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Abreviaturas:

DAPC = Complejo de proteinas
asociadas a distrofina.

a-DG = o-distroglicano.

B-DG = B-distroglicano.

WWS = Sindrome de Walker-
Warburg.

MEB = Desorden muscular
misculo-ojos-cerebro.

FCMD = Distrofia muscular
congénita de Fukuyama.

LGMD = Distrofia muscular de
cinturas.

CMD = Distrofia muscular
congénita.

Resumen

Las distrofias musculares del humano se deben a la ausencia o mal funcionamiento de proteinas
esenciales para el tejido muscular. Un grupo importante esta relacionado con mutaciones en
genes que codifican para los miembros del complejo de proteinas asociadas a la distrofina
(DAPC). EI DAPC comunica la matriz extracelular con el citoesqueleto y le confiere estabilidad
al sarcolema durante los ciclos de contraccién-relajaciéon. Un componente primordial de este
ensamblaje proteico es el distroglicano, el cual es codificado por el gen DAGT y procesado pos-
traduccionalmente para generar dos subunidades: la proteina transmembranal p-distroglicano
(B-DQ) y la proteina extracelular a-distroglicano (a-DG). Los distroglicanos conectan la matriz
extracelular con el citoesqueleto de actina, ya que el 8-DG se une a la distrofina y ésta, a su
vez, con la actina, mientras que el a-DG interacciona con la proteina de matriz extracelular
laminina y conecta, al mismo tiempo, con el B-DG. La glicosilacién del a-DG le confiere la
capacidad de asociarse con la matriz extracelular. De manera relevante, una serie particular
de distrofias musculares, denominadas «distroglicanopatias» se origina precisamente por de-
fectos en la glicosilacion del a-DG. Las distroglicanopatias primarias se deben a mutaciones
puntuales homocigotas en el gen DAGT, mientras que las distroglicanopatias secundarias son
causadas por mutaciones en al menos 15 genes que codifican para enzimas implicadas en la
via de glicosilacién del a-DG. Entre las distroglicanopatias mas estudiadas se encuentran el
sindrome de Walker-Warburg, el desorden muscular misculo-ojos-cerebro, la distrofia muscular
congénita de Fukuyama, las distrofias musculares congénitas 1C y 1D, y la distrofia muscular
de cintura. En esta revisién, describimos las manifestaciones clinicas de las diferentes distrogli-
canopatias y presentamos una vision actual de las bases genéticas y moleculares que subyacen
estas patologias. En la parte final, describimos los modelos animales que se han generado para
el estudio de las distroglicanopatias y el incipiente desarrollo de terapias para combatirlas.

Abstract

In general, human muscular dystrophies are caused by mutations in genes encoding for key
proteins of the muscular tissue. A specific group of muscular dystrophies is related to mutations in
genes encoding for members of the dystrophin-associated protein complex (DAPC). The DAPC
links the extracellular matrix with the actin-based cytoskeleton, conferring thereby stability to
the sarcolemma during cycles of muscular contraction/relaxation. A pivotal component of this
assembly is dystroglycan, a protein encoded by the DACT7 gene, which is post-translationally
processed into two subunits; a- and g-dystroglycan. a-dystroglycan (a-DG) is an extracellular
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protein that interacts with the extracellular protein laminin, while g-dystroglycan (8-DG) is a
transmembranal protein that associates with both a-DG and actin. Therefore, a- and p-DG
communicate the extracellular matrix with the actin-based cytoskeleton. a-DG requires to
be glycosylated to properly interact with laminin, and such posttranslational modification has
biological relevance because a series of muscular dystrophies called «dystroglycanopathies» are
caused by defective a-DG glycosylation. Primary dystroglycanopathies are due to homozygous
mutations in the DAGT gene, while secondary dystroglycanopathies are caused by mutations
in at least 15 different genes involved in the a-DG glycosylation pathway. The most character-
ized dystroglycanopathies include the Walker-Warburg syndrome, muscle-eye-brain disease,
congenital muscular dystrophies 1C and 1D, and limb-girdle muscular dystrophy. In this review,
we describe the clinical aspects of the different dystroglycanopatheis and present an updated
view of the genetic and molecular mechanisms underlying these pathologies. Finally, we de-

scribe the animal models and therapeutic strategies designed to fight dystroglycanopathies.

