se normalizaron para el gen TATA box
binding protein (TBP). Los cambios se expresan como los valores promedio de 2-AA CT 0 -1 / 2-AA CT en
relacion a los controles de cuatro experimentos independientes. Un cambio por encima o por debajo de
1,5 fue considerado significativo y se indica con *.

4.4.2 Estudio de Microarrays

Los resultados obtenidos hasta el momento nos mostraron un efecto positivo del coldgeno VI
en la captacion de glucosa y sintesis de glucdgeno asi como cambios en los niveles totales de las
proteinas AKT y GSK tras 16 horas de exposicidn. El periodo de tratamiento al que se observaron
estos cambios significativos es suficientemente largo como para promover cambios de
expresion génica en las células tratadas. Estos cambios de expresion variaran en funcién de

factores clave como el gen estudiado, la dosis de tratamiento usada asi como el tipo celular.
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Con el objetivo de adquirir una amplia vision del efecto del coldgeno VI en la regulacién de la
expresion de genes que conduzcan, entre otros efectos, al aumento observado en la captacion
de glucosa, se realizd un andlisis global de la expresidn génica mediante microarrays. Para ello
se comparo el transcriptoma de miotubos C2C12 tratados con 5mg/l de coldgeno VI soluble
durante 16 horas con el de miotubos C2C12 no tratados.

Primeramente se realizéd un analisis no supervisado de clustering o agrupamiento jerarquico.
Este andlisis consiste en agrupar las muestras de la matriz de expresion obtenida del estudio de
microarrays en grupos (clusters) anidados mediante el cual los grupos con patrones de expresion
similares se conectaron por una serie de ramas que representaron la relaciéon entre dichos
grupos tal y como podemos ver representado en forma de dendograma en la Figura 32.

Los resultados de este primer estudio de agrupacidon mostraron una alta heterogeneidad entre

las réplicas de un mismo grupo, siendo el grupo tratado con coldgeno VI es mds variable

Dendograma de agrupamiento jerarquico
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Figura 32: Dendograma de agrupamiento jerarquico. Se representan las jerarquias de grupos basadas en
los niveles de expresion de los genes analizados para cada una de las tres muestras perteneciente al grupo
tratado (COL) y el grupo sin tratar (SIN). Las muestras COL3 y COL1 se agrupan de manera parecida,
mientras que la muestra COL2 muestra un patron de expresién mas parecido a las muestras del grupo
SIN.

Para descartar que la causa de esta variabilidad fuera una diferenciacién discordante entre
muestras, se evalué mediante PCR en tiempo real el nivel de expresidn del gen marcador de
diferenciacion miogénica Myog en cada una de las muestras. No se obtuvieron diferencias
significativas entre los niveles de expresiéon de Myog en las muestras tratadas y las no tratadas,
el nivel de expresion en las seis muestras fue muy parecido tal y como se puede apreciar en la

Figura 33.
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Figura 33: Expresion del gen Myog en
las muestras utilizadas para el estudio
de microarray. Los miotubos C2C12 en
cultivo fueron tratados con 5mg/| de
colageno VI soluble durante 16 horas.
Posteriormente se aislé el ARN y se
llevé a cabo una gRT-PCR para
cuantificar el ARNm utilizando sondas
especificas“Tag®Man Gene Expression”
para el gen Myog. Los niveles de
expresion se normalizaron para el gen
TATA box binding protein (Tbp). Los
cambios se expresan como los valores
promedio+SEM de los valores CT de los
duplicados de cada muestra.
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A continuacion, se realizé un analisis estadistico supervisado con el método RankProd. Mediante
este método estadistico no paramétrico pudimos detectar los genes que se encontraban entre
los mds diferencialmente expresados en las réplicas de nuestras dos condiciones basandonos en
la clasificacion de los fold change de los genes estudiados y aplicando el criterio de seleccion
0<0,05. Se identificaron 56 sondas diferencialmente expresadas de las cuales, solo a 4 se les
pudieron asignarlos correspondientes genes anotados, el resto de sondas correspondian a
secuencias del genoma no codificantes.

Debido a la leve abundancia de genes cuya expresidn se encontrd alterada de manera
significativa, se realizd un segundo andlisis de los datos. Este analisis consistio en aplicar a los
datos un filtro mediante el cual se eliminaron del andlisis genes putativos, SNORs (Small
Nucleolar RNA en inglés), pseudogenes, micro ARNs y los genes que codifican las proteinas
ribosomales con el objetivo de descartar todos aquellos factores que podian entorpecer el
estudio e interpretacion de los resultados originales. Asi mismo, se aumenté el limite del valor
de significacidon a g<0,1 y se eliminé una de las réplicas del grupo tratado debido a su alta
similitud con el grupo control y su dispersién respecto el grupo tratado al que pertenecia.

De este segundo analisis se lograron 57 genes codificantes diferencialmente expresados, la
mayoria de ellos se encontraron regulados negativamente en las muestras tratadas con

coldgeno VI y sélo dos estaban regulados positivamente (Figura 34).
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Figura 34: Niveles de cambio de expresion génica en miotubos tratados con colageno VI relativos a los
niveles de expresion de miotubos no tratados. Los miotubos C2C12 en cultivo fueron tratados con 5mg/I
de colageno VI soluble en medio de deplecion durante 16 horas (n=3) o mantenidos en medio de
deplecidn para servir como controles (n=3). Posteriormente se aislé el ARN y se llevé a cabo un analisis
transcriptdmico mediante GeneChip® Mouse Gene 2.0 ST Array. En la grafica se representan aquellos
genes cuya expresion aparecio significativamente alterada tras el segundo analisis con RankProd g <0,1
en las muestras tratadas con coldgeno VI respecto las no tratadas. Los resultados se expresan como
unidades arbitrarias (u.a.) referentes a la magnitud del cambio del ARNm de las muestras tratadas
respecto las no tratadas.

Entre los seis principales genes expresados de manera diferencial entre las muestras tratadas y
las no tratada, se encontrd sobrexpresado 0,791 veces en las muestras tratadas el gen Prg4, que
codifica para la proteina de la matriz extracelular proteoglicano 4. También el gen Scarnal3,
codificante para un ARN nucleolar pequeio que guia modificaciones de otros ARN, se encontrd
sobrexpresado 1,783 veces.

En referencia a los genes que presentaron mayor disminucidén de su expresiéon en el grupo
tratado respecto el no tratado, encontramos en primer lugar la enzima anhidrasa carbdnica 3
(Car3) disminuida 1,835 veces. En segundo lugar, encontramos disminuido 1,701 veces, el gen
Enpp2 que codifica la enzima fosfodiesterasa 2. Y en tercer lugar, disminuido 1,657 veces, el gen
Apod codificante para la apolipoproteina D. Ademas el gen Ndufal1 codificante para la enzima
deshidrogenasa NADH también aparecié disminuido 1.641 veces en los miotubos tratados con

colageno VI.
La base de datos Ingenuity Pathway Analysis se usd para realizar el andlisis d enriquecimiento

funcional como se ha descrito anteriormente en el apartado 3.6.5 de Materiales y métodos con

el objetivo de hallar el significado bioldgico de los resultados obtenidos. Por medio del analisis
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de enriquecimiento se clasificaron los genes diferencialmente regulados en funciones bioldgicas
y vias de sefializacién (canonical pathways) de las que formaban parte.

Entre las funciones y categorias mas enriquecidas de las que formaban parte nuestra lista de
genes se encontro alterada la via de fosforilacidon oxidativa asi como la categoria llamada de

“disfuncion mitocondrial” estrechamente relacionadas entre ellas (Figura 35).
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Figura 35: Canonical Pathway de fosforilacion oxidativa. Los complejos | y IV de la cadena respiratoria
indicados en verde contienen proteinas codificadas por genes diferencialmente expresados tras un
tratamiento con colageno VI en miotubos C2C12 segun los resultados del andlisis por transcriptomica.
Concretamente el gen Ndufa11 codifica para una subunidad del complejo | y el gen Cox6a2, codifica para
el polipéptido 2 de la subunidad VI del complejo IV.

En concreto, tras el tratamiento con coldgeno VI, se encontré disminuida la expresion del gen
Ndufaf2, el cual codifica para una proteina que actla como una chaperona para el correcto
ensamblaje del complejo | del complejo | (NADH deshidrogrenasa), asi como la expresion del
gen Ndufall, codificante para una subunidad también del complejo I. Otra chaperona, en este
caso codificada por el gen Cox11 relacionada con el correcto ensamblaje del complejo IV
(citocromo C oxidasa) vio significativamente reducidos sus niveles de expresién génica en las
muestras tratadas con colageno VI, del mismo modo que el gen Cox6a2, codificante para una
subunidad del complejo IV. Finalmente, el gen Mrps27, codificante para la proteina ribosémica
mitocondrial S27 también mostro una disminucién en sus niveles de expresion.

Estos cambios de expresidn fueron validados mediante PCR en tiempo real. Como gen control
se uso el gen constitutivo Hprt1.

El nivel de cambio expresado como 2 AATTo -1/22AAYT se representé de manera
independiente para cada muestra y como la media de las tres muestras, lo que nos permitié
observar en primer lugar que la disminucién en la expresion de los cinco genes después de un
tratamiento con colageno VI que se observd en los resultados del estudio de microarray, no

siempre se mantuvo para todos los genes en la validacién por PCR cuantitativa. Asimismo, esta
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tendencia se mostré variable entre las muestras de un mismo grupo cuando se estudiaron los

valores individualmente para cada muestra del grupo tratado como se observa en la siguiente

tabla.
PCR en tiempo real Microarray
coL1 CoL2 coL3 PROMEDIO PROMEDIO
Ndufai1 1,041 1,004 -1,011 0,345 -1,641
Cox6a2 -1,064 -1,256 -1,056 -1,125 -1,529
Cox11 1,116 1,082 1,242 1,147 -1,447
Nufaf2 1,013 1,035 1,174 1,074 -1,363
Mrps27 -1,042 1,117 1,107 0,394 -1,443

Tabla 9: Comparacién de los niveles de expresion génica obtenidos por PCR en tiempo real y por
microarray en mitobubos C2C12 tratados con colageno VI soluble. Los niveles de expresidén por PRC a
tiempo real de los genes Ndufall, Cox6a2, Cox11, Nufaf2 y Mrps27 se representan como valor absoluto
referente a la magnitud del cambio del mARN de cada gen estudiado respecto el mARN de Hprtl. Los
valores absolutos de calcularon a partir de la media de 22 A A 0 -1/2- A A de las tres muestras tratadas
en relacion a la expresiéon de los mismos genes en los miotubos control no tratados con colageno VI. Los
valores absolutos de expresion de los genes Ndufall, Cox6a2, Cox11, Nufaf2 y Mrps27 medidos por
microarray en los miotubos tratados con colageno VI se calcularon en relacion a la expresion de los genes
en los miotubos controles y como se detalld en el apartado 3.6.4 de materiales y métodos.

El dnico gen que mantuvo la tendencia a la baja en todas las muestras tratadas con colageno VI,
tal y como se observé en el estudio por microarray, fue el gen Cox6aZ2. Por el contrario, los genes
Cox11 y Ndufaf2 revelaron un pequefio aumento en su expresidon en las muestras tratadas
mientras que en el microarray su expresion se encontré disminuida. La cuantificaciéon del gen
Mrps27 por PCR en tiempo real mostrd una reduccion en la muestratratada COL1 y las muestras
COL2 y COL3 presentaron un aumento de la expresion. El gen Ndufall por su parte, mostré un
leve aumento en su expresion en las muestras tratadas COL1 y COL2 y una ligera disminucion en

la muestra COL3.

4.5 Estudio de los efectos del colageno VI en la tasa de consumo de

oxigeno
De acuerdo con los resultados de expresion génica del apartado anterior, los miotubos C2C12
tratados con coldgeno VI sufren cambios de expresion en genes que forman parte del proceso
de fosforilacidon oxidativa. Con tal de medir el impacto del coldgeno VI en el metabolismo a través

de alteraciones en la cadena respiratoria se realizaron cinco determinaciones independientes
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del consumo de oxigeno (OCR, de oxygen consumption rate en inglés) en miotubos C2C12
utilizando el XF24 Extracellular Flux Analyser (Seahorse Bioscience) tal y como se describe en el
apartado 3.7.3 de Materiales y métodos.

Los valores de respiracion mitocondrial obtenidos en los diferentes estados nos indicaron, tal y
como se puede apreciar en la Figura 36 que hubo una disminucion de la respiracidn en estado
de rutina del 4% en los miotubos tratados con una sola dosis O/N de colageno VI y una
disminucién del 9% en aquellos tratados de manera ininterrumpida durante el ensayo. Al inhibir
el complejo V mediante el tratamiento con oligomicina se observd una reduccién de la
respiracion respecto el control del 2% vy del 12% en los miotubos tratados O/N y de manera
continuada con coldgeno VI respectivamente. Por lo que respecta a la capacidad maxima
respiracion mitocondrial (E) vemos que no se vio afectada después del tratamiento O/N de
coldgeno VI mientras que tras el tratamiento continuado sufrié un leve descenso del 6%.
Ninguno de estos cambios resultaron significativos por lo que no parecia que el colageno VI

afectara a la capacidad respiratoria de la mitocondria.
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Figura 36: Efecto del colageno VI sobre el consumo de oxigeno mitocondrial en miotubos C2C12. (A)Las
células C2C12 fueron tratadas con 5mg/| de colageno VI soluble afiadido en el medio durante 16 horas.
Las determinaciones de O: se realizaron el dia siguiente en las células controles y las tratadas, de las
cuales, la mitad recibié una segunda dosis de 5mg/I de colageno VI durante el tiempo que durd el ensayo.
Los valores de R;L y E de respiracion mitocondrial se obtuvieron al restar el valor de la respiracion no
mitocondrial (rox) a la tasa respiratoria absoluta en los estados de rutina (R-rox), proton leak (L-rox) y la
capacidad maxima del sistema de transporte de protones (E-rox). Los datos corresponden a la media
error estandar de 5 experimentos independientes expresada en relacion a la condicion de rutina.
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A partir de los valores obtenidos de consumo de oxigeno mitocondrial se calcularon las Flux
Control Ratio para entender el origen de las tendencias de los cambios observados en los
distintos estados de respiracién mitocondrial.

Cuando se estudid la ratio Uncoupling control ratio (E/R), la cual nos indica la capacidad de
reserva que tienen las células, se observé una disminucidn del 28% tras el tratamiento O/N de
colageno VI, mientras que con el mantenimiento del tratamiento durante todo el ensayo, esta
disminucién llegd a ser del 36%, los cambios no resultaron estadisticamente significativos. Por
el contrario, cuando se calculd la ratio Routine respiratory control ratio (R/E) se aprecid una
tendencia a la utilizaciéon de un mayor porcentaje (25% respecto el control) de la capacidad
respiratoria maxima en rutina por parte los miotubos tratados O/N, siendo mayor la tendencia
en los miotubos que recibieron la dosis ininterrumpida de coldgeno VI (39% respecto el control).
Para estudiar qué porcentaje de esta capacidad mdaxima utilizada estd ligado a la produccién de
ATP se calculd el Phosphorylation Respiratory control ratio ((R-L)/E) que aparecié disminuida
(24% respecto el control) en los miotubos tratados con una dosis O/N de colageno Vl e inalterada
en aquellos tratados durante todo el ensayo. Pese a estos cambios, las diferencias no resultaron
estadisticamente significativas.

