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1. RESUMEN

La disferlina es una proteina transmembrana que pertenece a la familia de las ferlinas y esta
constituida por un dominio extracelular C-terminal y siete dominios C2 citosolicos. Se expresa
principalmente en el masculo esquelético, aunque también se encuentra en el musculo cardiaco
y en menor medida en otras células y tejidos. En este trabajo se ha llevado a cabo una revision
bibliogréfica acerca del papel de la disferlina en el musculo esquelético, estudiandose sus
funciones, las patologias producidas por las mutaciones en el gen que codifica esta proteina y
los posibles tratamientos que se estdn desarrollando para estas enfermedades. La disferlina
posee importantes funciones en el musculo esquelético, entre las cuales se encuentran la
reparacion de la membrana plasmaética, la homeostasis del calcio, la formacién de los tubulos
T y el crecimiento y desarrollo del musculo. Las disferlinopatias son un tipo de distrofia
muscular producidas por mutaciones en el gen que codifica la disferlina, caracterizadas por un
desgaste muscular progresivo. En la actualidad no existen terapias para el tratamiento de estas
distrofias, pero se estan estudiando posibles tratamientos desde diversos enfoques, desde el uso

de farmacos hasta la terapia génica.
Palabras clave: musculo esquelético, disferlina, disferlinopatia, funciones, terapias.
ABSTRACT

Dysferlin is a transmembrane protein that belongs to the ferlin family and is formed by a C-
terminal extracellular domain and seven cytosolic C2 domains. It is expressed mainly in skeletal
muscle, although it is also found in cardiac muscle and to a lesser extent in other cells and
tissues. In this work, a bibliographic review about the role of dysferlin in skeletal muscle has
been performed, studying its functions, the pathologies produced by mutations in the gene that
encodes this protein and the treatments that are being developed for these diseases. Dysferlin
has important functions in skeletal muscle, including plasma membrane repair, calcium
homeostasis, T-tubule formation, and muscle growth and development. Dysferlinopathies are a
type of muscular dystrophies produced by mutations in the gene that encodes dysferlin,
characterized by progressive muscle wasting. Currently there are no therapies for the treatment
of these dystrophies, but possible treatments are being studied from various approaches, from

the use of drugs to gene therapy.

Keywords: skeletal muscle, dysferlin, dysferlinopathies, functions, therapies.



2. INTRODUCCION

2.1 El masculo esquelético
El tejido muscular es el responsable de la movilidad de los organismos y sus érganos.
Existen tres tipos de tejido muscular: liso, estriado esquelético y estriado cardiaco.

El masculo liso estéa constituido por células fusiformes uninucleadas y su contraccién es de
caracter involuntario (Sepulveda & Soto, 2014). Se encuentra localizado en aquellas estructuras
corporales que no requieren movimientos voluntarios tales como las paredes de los 6rganos
digestivos (desde la parte media del es6fago hasta el ano), los 6rganos del tracto respiratorio,
vasos sanguineos, conductos glandulares, musculos erectores del pelo e intrinsecos del ojo,
utero, etc. (Molist et al., 2017).

El mdsculo estriado cardiaco es un tipo de musculo estriado (Sepulveda & Soto, 2014),
denominado asi por la presencia de estriaciones. Se encuentra formando parte de las paredes
del corazén, cuya contraccion ritmica es involuntaria (Molist et al., 2017). Esta constituido por
cardiomiocitos, células con nucleo central y que presentan estriaciones transversales
(Sepulveda & Soto, 2014).

El muasculo estriado esquelético, el cual presenta también estriaciones, funciona bajo control
voluntario y se encuentra inervado por fibras nerviosas que parten del sistema nervioso central.
Se encuentra principalmente en toda la musculatura de las extremidades y tronco, pero también
se localiza en la lengua, la faringe, en el segmento superior del es6fago y en la porcion lumbar
del diafragma (Sepulveda & Soto, 2014). El tejido muscular esquelético ocupa
aproximadamente entre un 30-40 % del organismo (Janssen et al., 2000). Este trabajo se

centrara en este tipo de tejido muscular.

El tejido muscular esquelético esta formado por células musculares estriadas esqueléticas o
miocitos. Estas células se asocian entre si para formar un fasciculo muscular, y, a su vez, varios
fasciculos se unen para dar lugar a un musculo esquelético (Molist et al., 2017). Cada una de
las células se encuentra rodeada por una lamina basal, constituida por matriz extracelular,
ademas de fibras reticulares y de colageno que constituyen el endomisio. A su vez, cada
fasciculo muscular esta rodeado por el perimisio, formado por tejido conjuntivo denso, y el
musculo se encuentra envuelto por otra capa de tejido conjuntivo denominada epimisio (Molist
et al.,, 2017). Los vasos sanguineos y nervios atraviesan el tejido conjuntivo uniéndose al

musculo, permitiendo de este modo la inervacion y vascularizacién (Sepulveda & Soto, 2014).



Las células musculares esqueléticas son células alargadas, cilindricas y estriadas, dispuestas
en paralelo formando haces o laminas. Son multinucleadas, es decir, forman un sincitio, cuyos
nacleos y otros organulos se localizan justo debajo de la membrana plasmatica, denominada
sarcolema. El sarcolema presenta una serie de invaginaciones que dan lugar a los tdbulos T.
Estas células se caracterizan por poseer un citoesqueleto muy desarrollado que permite el
acortamiento de las células, produciéndose asi la contraccion muscular (Molist et al., 2017). El
citoesqueleto se encuentra constituido por filamentos de actina y miosina 11, las cuales forman
las miofibrillas. Estas miofibrillas se rodean de reticulo endoplasmatico liso, denominado
reticulo sarcoplasmico. (Molist et al., 2017)

Las células esqueléticas se denominan

BandaZ BandaH

estriadas debido a que presentan, al ser

Sarcomero
|

observadas con microscopia oOptica, un

patron de bandas oscuras, denominadas

bandas A (anisétropas), y bandas claras,

denominadas bandas | (isétropas),

dispuestas perpendicularmente al eje

Actina Miosina mayor de la célula (Molist etal., 2017). En
Banda H
el centro de cada banda A encontramos un

area palida denominada banda H, que a su

vez es dividida por la linea M. Por otro

sarcomero

lado, cada banda | se encuentra cortada
por la banda Z (Sepulveda & Soto, 2014).

La seccion comprendida entre dos bandas

Linea m

Banda Z Banda A Banda Z Z es un sarcébmero (Fig. 1), unidad
Figura 1: Esquema de la organizacion del sarcomero. (Sepulveda L. : ,
& Soto, 2014). anatomica y funcional del musculo
estriado.

Los sarcomeros estan constituidos por gran cantidad de proteinas. Encontramos dos tipos
de filamentos: los filamentos delgados, formados por actina, tropomiosina, troponina y
proteinas asociadas como la nebulina, tropomodulina y CapZ; y los filamentos gruesos,
constituidos por miosina Il y tres proteinas asociadas, miomesina, titina y proteina C, ademas

de la enzima creatina quinasa (Gartner & Hiatt, 2015).



El reticulo sarcopldsmico es uno de los organulos més importantes de la célula muscular.
Se trata de reticulo endoplasmatico liso modificado, que presenta una serie de dilataciones
denominadas cisternas terminales, localizadas en la zona de unién de las bandas A e |
(Sepulveda & Soto, 2014). En este lugar de unién, dos cisternas junto a un tabulo T central
forman una triada (Sepulveda & Soto, 2014). El reticulo sarcoplasmico regula la contraccion
muscular, secuestrando iones calcio, lo que produce la relajacion, o liberando iones calcio, lo

que produce la contraccion (Gartner & Hiatt, 2015).