Antecedentes

El misculo esquelético estd formado por miles de
fibras musculares que se unen entre si para integrar
una unidad muscular. Estas fibras poseen una es-
tructura especializada que le confiere estabilidad al
tejido muscular durante los procesos de contracciéon
muscular y transmision de fuerza. Las fibras muscu-
lares son multinucleadas, ya que se forman por la
fusidon de varias células denominadas «mioblastos»
y estan rodeadas por una membrana citoplasmatica
especializada denominada «sarcolema»; por medio de
ella interaccionan con la matriz extracelular.! La defi-
ciencia en el funcionamiento de las fibras musculares
ocasiona dafios irreversibles en el sistema muscular
y la aparicién de distrofia muscular.

Las distrofias musculares son un grupo heterogéneo
de enfermedades hereditarias que afectan tanto a los
nifos como a los adultos; se caracterizan por debilidad
muscular progresiva y degeneracion de las fibras mus-
culares, las cuales son invadidas por tejido conectivo.!
En los ultimos 20 afios, el analisis genético de fami-
lias con pacientes distroficos y el advenimiento de la
genética molecular coadyuvaron en la identificacion y
clonacioén de genes esenciales para el funcionamiento
del tejido muscular, los cuales en su forma mutante
originan diferentes distrofias musculares.? A la fecha,
se han identificado mas de 40 distrofias musculares,
qgue se han dividido tanto por la sintomatologia que
presentan como por la localizacion subcelular de la
proteina alterada.

Un grupo importante de distrofias musculares
se origina por defectos en el funcionamiento de la
distrofina o sus proteinas asociadas, las cuales son
conocidas colectivamente como el «complejo de
proteinas asociadas a la distrofina» (DAPC, por sus
siglas en inglés: dystrophin-associated protein com-
plex). EI DAPC esta compuesto por proteinas perifé-

ricas, transmembranales y citoplasmicas; con base
en sus caracteristicas bioquimicas se puede disociar
en tres subcomplejos: a) los distroglicanos (a- y B);
b) los sarcoglicanos (a, B, 6, yy €) y el sarcospan, y
c) las distrobrevinas (a y B) y las sintrofinas (al, p-1
and B-2).2 Una de las funciones que se le adjudican
al DAPC es la de comunicar a la matriz extracelular
con el citoesqueleto de actina y, de esta manera,
mantener la integridad del sarcolema durante los
ciclos de contraccién y relajacion muscular.* Asi mis-
mo, la comunicacién entre estos dos compartimentos
constituye la ruta principal de la transmision de fuerza
desde los sarcomeros hasta los tejidos conectivos
extracelulares.® Recientemente, se demostré que el
DAPC participa, ademas, en procesos de transduc-
cion de sefales mediante la interaccion que esta-
blece con moléculas de senalizacion como nNOS,
Grb2 y calmodulina.® Se conoce que la ausencia o
deficiencia funcional de cualquiera de los miembros
del DAPC provoca la desintegracion del complejo, lo
gue dafia al sarcolema durante la contraccion mus-
cular. El dafo sobre la membrana permite la entrada
de calcio al interior de la célula y la salida hacia el
espacio extracelular de enzimas musculares como la
creatinina fosfocinasa; esta serie de eventos conduce
finalmente a la necrosis del tejido muscular, sin que
la regeneracion exacerbada de células musculares
que presentan los pacientes distroficos alcance a
sustituir todo el tejido lesionado.” La deficiencia de
la distrofina causa la aparicidon de la distrofia mus-
cular de Duchenne, una enfermedad con herencia
ligada al cromosoma X,® mientras que mutaciones en
cualquiera de los genes que codifican para los sar-
coglicanos originan las distrofias de cinturas (LG, por
sus siglas eninglés), las cuales se heredan de forma
autosoémica recesiva.? Finalmente, la deficiencia en
la glicosilacién del a-distroglicano da lugar a una ca-
tegoria particular de distrofias musculares conocidas
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como «distroglicanopatias». En la presente revision
proveemos una vision actual de las manifestaciones
clinicas y las bases genéticas y bioquimicas de este
conjunto particular de padecimientos musculares.

El distroglicano

El distroglicano es un componente central del complejo
de proteinas asociadas a distrofina. Este ensamblaje
proteico conecta la matriz extracelular con el citoes-
queleto, proporcionando estabilidad al sarcolema
durante la contraccién muscular.® El distroglicano
(DG) es codificado por el gen DAG1 que se localiza
en el cromosoma 3p21 humano; el gen consta de dos
exones separados por un intrén y genera un transcrito
de 5.8 Kb. La expresion del gen DAGL se extiende a
una amplia variedad de drganos vy tejidos, incluyendo
cerebro, musculo esquelético, corazén, pulmdn, pla-
centa, higado, rindn y pancreas, y se presenta también
en diferentes etapas del desarrollo.*° La traduccion del
gen DAGL1 produce un propéptido de 97 KDa, el cual es
procesado mediante un corte proteolitico en la serina
653 para generar dos subunidades, el a-distroglicano
(a-DG) y el B-distroglicano (B-DG). A pesar de esta
separacion, las subunidades a-DG y B-DG se unen
de nuevo de manera no covalente en la membrana
plasmatica.!