En el caso de la Leak respiratory control ratio (L/E), los miotubos tratados con colageno VI
también presentaron valores aumentados respecto el control, aunque en este caso, el proton
leak fue mayor en los miotubos tratados O/N con coldgeno VI que aquellos tratados

ininterrumpidamente (35% y 30% respectivamente respecto el control).
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Figura 37: Efecto del colageno VI sobre las Flux Control Ratios en miotubos C2C12. (A)A partir de los
valores de respiraciéon mitocondrial expresados en la Figura 36 se calcularon las ratios Uncoupling control
ratio (E/R), Routine respiratory control ratio (R/E), Respiratory control ratio (L/E) y Phosphorylation
respiratory control ratio ((R-L)/E). Los datos corresponden a la media * error estandar de 5 experimentos
independientes expresada en relacion a la condicidn de rutina.

Junto a las determinaciones de 02, el aparato el XF24 Extracellular Flux Analyser es capaz de
medir en paralelo los niveles de pH. Esto nos permitié estudiar el flujo glicolitico en miotubos
tratados con coldgeno VI en el estado de rutinamediante la medicién de la acidificacidn del
medio celular (ECAR del inglés extracellular acidification rate) y correlacionarlo con el consumo
de oxigeno mitocondrial destinado a la sintesis de ATP (R-L). Podemos ver que aunque el
consumo de oxigeno destinado a la produccidn de ATP se encuentra reducido en los miotubos
tratados con una dosis de colageno VI (27,5% menor al control), este no fue compensado por la
glicdlisis ya que el flujo glicolitico no se vio aumentado y fue un 14,6% menor que en el control.
En el caso de los miotubos tratados con dos dosis de coldgeno VI, consumo de oxigeno destinado
a la produccion de ATP se incrementd en un 2,2% y un 17,2% el flujo glicolitico. Estos cambios

no resultaron significativos.
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Figura 38: Relacion del efecto del colageno VI en el consumo de oxigeno destinado a la sintesis
mitocondrial y el flujo glicolitico en miotubos C2C12. (A) Valores de consumo de Oz mitocondrial
(pmolO2/min por ug de proteina) destinado a la sintesis de ATP calculado a partir de la diferencia en el
consumo de oxigeno mitocondrial en el estado de rutina (R) y el proton leak (L) (B)Valores de ECAR
(mpH/min por pg de proteina) en rutina. Los datos corresponden a la media % error estdndar de 5
experimentos independientes.
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5.1 Estudio de la composicion corporal de pacientes con miopatias

relacionadas con déficits en colageno VI.

5.1.1 Cambios en la cantidad y distribucién de masa grasa

Como anteriormente se describio, el colageno VI se encuentra altamente expresado en la matriz
extracelular que rodea el adipocito. Sin embargo, las alteraciones en el tejido adiposo que
podrian resultar de este déficit de coldgeno VI han sido menos exploradas hasta el momento.
Con el objetivo de valorar los cambios de composicidn corporal en los pacientes con déficits de
colageno VI, se estudié la cantidad de tejido adiposo mediante Absorciometria de doble energia
(DXA). A partir de los valores obtenidos se calcularon una serie de pardmetros que nos
informaron de la cantidad y distribucién de tejido adiposo en comparacién con controles para
la misma edad y sexo tal y como se detallé en el apartado 3.8 de Materiales y métodos.

Se examind la cantidad total de masa grasa y se expresé como FMI (fat mass index en inglés).
Los resultados mostraron un aumento significativo de la cantidad de masa grasa en ambos
grupos de pacientes (BM Z-score=2,26 y UCMD Z-score=3,02), sin cambios significativos en
relacidn al sexo en ninguno de los dos grupos. Este aumento de FMI no se correlaciond con
cambios significativos en el indice de masa corporal (BMI, body mass index, en inglés) en el caso
de los pacientes UCMD (Z-score=1,16). Por el contrario, el aumento del FMI en los pacientes BM
si parecia traducirse en un aumento en el BMI, aunque este no llegd a ser estadisticamente
superior al de la poblacidn de referencia en el caso de las mujeres (Z-score=0,69), como tampoco
lo fue el FMI (Z-score=1,80). Por el contrario, en el caso de los hombres, ambos parametros
distaron mucho de los valores medios de la poblacién de referencia (FMI Z-score=3,99 y BMI Z-
score=5,60) y el BMI resulté significativamente mayor en los hombres que en el grupo de las
mujeres (P=0,0039)

De manera especifica en el grupo de pacientes UCMD, la cantidad de grasa presente en el tronco
y en la regién androide, se situd por encima de la poblacion de referencia con un Z-score=4,14 y
Z-score=2,55 respectivamente. Los pacientes BM mostraron una tendencia parecida, aunque las
diferencias en relacién a la poblacion de referencia no fueron significativas (Z-score=1,82 y Z-
score=1,89). Sin embargo, al estudiar este aumento en los pacientes de cada sexo, se observé
gue tanto los hombres BM como las nifias UCMD mostraban unos valores muy parecidos y
significativamente incrementados respecto la poblacién control y a sus compafieros de sexo
opuesto en el caso de BM (P valor mujeres hombres BM=0,018). Se observd que este patrén de

aumento masa grasa en hombres y nifias no solo se limitd a la regidén androide, el incremento
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de los depésitos de grasa en las extremidades inferiores observado en las dos tipos de patologia
(BM Z-score= 2,90 y UCMD Z-score=3,87) fueron especialmente relevantes en el grupo de
hombres BM (Z-score=4,39) y nifias UCMD (Z-score=4,91) con una diferencia significativa en
relacidn al sexo entre pacientes de la misma patologia (P valor mujeres vs. hombres BM<0,001
y P valor nifias vs. niflos UCMD=0,024). Asimismo se vio un aumento significativo en los
depdsitos de grasa en caderas, nalgas y muslos (conocida como distribucion ginecoide) en los
pacientes BM y UCMD, siendo una vez mas llamativo, respecto la poblacidn de referencia, para
los hombres BM (Z-score=3,73) y la nifias UCMD (Z-score=3,55) asi como en relacién a sus
companieros de sexo opuesto (P valor mujeres vs. hombres BM=0,0012 y P valor nifias vs. nifios

UCMD=0,0012) (Figura 40).
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BMI vs. FMI pacientes BM
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Figura 40: Cambios de cantidad de grasa corporal en pacientes BM y UCMD: (A) Masa grasa normalizada
por la altura al cuadrado (FMI) en relacién a los valores de poblacién sana de referencia en pacientes BM
y UCMD. Comparacion cantidad de masa grasa y indice de masa corporal (BMI) en pacientes UCMD (B) y
BM (C) representados conjuntamente o segln el sexo. Los resultados se presentan como la media de la
puntuacién Z-score para cada grupo y el umbral para la significacién estadistica se representa en las
graficas con la linea discontinua en 22 SD, cuando se supera el umbral se indica con el simbolo *. El signo
positivo o negativo del Z-score indica la direccion de la desviacién. #P valor<0,05; #P valor<0,01 y ###p
valor<0,001.
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Figura 41: Cambios de cantidad y distribucion de grasa corporal en pacientes BM y UCMD: (A) Cantidad
de masa grasa depositada en el tronco en pacientes BM y UCMD. (B) Representacion del porcentaje de
masa grasa localizada en la region androide en pacientes BM y UCMD, por patologia o por sexo, en
relacion a la poblacidn de referencia. (C) Porcentaje de masa grasa localizada en las piernas respecto a la
poblacidn sana en pacientes BM y UCMD, representados conjuntamente o segln el sexo. (D) Porcentaje
de masa grasa ginecoide en relacién a controles sanos, en pacientes BM y UCMD expresados en conjunto
y por sexo. Los resultados se presentan como la media de la puntuacién Z-score para cada grupo vy el
umbral para la significacion estadistica se representa en las graficas con la linea discontinua en 22 SD,
cuando se supera el umbral se indica con el simbolo *. El sigho positivo o negativo del Z-score indica la
direccién de la desviacién. #P valor<0,05; #P valor<0,01 y ##pP valor<0,001

5.1.2 Cambios en la cantidad y distribucién de masa muscular

En relacidn a la cantidad de tejido muscular, expresada en LMI (lean mass index en inglés) se
encontrd una reduccién en ambos grupos de pacientes. Esta reduccién fue mayor en el grupo
de pacientes UCMD (Z-score=-3,41), mientras que en el grupo BM no llegé a ser significativa (Z-
score=-1,99).

Se estudié la proporcidn de tejido muscular en extremidades superiores respecto extremidades
inferiores, lo que puso de manifiesto una reduccion selectiva de extremidades superiores en los
pacientes BM rozando los niveles de significacién (Z-score=1,99). Contrariamente, la pérdida de
masa muscular en pacientes UCMD aparecid practicamente equivalente en ambos grupos de

extremidades (Z-score=0,35).
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Figura 42: Cambios de cantidad y distribucion de grasa magra en pacientes BM y UCMD: (A) Masa magra
normalizada a la altura al cuadrado (LMI) en relacidn a los valores de la poblacion sana en pacientes BM
y UCMD. (B) Relacién entre la masa magra en las extremidades inferiores (piernas) y las extremidades
superiores (brazos) respecto a la poblacién sana en pacientes BM y UCMD. Los resultados se presentan
comola media de la puntuacién Z-score para cada grupo. La linea de puntos discontinuos indica el valor
de significacion estadistica situado en 22 SD y se indica con el simbolo * cuando se supera el umbral.

Otro indicador de la cantidad de masa magra es el indice de masa muscular apendicular (AFFM)
gue se utiliza para definir un estado de sarcopenia cuando se encuentra por debajo de 2
desviaciones estandar del valor medio observado en la poblacién de referencia para la misma
edad y sexo. Cuando este AFFM se acompaia de aumento de la masa grasa por encima del 28
% en hombres y 40% en mujeres (Baumgartner et al; 2004) definimos esta alteracién como
"obesidad sarconepica" (Stenholm et al; 2008) (Merlini et al; 2014). Nuestras poblaciones UCMD
y BM mostraron un perfil de obesidad sarcopénica dado que la prevalencia de sarcopenia
(AFFM=>20) en el grupo UCMD fue del 82,6%y del 73,3% en el BM y el porcentaje de masa grasa
era superior al 40% en el 78,3% de los pacientes UCMD y 100 % de los pacientes BM, tanto de

sexo masculino como femenino.
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Figura 43: Determinacion de pacientes BM y UCMD afectados de sarcopenia y obesidad sarcopénica:
(A) Sarcopenia en pacientes BM y UCMD expresada por medio de AFFMI cuando este se encontré por
debajo de 2SD (linea de puntos discontinua) en relacién a la poblacidn control. Los resultados se presentan
como la media de la puntuacién Z-score y el simbolo * indica las diferencias estadisticamente
significativas. (B) Representacion de la media del porcentaje masa grasa corporal en pacientes BM y
UCMD divididos por sexo. El porcentaje de grasa corporal en cada paciente se calculé como el cociente
entre el valor de la cantidad total de masa grasa corporal y el peso del individuo. El valor obtenido se
multiplicd por 100. Las lineas de puntos discontinuos indican el umbral de obesidad basado en
(Baumgartner, 2000) (>27% en hombres y >40% mujeres).

5.1.3 Efecto del estado de ambulacion en la composicidn corporal en pacientes con
déficit de colageno VI

Dentro del grupo de pacientes en los que se estudid su composicién corporal mediante DXA, se
incluyeron tanto pacientes con ambulacidn conservada como aquellos que ya la habian perdido
en el momento del analisis o nunca la habian alcanzado. Dado que se consideré un factor
influyente en el analisis de composicidn y distribucidn corporal, se analizaron en detalle los
cambios observados en los grupos de pacientes UCMD en funcidn de si eran ambulantes o noy
se compararon entre ellos. Todos los pacientes BM incluidos en este trabajo conservaban la
deambulacidn por lo que el siguiente andlisis no fue necesario.

Por lo que respecta al FMI, los pacientes no ambulantes presentaron una cantidad de masa grasa
corporal 35,2% mayor que aquellos ambulantes, aunque esta diferencia no llegd a ser
estadisticamente significativa. De manera similar, la cantidad de masa grasa depositada en
extremidades inferiores y regién androide siguieron un patrén parecido, mostrandose
aumentada un 35,3% y 65,8% respectivamente en el grupo de pacientes no ambulantes, si bien
estos aumentos no fueron significativos. Por el contrario, las diferencias entre grupos en cuanto
a la cantidad de masa grasa depositada en la regién ginecoide y la region del troco fueron

minimas.
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Figura 45: Influencia del estado de deambulacién en los cambios de cantidad y distribucion de grasa
corporal en pacientes UCMD: (A) Porcentaje de masa grasa localizada en las piernas respecto a la
poblacidn sana en pacientes UCMD. Representacion del porcentaje de masa grasa localizada en la region
androide (B) y ginecoide (C) en pacientes UCMD en relacion a la poblacion de referencia. Porcentaje de
masa grasa ginecoide y de masa localizada en el tronco (D) en relacién a controles sanos, en pacientes
UCMD. Debido a la limitada cantidad de muestra, se estudid el conjunto de pacientes en funcién del
estado de deambulacidn sin tener en cuenta el sexo en ninguno de los dos grupos. Los resultados se
presentan como la media de la puntuacién Z-score para cada grupo y el umbral para la significacion
estadistica se representa en las graficas con la linea discontinua en 22 SD, cuando se supera el umbral se
indica con el simbolo *.
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En cuanto a los cambios en la cantidad de masa muscular, la reduccion en el LMI observada en
el grupo de pacientes UCMD fue mayor para los ambulantes en relacién a los no ambulantes con
una diferencia del 16,6%, sin alcanzar un P valor significativo. No obstante, aunque la proporcion
de tejido muscular entre extremidades inferiores y superiores no fue significativa para el grupo
UCDM, podemos ver que existieron grandes diferencias entre aquellos que conservaban la
deambulacién y los que no. Estos ultimos presentaron un Z-score de tan solo el 0,056,
conservando por lo tanto una distribucién muy parecida a la poblacion control de referencia, sin
embargo, los pacientes ambulantes (Z-score =0,50) mostraron un Z-score un 8,96 veces mayor
que los no ambulantes Finalmente, el AFFMI resulto significativamente (P=0,025) reducido en

un 36,8% en los pacientes ambulantes en relacidn a los no ambulantes.
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Figura 46: Influencia del estado de deambulacién en los cambios de cantidad y distribucion de masa
magra en pacientes UCMD:(A) Masa magra normalizada por la altura al cuadrado (LMI) en relacién a los
valores de la poblacidon sana. (B) Relacion entre la masa magra en las extremidades inferiores (piernas) y
las extremidades superiores (brazos) respecto a la poblacidn sana. (C) Cantidad de masa magra localizada
en extremidades representada como AFFMI. Los resultados se presentan como la media de la puntuacién
Z-score para cada grupo. La linea de puntos indica el valor de significacién estadistica situado en 22 SD y
se indica con el simbolo * cuando se supera el umbral. Las diferencias entre grupos de pacientes se indican
con #P<0,05.
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5.1.4 Comparacion de la composicion corporal de pacientes con distintas distrofias

musculares

La pérdida de masa muscular es una caracteristica comun de las distrofias musculares, aunque
en funcion del tipo de distrofia muscular, los pacientes tendran un patrén selectivo de afectacion
de los grupos distintos grupos musculares (Diaz-Manera et al., 2015). Asimismo, en las distrofias
musculares existe un reemplazamiento con tejido adiposo y conectivo ante la pérdida de masa
muscular. Para evaluar si los cambios observados tanto en el patrén de aumento de masa grasa
como en la pérdida de masa magra en los pacientes era una caracteristica propia causada por el
déficit parcial de colageno VI o comun a otras distrofias, se compararon los resultados obtenidos
con la técnica DXA entre el grupo UCMD y un grupo de pacientes con DMD.

Como podemos observar en la Figura 47, la cantidad total de masa grasa (FMI) no se encontré
significativamente aumentada en el grupo DMD, no obstante, del mismo modo que los
pacientes UCMD, los pacientes DMD no ambulantes presentaron una mayor cantidad de masa

grasa que los pacientes ambulantes con la misma patologia. Este incremento fue del 57,3%.