En condiciones normales, las células musculares no suelen dividirse, de manera que el
aumento del nimero de células musculares es debido a otras células, denominadas células
satelite. Se trata de células mononucleadas localizadas entre la membrana plasmatica de las
células estriadas y la lamina basal. Estas acttian como células madre con la capacidad de formar

nuevas células musculares estriadas (Molist et al., 2017).

Las células musculares se encuentran inervadas por neuronas motoras procedentes de la
médula espinal y el tronco encefalico (Molist et al., 2017). Denominamos union neuromuscular
a la estructura formada por una neurona motora y todas las células musculares a las que inerva
(Gartner & Hiatt, 2015). Consiste en una sinapsis entre el terminal axénico y la membrana del
miocito, todo ello recubierto por expansiones gliales de las células de Schwann (Molist et al.,
2017).

La contraccion muscular comienza con la transmisién del impulso nervioso, el cual produce
la despolarizacion de la membrana de la fibra muscular, entrada de calcio extracelular y
liberacion de iones calcio de las cisternas del reticulo sarcoplasmico, aumentado asi la
concentracion de calcio intracelular (Sepulveda & Soto, 2014). Los iones calcio se unen a la
troponina C, lo cual modifica la conformacion del complejo de troponina, y esto produce el
movimiento de la tropomiosina, dejando libre el sitio de unidn para la miosina en la actina
(Sepalveda & Soto, 2014). Con la uniéon de miosina con actina tiene lugar el inicio de la
contraccion muscular, ya que ésta produce la liberacion de ADP y Pi de la cabeza de la miosina
Il (Sepulveda & Soto, 2014). La cabeza de la miosina sufre un cambio conformacional que le
da la capacidad de desplazar al filamento de actina aproximadamente 10 nm hacia la banda H
(Sepulveda & Soto, 2014). Este cambio conformacional también hace posible la union del ATP
a la cabeza de miosina, lo que produce un nuevo cambio de conformacién del sitio de unién de
la actina, provocando la separacion de actina y miosina (Sepulveda & Soto, 2014). A

continuacion, la actividad ATPasa de la miosina hidroliza el ATP y, con la energia quimica



liberada, la molécula de miosina recupera su conformacién inicial (Sepulveda & Soto, 2014).
Este proceso se repite varias veces por segundo, permitiendo asi el desplazamiento del
filamento de actina por la cabeza de la miosina en direccion a la banda H, siempre y cuando las
concentraciones de calcio intracelular sean altas, ya que cuando las concentraciones de calcio

alcanzan los niveles basales se produce la relajacion muscular (Sepulveda & Soto, 2014).

2.2 La disferlina

La disferlina es una proteina transmembrana de un solo paso de alto peso molecular,
aproximadamente 240 kDa, que se expresa en gran medida en miofibras multinucleadas
(Mcnally, 2012). Presenta homologia en la secuencia de aminoacidos con el factor de
espermatogénesis de Caenorhabditis elegans, FER-1, de ahi su nombre (Amato & Brown,
2011). Pertenece a la familia de las ferlinas, un grupo de proteinas transmembrana que poseen
un dominio extracelular C-terminal corto y entre cinco y siete dominios C2 citosolicos en
tandem multiple, (Céardenas et al., 2016). Dentro del grupo de las ferlinas humanas se incluyen
cinco genes que codifican proteinas: FERIL1/DYSF (disferlina), FER1L2/OTOF (otoferlina),
FER1L3/MYOF (mioferlina), FER1L5 (FerlL5) y FER1L6 (FerlL6), y el pseudogen FER1L4
que codifica un largo ARN no codificante (Lek et al., 2010; Redpath et al., 2016; Song et al.,
2013). El gen DYSF se conserva en humanos, chimpancés, monos Rhesus, perros, vacas,
ratones, ratas, pollos, peces cebra y C.elegans

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/20748). Este trabajo se centrara en la disferlina

humana.

Se localiza principalmente en el musculo esquelético, concretamente en la membrana
plasmatica y en la red de tabulos T (Cooper & Head, 2014); también se encuentra en vesiculas
citoplasmaticas (Glover & Brown, 2007). Asimismo, se localiza en gran medida en el musculo
cardiaco (Demonbreun & Mcnally, 2017). Ademas, la podemos encontrar en menor medida en
otras células o tejidos como monocitos, pulmén, piel, cerebro, testiculos y placenta (Bashir et
al., 1998), aunque se desconoce el papel de la disferlina en estos tejidos (Demonbreun &
Mcnally, 2017).

La disferlina estd constituida por siete dominios C2 en tandem dentro de su dominio
citoplasmético (Cooper & Head, 2014) (Fig. 2); estos dominios C2 son de plegamiento
independiente, estan formados por 100-130 aminoacidos organizados en una estructura de ocho
cadenas B (Corbalan-garcia & Gomez-fernandez, 2014) y actian como dominios de union a

lipidos regulados por calcio (Cooper & Head, 2014). No todos los dominios C2 se unen al


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/20748

calcio y existen algunos que median interacciones proteina-proteina en lugar de proteina-lipido.
Ademas de los dominios C2, la disferlina posee motivos Fer (Ferl, FerA'y FerB) y DysF, cuyas
funciones se desconocen (Bulankina & Thoms, 2020; Cardenas et al., 2016). La mayoria de las
acciones de las ferlinas estdn mediadas por los dominios C2 (Lek et al., 2012). Los dominios
C2 se unen a fosfolipidos &cidos de manera dependiente de calcio; en concreto el dominio C2A
se asocia a fosfatidilserina y fosfoinositidos (Therrien et al., 2009). Estudios recientes han
mostrado que los siete dominios C2 tiene afinidades variables al calcio, siendo el C2A'y C2C
los mas sensibles (Abdullah et al., 2014).

R e

l Dominio transmembrana C-terminal

Figura 2: Organizacion de los dominios de la disferlina.

Esta proteina es codificada por el gen DYSF, constituido por 58 exones, con una longitud
de més de 150 kb de ADN genomico y se localiza en el cromosoma 2p13 (Aoki et al., 2001;
Bashir et al., 1998; Liu et al., 1998). Este gen se transcribe en una molécula de ARNm de
aproximadamente 8,5 kb, el cual codifica la proteina de la disferlina de 2080 aminoacidos
(Amato & Brown, 2011).

El gen DYSF en humanos posee 19 variantes de splicing, de las cuales 11 codifican
proteinas mientras que el resto no

(https://www.ensembl.org/Homo sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000135636;r=

2:71453722-71686768). Algunas variantes son: en el exdn vi, el cual codifica el primer

dominio de union al calcio, el dominio C2A, en la que se altera la sensibilidad al calcio y las
propiedades de unién a lipidos del primer dominio C2 (Fuson et al., 2018); en el exdn 17,
presente en la isoforma del musculo esquelético, pero no en todas las isoformas de otros tejidos;
en los exones 5a y 40a, muy poco expresados en el musculo esquelético, pero ampliamente
expresados en otros tejidos. En la isoforma candnica del gen de la disferlina en el musculo
esquelético se encuentran el exon canonico 1 y el exdn 17, pero esta variante carece de los
exones 5a y 40a (Cooper & Head, 2014).


https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000135636;r=2:71453722-71686768
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000135636;r=2:71453722-71686768

3.

OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo ha sido llevar a cabo una revision bibliogréafica sobre el

papel de la disferlina en el masculo esquelético. Para ello se han abordado los siguientes

objetivos especificos:

4.

Estudiar de las funciones de la disferlina en el musculo esquelético.

Estudiar las enfermedades que se producen cuando el gen que codifica a disferlina posee
alguna mutacion.

Estudiar las estrategias que se estan desarrollando para tratar las patologias causadas
por mutaciones en el gen que codifica a disferlina.

METODOLOGIA

Para la elaboracion de este trabajo se ha llevado a cabo una busqueda de articulos

cientificos, revisiones y libros sobre la disferlina y el musculo esquelético en diversos

buscadores academicos y paginas web cientificas:

Google Scholar, buscador especializado en bibliografia cientifico-académica.
PubMed, buscador que permite acceder a bibliografia y articulos cientificos de
biomedicina.

Science Direct, sitio web que ofrece gran cantidad de articulos cientificos.

NCBI, pagina web que ofrece gran cantidad de informacién biomédica y genomica.
Ensembl, buscador de genomas que aporta informacion sobre los genomas de

vertebrados.

Para llevar a cabo las busquedas se han utilizado palabras clave como: dysferlin,

dysferlinopathy, mutations in dysferlin, membrane repair, functions of dysferlin, therapy. Los

articulos fueron elegidos en base al titulo y abstract, seleccionando aquellos que tuvieran mayor

relevancia con el tema estudiado. Ademas, se han seleccionado articulos que hayan sido

publicados recientemente.



5. FUNCIONES DE LA DISFERLINA

5.1 Reparacion del sarcolema

La funcién méas estudiada de la disferlina es su participacion en la reparacion de la

membrana de las células musculares esqueléticas. La contraccion de las fibras musculares hace

que se genere tensién mecéanica en el sarcolema de las células, produciendo microlesiones, las

cuales deben ser reparadas rapidamente para evitar la muerte celular (Bulankina & Thoms,

2020).

Numerosos  estudios
han demostrados la
importancia del complejo
distrofina-glicoproteina
(DGC) en la estabilidad de
la estructura del sarcolema,
ya que este complejo
conecta el citoesqueleto y
la matriz  extracelular
(Dalkilic & Kunkel, 2003;
Durbeej &  Campbell,
2002). EI DGC esta
constituido por distrofina,
distroglicanos (o y ),
sarcoglicanos (a, B, vy y 9),
sarcospan, sintrofinas (al,
B1, B2; y en neuronas las
sintrofinas y1 y y2) y a-
distrobrevina (Fig.3)

f Oastiophin

Figura 3: Complejo distrofina-glicoproteina (Durbeej & Campbell, 2002).

(Durbeej & Campbell, 2002). La distrofina se une a la actina del citoesqueleto y a la proteina

transmembrana B-distroglicano; el dominio extracelular de B-distroglicano se une a la proteina

de membrana periférica a-distroglicano, la cual a su vez se una a la laminina-2 de la ldmina
basal (Durbeej & Campbell, 2002).



La pérdida de alguno de los componentes del DGC hace que la membrana sea susceptible
de sufrir dafios mecéanicos (Glover & Brown, 2007) cuya consecuencia patoldgica seria el
desarrollo de una distrofia muscular. Sin embargo, se ha demostrado que las células musculares
carentes de disferlina poseen una membrana estructuralmente estable, ya que la degeneracion
asociada a la deficiencia de disferlina estd mediada por un mecanismo distinto al de las
distrofias ligadas al DGC (Glover & Brown, 2007). Es decir, aparentemente la disferlina no
tiene ninguna interaccion importante con el DGC (Amato & Brown, 2011).

Tradicionalmente, la reparacion y regeneracion de las fibras musculares se ha atribuido
principalmente a las células satélite (Glover & Brown, 2007). Estas se ubican debajo de la
lamina basal de las fibras musculares, y cuando se encuentran activadas expresan factores
reguladores miogenicos como Myo-D y Myf-5 (Cornelison & Wold, 1997). Las células satélite
son activadas mediante un dafio en el musculo o debido a esfuerzos mecanicos (Gartner & Hiatt,
2020). Influenciadas por los factores reguladores de la miogénesis, estas células se transforman
en mioblastos que se fusionan entre si formando miotubos, los cuales se diferencian en células
musculares esqueléticas (Gartner & Hiatt, 2020. Se ha identificado la expresion de disferlina
en las células satélite activadas, lo que implica a la disferlina en los eventos de fusion de
membranas que ocurre durante la reparacion de las fibras musculares mediada por dichas
células (De Luna et al., 2004).

En el proceso de reparacion de la membrana plasmatica intervienen varios mecanismos:
taponamiento, parcheo, internalizacion por endocitosis y externalizacion o desprendimiento de
membranas (Barthélemy et al., 2018; Moe et al., 2015). Estos mecanismos pueden coexistir
dependiendo del tipo de célula y del tamafio de la lesion (Barthélémy et al., 2018; Bulankina &
Thoms, 2020).

Como consecuencia de una lesion en la membrana plasmatica se produce la entrada de
calcio extracelular, que genera un gran aumento de los niveles de calcio intracelular, lo cual
desencadena su reparacion (Barthélémy et al.,, 2018). Este aumento desencadena el
reclutamiento de proteinas y el reordenamiento del citoesqueleto (Barthélémy et al., 2018). La
fosfatidilserina se coloca alrededor de la rotura y la actina se une a su vez a la fosfatidilserina
(Barthélémy et al., 2018). Los filamentos de actina facilitan el transporte de vesiculas hacia la
zona de rotura de la membrana, con la ayuda de la kinesina, y la miosina promueve la exocitosis
(Barthélémy et al., 2018). La exocitosis dependiente de calcio disminuye la tension de la

membrana y facilita el proceso de reparacion (Barthélémy et al., 2018).
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En primer lugar, se produce una respuesta de emergencia, lo que se conoce como
taponamiento (Barthélémy et al., 2018). Este mecanismo, a diferencia de otros, no hace que la
membrana vuelva a estar unida, sino que crea un “tapon” que bloquea el sitio de rotura (Moe et
al., 2015). Consiste en un proceso en el que compartimentos membranosos o vesiculas u otros
componentes de la membrana, como proteinas, se entrecruzan entre si y con la membrana
plasméatica creando un tapén que detiene la entrada y salida de materiales de la célula
(Barthélémy et al., 2018; Moe et al., 2015). Se trata de una solucion temporal, posteriormente
la membrana ha de ser sellada (Moe et al., 2015). En este caso los compartimentos

membranosos no se fusionan entre si, solamente se unen.

Cuando las roturas de membrana son de pequefio tamafio, la reparacion tiene lugar mediante
internalizacion o externalizacion de la misma. En el mecanismo de internalizacién mediado por
endocitosis se produce la invaginacion de la membrana plasmatica que se encuentra alrededor
de la rotura, creando una vesicula que pasa al interior de la célula y cerrando la zona de rotura,
de manera que se produce un proceso similar a la endocitosis (Moe et al., 2015). La
externalizacion o desprendimiento de membranas es el mecanismo opuesto a la internalizacion,
en el que se produce una evaginacion de la membrana hacia el exterior de la célula (Moe et al.,
2015).