El a-DG es una proteina extracelular que posee un
dominio N-terminal globular, un dominio central pareci-
do a la mucina que sufre una abundante glicosilacion,
y un dominio C-terminal globular. Los primeros 29 ami-
noacidos son en su mayoria hidrofébicos y constituyen
el péptido sefial que dirige a la proteina ala membrana
plasmatica. EI dominio N-terminal globular posee
sitios para N-glicosilacion, y el dominio central, para
O-glicosilacion (Figura 1). El grado de glicosilacion del
a-DG varia dependiendo del tejido, lo que provoca que
aunque su masa molecular predicha es de ~75 kDa, su
migracion en geles de poliacrilamida desnaturalizantes
varie entre 120 y 180 kDa.° La glicosilacion del a-DG
le confiere la capacidad para asociarse con proteinas

Yy

O-glicosilacion
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N-glicosilacion

de la matriz extracelular como la laminina, la agrina
y el perlecano.*?

Por su parte, el B-DG es una proteina transmem-
branal de 43 kDa que esta formada por un dominio
aminoterminal extracelular que contiene un sitio poten-
cial de N-glicosilacion, un segmento transmembranal
y un dominio C-terminal intracelular rico en prolinas
que contiene el dominio funcional PPxY (Figura 1);
esta secuencia de aminodacidos corta es importante
para la interaccion del B-DG con la distrofina®® y la
caveolina.' Ademas, el B-DG presenta una sefal de
localizacidon nuclear (NLS) en el dominio intracelular
gue media su ingreso al nucleo a través del sistema
de importe nuclear de las o/p-importinas®® y le permite
interactuar con la ezrina para modular la remodelacion
del citoesqueleto de actina.'®

El o-/B-DG esta implicado en el desarrollo embrio-
nario temprano, la estructura y funcién del sistema
nervioso central, la morfogénesis epitelial, la adhesion
celular, la sinaptogénesis y la sefializacion. Especifica-
mente, el B-DG esté involucrado en la estructuracion
y funcioén de la envoltura nuclear.%17-1

La glicobiologia del a-DG

La unién del o-DG con los ligandos de la matriz ex-
tracelular depende de su estado de glicosilacion;
sin embargo, la via enzimatica de glicosilacion, asi
como la funcidn exacta que le confieren las cadenas
de carbohidratos, empieza apenas a desentranarse.
Hasta el momento, se conocen siete distintas glico-
siltransferasas que participan en la glicosilacion del
a-DG:?®° las O-manosiltransferasas 1 y 2 (POMT-1 y
POMT-2), la O-manosa B-1, 2-N-acetilglucosaminil
transferasa 1 (POMGnNT1), la proteina similar a la
acetilglucosaminil transferasa (LARGE), LARGE 2
(gen paralogo de LARGE), la fukutina y la proteina
relacionada a la fukutina (FKRP).22 Ademas, se han
identificado otras enzimas que participan en este pro-
ceso, como son el dominio de sintetasa isoprenoide
(ISPD), la proteina transmembranal 5 (TMEMS5), la 81,

<
N-terminal Muci / C-terminal | .
globular T ucma_ N globular ' C-terminal Figura 1
g B g TS 53 TM PPxY
Dominios de las subunida-
| 1 | des ay B del distroglicano
a-DG B-DG (modificado de [20]).
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3-N-acetilglucosaminiltransferasa 1 (B3GNT1), la p1,
3-N-acetilgalactosaminil-transferasa 2 (BSGALNT2),
la dolicil-fosfato manosiltransferasa polipéptido 1, 2 'y
3 (DPM1, DPM2 y DPMB), la dolicol cinasa (DOLK) y
la GDP-manosa pirofosforilasa B (GMPPB).