FMI Figura 47: Cantidad de grasa corporal en
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El patrén de distribucion de la masa grasa en pacientes ambulantes y no ambulantes mostré una
tendencia parecida para ambos grupos, existiendo mayor cantidad de masa grasa en las
extremidades inferiores de los pacientes no ambulantes, especialmente en el grupo de los
pacientes UCMD. Aunque la cantidad de masa grasa en extremidades inferiores presente en el
grupo DMD fue menor a la de los UCDM, se observé una diferencia significativa (P<0,001) con
un incremento del Z-score de 1,67 veces en los pacientes del grupo DMD que habian perdido la

deambulacién en relacién a aquellos que aun la conservaban.

La cantidad de masa grasa depositada en la regién ginecoide y androide fue mayor en los
pacientes UCMD que en los DMD. A diferencia del grupo UCMD, que no presenté diferencias en
en relacidn al estado de deambulacidn de sus pacientes, en el grupo DMD existié un aumento
de 3,7 (P=0,021).veces en la cantidad de grasa ginecoide y 20,2 (P=0,0028) veces en la cantidad

de grasa androide en los pacientes no ambulantes respecto los ambulantes

Del mismo modo, una vez mas, la cantidad de grasa presente en la region del tronco fue mayor
en los pacientes UCMD que en los DMD tal y como se puede observar en la Figura 48. Sin
embargo, la diferencias entre pacientes con deambulacidn conservada y aquellos que la habia
perdido, fue mayor en el grupo DMD con un incremento significativo (P=0,043) en el valor de Z-

score de 1,7 veces.
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Figura 48: Cambios de cantidad y distribucion de grasa corporal en pacientes UCMD y DMD: (A)
Porcentaje de masa grasa localizada en las piernas respecto a la poblacién sana en pacientes UCMD y
DMD, representados segun el estado de deambulacidn. (B) Cantidad de masa grasa depositada en region
androide, ginecoide (C) y tronco (D) en pacientes UCMD y DMD. Los resultados se presentan como la
media de la puntuacion Z-score para cada grupo y el umbral para la significacidn estadistica se representa
en las graficas con la linea discontinua en 22 SD, cuando se supera el umbral se indica con el simbolo *. El
signo positivo o negativo del Z-score indica la direccién de la desviacidn. Las diferencias entre grupos de
pacientes ambulantes y no ambulantes se indican con #P<0,05; #P valor<0,01 y #*#P valor<0,001.

Cuando se analizd el LMI, los valores de Z score obtenidos en los pacientes no ambulantes de
ambos grupos resultaron parecidos (Z score UCMD=-3,02 y Z score DMD=-2,90). Resultados muy
parecidos se obtuvieron para el AFFMI para los pacientes no ambulantes (Z score UCMD=-2,22
P=0,026 y Z score DMD=-2,62). Pese a esta similitud, los pacientes que si conservaban la
deambulacién de ambos grupos se comportaron de manera distinta en las dos patologias.
Mientras que la reduccidn del LMI y AFFMI en el grupo UCMD fue mayor para el grupo de
ambulantes que el de no ambulantes, los pacientes DMD ambulantes apenas mostraron
diferencias respecto la poblacidn control (Z score LMI=-0,48 y Z score AFFMI=-1,20) y aquellos
qgue habian perdido la deambulacién mostraron una reduccidon del muy significativa respecto a
los pacientes DMD que aun la conservaban para ambas mediciones (LMI P<0,001 y AFFMI

P=0,006).
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Figura 49: Cambios de cantidad y distribucion de grasa magra en pacientes BM y UCMD: (A) Masa magra
normalizada a la altura al cuadrado (LMI) en relacidn a los valores de la poblacién sana en pacientes BM
y UCMD. (B) Relacién entre la masa magra en las extremidades inferiores (piernas) y las extremidades
superiores (brazos) respecto a la poblacidn sana en pacientes BM y UCMD. Los resultados se presentan
comola media de la puntuacién Z-score para cada grupo. La linea de puntos discontinuos indica el valor
de significacion estadistica situado en 22 SD y se indica con el simbolo * cuando se supera el umbral. Las
diferencias entre grupos de pacientes ambulantes y no ambulantes se indican con #P<0,05; #P valor<0,01
y #4p valor<0,001.

5.2 Determinacion de adipocinas circulantes en pacientes con miopatias

relacionadas con déficits en colageno VI

Los resultados obtenidos hasta el momento pusieron de manifiesto que los pacientes con
mutaciones en uno de los tres genes que codifican para colageno VI sufrian cambios en la
cantidad y distribucién de tejido adiposo, incluida aquella localizada en la zona androide
estrechamente relacionada con un aumento del riesgo cardiovascular.

Factores liberados por el tejido adiposo, llamados adipoquinas, capaces de actuar a nivel local y
en tejidos periféricos, tienen importantes roles en la homeostasis energética y procesos
inflamatorios entre otros. Son estos factores u hormonas los que asumen el control de la funcién
endocrina del tejido adiposo y cuya desregulacion, por ende, forma parte de la fisiopatologia de
la obesidad y la sensibilidad a la insulina.

Estudios de expresidn génica realizados recientemente en nuestro laboratorio (Paco et al., 2013)
demostraron la sobreexpresidén en biopsias musculares de pacientes UCMD varias adipoquinas

en relacién a musculos sanos.

Para evaluar la posibilidad que el déficit de coldgeno VI fuera capaz de promover cambios en los

niveles circulantes de adipoquinas se estudiaron los niveles de tres de ellas en suero de
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pacientes BM y UCMD y se compararon con los niveles en suero de controles adultos e infantiles

asi como de pacientes DMD como grupo de control patoldgico.

La primera hormona propuesta para este estudio fue la leptina. La leptina es una hormona
secretada por el tejido adiposo implicada en la homeostasis energética, definida por el correcto
balance entre ingesta y gasto de energia, asi como en la fisiopatologia de la resistencia a insulina
y el sindrome metabdlico (Yadav et al., 2013). Recientemente se ha descrito que esta adipoquina
regula directamente la expresion de la cadena alfa 3 del colageno VI (COL6A3) (McCulloch et al.,
2014). Este hecho, conjuntamente con el aumento de tejido adiposo observado en los pacientes
BM y UCMD vy los resultados obtenidos en trabajos anteriores (Paco et al., 2013), donde
describimos un aumento de la expresidon del gen de leptina (Fold Change= 5,1) en biopsias

musculares de pacientes no llevd a investigar sus niveles en suero.

La adiponectina es una hormona especificamente secretada por el tejido adiposo. Su accién en
la sensibilizacidn a la insulina a través de la oxidacidn de lipidos y la mejora de la sefializacion de
insulina, entre otras, la convierte en un importante elemento en el estudio de la obesidad y
sindrome metabdlico (Shehzad et al., 2012) (Caselli, 2014). Del mismo modo que la leptina, sus
niveles aparecieron elevados en el musculo de pacientes UCMD (Fold change=9,6) (Paco et al.,
2013). Por este motivo, se decididé cuantificar los niveles en suero de la adiponectina,
concretamente la forma de alto peso molecular (HMW, high molecular weigh en ingés),

considerado mayor indicador de resistencia a insulina que los niveles totales de adiponectina.

En base a los resultados obtenidos en trabajos anteriores, la Ultima hormona estudiada en el
grupo de pacientes UCMD fue el RBP4 (retinol binding protein), cuya expresion génica fue la mas
diferencialmente aumentada en el musculo de pacientes UCMD (Fold Change=19,6). A la
hormona RBP4 se le ha otorgado en numerosos trabajos un papel en la resistencia a insulina y

la obesidad.
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5.2.1 Determinacidon de los niveles circulantes de adipoquinas en pacientes UCMD.

Dado que la leptina y adiponectina muestra dimorfismo sexual, con valores mas altos en las
mujeres desde el momento del nacimiento (Luque-Ramirez et al.,, 2013), se realizd una
comparaciéon de los sujetos subdivididos por sexo para cada grupo principal de pacientes y
controles. Las determinaciones de leptina no mostraron diferencias significativas en funcién del
sexo en los pacientes UCMD (P=0,499) ni en los controles de edad similar (P=0,245). Tampoco
hubo cambios significativos en los niveles de adiponectina HMW entre nifios y nifias UCMD
(P=0,899) o controles (P=0,225), por lo que el analisis de ambas hormonas se hizo en el conjunto

de pacientes sin tener en cuenta el sexo.

Como podemos observar en la siguiente figura, cuando se compararon los niveles de leptina en
pacientes UCMD con un grupo de controles de edad similar, se hallé un ligero aumento en el
suero de los pacientes UCMD, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (P=0,081). En el caso de los pacientes DMD, los niveles de leptina fueron inferiores
a los de la media de los controles y también a los de los UCMD, no obstante, en ningun caso esta

reduccion resultd significativa al compararla con los respectivos grupos.

A
Control UcmMbD DMD
Numero de participantes
total 41 14 4
nifios 18 8 4
nifas 23 6 -
Edad (afios)
total | 9,93+1,09 11,28+1,86 7 £1,62
niflos | 9,11+1,21 12,87+3,14 7 £1,62
nifas | 10,56+1,75 9,17+3,74 -
Leptina (ng/ml)
total | 5,77+0,89 9,55+2,48 2,41+1,88
nifios | 4,59+1,25 7,97%3,29 2,41+1,88
nifias | 6,69+1,23 11,66+4,76 -
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leptina (ng/mL)

Figura 50: Niveles de leptina en suero de pacientes UCMD. Las muestras de suero de pacientes UCDM,
DMD vy controles fueron analizadas mediante la técnica de ELISA para detectar los niveles de leptina
presentes. En la tabla (A) se muestra la informacién sobre el nimero de pacientes incluidos en cada grupo
asi como el sexo y la edad. Los valores de leptina para cada subgrupo estan expresados como la media +

20+

10+

)
,® [ ]

.

%o [ ]

° —

[~ ]
e o —_—
» s

Sy -

*$ossaseee
Control (n=41)  UCMD (n=14) DMD (n=4)

SEM y representados en la grafica (B).

Con respecto a los niveles de adiponectina HMW en suero, los pacientes UCMD mostraron un
aumento muy significativo (p <0,001) en relacién con los controles (Figura 51). Por el contrario,
los pacientes con DMD mostraron una reduccién significativa de los niveles de adiponectina

HMW tanto respecto el grupo control (P=0,0017) como en relacién a los pacientes UCMD

(P<0,001).
A

Control UcMmbD DMD

Numero de participantes

total 19 19 10

nifios 10 10 10

nifas 9 9 -
Edad (afios)

total 8,95%1,15 11,71+1,45 10 +0,92

nifos 8,611,78 12,9+2,63 10 +0,92

nifas 9,33%+1,52 10,4+1,26 -
Adiponectina (ng/ml)

total | 13881,22+1454,10 25542,8+2401,43 5253,01+2007,93

nifios | 12170,94+£1925,60 25842,99+3148,28 5253,01+2007,93

nifas | 15781,53+2133,24 25209,24+3869,95 -
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Figura 51: Niveles de adionectina HMW en suero de pacientes UCMD. Las muestras de suero de
pacientes UCDM, DMD vy controles fueron analizadas mediante la técnica de ELISA para detectar los
niveles de adiponectina HMW presentes. En la tabla (A) se muestra la informacién sobre el nUmero de
pacientes incluidos en cada grupo asi como el sexo y la edad. Los valores de adiponectina HMW para cada
subgrupo estan expresados como la media + SEM y representados en la grafica (B). **P<0,01; ***P<0,001
respecto la media de los controles.

Finalmente, los resultados obtenidos de la determinacién del RBP4 mediante ELISA en los
pacientes UCMD y controles nos mostraron valores muy similares entre ambos grupos con un

ligero aumento en el grupo UCMD tal y como se puede apreciar en la siguiente figura.

A

Control UcmbD

Numero de participantes

total 8 12

niiios 3 7

niiias 5 5
Edad (afios)

total 9,05+0,38 8,25+1,16

nifos 8,44+0,47 7,17+2,21

nifias 9,42+0,50 9,610,87

Adiponectina (ng/ml)
total | 17664,85+1145,40 18215,36+1260,39
nifos | 17392,66+2345,37 18945,78+1957,30
nifas | 17828,17+1416,12 18798,14+1353,22
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Figura 52: Niveles de RBP4 en suero de pacientes UCMD. Las muestras de suero de pacientes UCDM,
DMD vy controles fueron analizadas mediante la técnica de ELISA para detectar los niveles de RBP4. En la
tabla (A) se muestra la informacidon sobre el nimero de pacientes incluidos en cada grupo asi como el
sexo y la edad. Los valores de adiponectina HMW para cada subgrupo estan expresados como la media
SEM y representados en la grafica (B).

5.2.2 Determinacion de los niveles circulantes de adipoquinas en pacientes BM.

Como se ha comentado anteriormente, el rango de los valores de leptina en la poblacién sana
varian en funcidn del sexo. Por este motivo, se realizdé una primera comparacién de los niveles
hallados en suero de pacientes BM asi como de los controles teniendo en cuenta el sexo de cada
individuo. No encontraron diferencias significativas entre los hombres y mujeres con BM
(P=0,81), sin embargo, en el grupo control las mujeres exhibieron valores superiores a los de los
hombres (P=0,026). Por este motivo los pacientes y controles fueron divididos por sexo para el

correcto analisis.

A
Control BM
Numero de participantes
total 5 12
hombres 2 4
mujeres 3 8
Edad (afios)
total 31+4,01 38,2713,37
hombres 34,5+10,50 41,1+1,94
mujeres 28,67+3,18 37,2+4,61
Leptina (ng/ml)
total 3,87+1,21 9,35+1,38
hombres 1,14+0,34 8,84+3,81
mujeres 5,69%2,32 9,60+1,17
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Figura 53: Niveles de leptina en suero de pacientes BM. Las muestras de suero de pacientes BM vy
controles fueron analizadas mediante la técnica de ELISA para detectar los niveles de leptina presentes.
En la tabla (A) se muestra la informacidn sobre el nimero de pacientes incluidos en cada grupo asi como
el sexo y la edad. Los valores de leptina para cada subgrupo estan expresados como la media + SEM y
representados en la grafica (B). *P<0,05.

La determinaciéon de adiponectina HMW no mostré diferencias significativas en relacién al sexo
en ninguno de los dos grupos por lo que se realizé de manera conjunta para la totalidad del
grupo BM y controles. Se observé una tendencia con valores aumentados en el grupo BM, pese

a que las diferencias grupo control no fueron estadisticamente significativas.

A
Control BM ‘
Numero de participantes
total 6 7
hombres 3 4
mujeres 3 3
Edad (afios)
total 31,5£2,65 36+2,76
hombres 33,33#4,81 41,07+1,68
mujeres 29,67+43,88 30,93%4,20
Adiponectina (ng/ml)
total | 4124,69+690+83 5263,26+701,22
hombres | 3044,32+726,12 3044,32+726,12
mujeres 5205,05+831,71 7097,731+274,40
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Figura 54: Niveles de adionectina HMW en suero de pacientes BM. Las muestras de suero de pacientes
BM y controles fueron analizadas mediante la técnica de ELISA para detectar los niveles de adiponectina
HMW. En la tabla (A) se muestra la informacidn sobre el nimero de pacientes incluidos en cada grupo asi
como el sexo y la edad. Los valores de adiponectina HMW para cada subgrupo estan expresados como la
media £ SEM y representados en la grafica (B).

5.3 Relacion entre los cambios de composicion corporal, niveles
circulantes de adipoquinas y funcidn fisica en pacientes con déficit

de colageno VI

Los resultados obtenidos hasta el momento, demostraron cambios en la composicién corporal
asi como en la cantidad, tanto de tejido adiposo como muscular. Del mismo modo, varias de las
adipoquinas estudiadas mostraban una tendencia a estar aumentadas en el suero de pacientes
UCMD y BM.