La hipotesis del parcheo es una via rapida de reparacion de células musculares esqueléticas
que implica reclutamiento de vesiculas (Glover & Brown, 2007). Esta hipdtesis propone que la
entrada de calcio a traves del sitio de rotura de la membrana produce eventos de fusién local
vesicula-vesicula y vesicula-membrana plasmatica (R. Han & Campell, 2007). De manera que,
se acumulan vesiculas grandes debajo del sitio de rotura, creando un “parche” de membrana
nueva (R. Han & Campell, 2007). Se ha confirmado mediante dos estudios que la disferlina
tiene un papel en el resellado de la membrana por esta via, estableciendo esta proteina como el
primer componente de reparacion de la membrana identificado en el musculo esquelético
(Bansal et al., 2003; Lennon et al., 2003). Por un lado, las miofibras sin disferlina no logran
volver a sellase (Bansal et al., 2003), y por otro lado, cuando la expresion de disferlina es
reducida, las miofibras tardan mas en repararse (Lennon et al., 2003). Ademas, un
enriquecimiento de disferlina en el sitio de lesién concuerda con la hipétesis del parche, que
indica que las vesiculas citoplasmaticas que albergan disferlina se agregan para fusionarse con

la membrana lesionada (Mcneil & Terasaki, 2001).
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Se ha considerado que los lisosomas son la principal fuente de endomembrana en las células
de mamifero en el proceso de reparacion de la membrana (Reddy et al., 2001), aunque
recientemente se ha identificado un organulo, el enlargeosome, que participa en la reparacion
en ausencia de lisosomas (Cocucci et al., 2004; Huang et al., 2007). Es probable que, por su
analogia con fer-1 de C. elegans, la fusion de las vesiculas con la membrana plasmatica esté
mediada por la disferlina, y tenga lugar a través de los dominios C2 que median la union de
fosfolipidos con proteinas de manera dependiente de calcio. Cabe destacar que la disferlina no
se localiza en los lisosomas de los miotubos intactos, pero las vesiculas que contienen disferlina
se fusionan con los lisosomas tras el dafio del sarcolema (McDade & Michele, 2014). Se
desconoce la composicion de las vesiculas que contienen disferlina y si éstas derivan de alguno
de los compartimentos de membrana conocido (McDade & Michele, 2014). Se ha observado
que estas vesiculas no pertenecen la via secretora de las células musculares (McDade &
Michele, 2014).

La deficiencia de disferlina altera gravemente la reparacion de la membrana, lo que indica
que es un miembro clave durante el proceso. Ademas de disferlina, en el proceso de reparacion

intervienen otras proteinas especificas que interaccionan con ésta (Fig.4):

e Anexinas Al, A2 y A6 (Demonbreun et al., 2016; Lennon et al., 2003). Las anexinas
se asocian de manera altamente dependiente de calcio a la disferlina y la membrana
plasmatica (Glover & Brown, 2007). La asociacion entre Al y disferlina se rompe
cuando se produce una lesion en el sarcolema, mientras que la asociacion con A2 se
mantiene independientemente de la lesion, lo que indica que cada una de las anexinas
tiene papeles independientes en el proceso de reparacion (Glover & Brown, 2007).

e Mitsugumin 53 (MGb53) y caveolina 3, ambas proteinas especificas musculares son
importantes en la nucleacion de la maquinaria de reparacion del sarcolema y para la
regulacién del trafico de disferlina hacia y desde la membrana plasmatica (Cai et al.,
2009; Hernandez-Deviez et al., 2008).

e AHNAK, una proteina de anclaje que participa en la regulacion de la homeostasis del
calcio, la sefializacion y la estructura del citoesqueleto (Huang et al., 2007; Park et al.,
2018).

e Mioferlina, otra proteina perteneciente a la familia de las ferlinas que, al igual que
disferlina, esta implicada la reparacién de la membrana plasmatica.

e Calpaina 3, es una proteina especifica del masculo perteneciente a la familia de las

cistein proteasas dependientes de calcio, que se asocia a titina (Glover & Brown, 2007).
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Esta implicada en la remodelacion del citoesqueleto en fendmenos como la fusion de
mioblastos y reparacion de la membrana plasmaética (Glover & Brown, 2007).

e Affixina (f-parvin), proteina que une las integrinas y el citoesqueleto (Matsuda et al.,
2005).

e Vinculina, proteina que participa en el transporte de vesiculas retrégradas a lo largo de
los microtdbulos y la tubulina A (de Morrée et al., 2010; Flix et al., 2013).

Los diversos dominios C2 de la disferlina parecen tener funciones independientes (Céardenas
et al., 2016). Por un lado, tenemos el dominio C2A, el cual se ha demostrado que media la
fusion de los lisosomas con el sarcolema (Han et al., 2012), y es necesario en la acumulacién
de disferlina dependiente de MG53 en los sitios de dafio (Matsuda et al., 2012). EI motivo C2B-
Ferl-C2C estd implicado en la regulacion de la expresion de la disferlina en el sarcolema,
ademas de regular su tasa endocitica (Evesson et al., 2010). En la region C terminal de la
disferlina encontramos los dominios C2F y C2G, también implicados en la reparacion del
sarcolema (Cérdenas et al., 2016). Estos dominios se asemejan estructuralmente con la
sinaptotagmina, proteina con region transmembrana y dos dominios C2 (Bai & Chapman,
2004), crucial en varios procesos de exocitosis como el de las vesiculas sinapticas de las
neuronas o las vesiculas de secrecion de células secretoras (Bai & Chapman, 2004). El
fragmento de disferlina estructuralmente similar a la sinaptotagmina se denominé
“minidisferlina”. Se ha demostrado que esta minidisferlina es capaz de restaurar la actividad de
reparacion de la membrana en fibras del masculo esquelético deficientes en disferlina (Krahn
et al., 2010), pero no corrige el fenotipo distrofico (Lostal et al., 2012). Esto indica que el resto
de los dominios de la disferlina, de los cuales carece la minidisferlina, estan involucrados en

otras funciones criticas del masculo esquelético (Cardenas et al., 2016).
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AHNAK @D Anexina1

@ calpaina- 3 @ Affixina
Disferlina
C Caveolina-3 @ Anexina2 @ Calcio

Figura 4:Modelo de reparacién de la membrana mediada por disferlina [Basado en (Han & Campbell, 2007) y
(Glover & Brown, 2007)]. En una fibra muscular normal la disferlina se encuentra unida al sarcolema y a las
vesiculas citoplasmaticas por su dominio transmembrana C-terminal, e interact(a con las anexinas 1y 2, AHNAK,
affixina y caveolina-3 (A). La rotura de la membrana plasmatica hace que entre calcio hacia el interior de la fibra,
aumentando la concentracion de calcio intracelular (B). El aumento del calcio activa la calpaina, lo que lleva a la
escision de proteinas del citoesqueleto, reduciendo la tension de la membrana. Las vesiculas intracelulares que
portan disferlina se unen por medio de las anexinas 1 y 2 para formar un parche de endomembrana y migrar hacia
la zona de rotura (C, D). La affixina facilita el trafico de vesiculas mediante la reorganizacidon del citoesqueleto en
la zona de rotura. Las moléculas de disferlina presentes tanto en las vesiculas como en la membrana plasmatica
median el acoplamiento y la fusién del parche, reparando la membrana y evitando la entrada de mas calcio al
interior celular (E).

5.2 Funciones en la biologia de la triada

La disferlina participa en la induccion de la curvatura de las membranas durante la
biogénesis del tabulo T, especialmente en la regeneracion de los musculos y probablemente
también durante la reparacién del sistema en caso de lesion (Hofhuis et al., 2017; Waddell et

al., 2011), ademas de intervenir en la homeostasis del calcio (Kerr et al., 2013).