Las enzimas POMT1 y POMT2 son proteinas de
membrana tipo lll localizadas en el reticulo endoplas-
mico que forman un heterodimero para llevar a cabo el
primer paso en la O-manosilacién.??2® Posteriormente,
POMGNT1, localizada en el aparato de Golgi, cataliza
la transferencia de residuos de N-acetilglucosamina a
los O-manosa glicanos.?* La enzima LARGE posee un
dominio transmembranal seguido de un dominio de «
hélice y dos dominios cataliticos DxD.? La interaccion
de LARGE con el dominio N-terminal del a-DG se re-
quiere para que se inicie correctamente la glicosilacion
de esta ultima proteina,? por lo que se piensa que
LARGE es una glicosiltransferasa. Con lo que respec-
ta a la fukutina y la proteina relacionada a la fukutina
(FKRP), son enzimas que presentan similitudes con
varias glicosiltransferasas y muestran en su extremo
C-terminal la secuencia ASP-XAA-ASP, la cual repre-
senta un dominio funcional muy conservado en la familia
de las glicosiltransferasas.?” Aunque no se conoce la
funcién de la fukutina, se propone que actia como
chaperona para modificar la actividad de POMGnT1,
debido a que existe interaccion entre ambas proteinas.
Por su parte, DPM1, DPM2, DPM3, DOLK y GMPPB
estan involucradas en la sintesis de Dol-P-Manosa, un
donador de manosa esencial para la O-manosilacion,
N-glicosilacion, C-manosilacion y para la formacién de
la molécula de anclaje glicosil fosfatidilinositol (GPI).2
Finalmente, TMEMS tiene un dominio de glicosiltransfe-
rasa, mientras que ISPD posee un dominio isoprenoide
caracteristico de las transferasas de di-nucléotidos de
azucar; se cree que ambas enzimas participan en la
glicosilacion del o-DG (Figura 2).%

Distroglicanopatias secundarias

Las distroglicanopatias constituyen un grupo de en-
fermedades genéticas autosémicas recesivas que,
aunque se originan por mutaciones en diferentes
genes, tienen una etiologia comun: la alteracion de la
funcién del o-DG. Las distroglicanopatias primarias
se originan por mutaciones homocigotas en el gen del
distroglicano, DAG1, mientras que las distroglicanopa-
tias secundarias se deben a mutaciones en los genes
que codifican para las glicosiltransferasas POMT1,
POMT2, POMGNT], LARGE, FKTN y FKRP, o en los
genes que codifican para otras enzimas encargadas
del proceso de glicosilacion del a-DG, incluyendo

ISPD, GDTC2, BAGNT1, B3GALNT2, DPM1, DPM2,
DPM3, DOLK y TMEMS5 (Cuadro 1).3:32

La deficiencia del a-DG o la hipoglicosilacién en la
proteina dafia la unién de la matriz extracelular con el
citoesqueleto de actina, generando inestabilidad en el
sarcolema, lo que conlleva a infiltracion de miofibras,
debilidad muscular, retraso en la migracion neuronal
y, finalmente, la manifestacion final de la distrofia
muscular, acompafiada con afectaciones del sistema
nervioso central (SNC) y dafio ocular.0%8

Las distroglicanopatias descritas hasta ahora son
el sindrome de Walker-Warburg (WWS), el desorden
muscular musculo-ojos-cerebro (MEB), la distrofia
muscular congénita de Fukuyama (FCMD), las dis-
trofias musculares congénitas 1C y 1D (MDC1C y
MDCID) y la distrofia muscular de cinturas (LGMD).%0%

Sindrome de Walker-Warburg (WWS)

El WWS es la distroglicanopatia mas severa, ya que
los pacientes tienen un rango de vida que va desde
algunas horas hasta los cinco afios de edad. El WWS
es una distrofia muscular congénita que se caracteriza
por malformaciones oculares y anormalidades cere-
brales (Cuadro II). A nivel molecular, existe hipoglico-
silacion del o-DG y bajos niveles de la proteina en el
musculo esquelético y nervio periférico. Los primeros
genes identificados como causantes del WWS fueron
POMT1y POMT2, los cuales codifican para enzimas
que inician la via de la O-glicosilacion del a-DG (Figura
2).%33 Recientemente, se describieron mutaciones en
los genes FKTN, FKRP, B3GNT1, TMEM5 y ISPD que
originan también el fenotipo del WWS;29:40:47.4850.60 gjn
embargo, no se conoce aun en qué paso de la via de
la O-glicosilacion del a-DG participan las proteinas
respectivas. De manera interesante, se reporto re-
cientemente que un paciente con el WWS presentd
eliminacion del gen DAGL1 (c.743C>del) (Cuadro 1).%¢

Desorden muscular misculo-ojos-cerebro
(MEB)

Es una distrofia muscular congénita con herencia auto-
sOmica recesiva que se caracteriza por anormalidades
oculares (miopia congénita, glaucoma e hipoplasia
retinal), retraso mental y malformaciones estructurales
del cerebro (Cuadro Il). La mayoria de estos pacien-
tes pertenecen a la poblacién finlandesa,® aunque
también se han identificado individuos afectados en
Japén y Corea.’! Mutaciones en el gen POMGnT1
causan esta distroglicanopatia. Este gen codifica para
la enzima O-manosa B-1, 2-N-acetilglucosaminil trans-
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ferasa 1, la cual cataliza la transferencia de residuos
de N-acetilglucosamina a O-manosa glicanos en la
via de glicosilacion del o-DG (Cuadro I); por lo tanto,
mutaciones en este gen causan la hipoglicosilacién
del a-DG, lo que a su vez impide la unién de esta
proteina con la laminina y, finalmente, la conexién de
la matriz extracelular con el citoesqueleto de actina.