Por tal de estudiar la contribucidn de los cambios observados de composicién corporal a los
niveles de adipoquinas y a la funcion fisica de los pacientes BM y UCMD se realizé un estudio de
correlacién.

La funcién fisica de los pacientes pediatricos fue examinada en colaboracion con la Unidad de
Rehabilitacidon y Medicina Fisica del Hospital Sant Joan de Déu mediante la realizacién de una
serie de escalas estandarizas tal y como se detalla en el apartado 3.9 de materiales y métodos.
En el caso de los pacientes adultos, todos ellos provenientes de otros hospitales, no se pudo
disponer de informacidn sobre el estado funcional.

En el grupo UCMD se dividié la muestra en pacientes ambulantes y no ambulantes debido a las
particularidades que requirieron de las pruebas de evaluacién fisica para cada condicion de
deambulaciéon asi como las diferencias observadas en los resultados anteriores del analisis de

composicion corporal. A causa del reducido tamafio de la muestra, los individuos de sexo
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femenino y masculino se analizaron conjuntamente, si bien se distinguieron graficamente para

su identificacion.

5.3.1 Correlacion entre la composicidn corporal y la funcién motora

Pacientes UCMD ambulantes

En los pacientes UCMD que conservaban la deambulacién, el indicador general de la cantidad
de tejido adiposo, FMI mostré una buena correlacidén con el tiempo que empleaban los pacientes
en realizar las pruebas fisicas basadas en subir y bajar 4 escalones y recorrer 10 metros. De
manera similar, estas pruebas fisicas guardaron una estrecha correlacién con la masa grasa
depositada en extremidades inferiores y la ratio de la masa grasa entre piernasy brazos asi como
aquella perteneciente a las regiones ginecoide y androide. La mayoria de estas correlaciones
fueron estadisticamente significativas como se indica en la Tabla 10.

Contrariamente, la cantidad de masa grasa situada en las piernas tubo una correlacion negativa
con los metros recorridos en 6 minutos, aunque esta correlacidon no resultd significativa.
Siguiendo la misma tendencia, se observé una correlacién negativa entre la ratio de la grasa
situada en piernas respecto brazos y aquella correspondiente a la region ginecoide con la
puntuacion obtenida en la escala funcional NSAA. Asimismo la ratio de la cantidad de masa grasa
presente en piernas respecto brazos se correlaciond negativamente con la puntuacion MFM. La
escala funcional PUL no parecio verse afectada con los depdsitos de grasa comentados hasta
ahora, pero si mostré una correlacién negativa con el BMI y la grasa localizada en la region del
tronco. Las escalas funcionales mencionadas, NSAA, MFM y PUL, a mayores puntuaciones ponen
de manifiesto la incapacidad del paciente de realizar las actividades demandadas durante la
prueba. El conjunto de estos datos nos indica un efecto negativo del exceso de masa grasa en la
correcta realizacion de las pruebas funcionales tanto cronometradas como basadas en un

conjunto de items.
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Figura 55: Correlacion entre la cantidad de masa grasa y funcién motora. Las graficas muestran la
correlacion lineal entre la proporcién de masa grasa dipositada en piernas respecto brazosy la puntuacién
de los test funcionales MFM (A) y NSAA (B). Se indican los valores del coeficiente de determinacién (R?) y
el valor P.

Del mismo modo que la masa grasa, la masa magra relevd su estrecha correlacién con varios
indicadores de la funcién muscular.

En primer lugar, la cantidad total de masa magra, indicada como LMI, exhibié una correlacion
positiva y estadisticamente significativa con los metros recorridos en 6 minutos y con la
puntuacién que obtuvieron los pacientes en las escalas funcionales MFM y NSAA, indicando que
a mayor cantidad de tejido muscular, mayor fue la distancia recorrida en 6 minutos y mayor la
facilidad que tuvieron en realizar las actividades requeridas en las pruebas funcionales MFM y

NSAA.
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Figura 56: Correlacion entre la cantidad de masa magra y funcion motora. La grafica (A) muestra la
correlacion lineal entre el nimero de metros recorridos en 6 minutos (6MWT) y el Z-score LMl y las
graficas (B) y (C), la correlacidn lineal entre el Z-score LMl y las puntuaciones de los test funcionales MFM
y el NSAA respctivamente. Se indican los valores del coeficiente de determinacién (R?) y el valor P.

Al analizar la cantidad de masa muscular conforme a su disposicidon en distintas regiones del
cuerpo se observo que la ratio de los depésitos situados en las extremidades inferiores respecto
las superiores guardaban una estrecha correlacién positiva con el tiempo en subir y bajar 4
escalones, siendo estadisticamente significativa en el caso de la primera actividad. El indice
AFFMI cuyos valores se encontraron significativamente reducidos en los pacientes UCMD
ambulantes, se correlaciond positivamente con los metros que recorrieron en 6 minutos asi
como con la puntuacion MFM, aunque estas correlaciones no alcanzaron la significacidn

estadistica.
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Figura 57: Correlacion entre el AFFMI y funcion motora. La gréfica de la izquierda (A) muestra la
correlacion lineal entre el nimero de metros recorridos en 6 minutos (6MWT)L y el Z-score AFFMI y la
grafica de la derecha (B) muestra la correlacion lineal entre la puntuacion del test funcional MFM y el Z-
score AFFMI. Se indican los valores del coeficiente de determinacién (R?) y el valor P.
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Finalmente, el indicador de calidad de vida en el paciente, PedsQL, se correlaciond

positivamente con multiples indicadores de la cantidad y distribucién de la masa grasa,

especialmente con aquella localizada en la regién del tronco. Esta ultima correlacién resultd

estadisticamente significativa indicando que a mayor cantidad de grasa presente en el tronco,

mayor puntuacién se obtenia en el cuestionario PedsQL indicando peor percepcion por parte

del paciente de su calidad de vida.

Z-score BMI

Z-score Grasa
Tronco

Z-score Grasa
piernas/brazos
Z-score Magro
piernas/brazos

Z-score FMI
Z-score LMI
Z-score AFFMI
Z-score Androide
Z-score Ginecoide

Z-score A/G

Z-score Grasa
piernas

6MWT
-0,123
-0,243
-0,548
-0,214
-0,458
0,765*
0,639
-0,385
-0,579
-0,033

-0,622

Levantarse
del suelo

0,440
0,554
0,535
0,103
0,042
0,194
-0,100
0,510
0,550
0,453

0,182

Subir 4
escalones

0,269
0,208
0,771*
0,714*
0,694*
-0,545
-0,186
0,629
0,737*
0,367

0,696*

Bajar 4
escalones

0,235
0,189
0,746*
0,662
0,656
-0,546
-0,224
0,591
0,711*
0,330

0,673*

Deambular
10m

0,531
0,321
0,749*
0,507
0,700*
-0,590
-0,175
0,728*
0,815%*
0,417

0,806**

MFM
-0,151
-0,434
-0,620
-0,377

-0,426

0,925%*

0,660
-0,429
-0,599
-0,147

-0,544

NSAA
0,311
-0,441
-0,650
0,381
0,383

0,870%*
0,572
-0,511
-0,645
0,273

-0,541

PUL
-0,687
-0,639
0,066
-0,448
-0,557
0,313
-0,118
-0,458
-0,479
-0,268

-0,352

PedsQL
0,661
0,842**
0,583
0,435
0,688
-0,535
-0,239
0,673
0,696
0,369

0,695

PedsQL
Padres

0,427
0,492
0,525
0,101
0,380
-0,095
-0,013
0,583
0,544
0,424

0,487

Tabla 10: Correlacion entre la composicion corporal y la funcion motora en pacientes UCMD
ambulantes. En esta tabla se muestran los valores del coeficiente de correlacidn de Pearson (r) entre las
variables que expresan los cambios de composicion y distribucién corporal y aquellas que nos informan
sobre la funcién motora y de calidad de vida de los pacientes. Los valores de r que superaron el nimero
0,600 se marcaron en rojo claro. Se calculd la significacion estadistica de cada correlacion mediante el test

t de Student de manera bilateral, *P<0,05 y **P<0,01.
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Pacientes UCMD no ambulantes

Como se comentd anteriormente y se detalla en el apartado 3.9 de Materiales y métodos la
funcidn fisica de los pacientes que habian perdido la deambulacidn en el momento del estudio
se evalud con escalas funcionales especificas para su condicion. En la siguiente tabla se muestran

los valores de los coeficientes de Pearson calculados para cada correlacidn.

EK2 PUL PedsQL  edsOL
Z-score BMI -0,023 -0,121 0,432 0,432
Z-score Grasa Tronco -0,417 0,180 0,275 0,724*
Z-score Grasa piernas/brazos -0,080 0,639 -0,308 -0,222
Z-score Magro piernas/brazos -0,227 0,529 0,185 -0,515
Z-score FMI -0,435 0,201 0,255 0,848**
Z-score LMI 0,378 0,598 0,327 -0,153
Z-score AFFMI 0,391 -0,083 0,623 0,309
Z-score Androide -0,342 0,236 0,247 0,670
Z-score Ginecoide -0,341 -0,484 -0,005 0,516
Z-score A/G -0,191 0,307 0,292 0,576
Z-score Grasa piernas -0,287 -0,282 0,591 0,501

Tabla 11: Correlacién entre la composicion corporal y la funcion motora en pacientes UCMD no
ambulantes. En esta tabla se muestran los valores del coeficiente de correlacidn de Pearson (r) entre las
variables que expresan los cambios de composicion y distribucion corporal y aquellas que nos informan
sobre la funcién motora y de calidad de vida de los pacientes. Los valores de r que superaron el nimero
0,600 se marcaron en rojo claro. Se calculd la significacion estadistica de cada correlacion mediante el test
t de Student de manera bilateral, *P<0,05 y **P<0,01.

En el caso de los pacientes no ambulantes, no se observé ninguna correlacion entre la cantidad
total de masa grasa (FMI) y las pruebas funcionales a las que se les sometid. No obstante, la ratio
entre la fracciéon de grasa situada en extremidades inferiores y superiores se correlaciond
positivamente con la puntuaciéon obtenida en la escala funcional PUL. Los coeficientes de
correlacién de los indices que indican la cantidad y distribucién de tejido muscular fueron muy
bajos por lo que resultd dificil estrechar una dependencia entre la masa muscular y las
puntuaciones resultado de las pruebas funcionales en los pacientes no ambulantes.

En el caso de la puntuacion obtenida en el cuestionario PedsQL, se observd una correalcion
positiva con el indice AFFMI. La puntuacién obtenida en los cuestionarios PedsQL realizados por
los padres sobre la percepcién de la calidad de vida de sus hijos se correlaciond positivamente
con la grasa de la regidén androide y de manera significativa con el FMI y grasa de la zona del

tronco.
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Figura 58: Correlacion entre masa grasa y funcién motora o calidad de vida. La grafica de la izquierda
muestra la correlacién lineal entre la puntuacidn PUL y el Z-score de la ratio de grasa localizada en piernas
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5.3.2 Correlacion entre la composicion corporal y el perfil de adipoquinas
La siguiente tabla muestra el andlisis de correlacidn entre la cantidad y distribucion del tejido
adiposo y muscular y los valores de adipoquinas presentes en suero de pacientes UCMD

ambulantes.

Pacientes UCMD

Adiponectina

Leptina HMW RBP4
Z-score BMI 0,942 0,269 0,110
Z-score Grasa Tronco 0,960 0,686 -0,478
Z-score Grasa piernas/brazos 0,908 0,548 -0,244
Z-score Magro piernas/brazos 0,687 0,882 -0,510
Z-score FMI 0,992 0,619 -0,409
Z-score LMI -0,959 0,354 -0,360
Z-score AFFMI 0,879 0,822 -0,157
Z-score Androide 1,000** 0,485 -0,151
Z-score Ginecoide 1,000* 0,411 -0,206
Z-score A/G 0,996 0,479 -0,005
Z-score Grasa piernas 0,994 0,385 -0,232
Leptina 1,000 0,430 -0,166
Adiponectina HMW 0,430 1,000 -0,821
RBP4 -0,166 -0,821 1,000

Tabla 12: Correlacion entre la composicion corporal y el perfil de adipoquinas en pacientes UCMD no
ambulantes. En esta tabla se muestran los valores del coeficiente de correlacién de Pearson (r) entre las
variables que expresan los cambios de composiciéon y distribucién corporal y aquellas que nos informan
sobre la cantidad de adipoquinas circulantes en suero. Los valores de r que superaron el nimero 0,600 se
marcaron en rojo claro. Se calculd la significacidn estadistica de cada correlacion mediante el test t de
Student de manera bilateral, *P<0,05 y **P<0,01.

La leptina fue la adipoquina cuantificada en suero que mayor ndmero de correlaciones mostrd
con las variables obtenidas del andlisis de composicion corporal. Correlaciond de manera
positiva para todas aquellas variables relacionadas con la cantidad y distribucién del tejido
adiposo, sobretodo y de manera significativa con los indicadores de grasa en las regiones
androide y ginecoide.

De manera opuesta, la leptina correlaciond negativamente con el LMI. En cambio hubo una
correlacién positiva entre los valores de leptina y los siguientes indicadores de distribucion de

masa muscular: ratio de tejido magro piernas/brazos y AFFMI.
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En el caso de la adiponectina HMW, se aprecié una correlacién positiva entre sus valores en
suero de pacientes UCMD ambulantes y el FMI y la cantidad de masa grasa en el tronco, no
obstante esta correlacién no alcanzé significacion estadistica. Una correlacién adn mas robusta
fue advertida cuando se compararon los valores de adiponectina HMW vy la ratio de tejido magro

piernas/brazos y el indice AFFMI.

Pacientes BM

Todos los pacientes BM incluidos en este estudio conservaban la deambulacién en el momento
del estudio por lo que fueron analizados juntos a diferencia de los UCMD.

Como se aprecia en la siguiente tabla, no se hallaron valores de r suficientemente elevados para
establecer una correlacién entre la composicion corporal y los valores de adipoquinas en suero

en los pacientes BM.

Leptina . HMW .
Adiponectina
BMI 0,451 0,358
Z-score Grasa Tronco 0,534 0,451
Z-score Grasa piernas/brazos -0,316 0,458
Z-score Magro piernas/brazos -0,192 0,479
Z-score FMI 0,196 0,474
Z-score LMI 0,373 0,028
Z-score AFFMI 0,224 0,069
Z-score Androide 0,485 0,270
Z-score Ginecoide -0,015 0,130
Z-score A/G 0,534 0,078
Z-score Grasa piernas -0,146 0,281
Leptina 1,000 0,053
Adiponectina HMW 0,053 1,000

Tabla 13: Correlacion entre la composicion corporal y el perfil de adipoquinas en pacientes BM. En esta
tabla se muestran los valores del coeficiente de correlacidn de Pearson (r) entre las variables que expresan
los cambios de composicidn y distribucion corporal y aquellas que nos informan sobre la cantidad de
adipoquinas circulantes en de los pacientes. Los valores de r que superaron el nimero 0,600 se marcaron
en rojo claro. Se calculd la significacidn estadistica de cada correlacidn mediante el test t de Student de
manera bilateral, *P<0,05 y **P<0,01.
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5.3.3 Correlacion entre la funcion motora y el perfil de adipoquinas

Pacientes UCMD ambulantes

Hasta el momento hemos analizado la correlacidn existente entre los cambios de composicién
corporal y la funcidn motora y en paralelo, la composicion corporal y el perfil de adipoquinas
tanto en pacientes UMCD (ambulantes y no ambulantes) y BM.

En un ultimo estudio de correlacidn, se quiso estudiar las correlaciones entre la funcién muscular
y el perfil de adipoquinas en suero.