Recientemente se ha demostrado que la disferlina se localiza en la union A-I de las fibras

musculares (Kerr et al., 2013). Dado que las triadas estan localizadas en esta unién y ayudan a
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producir una contraccion uniforme en el musculo, se ha observado que el masculo deficiente
de disferlina posee una estructura alterada del tabulo T, lo que afecta al correcto desarrollo de
su funcidn, ademéas de aumentar el estrés oxidativo, la inflamacion y la necrosis después de la
lesion (Kerr et al., 2013).

El tabulo T, junto a dos cisternas terminales del reticulo sarcopldsmico, forman un sistema
de compartimentos de membrana denominado triada (Bulankina & Thoms, 2020). La triada
posee dos tipos de receptores, los receptores de dihidropiridina (DHPR) que son canales de
calcio de tipo L (LTCC) dependientes de voltaje y localizados en los tibulos T, y los receptores
de rianodina (RyR), canales de calcio que regulan la liberacion de calcio inducida por calcio
por las cisternas del reticulo sarcoplasmico (Bulankina & Thoms, 2020). La principal funcion
de la triada es el acoplamiento de excitacion-contraccion de las fibras musculares estriadas, lo
cual es llevado a cabo mediante la union fisica de los tipos de canales mencionados

anteriormente (Bulankina & Thoms, 2020).

La disferlina localizada en los tdbulos T forma un complejo tanto con los DHPR como con
los RyR, regulando su funcion en el caso de lesion. Es decir, es probable que la disferlina actue
estabilizando la homeostasis del calcio en las fibras dafadas, inhibiendo las DHPR y

previniendo la fuga de calcio a traves de los RyR inducida por la lesion (Kerr et al., 2013).

Los musculos con deficiencia de disferlina presentan anomalias en los tdbulos T durante la
regeneracion (Hofhuis et al., 2017). La disferlina actGa junto a caveolina 3, anfifisina 2 y
fosfatidilinositol bisfosfato (PIP2) durante el proceso de biogénesis de los tabulos T (Hofhuis
et al., 2017). La anfifisina 2, junto a PIP2, inducen la curvatura de la membrana en el proceso
de tubulacion (Hofhuis et al., 2017). La caveolina 3 actia como regulador negativo de la funcién
de disferlina, ya que al expresar la disferlina junto con caveolina-3 se ha observado una
reduccién de la tubulacion de la membrana mediada por disferlina (Hofhuis et al., 2017). Un
estudio reciente mostrd que la disferlina generaba tibulos de membrana en células no
musculares o deficientes de disferlina, lo que demuestra que una de las funciones de disferlina
es la formacion de tabulos T (Hofhuis et al., 2017). Existen hallazgos que indican que los
dominios C2 de la disferlina son los responsables de la formacion de la curvatura en el proceso
de tubulacién (Marty et al., 2013). La formacion de tabulos T no es universal para todos los
miembros de las ferlinas, ya que se ha observado que la expresion de mioferlinay otoferlina no
induce la formacion de tabulos T (Hofhuis et al., 2017). Los fosfolipidos son un componente

importante en la formacién de los sistemas de tabulos T en presencia de disferlina, ya que se

15



ha demostrado que la disferlina no puede inducir la tubulacion en ausencia de PIP2 (Hofhuis et
al., 2017). Las mutaciones en el gen DYSF que producen disferlinopatias interfieren con las
propiedades de union de fosfolipidos y en la tubulacion de la membrana, lo que indica que los
defectos en estos dos procesos son relevantes en la patogénesis de la distrofia muscular causada
por la deficiencia de disferlina (Hofhuis et al., 2017).

5.3 Funcidn de la disferlina en la diferenciacion, crecimiento y regeneracion del
musculo esquelético.

En pacientes con disferlinopatias, el musculo esquelético se desarrolla de forma normal
antes de que aparezcan los sintomas de la enfermedad (Bulankina & Thoms, 2020). Los signos
de patologia, como son fibras con ndcleos centrales o variabilidad en el tamafio de las fibras,
aparecen cuando el individuo alcanza cierta edad, de manera que, si la disferlina tiene un papel
importante durante el crecimiento del musculo o su diferenciacion, probablemente tenga lugar

en un punto determinado del desarrollo del individuo (Bulankina & Thoms, 2020).

Existe informacion contradictoria acerca del papel de la disferlina en los procesos de
diferenciacion, crecimiento y regeneracion del musculo esquelético (Bulankina & Thoms,
2020).

Algunos autores defienden que la ausencia de disferlina no tiene efectos sobre la
diferenciacion de mioblastos (Defour et al., 2014; Humphrey et al., 2012). Un estudio con
células miogénicas de raton deficientes en disferlina mostré que los mioblastos proliferaban
activamente en el medio de cultivo y se fusionaban formando miotubos largos multinucleados
en el medio de diferenciacion, es decir, esta linea celular no tenia problemas para proliferar ni
para fusionarse formando miotubos (Humphrey et al., 2012). Otro estudio llevado a cabo con
lineas celulares tanto de ratdn como de humano apoya que la deficiencia de disferlina no tiene
efectos sobre la diferenciacién de mioblastos (Defour et al., 2014). Sin embargo, se observé
una mala reparacion de las membranas de células musculares disferlinopaticas (Defour et al.,
2014). Ademas, se ha observado que los ratones con deficiencia de disferlina muestran
caracteristicas distréficas a partir de los 2 meses de edad, y que esta caracteristicas empeoraron
a los 4 meses, lo que indica que la ausencia de disferlina no afecta al desarrollo del muasculo
(Lostal et al., 2010).

Otros autores defienden la funcién de la disferlina en la diferenciacion de mioblastos de
modo que la fusion de mioblastos se vea afectada solo indirectamente (Bulankina & Thoms,

2020). Un estudio llevado a cabo con cultivos primarios de musculo esquelético humano sugiere
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que la ausencia de disferlina afecta al proceso de diferenciacion muscular in vitro (De Luna et
al., 2006). Se ha encontrado acumulacion de disferlina en los sitios de fusion de los mioblastos,
lo que indica que la disferlina participa en los eventos de fusion (De Luna et al., 2006). También
se ha observado que los niveles de MyoD en los cultivos de células musculares deficientes en
disferlina no difieren del musculo normal (De Luna et al., 2006). Sin embargo, los niveles de
ARNmM de miogenina se reducen en cultivos de fibras musculares deficientes en disferlina, lo
cual sugiere que la disferlina esta involucrada en la via de diferenciacion muscular mediada por
miogenina (De Luna et al., 2006). Ademas, los mioblastos aislados de pacientes con
disferlinopatias o de ratones con deficiencia de disferlina proliferaron con una tasa normal
(Cohen et al., 2012; De Luna et al., 2006), pero poseian una menor eficacia de fusion in vitro
como resultado de la activacion de la via de sefializacion proinflamatoria que inhibe la

miogénesis (Cohen et al., 2012).

Se ha observado que la regeneracion muscular se atenta en ausencia de disferlina, lo que
genera un mayor numero de fibras musculares inmaduras y sugiere que la regeneracion se
retrasa 0 es incompleta en pacientes con disferlinopatia (Cardenas et al., 2016; Chiu et al.,
2009). La regeneracion muscular requiere una respuesta inmune temporalmente aguda y
transitoria, pero en las disferlinopatias la respuesta inflamatoria es prolongada, lo cual
probablemente sea debido una falta de liberacion de citocinas estimulada por los mioblastos
(Cardenas et al., 2016; Chiu et al., 2009).