Neu5Ac o
a?2,3

Los pacientes con MEB presentan niveles disminuidos
del a-DG y la laminina.®**3 De manera interesante, se
ha observado que la mayoria de los pacientes con
distrofia muscular leve presentan una mutacion situada
hacia el extremo 3’ del gen POMGNT1, mientras que
los pacientes con fenotipo severo tienen mutaciones
en el extremo 5’ del gen.%!

.
Cal Ladmina basal L'_d‘aminina
s licosilad
o-DG glicosilado

GlcNAC B,ch Sarcolema
B1,2 o
Man ‘D.o

Ser/Th

er/Thr 0,

ol
Large 1 °
' DG Large 2

Fukutina
FKRP
Large 1
Large 2

t

GIcNAc

B12$

Ser/Thr

POMGCnT1

(o) < POMT1
POMT2

Ser

DPM1, DPM2, DPM3,
DOLK y GMPPB

Aparato de Golgi
e ﬂ
poc @ —

FKRP ___..---' Fukutina

Reticulo endoplasmico

Figura 2. Ruta enzimatica de la glicosilacion del a-distroglicano (modificado de [30]).
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Distrofia muscular congénita de Fukuyama
(FCMD)

Es una enfermedad con herencia autosémica recesiva
gue presenta su mayor prevalencia en Japén, con una
incidencia de 1 en 10,000 recién nacidos. La distrofia
muscular es severa y va acompanada por migracion
neuronal anormal, retraso mental, epilepsia, lisen-
cefalia y, frecuentemente, anormalidades oculares
(Cuadro Il). La mayoria de los pacientes presentan una
insercion de un retrotransposon de 3kb en la region
3’ no codificante del gen FKTN, lo que ocasiona una
disminucion en los niveles del RNAm de la fukutina
(Cuadro 1).2*%2 De manera interesante, se identificaron
dos pacientes de origen turco que portan mutaciones
nulas homocigotas en el gen FKTN, lo que implica que

la vida humana es compatible con la ausencia de esta
proteina. Los pacientes presentan un fenotipo mas
parecido al del WWS que al de la FCMD.%3

Distrofias musculares congénitas 1Cy 1D
(MDC1C y MDCID)

La distrofia muscular congénita tipo 1C (MDC1C) se
presenta en etapas tempranas, se caracteriza por
debilidad muscular severa, cardiomiopatia, anormali-
dades oculares, retraso en la migracion neuronal, con
o sin retraso mental. Mutaciones en el gen FKRP que
codifican para la proteina relacionada a la fukutina son
las causantes de esta distrofia muscular.*

La distrofia muscular congénita tipo 1D (MDC1D), se
caracteriza por una distrofia muscular severa, retraso

Cuadro I. Cenes involucrados en las distroglicanopatias.

Distroglicanopatia Gen Funcién proteina Ref.
WWS/LGMD2K POMT1 O-manosil-transferasa 1 33,34
WWS/LGMD2N POMT2 O-manosil-transferasa 2 34,35
MEB/LGMD20 POMGNT1 O-manosa B1, 2-N-acetilglucosaminil-transferasa 36-38
FCMD/WWS/LG- FKTN Funcién desconocida 39-41
MD2M

WWS/MEB/ FKRP Funcién desconocida 42-44
MDC1C/ LGMD2I

MDC1D LARGE B1, 3-ClcA y a1, 3-Xyl-transferasa 25-45
WWS GTDC2/B3GALNT2 B1, 3-N-acetilgalactosaminil-transferasa 2 46,47
WWS TMEM5 Proteina transmembranal 5 29
WWS B3CNT1 B1, 2-N-acetilglucosaminil-transferasa 1 48
CMD/LGMD GMPPB GDP-manosa pirofosforilasa B 49
WWS ISPD Funcién desconocida 29,50
CMD DPM1 Dolicol-fosfato manosil-transferasa 1 28,51
CMD, hipoplasia DPM2 Dolicol-fosfato manosil-transferasa 2 52
cerebelar

LGMD2I DPM3 Dolicol-fosfato manosil-transferasa 3 53
CMD, Cardiomio- DOLK Dolicol cinasa 54
patia