En los pacientes ambulantes, del mismo modo que la leptina mostré una estrecha correlaciéon
con la cantidad de masa grasa, especialmente aquella localizada en la regidn androide y
ginecoide y la ratio piernas/brazos y en paralelo estos depdsitos de grasa correlacionaron con
peores puntuaciones en las escalas funcionales MFM y NSAA, pudimos observar tal y como se
muestra en esta tabla inferior, como los valores de leptina correlacionaron negativamente con
la puntuacién obtenida en las escalas MFM y NSSA. Asimismo, se observd una correlacién
positiva entre el tiempo que tardaron los pacientes en subir y bajar 4 escalones y deambular 10
metros, siguiendo la misma tendencia que las correlaciones observadas entre los depdsitos de
masa grasa y el tiempo en realizar estas mismas pruebas. Finalmente, la prueba funcional
6MWT, la cual mostré una correlacién negativa con la cantidad de masa grasa presente en
piernas, correlacioné negativamente con los valores de leptina en los pacientes UCMD
ambulantes.

El PedsQL fue otro de los factores que correlaciond positivamente con los valores de leptina asi
como hicieron para la cantidad de masa grasa estrechamente relacionada a su vez con la leptina.
En el caso de la adiponectina HMW y el RBP4, no se advirtié ninguna correlacién con la funciéon

fisica de los pacientes UCMD ambulantes.
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6MWT

Subir 4 escalones
Bajar 4 escalones
Deambular 10 m
MFM

NSAA

PedsQL
PedsQLPadres
Leptina
Adiponectina HMW
RBP4

Leptina

-0,956
0,923
0,936
0,990
-0,964
-0,992
0,986
0,998*
1,000
0,430
-0,166

Adiponectina
HMW

0,256
0,379
0,299
0,075
0,012
0,133
0,574
0,371
0,430
1,000
-0,821

RBP4

0,225
-0,566
-0,558
-0,147
0,313
-0,049
-0,434
0,012
-0,166
-0,821
1,000
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Tabla 14: Correlacion entre la
composicion corporal y el perfil
de adipoquinas en pacientes
BM. En esta tabla se muestran
los valores del coeficiente de
correlacion de Pearson (r) entre
las variables que expresan los
cambios de composicion y
distribucion corporal y aquellas
que nos informan sobre |la
cantidad de adipoquinas
circulantes en de los pacientes.
Los valores de r que superaron el
numero 0,600 se marcaron en
rojo claro. Se calculd Ia
significacion estadistica de cada
correlacion mediante el test t de
Student de manera bilateral,
*Pp<0,05y **P<0,01.
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DISCUSION

En esta tesis se ha demostrado el papel del colageno VI en la regulacidon de la homeostasis de la
glucosa en un sistema in vitro y se ha estudiado in vivo, en el contexto de miopatias relacionadas
con déficit de colageno VI, cambios en la cantidad y distribucién de los dos principales tejidos
reguladores de captacién de glucosa, el tejido adiposo y muscular demostrando una posible

implicacion del colageno VI en la regulacion de ambos tejidos.

En relaciéon con los estudios de captacidén de glucosa llevados a cabo in vitro en distintas lineas
celulares tratadas con colageno VI han revelado que, efectivamente el colageno VI es capaz de
promover por si solo un aumento en la captacién de glucosa de un modo dosis-dependiente
después de exposiciones largas (16 horas). El impacto del tratamiento con colageno VI en la
captacién de glucosa fue observado tanto en miotubos como adipocitos, representando los
principales tejidos involucrados en la captacidn de glucosa; el tejido muscular y el tejido adiposo
(Dimitriadis et al., 2011) (Rosen et al., 2006). Ademas, el efecto del coldgeno VI observado en
todas las lineas celulares empleadas es independiente a la accidn de la insulina ya que tiene

lugar incluso sin la coestimulacion de esta. Ademds la captacién de glucosa, aunque no siempre

de manera estadisticamente significativa, fue mayor en todas las lineas estudiadas al tratar solo
con colageno VI en comparacidn al tratamiento solo con insulina.

Por otra parte, este efecto solo tiene lugar cuando el colageno VI se encuentra en forma soluble,
pero no inmovilizado. Esta ultima observacién, junto a los diversos trabajos, que atribuyen un
papel sefializador a la endotrofina en diversos contextos (Park et al., 2012)(Sun al., 2014),
sugiere que posiblemente, sea este fragmento C-terminal del colageno VI el responsable de esta
accion. Asi lo demostraron las mediciones de captacion de glucosa realizadas tras un
tratamiento con endotrofina, la cual de un modo dosis-dependiente similar al observado con el
colageno VI, fue capaz de producir el mismo efecto en miotubos C2C12 en cultivo.

El efecto del colageno VI en la captacidon de glucosa fue contrastado con el efecto de otros
colagenos a las mismas dosis y tiempos de tratamiento usados para el colageno VI. Los colagenos
estudiados fueron el colageno de tipo | y el colageno de tipo V. El primero de ellos se escogio
por ser el principal tipo de colageno fibrilar e interaccionar con el coldgeno VI (Bonaldo et al.,
1990), ademas habia sido usado en paralelo al colageno VI en estudios donde median los efectos
mitogénicos de ambos coldgenos a través de la activacidn de vias celulares (Ruhl et al., 1999)
(Rihl et al., 1999).

El coldgeno de tipo V aun y ser también un colageno fibrilar como el de tipo I, es mas corto y se
sitlia cerca de la membrana basal como lo hace el coldageno VI (Sanes, 1982). Otro de los motivos
que nos impulsé a estudiar sus efectos en la captacion de glucosa en comparacién al coldgeno

VI fue la existencia de estudios realizados en ratones deficientes en la cadena a3 del colageno V
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en el contexto metabdlico. Dichos estudios han mostrado un aumento en la tolerancia a la
glucosa, a la sensibilidad a la insulina y un menor porcentaje de adiposidad en el modelo
deficiente respecto a ratones controles, poniendo de manifiesto la implicacion de la a3V en la
homeostasis de la glucosa (Huang et al., 2011).

Nuestro estudio demostrd que el colageno | soluble empleado a las dosis y tiempos ensayados
no fue capaz de producir ningun efecto en la captacidn de glucosa in vitro ni en miotubos ni en
adipocitos, a excepcion de un pequefio aumento a la dosis de Img/l en miotubos LHCN-M2. Por
el contrario, el coldgeno V si que fue capaz de producir un aumento en la captacion de glucosa
en la linea LHCN-M2, en contraposicion a su posible papel participando en la intolerancia a la
glucosa y resistencia a insulina propuesto en trabajos anteriores (Huang et al., 2011). Si bien este
efecto no fue dosis-dependiente, fluctuando segun la concentracién empleada y no pudo ser

reproducido en las demas lineas miogénicas y adipocitos.

Las determinaciones de sintesis de glucégeno en miotubos LHCN-M2 tratados con colageno VI
nos mostraron como el incremento en la captacidn de glucosa observado iba acompafiado de
un incremento en la sintesis de glucdgeno indicando que una parte de la glucosa captada por
los miotubos de la linea LHCN-M2 se transforma en glucdégeno. No obstante, no se pudo
corroborar dicho efecto al ser analizado en miotubos de la linea C2C12. Dado que el aumento
en la sintesis de glucégeno en miotubos LHCN-M2 fue menor a la proporcion de glucosa captada
respecto el control en esta linea, asi como la ausencia de sintesis de glucdégeno después de un
tratamiento con colageno VI en los miotubos C2C12, estimamos que, en paralelo de la
proporcién de glucosa que se almacena en forma de glucdgeno, posiblemente otra parte de la
glucosa captada en ambas lineas sea destinada a otros procesos metabdlicos como puede ser
su oxidaciéon mediante el proceso de glicolisis, la sintesis de triglicéridos mediante lipogénesis
o la producciéon de lactato mediante la fermentacidn lactica (Kelley et al., 1990) (Phillips et al.,
1996).

Con el objetivo de evaluar si la ausencia de sintesis de glucdgeno en la linea C2C12 era debida a
una menor activacion de la via de glucogenogénesis se analizaron por Western blot los niveles
de la quinasa glucégeno sintasa (GS), la cual media la sintesis de glucégeno ante un estimulo de
insulina mediante GSK3 y la presencia de la molécula glucosa-6- fosfato obtenida a partir de la
fosforilacidn,, mediante la enzima hexoquinasa, de la glucosa captada (Bouskila et al., 2008).
Tras el tratamiento con colageno VI pudimos ver un aumento en la fosforilacién de GS, lo cual
se traduce en una inactivacion de la enzima respecto la condicién basal y, por lo tanto, una
disminucién de la sintesis de glucdgeno. Estos resultados explicarian porque no advertimos

cambios en la sintesis de glucdgeno en los miotubos C2C12 a diferencia de los hallazgos en las
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determinaciones de la sintesis de glucdgeno en LHCN-M2. La GSK3 no es la Unica quinasa capaz
de regular la actividad de GS, sino que existen nueve sitios de fosforilacién en la proteina GS a
la que se pueden unir otras quinasas como la PKA, AMPK, CaMKII, entre otras, que mediaran su
inactivacién mediante su fosforilacidn (Palm et al., 2013). Dado que el anticuerpo usado para la
deteccidn del estado de fosforilacién de GS en estos experimentos solo reconocia los niveles de
GS cuando esta estaba fosforilada en el residuo Ser640, no podemos descartar que exista una
inactivacién de la quinasa provocada por la fosforilacion de otro de los nueve residuos existentes
causada por la actividad de una quinasa distinta a GSK3. La medicidn en paralelo de la actividad
de la GS en miotubos LHCN-M2 y C2C12 nos podria proporcionar una representacion del efecto
del colageno VI en la regulacion de la sintesis de glucdgeno a través de la activacién de GS
independientemente de la quinasa implicada en esta activacién.

Atribuimos las diferencias observadas entre lineas celulares al propio mecanismo de utilizacién
de la glucosa en cada tipo celular aun tratdandose en ambos casos de lineas miogénicas.

En vista de los resultados obtenidos, se realizé una determinacion de la produccion de lactato
en miotubos C2C12 con el objetivo de averiguar si la glucosa captada después de la estimulacion
con colageno, de manera alternativa a la sintesis de glucdgeno, era fermentada a acido lactico
por la célula muscular (datos no mostrados). Un solo experimento se usé para determinar la
produccién de lactato en el medio de cultivo de los miotubos sometidos a los mismos
tratamientos con colageno y/o insulina que los realizados en los cultivos celulares usados para
estudiar la fosforilacion de la GS por Western blot. No parecieron existir diferencias entre la
cantidad de lactato presente en el medio de los miotubos tratados con colageno VI respecto los
controles. No obstante, dada la falta de réplicas no se pudo validar la significancia estadistica de

las variaciones entre muestras.

Todas estas observaciones apuntan a un papel sefializador de la molécula de colageno VI.
Aunque no ha sido estudiado hasta el momento su implicacion en el contexto del metabolismo
de la glucosa en un modelo celular como el empelado en esta tesis, son varios los trabajos que
relacionan el coldgeno VI con funciones de sefializacién, principalmente en el contexto del
cancer (Chen, 2013). Si bien es cierto, que también existen evidencias previas en modelos
animales de su participacion en procesos metabdlicos que incluyen la resistencia a insulina y la
proliferacién del tejido adiposo, los mecanismos intracelulares responsables son audn

desconocidos (Khan et al., 2009).

Buscando el mecanismo por el cual el colageno VI soluble y la ETP en miotubos y adipocitos da

lugar a un aumento en la captacion de glucosa, se decidid, en primer lugar, estudiar si dicho
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efecto podia ser resultado de la interaccién del coldgeno VI con receptores integrinas
transmembrana que a su vez, activan la quinasa ILK encargada de activar cascadas de
sefializacion involucradas en numerosos procesos celulares.

Efectivamente, los estudios de captacion de glucosa realizados usando un inhibidor de la ILK
conjuntamente con el tratamiento de coldgeno VI y ETP demostraron que ambas moléculas
pueden estar promoviendo sus efectos en el metabolismo de la glucosa a través de la regulacion
de sefiales mediadas por integrinas y que la inhibicidn de la quinasa ILK es capaz de revertir estos
efectos. Dado que no se obtuvieron cambios en los niveles totales y fosforilados de los dos de
los efectores de la ILK, Akt y GSK3a/B, después de un tratamiento con colageno solo o en

conjunto con el inhibidor de ILK, asumimos que estas quinasas no median dicho efecto.

Una de las principales vias que regulan la captacién de glucosa en células musculares y
adipocitos es la via de sefializacién de insulina PI3K/Akt, por lo que decidimos estudiar si el
colageno VI podia estar ejerciendo su accién a través de esta via.

Como hemos visto en los estudios de captacion de glucosa aun y demostrar que el coldgeno VI
por si solo es capaz de aumentar de manera significativa la captacion de glucosa en miotubos de
la linea LHCN-M2, estos no mostraron una buena respuesta a la insulina. En contraposicién, los
miotubos C2C12 y adipocitos si exhibieron una buena respuesta tanto a colageno VI como a la
insulina. Por este motivo se determind estudiar impacto del coldgeno Vi en la via de sefializacion
de PI3K/Akt en miotubos C2C12 asi como adipocitos 3T3-L1.

Aunque todas las proteinas estudiadas veian incrementados sus niveles de fosforilacion después
de una estimulacidn aguda con insulina, mostrando una buena sensibilidad a insulina por parte
de los miotubos C2C12 y adipocitos 3T3-L1, no pudimos observar grandes cambios tras el
tratamiento con coldgeno VI.

En el caso de los miotubos C2C12, el coladgeno VI produjo una disminucién tanto en los niveles
fosforilados, como los totales de GSK3a/B, un sensor que impulsa la sintesis de glucégeno bajo
un estimulo de insulina (Palm et al., 2013). No obstante, ambos efectos fueron muy discretos
(Figura 26) y opuestos al efecto del colageno VI en la sintesis de glucdgeno que, aun y no ser
estadisticamente significativo en miotubos C2C12, si lo fue en los LHCN-M2.

En los adipocitos 3T3-L1, por el contrario pudimos ver ligeros cambios en la proteina Akt.
Concretamente, vimos una reduccion significativa de sus niveles fosforilados y un aumento,
aunque no estadisticamente significativo de los niveles de proteina total. La ratio entre los

niveles de proteina fosforilada y total no resulté alterada.
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Esta falta de cambios significativos en la via de PI3K/Akt activada por insulina coincide con la
accion independiente a insulina del colageno VI en la captacidn de glucosa y en concordancia
con la ausencia de cambios en la fosforilacion de Akt y GSKa/B después del tratamiento conjunto
de coldgeno Vi con el inhibidor de ILK, por lo que podemos concluir que muy posiblemente, esta

via no sea la responsable de mediar dicho efecto.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, pensamos que el colageno VI, cuando menos
en miotubos C2C12, podia estar ejerciendo su efecto a través de la via de sefalizacion de AMPK,
activada en musculo bajo diversas situaciones donde la energia celular se ve disminuida
(Coughlan et al., 2014). Aunque no se obtuvieron cambios significativos en AMPK, si que hubo
una tendencia a incrementar sus niveles, tanto de proteina fosforilada como total, después del
tratamiento con coldgeno VI. Sin embargo estas tendencias no son suficientes para explicar el
mecanismo por el cual el colageno VI desempefia su papel en la homeostasis de la glucosa en la

célula muscular.
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Figura 39: Modelo propuesto del efecto del colageno VI en la regulacién de la homeostasis de la glucosa
en miotubos y adipocitos in vitro. Representacién esquematica de la unidn de la molécula de coldgeno
VI y la ETP a receptores integrina, cuyo dominio 1 interactuara con la quinasa ILK. La ILK es capaz de
transducir las sefiales del colageno VI que producirdn la activacion de vias intracelulares que en ultimo
término produciran la captacion de glucosa extracelular, una parte de la cual se almacenara en forma de
glucdgeno. Las vias implicadas en este efecto son aun desconocidas.