6. LAS DISFERLINOPATIAS
Las disferlinopatias son un grupo de enfermedades musculares con herencia autosomica
recesiva, que se producen debido a mutaciones en el gen DYSF, el cual codifica la proteina

disferlina.

Son un tipo de distrofias musculares, que son un grupo de trastornos hereditarios que se
caracterizan por debilidad y desgate progresivos de los muasculos esqueléticos (Cooper & Head,
2014). Existe gran variabilidad en las caracteristicas genéticas y bioquimicas, la distribucion de
la musculatura afectada, el grado de compromiso respiratorio y cardiaco y la afectacion de otros
sistemas organicos como los ojos y el sistema nervioso central; incluso existe gran variabilidad
entre pacientes con un mismo trastorno (Carter et al., 2018). La debilidad del musculo
esquelético es caracteristica de todas las distrofias musculares, aunque la distribucion, el grado
y la naturaleza progresiva de la debilidad difieren entre los trastornos (Carter et al., 2018). Las

distrofias musculares tienen una distribucion mundial y una incidencia estimada de 1/2000
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nacidos vivos (Cardenas et al., 2016). En pacientes con disferlinopatia, el muasculo esquelético
esta afectado, mientras que la funcion cardiaca generalmente permanece intacta (Demonbreun
& Mcnally, 2017). La funcion respiratoria se ve afectada levemente y ocasionalmente se
necesita asistencia respiratoria (Takahashi et al., 2013).

Las disferlinopatias son categorizadas como enfermedades raras, considerando que una
enfermedad es rara cuando afecta a un nimero pequefio de personas en comparacion con la
poblacion general. En Europa se considera que una enfermedad es rara cuando afecta a 1 de
cada 2.000 personas. Se desconoce la incidencia exacta de las disferlinopatias en el mundo,
pero se estima que poseen una incidencia aproximada de 1-9/1.000.000

(https://www.orpha.net/consor4.01/www/cqgi-bin/?Ing=ES)

6.1 Fenotipos de las disferlinopatias
Se definen principalmente 4 fenotipos de disferlinopatias:

Distrofia muscular de cinturas 2B 0 R2 (LGMD2B o LGMD R2 relacionada con la

disferlina):

Las distrofias musculares de cinturas (LGMDs) son enfermedades musculares genéticas que
se caracterizan por debilidad progresiva y atrofia muscular, y que afectan mayoritariamente a
las caderas, hombros y musculos proximales de las extremidades (Wicklund, 2014). Este tipo
de enfermedad tiene su inicio en la nifiez tardia hasta el inicio de la edad adulta,

aproximadamente entre los 15y los 30 afios.

La clasificacion de las LGMDs se lleva a cabo mediante una nomenclatura de consenso. En
primer lugar, se dividen en dos subtipos dependiendo del patron de herencia: autosémico
dominante (LGMD1) y autosémico recesivo (LGMD?2). A continuacién, y mediante el uso de
un sistema alfabético, se clasifican en funcién del orden en que han sido descubiertas
(Wicklund, 2014). Actualmente se propone otro sistema para la clasificacion de las LGMDs,
en el que, primeramente, se indica el modo de herencia, siendo “D” dominante y “R” recesiva,;
a continuacion, se indica mediante nimeros el orden de descubrimiento, y por Gltimo se indica

a qué proteina afecta (Straub et al., 2018).

La distrofia muscular de cinturas 2B o R2 es uno de los fenotipos mas comunes de
disferlinopatia. Esta enfermedad se presenta con una afeccion temprana y prominente de la
musculatura proximal de las piernas (Amato & Brown, 2011). También pueden verse afectados

los musculos de la cintura escapular y los musculos de la parte posterior de las piernas (Amato
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& Brown, 2011; Nguyen et al., 2007). En fases avanzadas de la enfermedad los pacientes
presentan debilidad muscular generalizada, a excepcion de la musculatura facial, bulbar y la
intrinseca de las manos (Nguyen et al., 2007). Los pacientes requieren de ayuda para caminar
tras 20 afios del inicio de la enfermedad, bien sea de muletas o bastones como de silla de ruedas,
dependiendo del caso (Klinge et al., 2010).

Miopatia distal de Miyoshi:

Fue descrita por primera vez en Japén y es otro de los fenotipos méas comunes de
disferlinopatia. Los pacientes presentan atrofia de los musculos distales posteriores de las
piernas, concretamente del gastrocnemio (gemelo) y séleo. Este tipo de distrofia suele
presentarse en la adolescencia o en la veintena. EI primer sintoma en personas afectadas es la
incapacidad de ponerse de puntillas. En algunos casos al inicio de la enfermedad se puede
presentar engrosamiento de los gemelos y dolor. Ademas, es frecuente que la afeccion de los
musculos sea asimétrica (Amato & Brown, 2011; Paradas et al., 2010). Pasado un tiempo, la
debilidad progresa afectando al compartimento posterior de los muslos, los cuadriceps, la
musculatura pélvica y la cintura escapular (Paradas et al., 2010). Un tercio de los pacientes

acaban en silla de ruedas pasados 10 afios del inicio de la enfermedad (Linssen et al., 1997).
Miopatia tibial anterior:

Se caracteriza por una debilidad distal severa, que afecta principalmente a los madsculos
tibiales anteriores y presentan una leve debilidad proximal en las piernas (Amato & Brown,
2011). La progresion de esta enfermedad es rapida, afectando a los musculos de la cintura
pélvica, flexores de los dedos de las manos y finalmente a los muasculos proximales del brazo

(IMarioshkin et al., 1996). Los pacientes acaban perdiendo la capacidad de desplazarse.
Miopatia axial:

Los pacientes presentan debilidad de la musculatura paraespinal, acompafiada de dolor
lumbar e hiperlordosis. También aparece afeccidn de la musculatura posterior de los muslos y
piernas. La enfermedad se inicia a partir de los 50 afios de edad. (Nagashima et al., 2004; Seror
et al., 2008).

6.2 Mutaciones causantes de disferlinopatias
Las disferlinopatias son causadas debido a mutaciones del gen de la disfelina, DYSF.
Actualmente existen dos bases de datos donde se registran las mutaciones del gen conocidas

hasta el momento. La primera base de datos creada es la base de datos de distrofia muscular de
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Leiden (www.lovd.nl/DYSF). Consta de 424 variantes de secuencia Unica, de las cuales 300
son causantes de enfermedades y aproximadamente 100 son polimorfismos (Blandin et al.,
2012). Segun esta base de datos, las mutaciones que tienen lugar en la disferlina son: un 43%
mutaciones de cambio de sentido, un 53% mutaciones sin sentido y un 4% son debidas a
pequefas inserciones y deleciones dentro de los exones que forman la isoforma canonica de la
proteina, a excepcién de los exones 17 y 35 (Cooper & Head, 2014). Las variantes de splicing
de los exones v1, 5a y 40a no han sido secuenciadas en el diagnostico de disferlinopatias. La
segunda base de datos es la UMD-DY SF (http://www.umd.be/DY SF/). Se han descrito en torno
a 266 eventos mutacionales de los cuales: 175 sustituciones de bases (65,8%), 54 deleciones
(20,3%), 26 duplicaciones (9,8%), 6 inserciones (2,3%) y 5 insercién/delecion (1,9%) (Blandin
et al., 2012). De las 266 mutaciones, 220 afectan a la secuencia exonica (82,7%) y 46 a la
intronica (17,3%) (Blandin et al., 2012). Las mutaciones exonicas se dividen en mutaciones de
cambio de sentido (33,1%), mutaciones sin sentido (18%), mutaciones de cambio de marco de
lectura (27,8%) e inserciones y deleciones (3,8%) (Blandin et al., 2012).