WWS, MEB, DAGT Distroglicano 55-57
LGMD

WWS = Sindrome de Walker-Warburg, MEB = Desorden muscular misculo-ojos-cerebro, FCMD = Distrofia muscular con-
génita de Fukuyama, MDC1C, MDC1D = Distrofia muscular congénita tipos 1C y 1D, CMD = Distrofia muscular congénita,

LGMD = Distrofia muscular de cinturas.
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mental, cambios en la materia blanca, anormalidades mutacion heterocigota ¢.G1525A (p.Glu509Lys) en el
estructurales en el cerebro y retraso en la migracion exon 13y una insercion de un par de bases ¢.1999insT
neuronal. La mutacion responsable de MDC1D es una en el exon 15 del gen LARGE (Cuadros |y 11).5

Cuadro Il. Principales categorfas fenotipicas de las distroglicanopatias propuestas por Godfrey et al,

2007 (Modificado de 66).

Clasificacion

fenotipica Descripcién clinica

Desarrollo de la WWS Su aparicién es prenatal o en el nacimiento. Los pacientes tie-
enfermedad en nen anormalidades severas en la estructura cerebral, incluyendo
etapas tempranas agiria o lisencefalia severa con plegamientos corticales rudimen-

tarios, hidrocefalia marcada, dafio cerebelar severo y ausencia
parcial o total del corpus callosum. Las anormalidades oculares,
incluyendo cataratas congénitas, microoftalmia y buftalmia, son
comunes. El desarrollo motor se encuentra muy dafiado y la
mayoria de los pacientes controlan tGinicamente los movimien-
tos de la cabeza.

MEB/FCMD En esta categorfa se ubican dos distroglicanopatias que com-
parten caracteristicas fenotipicas. Presentan distrofia muscular
congénita (DMC) y defectos en la estructura cerebral menos se-
veros que aquéllos que se observan en el WWS. Por medio de
imagenologia de resonancia magnética se observa paquigiria, la
cual involucra principalmente la zona frontoparietal, polimicro-
giria, hipoplasia cerebelar, displasia cerebelar y aplanamiento
del puente de barolio y tronco cerebral. Las anormalidades
oculares presentes incluyen glaucoma congénito, miopia pro-
gresiva, atrofia retinal y cataratas juveniles. Los individuos rara
vez caminan y s6lo pronuncian algunas palabras.

CMD con afectacién Los pacientes con distrofia muscular congénita con retraso

cerebelar mental presentan dafio cerebelar como la Gnica anormalidad
estructural cerebral evidenciada por RMI. Las anormalidades
cerebelares pueden incluir quistes, hipoplasia o displasia. Los
quistes cerebelares en ausencia de materia blanca supratento-
rial o involucramiento cortical han sido encontrados con mayor
frecuencia en pacientes con defectos en FKRP o POMTGNTT.

CMD con retraso Distrofia muscular congénita. Estructura del cerebro normal,
mental pero presencia de retraso mental. Pacientes con microcefalia
aislada o cambios menores en la materia blanca.
CMD sin retraso Desarrollo cognitivo normal; se incluyen pacientes que no han
mental sido sometidos a neuroimagenologia.
Desarrollo de la LCMD con retraso Presencia de retraso mental sin anormalidades estructurales del
enfermedad en mental cerebro. Se incluyen pacientes con microcefalia aislada o cam-
etapas tardias bios menores en la materia blanca. Se incluye la LGMD2K.
LGMD sin retraso LGMD sin retraso mental, incluyendo LGMD2I y LGMD2L.
mental

WWS = Sindrome de Walker-Warburg, MEB = Desorden muscular misculo-ojos-cerebro, FCMD = Distrofia muscular con-
génita de Fukuyama, MDC1C, MDC1D = Distrofia muscular congénita tipos 1C y 1D, CMD = Distrofia muscular congénita,
LGMD = Distrofia muscular de cinturas.

Volumen 5¢Ndmero 1® Enero-Abril 2016



Distroglicanopatias: aspectos clinicos y bases genéticas y moleculares de las distrofias musculares

Distrofia muscular de cinturas (LGMD)

Son un grupo heterogéneo de distrofias musculares
que se clasifican en LGMD autosdémicas dominantes
(LGMD1) y LGMD autosémicas recesivas (LGMD2).
Pueden presentarse a edades tempranas (neonatos,
nifios), durante la adolescencia o0 a edades tardias
(adultos). Se caracterizan por afectar los musculos
de la pelvis (cintura pelviana) y los musculos de los
hombros (cintura escapular), ocasionando debilidad
de los mismos. Los pacientes también presentan
cardiomiopatias y pueden presentar o no retraso
mental.®®