A partir de estos resultados en modelos in vitro quisimos ir un paso mas alld y estudiar las
mismas proteinas involucradas en las vias de captacion de glucosa de PI3K/Akt y AMPK, asi como

aquellas proteinas impulsoras de la sintesis de glucégeno, en musculo de pacientes UCMD en
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relacion a musculo de individuos sanos. Pese a que se apreciaron tendencias relacionadas con
aumentos en los niveles de distintas proteinas como fueron la proteina total y fosforilada de Akt
y GS, GSK3a/p total y AMPK fosforilada, ninguno de ellos resulté estadisticamente significativo,
posiblemente debido a la variabilidad entre muestras. Proponemos que esta variabilidad puede
estar asociada a la edad y el estadio de la enfermedad en el momento en que habia sido realizada
la biopsia (Paco et al., 2012). Sin embargo, esta es una limitacién cominmente presente en los
estudios con muestras humanas, sobre todo cuando se trata de enfermedades raras en la
poblacién infantil por lo que consideramos que no debemos menospreciar las tendencias
observadas e intentar reclutar un mayor nimero de muestras dentro de lo posible para

caracterizar de manera mas precisa estos cambios.

A diferencia de lo mencionado hasta ahora, el estudio de los niveles de proteina GLUT1 en el
musculo de los pacientes UCMD mostré un aumento significativo respecto el musculo de
individuos controles, mientras que la proteina transportadora GLUT4 a pesar de mostrar un leve
aumento en sus niveles en musculo, este no resulté significativo (datos no mostrados).

El GLUTA4 es el principal transportador encargado de mediar la captacion de glucosa en la célula
muscular a través de las vias mencionadas hasta el momento (ALVIM et al., 2015). Si bien es
cierto que distintos estudios apuntan al GLUT1 como uno de los transportadores involucrados
en el transporte basal de glucosa en musculo. Dichos estudios muestran que tanto modelos de
ratdn con sobreexpresion de GLUT1 en musculo esquelético como mioblastos L6 con
sobreexpresion de GLUT1 presentan un aumento en la captacién de glucosa basal (Marshall et
al., 1993) (Robinson et al., 1993), ademas, se han encontrado niveles reducidos de proteina
GLUT1 en musculo esquelético de pacientes con diabetes de tipo 2 (Ciaraldi et al., 2015). Una
hipdtesis que explicaria este aumento de GLUT1 en el musculo de los pacientes UCMD, en
relacidn al papel el coldgeno VI en la homeostasis de la glucosa, seria que estos pacientes
presentan una mayor captacion de glucosa en estado basal como consecuencia de una mayor
expresion constitutiva de GLUT1 en la membrana celular, a diferencia de GLUT4, cuyos niveles
no se encuentran tan incrementados.

Nuestros estudios de transciptomica en musculo de pacientes UCMD (Paco et al., 2013) no
pusieron de manifiesto cambios en los niveles de ARNm del GLUT1 en contraposicién a los
cambios a nivel de proteina obtenidos en este trabajo. Sin embargo, algo parecido ocurrié en el
estudio de Ciaraldi y compafieros (Ciaraldi et al., 2015), donde aun viendo cambios a nivel de
proteina de GLUT1, estos no se correlacionaron con cambios en los niveles de ARNm,
proponiendo que estas diferencias pueden ser debidas a cambios traduccionales o

postraduccionales (Taha et al., 1999). Sorprendentemente, el estudio de expresidén génica por
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gRT-PCR en miotubos LHCN-M2 tratados con colageno VI realizado en este trabajo, mostrd un
aumento significativo en la expresion de SLC2A1, gen codificante para GLUT1, aunque no fuimos
capaces de examinar cambios en la cantidad de proteina GLUT1 en estas células. Estos datos nos
pueden estar indicando que el coldgeno VI es capaz de producir su efecto activando la captacion
de glucosa in vitro y, tal vez, in vivo, a través de cambios de expresién génica que, no obstante,

variaran en funcién del modelo biolégico estudiado.

Estas observaciones conjuntamente a los cambios de expresidn de proteinas totales medidas
por Western blot, asi como el efecto a largo plazo (16 horas) del coldgeno VI en la captacion de
glucosa, nos condujeron a la realizacion de un analisis global de expresidn génica en miotubos

C2C12 tratados con coldgeno VI soluble en comparacién con miotubos no tratados.

Los primeros resultados obtenidos mostraron una gran variabilidad en los niveles de expresion
génica entre muestras de un mismo grupo, lo que provocd que no se pudiera establecer un
correcto agrupamiento entre las réplicas de cada grupo para realizar el estudio estadistico de
las diferencias entre el grupo tratado y no tratado. Dada la inadvertencia de fallos durante el
procedimiento técnico del microarray, se sopesd la posibilidad de cambios en el nivel de
diferenciacién de los cultivos de miotubos usados para la obtencién de ARNm como foco de la
variabilidad observada. Con tal de evaluar esta posibilidad, se estudiéo mediante gRT-PCR el nivel
de expresién del gen Myog codificante para el factor de transcripcién miogenina, usado como
marcador de la diferenciacién de mioblastos a miotubos (Faralli et al., 2012) en cada una de las
muestras de ARNm obtenidas para el microarray. Dichas determinaciones nos confirmaron que
la diferenciacion de todos y cada uno de los cultivos empleados en este experimento se
diferenciaron de manera semejante, sin apenas variabilidad entre ellos por lo que se descarté
esta hipoétesis como causante de la dispersién de genes expresados diferencialmente entre las
seis muestras estudiadas.

El nuevo analisis de los datos obtenidos en el microarray se basé en la eliminacidn de elementos
que dificultaban la interpretacién bioinformatica de los resultados obtenidos, principalmente
secuencias nucleotidicas cuyo producto es a dia de hoy desconocido o no funcional, miARNs y
genes codificantes de enzimas ribosomales y se prescindid de una de las muestras tratadas con
coldgeno VI. Los datos analizados sobre la base de un g<0,1 como limite de significacion
mostraron la existencia de 57 genes diferencialmente expresados en las muestras tratadas con
colageno VI. Con el objetivo de identificar vias de sefializacién y procesos bioldgicos que
pudieran explicar el papel del colageno VI en la captacidon de glucosa basado en estas diferencias

de realizd un analisis de enriquecimiento funcional. En proceso bioldgico en el que mas genes
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vieron alterada su expresion después de un tratamiento con coldgeno VI fue la via de
fosforilacién oxidativa.

La fosforilacidon oxidativa es el proceso por el cual la mitocondria es capaz de producir energia
en forma de ATP a partir de distintos substratos procedentes de diversos procesos catabdlicos
como la glucdlisis o la B-oxidacién de lipidos entre otros. Este proceso esta mediado por una
serie de complejos enzimaticos y transportadores de electrones. Los complejos involucrados
estdn formados por distintas subunidades codificadas tanto por genes nucleares como
mitocondriales (Benard et al., 2008). Varios de los genes diferencialmente expresados en
nuestro estudio codificaban para varias de estas subunidades. En concreto, se observaron
cambios de expresidén en un total de cinco genes codificantes para chaperonas involucradas en
el correcto ensamblaje de los complejos | y IV, asi como proteinas que componen subunidades
de estos mismos complejos, ademas de una proteina ribosdmica mitocondrial.

La validacion por PCR en tiempo real de estos cambios mostrd discrepancias en la expresiéon
génica reportada con ambas técnicas. Aun y la filtraciéon de los datos obtenidos en el primer
analisis, la comparativa entre ambas técnicas revel6 tanto diferencias en el nivel de cambio de
los genes estudiados asi como en la direccion de estos cambios. Numerosos articulos centrados
en establecer la correlacion entre la expresion génica de ambas técnicas han revelado peores
correlaciones cuando el nivel de cambio hallado inicialmente en el estudio de microarray es
inferior a 1.4 (Morey et al., 2006), mientras que otros consideran un cambio inferior a 2 como
un factor causante de peores correlaciones entre ambas técnicas (Etienne et al., 2004). Por
consiguiente, atribuimos las diferencias encontradas en la validacién de los resultados de
microarray a la sutileza de los cambios de expresidon génica entre muestras tratadas y no
tratadas.

Aun vy la dificultad de corroborar los cambios obtenidos mediante el estudio de microarray,
consideramos conveniente analizar en mas detalle la relacidon entre la funcidn in vitro del
colageno VI y las alteraciones en la expresion génica de proteinas mitocondriales. Para ello, se
estudio el impacto de un tratamiento con colageno VI en la funcidon mitocondrial de miotubos
C2C12 mediante la medicién del consumo de oxigeno. Practicamente no se observaron cambios
en la tasa de consumo de oxigeno en rutina, asi como tampoco en la capacidad maxima de
respiracion de la mitocondria. El mayor cambio observado tras el tratamiento mantenido con el
colageno VI tuvo lugar después de inhibir el complejo ATP sintasa, indicando una disminucidn
del proton leak que se traduce en un mayor acoplamiento a la fosforilacidn oxidativa y el
transporte de protones. Es situaciones fisioldgicas, los electrones procedentes de la oxidacidon
de los substratos de numerosos procesos catabdlicos circulan a través de la cadena respiratoria

creando un bombeo de protones a través de los distintos complejos del sistema de fosforilacidn
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oxidativa, no obstante una parte de los protones involucrados en el gradiente electroquimico
dejan de ser utilizados para la sintesis de ATP a través del complejo V y son capaces de atravesar
la membrana mitocondrial interna con la consecuente reduccidon en la sintesis de ATP
(Divakaruni et al., 2011). Un mayor acoplamiento entre la fosforilacién oxidativa y el transporte
de electrones implica una mayor eficiencia por parte de la mitocondria para producir ATP a partir
de los substratos oxidados.

No obstante, del mismo modo que en los estados de rutina y de capacidad maximay a pesar de
las diferencias observadas, este cambio no fue significativo y apenas alcanzé una diferencia del
16% respecto la condicién control.

Se calcularon las Flux Control Ratios con el objetico de obtener informacién detallada sobre el
grado de acoplamiento. Los resultados del estudio de las distintas ratios nos informaron en
primer lugar que los miotubos C2C12 tratados con coldgeno VI disponian de una menor
capacidad reserva, pero un mayor porcentaje de esta reserva estaba siendo utilizada en el
estado de rutina en comparacién con los miotubos controles. No obstante, aunque el
tratamiento con colageno VI parecia incrementar la utilizacion de esta reserva, un menor
porcentaje de esta reserva iba destinada a la sintesis de ATP, en consonancia a los valores del
Leak Respiratory control ratio los cuales nos indicaron que existia un mayor consumo de oxigeno
no ligado a la fosforilacion oxidativa respecto la capacidad maxima. No obstante, estos
resultados estuvieron en contraposicién a la disminucién de proton leak que se observd
previamente, posiblemente por la ausencia de cambios significativos en ninguno de los
pardmetros estudiados.

Aun y la interpretacion realizada de todas las tendencias observadas en estos ensayos, dada la
ausencia de cambios significativos asi como las leves variaciones observadas después de la
realizacion de cinco ensayos independientes con un alto niumero de réplicas, consideramos que
el colageno VI no ejerce su efecto en la captacion de glucosa a través de alteraciones en la

funcién mitocondrial.

El conjunto de datos obtenidos en relacién a el efecto del coldgeno VI en la homeostasis de la
glucosay el control de la expresidn génica confirman que, en primer lugar, el coldgeno VI soluble
es capaz de inducir la captacidn de glucosa in vitro después de un tratamiento de 16 horas tanto
en células musculares como adipocitos. Y que, parte de esta glucosa captada, se almacena en
forma de glucégeno en los miotubos.

En segundo lugar, que este efecto es dosis dependiente y sucede sin la coestimulacidn con

insulina y de manera independiente a la via de sefializacién PI3K/Akt.
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Ademas hemos demostrado que no solo el coldgeno VI es capaz de llevar a cabo esta funcién,
sino que de manera independiente, su fragmento C-terminal, la ETP, es capaz de producir el
mismo efecto en miotubos C2C12 confirmando su papel en la regulacion del metabolismo de la
glucosa.

Por otra parte, el coldgeno VI es capaz de producir un incremento en la expresién del
transportador GLUT1 en la linea celular C2C12 indicando que este podria ser el transportador
mediador del efecto del coldgeno VI en la captacién de glucosa in vitro. Asimismo, el colageno
VI regula la expresion de genes involucrados en la fosforilacién oxidativa, sin que esto tenga

repercusiones en la funcionalidad de la mitocondria.

Considerando los resultados obtenidos en las determinaciones de captacidon de glucosa vy el
aumento del transportador de glucosa GLUT1 en musculo de pacientes UCMD, asi como las
evidencias de el papel del coldgeno VI en la correcta expansion del tejido adiposo y la existencia
de alteraciones en la cantidad de tejido graso descritas en ratones con ausencia de colageno VI
(Khan et al; 2009), fue de nuestro interés valorar como se podia ver afectada la cantidad y
distribucidon de los principales tejidos reguladores de la captacion de glucosa, el tejido adiposo y
muscular, en un modelo humano con ausencia de coldgeno VI. Las patologias de UCMD y BM se
caracterizan por una ausencia parcial de coldgeno VI tal y como se ha descrito detalladamente
en el apartado de Introduccion, por lo que pacientes de ambas distrofias nos sirvieron como

modelo patolégico para estudiar el papel del coldgeno VI en la composicion corporal humana.

Por tal de llevar las determinaciones de composicién corporal en estos pacientes, la técnica
escogida en esta tesis fue la absorciometria de doble energia (DXA) la cual nos confiere una serie
de ventajas respecto otras técnicas de imagen usadas para el diagndstico de las distrofias
musculares (Bonnemann et al., 2014) (Diaz-Manera et al., 2015). La exploracién por DXA nos
permite obtener una imagen de cuerpo entero del paciente a partir de la cual seleccionamos
areas de interés para estudiar en cada una de ellas la cantidad (en gramos) de tejido magro y
adiposo y la densidad mineral ésea (en gramos/cm?3).

Su funcionalidad en el estudio de la composicion corporal ha sido validada tanto en la poblacién
infantil como adulta (Helba et al., 2009)(Choi, 2016) (Seabolt et al., 2015). Se trata de una técnica
muy usada en otras distrofias musculares, como en la DMD para el seguimiento de la pérdida de
masa 6sea derivada del tratamiento con corticoesteroides empleado para ralentizar el deterioro
de la funcién motora y la fuerza muscular (Buckner et al., 2015). La principal ventaja de su uso,
especialmente en la poblacidn infantil, es su seguridad. La radiacion emitida es menor a la que

podrian verse expuestos durante una radiografia convencional y, dado que el tiempo de
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exploracién no suele superar los 20 minutos (Seabolt et al., 2015), el paciente aun siendo de
corta edad no requiere sedacién a diferencia de la MRI, donde los pacientes mds jévenes
necesitan ser sedados para facilitar la exploraciéon con el riesgo de depresidn respiratoria
atribuido a los farmacos empleados que esto comporta (Arlachov et al., 2012). Ademas, supone

una alternativa mas econdémica en relacién a otras técnicas (Briot, 2013).

De acuerdo a los resultados obtenidos, los grupos de pacientes UCMD y BM analizados
presentaron una cantidad de masa grasa, expresada en FMI, significativamente superior a la
poblacién de referencia, especialmente en los grupos de hombres BM vy las nifias UCMD. No
obstante en el grupo UCMD esta variacion no se relaciond con cambios significativos en el BMI
en ninguno de los dos sexos, aunque ambos tenian un FMI significativamente elevado. Por el
contrario, el aumento de FMIy BMI en los hombres BM fue muy significativo para ambos indices,
pero no en el caso de las mujeres, cuyos FMI y BMI se mantuvieron dentro de los valores de la
poblacién de referencia.