6.3 Diagnostico de las disferlinopatias

Para concluir el diagnostico de las disferlinopatias se llevan a cabo diversos estudios.

La creatina quinasa (CK) es una enzima localizada en el interior de las células que puede
pasar a la sangre cuando hay dafio en la membrana plasmatica, de manera que es usada
comunmente como marcador de la degeneracion muscular (Demonbreun & Mcnally, 2017). En
condiciones de distrofia, las concentraciones séricas de CK en sangre son muy elevadas, entre
35y 200 veces la normalidad (Amato & Brown, 2011).

Mediante resonancias magnéticas se ha comprobado que no existen grandes diferencias en
cuanto a la distribucién y la gravedad del compromiso muscular entre los distintos fenotipos.
(Diaz et al., 2016; Paradas et al., 2010). En la miopatia de Miyoshi se han observado, mediante
tomografia computerizada y resonancia magnética, areas de disminucion en el musculo
gastrocnemio principalmente y, en menor grado, disminucion del aductor mayor, isquiotibiales
y glateo menor (llla et al., 2001; Linssen et al., 1997). Tanto en la miopatia de Miyoshi como
en la miopatia axial se observa una baja densidad de los musculos paraespinales (Amato &
Brown, 2011). La miopatia tibial anterior presenta predileccion temprana por el reemplazo
graso en los musculos tibiales anteriores (lllaet al., 2001). En el fenotipo LGMD2B 0 LGMDR2
se muestra afeccion grave del masculo gastrocnemio y soleo, al igual que en la miopatia de
Miyoshi (Amato & Brown, 2011).
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Las biopsias musculares muestran fibras de tamafio variable, un aumento del tejido
conjuntivo endomisial y fibras dispersas, tanto necroticas y como en regeneracion (Amato &
Brown, 2011). Mediante inmunodeteccion se muestra la ausencia o expresién muy reducida de
la disferlina en el sarcolema, aunque esta caracteristica no es especifica de las disferlinopatias,
ya que también se puede observar en otras distrofias ((Amato & Brown, 2011; Cérdenas et al.,
2016). En las biopsias también se puede observar un marcado infiltrado de células inflamatorias
endomisiales y paraespinales principalmente de linfocitos T CD4+ y macréfagos ((Amato &
Brown, 2011), Cérdenas et al., 2016; Wicklund, 2014)). Otra caracteristica que diferencia a las
disferlinopatias de otras miopatias inflamatorias primarias es la aparicion del complejo de
ataque de membrana (MAC) en el sarcolema de las fibras musculares no necréticas, las cuales
no aparecen en el resto de las miopatias (Amato & Brown, 2011). Mediante la técnica de
Western Blot se demuestra que existe una marcada reduccion o ausencia de disferlina en

pacientes con disferlinopatia (Amato & Brown, 2011).

Mediante analisis ultraestructural de las fibras musculares se ha observado la ruptura de la
membrana plasmatica y su reemplazo por capas de vesiculas pequefias (Cenacchi et al., 2005;
Selcen et al., 2001).

Para llevar a cabo el diagndstico genético se realiza una secuenciacion de ADN genomico
0 ADNCc de musculo o sangre, ademés de otros analisis como la secuenciacion masiva del

genoma, la secuenciacion del exoma completo y el chip genético (Fanin & Angelini, 2016).

7. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA LAS DISFERLINOPATIAS

Actualmente no existen terapias especificas para tratar a pacientes con disferlinopatias
debido a que aun falta informacion sobre los efectos que tienen las mutaciones del gen de la
disferlina sobre el tejido muscular (Cardenas et al., 2016). Se barajan diversos enfoques para la
terapia de las disferlinopatias, entre las cuales se encuentran la sintesis de proteina funcional
después de la transferencia del ADN codificante de la disferlina por medio del vector del virus
adenoasociado (AAV), la edicién genética y tratamientos farmacoldgicos o inmunolégicos
(Barthélémy et al., 2011).

Se ha conseguido restablecer la funcion de reparacion de la membrana plasmatica en
modelos animales deficientes en disferlina mediante la transferencia de variantes funcionales
de genes de disferlina, pero no se ha logrado detener el desgaste muscular (Cardenas et al.,
2016). Las terapias que se prueban principalmente para tratar enfermedades recesivas como las

disferlinopatias son las basadas en la transferencia de genes (Barthélémy et al., 2011). Un
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estudio reciente ha demostrado que la transferencia no viral con un vector de ADN que codifica
a la disferlina de longitud completa en mioblastos deficientes en disferlina produce una
expresion de disferlina estable y la supervivencia de las células tras la transferencia (Escobar et
al., 2016). El vector mas utilizado en la terapia génica muscular es el AAV, pero posee grandes
problemas técnicos porque su tamafio de encapsidacion esta limitado a 4kb, equivalente a tres
dominios C2 (Barthélémy et al., 2011). Un grupo de investigadores desarrolld un sistema de
dos vectores, denominado AAV.DYSF.DV, para la transferencia de disferlina completa
(Sondergaard et al., 2015). Consiste en dividir el ADNc de disferlina en dos segmentos con una
region de superposicion de 1 kb (Sondergaard et al., 2015). Tras la co-inyeccion, estos
segmentos de ADNCc proporcionan un sustrato para la recombinacién y obtencion del gen de
longitud completa (Sondergaard et al., 2015). Se observo que los ratones con deficiencia de
disferlina y los primates no humanos que fueron tratados con este vector, tanto por via
intramuscular como intravenosa, mostraron niveles elevados de expresion de disferlina en el
musculo, y también se restaurd la capacidad de reparacion de la membrana en ratones
deficientes de disferlina (Sondergaard et al., 2015). Otro grupo de investigadores ha utilizado
dos vectores AAV independientes, uno que lleva la secuencia intronica portadora de ADNc 5°
de disferlina y un sitio de empalme donante y otro que contiene la secuencia intronica portadora
de ADNCc 3’ y sitio de empalme aceptor (Lostal et al., 2010). Este mecanismo ha permitido la
transcripcion de disferlina de longitud completa en ratones carentes de disferlina (Barthélémy
etal., 2011).

Otra perspectiva en las terapias de las disferlinopatias es la transferencia de minigenes de
disferlina. Un grupo de investigacion detectd en un paciente con disferlinopatia moderada una
minidisferlina, lo que abre nuevas perspectivas terapeuticas (Krahn et al.,, 2010). La
minidisferlina es una proteina que contienen unicamente los dos ultimos dominios C2 de los
siete que posee la disferlina y el dominio transmembrana (Barthélémy et al., 2011). En el
estudio se inyecté un AAV que codifica minidisferlina en ratones deficientes de disferlinay se
observo que la minidisferlina restaurd la funcion de reparacion de la membrana en las fibras
musculares esqueléticas (Krahn et al., 2010). Sin embargo, no fue capaz de corregir el fenotipo
distrofico, lo que indica que los otros dominios que no se encuentran en la minidisferlina estan
involucrados en funciones criticas de la disferlina en el muasculo esquelético (Barthélémy et al.,
2011; Krahn et al., 2010). Estos hallazgos indican que tanto la inyeccion de AAV como la
expresion de minidisferlina no resultan toxicos para el organismo, lo cual abre las puertas a