En el caso de las distroglicanopatias que dan lugar
a fenotipos con caracteristicas de LGMD, todas son de
caracter autosémico recesivo. Dentro de los genes in-
volucrados en la via de glicosilacion del a-distroglicano
que producen este tipo de distrofias musculares estan
POMT1 (LGMD2K), POMT2 (LGMD2N), POMGnT1
(LGMD20), FKTN (LGMD2M), FKRP (LGMD2Il) y
DAG1 (LGDM) (Cuadros | y I1).3487.41:43.55

A nivel clinico, las distroglicanopatias se dividen en
siete categorias, de acuerdo con la edad de aparicién y
severidad del dafio muscular, y el grado de afectacion
de la estructura y funcién cerebral (Cuadro I1).%°

Distroglicanopatias primarias
Mutaciones en el gen DAGT

Solamente se han descrito en pacientes tres muta-
ciones puntuales homocigotas en el gen DAG1, las
cuales se describen a continuacion.

MUTACION PUNTUAL HOMOCIGOTA C.575C>T

En el 2011, se reportd el primer paciente con una
mutacion puntual en el gen DAG1, (c.575C>T), la
cual genera la sustituciéon de una treonina por una
metionina en el aminoacido 192 (p.Treo192Met) den-
tro del dominio el N-terminal del a-DG. Esta treonina
esta conservada entre especies y se piensa que es
necesaria para la interaccién del a-DG con LARGE.
La mutacidén provoca que la O-glicosilacion del a-DG
sea ineficiente, generdndose una distrofia muscular
tipo LGMD con deterioro cognitivo.5®

MUTACION PUNTUAL HOMOCIGOTA C.2006G>T

En el 2013, se identificaron dos hermanas que
presentan una mutacién puntual homocigota
(c.2006G>T) en el gen DAG1, en la regién que

codifica para el dominio extracelular del 3-DG. La
mutacién ocasiona la sustitucion p.Cys669Phe, ge-
nerando una distroglicanopatia con fenotipo parecido
al desorden de musculo-ojos-cerebro (MEB), que es
acompanada por leucodistrofia multicistica. Se cree
que la sustitucion de la cisteina 669 desestabiliza un
puente disulfuro implicado en la interaccién del -DG
con el a-DG, lo que, en consecuencia, alteraria la
conexion entre la matriz extracelular y el citoesque-
leto de actina.%”

DELECION HOMOCIGOTA C.743C> DEL

En el 2015, se reportaron cinco pacientes de una
misma familia que presentan una delecién homoci-
gota de un par de bases (c.743C>DEL) en el gen
DAGH1, la cual ocasioné un corrimiento en el marco
de lectura y la introduccién de un codén de paro,
impidiéndose la sintesis de ambas proteinas, a-DG
y B-DG.%¢ De manera interesante, la ausencia del
distroglicano no interrumpié el desarrollo embriona-
rio, como se ha descrito en el ratén.*° Los pacientes
presentaron el sindrome WWS con calcificaciones
intracraneales y fallecieron entre la edad de unas
cuantas horas y los tres meses y medio debido a
paro respiratorio.

Es importante resaltar que los ocho pacientes que
han presentado mutaciones en el gen DAG1 son de
sexo femenino, lo que sugiere que estas mutaciones
son letales desde el desarrollo embrionario en los
hombres.

Modelos animales para el estudio de las
distroglicanopatias

El avance biotecnoldgico acelerado de los ultimos 15
afos ha permitido el desarrollo de diferentes metodo-
logias para generar modelos animales de una gran
variedad de enfermedades humanas, incluyendo el
cultivo y manipulacion de células embrionarias, la utili-
zacion de vectores virales y, recientemente, el sistema
CRISPR (por sus siglas en inglés: clustered regularly
interspaced short palindromic repeats); este ultimo
permite editar el genoma en regiones precisas para
noquear o modificar genes de interés. Los modelos
animales son de gran utilidad para conocer la funcién
de los genes en su estado normal y patoldgico, asi
como para experimentar terapias basadas en farma-
cos, células o genes.