Hay que tener en cuenta que, aunque en este caso, tanto el FMI como el BMI estuvieron
corregidos por edad y sexo, el BMI no explica las contribuciones independientes de la masa grasa
(FMI) y la masa magra (LMI). Esta relacién discordante entre el valor de FMI y el BMI en los
pacientes UCMD debe analizarse en consideracion a la pérdida de masa magra (Z-score LMI)
observada en estos pacientes, por lo que probablemente, el resultado combinado del
incremento en el contenido de grasa y la disminucién de masa magra observados sean los
causantes de la ausencia de modificaciones en el BMI. Esto nos indica, que a diferencia de lo
observado en distintas poblaciones infantiles sanas (Inokuchi et al., 2011) (Kakinami et al., 2014)
(Gémez-Campos et al., 2016), en el contexto de miopatias relacionadas con déficit de colageno
VI, concretamente en la poblacion UCMD, el Z-score BMI por si solo puede no ser un indicador
suficientemente informativo de la adiposidad y valores normales pueden estar enmascarando
alteraciones en la proporcién de tejidos adiposo y magro (Freedman et al., 2005), los cuales si
pueden ser correctamente analizados de manera independiente mediante la técnica de DXA. En
los pacientes BM, por el contrario, dado que no observamos cambios significativos en el LMI en
ninguno de los dos sexos (datos no mostrados), pero si en el BMI de los pacientes con un FMI
significativamente incrementado, asumimos que el BMI es un buen indicador de adiposidad.
Otra posibilidad, teniendo en cuenta evidencias observadas en el estudio anatomopatoldgico de
biopsias musculares de pacientes UCMD (Jimenez-Mallebrera et al., 2005) asi como en imagenes
de resonancia magnética en UCMD y BM (Eugenio Mercuri, 2005) y otras distrofias musculares
(Diaz-Manera, 2015) (Willis et al., 2014), es que el aumento de FMI frente la invariabilidad de

los valores de BMI podria explicarse, en parte, por el proceso de infiltracion de tejido adiposo
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en el musculo. Desafortunadamente, la técnica de DXA no nos permite distinguir depdsitos de
grasa intramusculares y no podemos determinar esta afirmacion.

Al considerar el estado de ambulacidon de los pacientes, la gran mayoria de indicadores de
cantidad de masa grasa total y en las distintas regiones presentaron un valor superior en
aquellos pacientes que no caminaban respecto los que aun conservaban la deambulacion. En
los pacientes ambulantes los indicadores de masa grasa mostraron una gran correlacion (R?)
negativa con las puntuaciones de las pruebas funcionales MFM y NSAA. Del mismo modo una
estrecha correlacion positiva entre al cantidad de masa grasa y el tiempo dedicado a subir y
bajar 4 escalones y andar 10 metros ponia de manifiesto la contribucién del aumento tejido
adiposo en el estado fisico de los pacientes UCMD. En el grupo de pacientes no ambulantes no
parecieron existir grandes correlaciones entre la cantidad de masa grasa y la puntuacion
obtenida en las pruebas funcionales. Posiblemente esto sea debido a los diferentes grupos
musculares evaluados en las pruebas funcionales de pacientes ambulantes y no ambulantes,
mientras que las regiones corporales exploradas por DXA fueron las mismas en ambos grupos.
Las pruebas que se realizan a pacientes ambulantes evalldan ambos grupos de extremidades,
mientras que las pruebas destinadas a los pacientes no ambulantes solo puntidan la funcién
motora de brazos. Este dato conjuntamente al aumento de masa grasa en piernas existente en
ambos grupos, nos podria indicar que tal vez la funcién motora de brazos esté mejor conservada
gue la de piernas por la menor influencia de la grasa en la regién de extremidades superiores y
este fuera el origen de las diferentes correlaciones entre funcién motora y masa grasa en ambos
grupos de pacientes UCMD. Esto iria en conjunto con la atrofia muscular observada mediante
MRI en pacientes UCMD, principalmente descrita en extremidades inferiores (Mercuri et al.,
2005).

Un hallazgo sorprendente fue la correlacion existente, tanto en pacientes ambulantes como no
ambulantes, entre la cantidad de masa grasa y la puntuacién PedsQL.

A diferencia de los test funcionales a los que son sometidos los pacientes para evaluar su funcion
motora, el cuestionario de calidad de vida relacionada con la enfermedad (PedsQLT) tiene como
propdsito conocer la percepcidn del propio paciente del impacto de su estado de salud y la
enfermedad en aspectos fisicos, mentales y sociales de la vida diaria dentro de su contexto
cultural y social (Eiser et al., 2001). Su uso se encuentra extendido en afectaciones crénicas en
la poblacidn infantil y adolescente como son la obesidad (Moreira et al., 2013), diabetes de tipo
1 (Samardzic et al., 2016) u otras distrofias como la DMD (Landfeldt et al., 2016). Concretamente,
el PedsQL utilizado en este trabajo fue especifico para el mddulo de enfermedades
neuromusculares el cual comprende una evaluacidn especifica de la relacién con la familia,

comunicacion e incapacidades fisicas que el paciente atribuye a su enfermedad. El hecho de que
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en los pacientes UCMD existiera una peor percepcion de calidad de vida relacionada con la
enfermedad por parte del propio paciente y sus padres a mayor cantidad de masa grasa nos
hace pensar que esta acumulacién de grasa implica en definitiva una mayor dificultad para la
realizacion tareas cotidianas dada la estrecha correlacidn entre cantidad de grasa y puntuacion
de las escalas funcionales observada y, por lo tanto el paciente experimente una mayor
percepcidon de incapacidad fisica. Esta incapacidad que puede sentir el paciente en relacién a
compafieros o familiares sanos puede estar influyendo en sus relaciones familiares asi como su
seguridad mostrando un debilitamiento de sus habilidades comunicativas.

Meilleur y compafieros (Meilleur et al., 2014) ya estipularon en un estudio reciente que la
funcién motora solo era uno de los factores influentes en la calidad de vida de los pacientes
UCMD, pero se desconocian que otros componentes de la enfermedad podian estar
interviniendo en el empeoramiento de su calidad de vida. Nosotros, una vez mas, proponemos
que el aumento de tejido adiposo, y no solo la pérdida de masa muscular, contribuye en la
calidad de vida de los pacientes, hecho que no se habia considerado hasta el momento en el
manejo de la patologia. Por este motivo, creemos que el estudio del origen de este tejido
adiposo asi como su contribucién a la fisiopatologia de UCMD deberia ser estudiado como

posible diana de intervencion en la clinica de la enfermedad.

En nuestro estudio, se compararon los cambios obtenidos en los pacientes UCMD con pacientes
DMD para establecer la especificidad de dichos cambios. Los cambios en la cantidad de masa
grasa siguieron un patréon muy parecido entre los pacientes ambulantes y no ambulantes de
ambos grupos, siendo los no ambulantes los que presentaban mayor acumulacién de grasa.
Aunque el grupo UCMD, en comparacion con los DMD, mostrd unos valores mas alejados de la
misma poblacién de referencia, los cambios atribuidos al estado de deambulacidén fueron
mayores dentro del grupo DMD, mientras que en los pacientes UCMD estas diferencias nunca
llegaron a ser significativas.

Para entender estas diferencias, hay que tener en cuenta algunas particularidades de la DMD
que la convierten en una enfermedad mucho mas homogénea que la UCMD. En primer lugar, la
DMD es una enfermedad que solo afecta a nifios, aunque se han descrito portadoras con
sintomatologia parecida a la DMD (Mercier et al., 2013), todos los pacientes DMD incluidos en
nuestro estudio eran chicos. Por el contrario, la UCMD afecta tanto a nifios como a nifias. En
segundo lugar, la DMD presenta una edad de aparicion de los primeros sintomas (alrededor de
los 4 afios) asi como una edad de pérdida de la deambulacién (10 afios de edad) muy parecida
en todos los pacientes (Falzarano et al., 2015), por lo que los pacientes analizados DMD de cada

grupo comprendian un rango de edad muy similar entre ellos. Aunque la apariciéon de la UCMD
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queda restringida a los primeros afnos de vida, el efecto de la enfermedad sobre la capacidad de
caminar es muy variable, existiendo pacientes que nunca llegan a andar y otros que pueden
conservar la marcha durante toda la infancia (Yonekawa et al., 2015), como ocurre en nuestro
grupo de pacientes analizado. Finalmente cabe reparar en el hecho de que todos los pacientes
DMD incluidos en este estudio se encontraban en tratamiento con corticosteroides en el
momento de las mediciones corporales. Ha sido demostrado que el tratamiento con
corticoesteroides estabiliza la composicion corporal de los pacientes DMD mediante el aumento
de la masa magra (Vuillerot et al., 2014), por lo que puede suponer un sesgo en la comparacion

de pacientes de ambas patologias.

El andlisis de cantidad de masa magra revelé una disminucién generalizada en pacientes BM y
UCMD, siendo mayor en estos ultimos lo que esta en consonancia con la severidad de la
progresion clinica en cada forma, y por lo tanto, la debilidad muscular asociada. En los pacientes
BM la masa muscular se vio reducida selectivamente en los miembros superiores con respecto
a los miembros inferiores contrastando con el patron de atrofia caracteristico observado
mediante MRI (Mercuri et al., 2005). Este patrén se caracteriza principalmente por una
afectacién en los musculos vasto lateral y medial, gastrocnemio medial, recto femoral y séleo,
todos ellos localizados en extremidades inferiores. Aunque si bien es cierto, los musculos de
extremidades superiores también pueden verse afectados, principalmente el triceps y musculos
subescapulares (Diaz-Manera et al., 2015).

La coexistencia de un estado de sarcopenia basado en el AFFMI, en pacientes BM y UCMD, y un
porcentaje de masa grasa incrementado respecto la poblacién control segln los estandares de
trabajos anteriores (Baumgartner, 2000), demuestran la existencia de obesidad sarcopénica en
nuestro grupo de pacientes reafirmando las observaciones de estudios anteriores realizadas en
pacientes con mutaciones en colageno VI, principalmente en BM, dado que solo un solo paciente
UCMD fue estudiado hasta este momento (Toni et al., 2014) (Miscione et al., 2013). Aunque sin
utilizar el término de obesidad sarcopénica, varios trabajos han descrito también en otros
trastornos neuromusculares una disminucién de la masa magra acompafiada de un aumento de
masa grasa a lo largo de la progresion de la enfermedad, como ocurre en la distrofia
fascioescapulohumeral o la atrofia muscular espinal (Skalsky et al., 2008) (Sproule et al., 2009).
En algunos casos, como ocurre en la distréfica miotdnica, estos hallazgos también han sido
correlacionados con una disminucion de la funcién motora (Pruna et al., 2011).
Sorprendentemente, en el grupo UCMD, la disminucién de LMI asi como AFFMI fue mayor en
los pacientes ambulantes respecto los no ambulantes, no obstante las diferencias entre ambos

grupos no fueron significativas en el caso del LMI. Los valores de ambos indices correlacionaron
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positivamente con la puntuacién obtenida en las pruebas funcionales MFM y NSAA, asi como
con los metros recorridos en 6 minutos en los pacientes ambulantes mostrando una funcion
motora conservada en proporcion a la cantidad de masa muscular.

La tendencia en los cambios de AFFMI y LMI fue opuesta en los DMD y solo los que ya habian
perdido la capacidad de andar presentaron una reduccidn significativa de la masa magra para
ambos indices.

Estas diferencias en el patron de pérdida de masa magra en extremidades (AFFMI) entre
pacientes ambulantes y no ambulantes con DMD y UCMD puede estar explicado por el patrdn
de atrofia propio de cada patologia.

Nuestro grupo demostré a nivel histopatoldégico mediante microscopia la presencia de
numerosas fibras atréficas caracterizadas por un didmetro reducido y por la presencia de
pliegues en la membrana basal en pacientes UCMD. El didmetro de estas fibras fue de media
menor al esperado por la edad de los pacientes, incluso en pacientes de corta edad, por lo que
se trata de un proceso temprano que tiene lugar desde el inicio de la enfermedad (Paco et al.,,
2012) y al tratarse de una enfermedad congénita, esto puede ocurrir desde el primer afio de
vida.

La DMD en cambio, no suele presentar los primeros sintomas de debilidad muscular hasta los 4
afios aproximadamente (Falzarano et al., 2015) y aunque la perdida de deambulacion suele ser
parecida a los UCMD, estos ultimos presentan mucha mas variabilidad en este aspecto. La mayor
parte de los pacientes DMD no ambulantes incluidos en este estudio tenian mas de 12 afios. Por
otro lado, en nuestro grupo de pacientes UCMD se incluyen tres pacientes que nunca llegaron a
andar y otros tres que la perdieron antes de los 10 afios de edad. Proponemos que, tal vez las
diferencias entre en el patron de pérdida de masa magra entre pacientes ambulantes y no
ambulantes DMD y UCMD sean debidas a que los pacientes UCMD presentan desde muy jovenes
una atrofia distal, mientras que los DMD no serd hasta etapas mds avanzadas de la enfermedad,
cuando ya hayan perdido la deambulaciéon, que esta atrofia sea mas evidente como
consecuencia del proceso dristréfico. Ademas, debemos tener en cuenta que todos los pacientes
DMD estudiados seguian un tratamiento con cortisoesteroides que, como se comentd
anteriormente, tiene la propiedad de ralentizar la pérdida de masa magra a lo largo de la
progresion de la enfermedad. El hecho que los pacientes UCMD no ambulantes tengan menor
pérdida de AFFMI deberia ser corroborada en un estudio longitudinal donde se midiera a lo largo

de los afios el patrén de cambio de este indice.

Esta serie de resultados ponen de manifiesto la pérdida significativa de masa muscular y el

incremento de la adiposidad corporal en pacientes con mutaciones en colageno VI como un
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componente de la fisiopatologia de las enfermedades UCMD y BM, aunque no conocemos con
certeza el origen de estos cambios, asi como su relacién con alteraciones en el metabolismo de
la glucosa. Dadas las evidencias recapituladas hasta el momento en diferentes trabajos sobre
papel del colageno VI en la remodelacién de la matriz extracelular que rodea el tejido adiposo
(Nakajima et al., 2002), las mutaciones en colageno VI en los pacientes UCMD y BM podrian
resultar en alteraciones en la disposicion y expansion del tejido adiposo a medida que este
aumenta en sustitucién al tejido magro, el cual se ve reducido durante la progresion de la
enfermedad. Esta proliferacion de tejido adiposo puede estar generando un componente
metabdlico y endocrinolégico en estas distrofias no considerado hasta el momento, pero el cual
podria influir en la severidad de ambas enfermedades reflejada a través del estado funcional.
Un correcto control de paramétros biogumicos en sangre como son la glucemia e insulinemia
en estos pacientes nos ayudarian a conocer las consequencias de estos cambios de composicion
corporal. Aun y no disponer de estos datos biioquimicos, las estrechas correlaciones observadas
en este trabajo indican la utilidad de las mediciones de composicién corporal como predictores
del estado funcional y de calidad de vida de los pacientes, por lo que seria una herramienta muy
atil para introducir en las visitas hospitalarias de control que realizan los pacientes
periddicamente. Asimismo, la inclusién del estudio de composicién corporal mediante DXA a lo
largo de la progresién de la enfermedad de cada paciente nos proporcionaria una informacion

muy Util para trazar con mayor precision la historia natural de estas enfermedades.