futuros desarrollos clinicos (Barthélémy et al., 2011).
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Se conoce que la relacion entre el genotipo y el fenotipo en las disferlinopatias es compleja
(Barthélémy et al., 2011). Un grupo de investigacion identifico dos hermanas gravemente
afectadas por la enfermedad que eran homocigoéticas para una mutacion nula de disferlina,
mientras que su madre, era heterocigética para dicha mutacion pero poseia otra mutacion en el
intron 31 que llevaba a la omision del exén 32 manteniendo la pauta de lectura (Sinnreich et
al., 2006). La paciente presentaba un fenotipo leve, lo que indica que el alelo con el exén 32
omitido complementa parcialmente la mutacion de disferlina nula (Barthélemy et al., 2011).
Este descubrimiento se ha considerado como una forma “natural” de tratar las disferlinopatias
(Barthélémy et al., 2011). La tecnologia de salto del exdn para tratar las mutaciones de disferlina
resulta un estrategia prometedora (Barthélémy et al., 2011). Mediante esta técnica se pretende
evitar la mutacién del exon 32 sin afectar al marco de lectura ni a la funcién de la proteina
(Barthélémy et al., 2015). En un estudio se han utilizado oligonucledtidos antisentido para evitar
la mutacion en el exon 32 en mioblastos de pacientes con disferlinopatia y se ha observado que
la disferlina fue capaz de recuperar la capacidad de la membrana a un nivel similar al de los

mioblastos sin mutacion (Barthélémy et al., 2015).

También se ha propuesto el uso de la edicion genética para tratar mutaciones en el gen de
la disferlina. Las células madre pluripotentes inducidas (iPSC) son una posibilidad para el
tratamiento de enfermedades como las distrofias musculares. Las iPSC se pueden diferenciar
in vitro para generar precursores de células musculares y ser transferidas a ratones con distrofia
muscular, de manera que se las mutaciones se pueden corregir de manera precisa y eficaz, y
podria ser una posible terapia para estas enfermedades (Turan et al., 2016). Un grupo de
investigacion ha conseguido corregir una mutacion sin sentido del gen de la disferlina
(c.5713C>T; p.R1905X) usando iPSC mediante la edicién de genes mediada utilizando el
sistema CRISPR/Cas9 (Turan et al., 2016).

También se platean enfoques inmunologicos y farmacologicos para el tratamiento de las
disferlinopatias. Se ha descrito el uso del farmaco Dantroleno como un posible tratamiento para
las disferlinopatias, ya que aparentemente bloquea la liberacion de iones calcio del reticulo
sarcoplasmico mediante la union al receptor de rianodina y porque disminuye la fuerza de la
contraccién muscular (Hattori et al., 2007). Se ha observado que su administracion reduce los
niveles de CK, aungue hasta el momento no se ha visto mejora del fenotipo muscular (Hattori
et al., 2007). También se han hecho estudios con Deflazacort, un glucocorticoide que se utiliza
como antiinflamatorio e inmunosupresor, pero se ha demostrado que los efectos no han sido

beneficiosos (Walter et al., 2013). Se ha propuesto la suplementacion con vitamina D como una

23



posible terapia. La vitamina D3 es importante en la homeostasis del calcio y participa en la

miogeénesis y contraccién muscular (De Luna et al., 2012). Un estudio analizo el efecto de esta

vitamina en la expresion de disferlina in vitro usando varios tipos de células: HL60, monocitos

y miotubos portadores de la mutacion; ademas también se estudiaron los monocitos de pacientes

con disferlinopatia a los que se les habia administrado vitamina por via oral (De Luna et al.,

2012). Se observd que la vitamina D3 mejora la expresion de disferlina tanto in vitro como en

el ensayo clinico (De Luna et al., 2012). También se ha planteado el uso de Diltiazem como

posible terapia, ya que se trata de un farmaco que inhibe la entrada de calcio a través de los

DHPR, y se podria usar para la prevencién de los cambios estructurales y funcionales en los

tabulos T en las disferlinopatias (Kerr et al., 2013).

8. CONCLUSIONES

1.

La disferlina tiene un papel crucial en el proceso de reparacion de la membrana
plasmatica de las células musculares esqueléticas, en el cual también intervienen
otras proteinas especificas. Los mecanismos de reparacion dependen del tipo de
célula 'y el tamafio de la lesion.

La disferlina interviene en la biogénesis del tubulo T. Esta actda junto a anfifisina 2
y PIP2 en la induccion de la curvatura de la membrana en el proceso de formacion
del tdbulo. La expresién de caveolina-3 reduce la tubulacion de la membrana
mediada por disferlina.

La disferlina interviene en la homeostasis del calcio, probablemente inhibiendo los
DHPR y previniendo la fuga de calcio a través de los RyR inducida por la lesion.
Existe informacion contradictoria sobre el papel de la disferlina en los procesos de
diferenciacion, crecimiento y regeneracion del musculo esquelético. Algunos
autores defienden que la ausencia de disferlina carece de efectos sobre la
diferenciacion de los mioblastos, mientras que otros defienden que la ausencia de
disferlina afecta indirectamente al proceso de diferenciacion.

Las mutaciones en el gen que codifica la disferlina producen un tipo de distrofias
musculares con herencia autosémica recesiva denominadas disferlinopatias,
caracterizadas por el desgaste muscular progresivo. Existen varios fenotipos de
disferlinopatias: la distrofia muscular de cinturas 2B o R2, la miopatia de Miyoshi,
la miopatia tibial anterior y la miopatia axial.

Las disferlinopatias estan mediadas por un mecanismo distinto a las distrofias

producidas por defectos en el complejo distrofina-glicoproteina.
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7. Actualmente no existen terapias especificas para tratar las disferlinopatias. Se estan
desarrollando diversas estrategias para el tratamiento de estas patologias: el uso de
AAVs para la transferencia del ADN codificante de disferlina, la transferencia de
minigenes de disferlina, la tecnologia del salto de exdn, la edicion genética y el uso

de farmacos.
CONCLUSIONS

1. Dysferlin has a crucial role in the plasma membrane repair process of skeletal
muscle cells, in which other specific proteins are also involved. The repair
mechanisms depend on the cell type and the lesion size.

2. Dysferlin is involved in the T tubule biogenesis. It interacts with amphiphysin 2 and
PIP2 in the induction of membrane curvature in the tubule formation process.
Caveolin-3 expression reduces dysferlin-mediated membrane tubulation.

3. Dysferlin is involved in calcium homeostasis, probably by inhibiting DHPRs and
preventing injury-induced calcium leakage through RyRs.

4. There is contradictory information on the role of dysferlin in the differentiation,
growth and regeneration processes of skeletal muscle. Some authors defend that the
absence of dysferlin has no effect on myoblasts differentiation, while others defend
that the absence of dysferlin indirectly affects the differentiation process.

5. Mutations in the gene that encodes dysferlin produce a type of muscular dystrophies
with autosomal recessive inheritance called dysferlinopathies, characterized by
progressive muscle wasting. There are several dysferlinopathies phenotypes: limb-
girdle muscular dystrophy 2B or R2, Miyoshi myopathy, anterior tibial myopathy,
and axial myopathy.

6. Dysferlinopathies are mediated by a different mechanism than dystrophies caused
by defects in the dystrophin-glycoprotein complex.

7. Currently there are no specific therapies to treat dysferlinopathies. Several
approaches are being developed for the treatment of these pathologies: the use of
AAVs for the transfer of DNA encoding dysferlin, the transfer of dysferlin

minigenes, the exon skipping technology, the gene editing, and the use of drugs.
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