En estudios previos de nuestro laboratorio, donde hemos demostrado un aumento en la
expresion de los genes LEP, ADIPOQ y RPB4, codificantes para las adipoquinas leptina,
adiponectinay retinol binding protein 4 en biopsias de pacientes con déficit de colageno VI (Paco
et al; 2013). Estos antecedentes, conjuntamente a los resultados de este trabajo donde hemos
mostrado un aumento generalizado en la cantidad del tejido adiposo, 6rgano encargado de
secretar adipoquinas involucradas en distintos procesos metabdlicos, nos alentaron a estudiar
si los cambios observados en tejido adiposo de estos pacientes guardaban relacién con los

niveles circulantes de las adipoquinas nombradas.

La determinacién de adipoquinas realizadas en suero de pacientes UCMD ha demostrado que
estos presentan aumento muy significativo de los niveles de adiponectina HMW. Este resultado
coincide con el aumento de los niveles de expresion del gen codificante para la adiponectina
(ADIPOQ) en el musculo de pacientes UCMD obtenidos anteriormente por nuestro grupo (Paco
et al., 2013). Ademas, las determinaciones llevadas a cabo en este estudio en pacientes DMD

nos mostraron una reduccién significativa de los niveles de adiponectina HMW, tanto en
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referencia al grupo control como el grupo UCMD. Este hallazgo esta en concordancia con
estudios recientes en modelos de ratdn de DMD, los cuales han manifestado que tanto los
niveles de la proteina adiponectina en suero como de su ARNm en musculo se encuentran
reducidos en comparacidn a ratones control (Hathout et al., 2014) (Abou-Samra et al., 2015).
Por lo tanto, se confirma que el aumento de adiponectina HMW circulante es especifico en

pacientes UCMD, pero no en DMD.

Por lo que respecta a los niveles de leptina estudiados en suero de pacientes UCMD, estos se
vieron incrementados, aunque no de forma significativa, tanto respecto los controles como
respecto pacientes DMD. Este aumento correlaciond positivamente, como cabia esperar y tal y
como estd descrito (Yadav et al., 2013), con todos los indicadores de adiposidad obtenidos de
las determinaciones de DXA. Resulta interesante la estrecha correlacién negativa entre los
niveles de leptina y la puntuacion de las escalas funcionales MFM, NSAAy 6MWT y la correlacion
positiva entre los valores de leptina y los test cronometrados de funcién. Teniendo en cuenta la
buena correlacién entre los valores de leptina con la adiposidad presente en los pacientes y el
efecto negativo de esta en la funcién motora, la leptina podria considerarse como un
biomarcador de la funcién motora en estos pacientes. Del mismo modo que la puntuacién
obtenida en el cuestionario PedsQL correlaciond positivamente con los indices de adiposidad, la
leptina también guardd una estrecha correlacidn con la percepcién de la calidad de vida de los
pacientes y sus padres, confirmando una vez mas, el efecto negativo del aumento de tejido

adiposo en esta patologia.

Aunque en nuestros estudios previos de analisis de transciptémica no fueron incluidos pacientes
BM (Paco et al., 2013), en este trabajo se estudiaron tanto los niveles de leptina como de
adiponectina HMW en suero de pacientes BM. Ninguna de las dos adipoquinas parecié verse
alterada de manera significativa y sus niveles no mostraron correlacién alguna con las
valoraciones obtenidas del DXA, ni siquiera aquellas que describian un aumento en la cantidad
de masa grasa. No obstante, existié una tendencia de acuerdo a un aumento en los niveles de
ambas adipoquinas respecto el grupo control, por lo que hipotetizamos, que la ausencia de
cambios significativos en el grupo BM puede ser debida al escaso nimero de pacientes
disponibles para este estudio y que, con un grupo mayor en nimero, podriamos llegar a ver un
aumento mas destacado respecto el grupo control. De ser asi, y teniendo en cuenta que nuestros
pacientes UCMD y BM presentan un perfil de obesidad, la correlacién entre los niveles de leptina
y el aumento de masa grasa en ambos grupos irian de acuerdo a las evidencias descritas hasta

el momento donde se ha descrito ampliamente un incremento de los niveles de leptina en
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pacientes obesos, tanto adultos como nifios (Martos-Moreno et al., 2013). No obstante, sin
conocer aun con certeza la causa, en pacientes obesos los niveles de adiponectina se encuentran
reducidos (Asayama et al., 2003)(Kern et al. 2003), al contrario de lo observado en los pacientes
UCMD y BM analizados en este trabajo y en estudios previos de nuestro equipo (Paco et al.,
2013). Este dato nos podria estar indicando que en los pacientes con mutaciones en colageno
VI otro mecanismo, independiente al aumento de masa grasa, puede estar mediando el

incremento de adiponectina tanto a nivel de expresién génica como en sus niveles circulantes.

Esta diferencia en los niveles circulantes de adipoquinas con cambios opuestos observados entre
UCMD y DMD abre la ventana al uso de estas adipoquinas como biomarcadores especificos de
UCMD. No obstante, debemos tomar esta hipdtesis con cautela en primer lugar porque las
poblaciones UCMD y BM estudiadas en esta tesis comprendian rangos de edad muy distintos
por lo que fueron comparadas con dos poblaciones control diferentes. En segundo lugar,
debemos tener en cuenta que factores como estadio puberal en el caso de los pacientes
infantiles (Elias, 2012) (Falorni et al., 1997) (Xu et al., 2012), pueden influir de manera muy
significativa en los niveles de adipoquinas circulantes. Del mismo modo que lo puede hacer el
BMI o, segun lo visto, el FMI tanto en pacientes infantiles como adultos (Koester-Weber et al.,
2014) (Ronti et al., 2006). Desafortunadamente, no se dispuso para nuestro estudio de muestras
pertenecientes a adultos con FMI similar al de los pacientes BM, lo que puede suponer un
obstaculo para interpretar correctamente los resultados obtenidos. En el caso de los UCMD
pudimos disponer de muestras de suero de controles con un BMI similar a los UCMD. No
obstante, como hemos visto, el BMI de nuestros pacientes no se alejaba de los valores de la
normalidad, mientras que si lo hacia en FMI, por lo que la continuidad de este estudio debe

retomarse en consideracion a este descubrimiento.
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10.

11.

CONCLUSIONES

El coldgeno VI soluble y la endotrofina provocan la captacidn de glucosa de un modo

dosis y tiempo dependiente en miotubos LHCN-M2, C2C12, L6 y adipocitos SGBS.

El fragmento carboxilo terminal del colageno VI (ETP) es capaz, por si solo, de producir

un aumento en la captacion de glucosa dosis y tiempo dependiente en miotubos C2C12.

El efecto del colageno VI y la ETP es independiente a la estimulaciéon de insulina y

dependiente de la quinasa ligada a integrinas (ILK).

Efecto del coldgeno VI en la captacion de glucosa no se produce a través de la via de

sefalizacion PI3K/Akt.

El coldgeno soluble VI aumenta la sintesis de glucégeno en miotubos LHCN-M2.

El colageno VI soluble ejerce una regulacién positiva sobre los niveles de expresion del

gen SLC2A1 en miotubos LHCN-M2.

El colageno VI soluble ejerce una regulacidon negativa sobre los niveles de expresién de
genes codificantes para proteinas mitocondriales involucradas en el proceso de
fosforilacién oxidativa en miotubos C2C12. Estos cambios no se traducen en

alteraciones significativas de la funcién mitocondrial.

La proteina transportadora de glucosa GLUT1 se encuentra incrementada en el musculo

de los pacientes UCMD.

Los pacientes UCMD y BM presentan una disminucién en la cantidad de masa magra y

un aumento en la cantidad de masa grasa.

El aumento de masa grasa en pacientes UCMD se correlaciona negativamente con el

estado funcional y la calidad de vida del paciente.

Los pacientes UCMD presentan un aumento significativo de los niveles circulantes en

suero de la adiponectina de alto peso molecular (HMW).
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Tabla 2: Pacientes incluidos en esta tesis: ** UCMD con fenotipo intermedio que caminan pero con una debilidad significativa lo que hace pensar que perderan la marcha
alrededor de los 20 afios o antes. Cuando no hay informacién disponible sobre uno de los signos clinicos se indica con “n.d.”. EESS hacer referencia a extremidades superiores
y EEIll, a extremidades inferiores.

Fenotipo

Edad inicio
enfermedad

Sintoma de presentacion

P1 UCMD 6 M neonatal torticolis congénita

P2 UCMD** 12 F neonatal torticolis congénita

P3 UCMD** 9 F neonatal hipotonia

P4 BM 39 F n.d. n.d.

P5 UCMD** 15 M 6 afos debilidad

P6 UCMD 10 M neonatal hipotonia

P7 UCMD 23 M neonatal hipotonia, debilidad, hiperlaxitud.

P8 UCMD 7 M < 5 afios retraso desarrollo motor y aumento de creatina kinasa
P9 UCMD 5 M neonatal luxacién congénita de cadera

P10 BM 19 F 3 afios debilidad

P11 UCMD 34 M neonatal hipotonia, debilidad , retraso desarrollo motor
P12 UCMD 17 M neonatal hipotonia, debilidad, hiperlaxitud

P13 UCMD** 17 M neonatal luxacién congenita de cadera

P14 UCMD 2 M neonatal hipotonia y luxacién congénita de caderas
P15 UCMD** 10 F neonatal luxacién congénita de cadera

P16 UCMD** 18 F neonatal hipotonia

P17 UCMD 10 M neonatal hipotonia, hiperlaxitud

P18 UCMD 4 F neonatal hipotonia, torticolis congénita

P19 UCMD 6 M neonatal hipotonia, artrogriposis congénita

P20 UCMD 11 M neonatal hipotonia, hiperlaxitud

P21 BM 42 M 4 afios caidas frecuentes

P22 BM 48 M neonatal hipotonia, debilidad

P23 BM 41 F 5 afios dificultad para andar, caidas frecuentes
P24 BM 42 M 9 afios dificultad para correr y saltar

P25 BM 43 F 1 afio retraso motor, torpeza

P26 BM 41 F neonatal movimientos fetales reducidos, retraso motor, caidas frecuentes
P27 BM 53 F infancia caidas frecuentes

P28 BM 36 F neonatal retraso motor, caidas frecuentes

P29 BM 24 F neonatal retraso motor

P30 BM 59 F infancia torpeza
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Mutacion

Ventilacion
asistida

Ambulacion

Edad pérdida

deambulacion

COL6A2: het ¢ [(820 G>T)]; p [(Gly274Cys)] no Ambulante no
COL6AL: het c.[(717+4 A>G)]; p [(Arg271*)] no Ambulante no
no realizado no Ambulante no
COLG6A1L: het c[(.877G>A]; p [(Gly293Arg)] no Ambulante no
COL6A1 c.1056+1 G>A; p.Gly335_Asp352del no Ambulante no
COL6AL: het c[(.877G>A]; p [(Gly293Arg)] si No ambulante 8 arios
COL6A1 (mRNA aberrante en cDNA de fibroblastos) si No ambulante 12 afios
en estudio no Ambulante no
COLG6A1L: het c[(.877G>A]; p [(Gly293Arg)] no Ambulante no
COL6A1L: het c[(.877G>A]; p [(Gly293Arg)] no Ambulante no
COL6AL: het c.[(int18 c.1272+1 )] + het p. [(Gly416Val)] si No ambulante 15 afios

si No ambulante 4 aios
COL6A2: hom. 1970-9G>A p.Gly657Alafs*18 , het c. [(1466 G>A)]; p[ (Arg489GIn)], het c[890C>G], p[Pro297Arg] no Ambulante no
COL6AL: het. exon 9: ¢.817 A>T; p. Lys273* no No ambulante nunca caminé
COL6A1 het (Exon 10:c.877G>A; Gly293Arg) no Ambulante no
COL6A1 hom INT 5 + 4 A>G (at RNA intron 5 retention/wild type, F. Gualandi) no Ambulante no
COL6AL1 (exon 10 c.868 G>A; Gly290Arg) no No ambulante 4 afios
en estudio no No ambulante nunca camind
COL6A1L: het c [(817 A>ST)]; p. [(Lys273%)] no No ambulante nunca caminé
COLG6A1L: het c[(.877G>A]; p [(Gly293Arg)] no Ambulante no
p.Gly280Asp en el gen COL6A3, en estat heterozigot no Ambulante no
int.14+1 get G>C COL6A1 no Ambulante no
€.6354+1G>A en el gen COL6A3 no Ambulante no
COL6A2 (delecion c-1092_1097), exon 12 no Ambulante no
Int14+1 Het G>T, COL6A1 no Ambulante 38 afios
COL6A2 p.Cys246:Lys267del no Ambulante no
COL6A3 p.Gly2080Asp no Ambulante no
COL6A1 p.Gly335_Asp352del no Ambulante no
COL6A3 p.Gly2080Asp no Ambulante no
COL6A1 p.Gly359Asp no Ambulante no
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Debilidad

proximal EEIl, psoas, gluteos

Contracturas

aquiles

cintura escapular, psoas y gluteos.

aquiles, extensores brazos, flexores dedos

proximal EEIll, cintura escapular, psoas, gluteos y aductores

aquiles, codos

cintura escapular, psoas, flexores y extensores de dedos

aquiles

triceps , psoas, gluteos

aquiles, extensores codos, flexores dedos

proximal y distal EEIll y EESS

aquiles, codos , dedos vy rodillas

proximal EEIl y EESS, distal EEIl, psoas, gluteos, flexores y extensores cuello

codo, rodillas , mufieca y triceps sural.

proximal EEIl aquiles , isquieotibial y adductores
proximal EEIl, axial aquiles
psoas aquiles

proximal y distal EEIll y EESS

aquiles, codos, rodillas

proximal y distal EEIll y EESS

codos, rodillas

proximal EEEIIl y EESS

aquiles, codos, manos

proximal y distal EEIll y EESS, axial no
distal EEIl, EESS aquiles
proximal y distal EEIll y EESS, axial aquiles

proximal EEIl y EESS, axial

aquiles, rodillas

proximal y distal EEIll y EESS

adductores, isquiotibiales

proximal y distal EEIll y EESS, axial

codos, rodillas, caderas

proximal y distal EEIll y EESS

aquiles

deltoides, biceps, psoas

aquiles, codos

proximal y distal EEIll y EESS

aquiles, codos, tobillos

proximal EEIl y EESS

aquiles, flexores dedos

proximal EEIl y EESS

aquiles, codos, flexores dedos

proximal

aquiles, codos, flexores dedos

proximal EEIl

aquiles, codos, dedos

proximal, cintura, EEII

no

cintura escapular, psoas, gluteos, flezores y extensores dedos

codos, dedos

cinturas

aquiles, codos

cintura pelvica, cuadriceps

flexores dedos
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Hiperlaxitud

Expresion de

colageno Vl en
musculo

Expresion de
colageno Vl en
fibroblastos

distal de manos y mufiecas nd alterado
distal de manos y mufiecas nd nd
distal de manos y mufiecas nd nd
n.d. nd nd
distal de manos y mufiecas nd nd
distal de manos y mufiecas reducccidn parcial alterado
distal de manos y mufiecas reducccion parcial alterado
distal de EEIl y EESS nd alterado
distal de EEIl y EESS nd alterado
distal de manos y mufiecas nd alterado
distal de manos y mufiecas reducccidn parcial alterado
distal de manos y mufiecas reducccion parcial alterado
distal de manos y muiecas reducccion parcial alterado
manos, mufiecas y dedos de la mano., rodillas, tobillos y pies ausente nd
manos, mufiecas y piel. reducccidn parcial alterado
dedos y manos. reducccidn parcial nd
dedos de las manos reducccion parcial alterado
distal de manos . nd alterado
distal mufiecas, dedos y manos nd nd
distal manos y mufiecas. nd alterado
distal no no
distal manos, pies no Si
distal manos y pies no Si
distal no Si
distal no no
no normal alterado
no normal alterado
dedos normal alterado
dedos normal alterado
no n.d. alterado
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