A continuacion se describen los modelos animales
que se han desarrollado para el estudio de las distro-
glicanopatias.
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Modelos en raton
MutacioNEs EN EL GEN DAGT

La ausencia de distroglicanos en ratones nulos es letal
en etapas embrionarias debido a defectos en las etapas
tempranas del ensamblaje de la membrana basal.’® Sin
embargo, a través de la tecnologia Cre-LoxP, se han
generado modelos condicionales de silenciamiento
tejido-especifico del distroglicano. La eliminacion del
gen DAG1 en el musculo esquelético de ratdon produjo
un fenotipo distréfico leve, ya que las células satélites
conservan la capacidad de expresar el distroglicano y,
de esta manera, regeneran fibras musculares.®” Sin em-
bargo, la eliminacion del distroglicano del SNC produjo
un fenotipo similar al de las patoldégicas WWS, MEB,
FCMD y al del ratén Large™¢, el cual presenta dafio en
las capas corticales, fusion de hemisferios cerebrales
y migracion aberrante de células de la granula (ver
la siguiente seccion, parrafo dos).%® Por otro lado, se
generd un ratdn que porta la mutacion p.Treo192Met,
la cual genera manifestaciones leves de LGMD en el
humano. Este ratén desarrolla un fenotipo de distrofia
muscular con deterioro funcional del SNC, pero sin
aparentes malformaciones estructurales del cerebro.

MUTACIONES EN 10S GENES QUE CODIFICAN
PARA LAS GLICOSILTRANSFERASAS

Ratones nulos para los genes de fukutina y POMT1
son letales en etapas embrionarias tempranas debido
al dafo que causan sobre la membrana basal.®®" En
contraste, el ratén quimérico deficiente de fukutina,
generado a través de células madre embrionarias (ES),
presenta un fenotipo similar al del WWS.™*

El ratén Large™¢, el cual pierde la funcion del gen
Large, desarrolla un fenotipo similar a la distrofia mus-
cular congénita de Fukuyama (FCMD) y la enfermedad
del musculo-ojo-cerebro (MEB); va acompanado, ade-
mas, por anomalias oculares y defectos de migracion
neuronal. El modelo murino de MYD se ha utilizado
para estudiar la funcién de la glicosilacién del a-DG
en el musculo, el cerebro y la retina.”? Finalmente, se
han generado dos ratones nulos para el gen PomG-
nT1; ambos modelos presentan un fenotipo similar
que consiste en miopatia, glicosilacién aberrante del
distroglicano y anormalidades en el SNC.”

Modelos en el pez cebra

El modelo del pez cebra ha representado una alterna-
tiva muy util para el estudio de las distroglicanopatias,
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ya que los genes involucrados en este grupo de pato-
logias estan conservados entre el humanoy el pez ce-
bra. Ademas, para estudios de desarrollo embrionario,
el pez cebra posee una ventaja notable: el embridn es
transldcido y tiene una proporcién elevada de tejido
muscular. Se ha documentado que este modelo es
ideal para probar agentes terapéuticos potenciales y
analizar sus efectos a nivel genético a gran escala.”™

MuTtacioNEs EN EL GEN DAGT

A través de un mapeo genético, se identificé un or-
télogo del gen DAG1 en el pez cebra. De manera
interesante, la introduccién de una mutacion puntual
(c.1700T> A; p.V567D) provoca el desarrollo de un
fenotipo similar al de los sindromes de musculo-ojos-
cerebro (MEB) y WWS. Esta mutacion impide la ex-
presién de ambos, a-DG y B-DG, desestabilizando la
conexion de la matriz extracelular con el citoesqueleto
de actina. Se piensa que este modelo animal ayudara a
comprender las bases moleculares de la participacion
del distroglicano en las distroglicanopatias.”™

MUTACION EN EL GEN DE LA GLICOSILTRANSFERASA
FUKUTINA

El modelo del pez cebra que presenta deficiencia de
fukutina (FKRP) manifiesta anormalidades muscula-
res, neuronales y oculares.™

Estrate?as terapéuticas para combatir las
distroglicanopatias

Las distroglicanopatias exhiben fenotipos severos que
ocasionan en algunos casos la muerte de los pacientes
poco después del nacimiento o en edades tempranas.
En este escenario, el desarrollo de terapias efectivas
contra las distroglicanopatias es impostergable. No
obstante, la aplicacion segura de tratamientos tera-
péuticos requiere su comprobacion previa en modelos
celulares y animales.

Una caracteristica comun para todas las distro-
glicanopatias es la hipoglicosilacion del a-DG; por lo
tanto, las estrategias terapéuticas se han dirigido a
restaurar la glicosilacion de esta proteina, esperando
gue de esta manera el a-DG recupere la capacidad
para interaccionar con las proteinas de la matriz extra-
celular y se impida en ultima instancia el desarrollo de
la distrofia muscular, asi como de las afectaciones del
cerebro y el sistema ocular. Tomando en cuenta que
la enzima LARGE es clave en la via de glicosilacién
del a-DG, se analizd el efecto de la sobreexpresion de
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LARGE en un modelo murino de distroglicanopatia. La
sobreexpresion de LARGE restablece la glicosilacion
del o-DG e, interesantemente, aminora el fenotipo
distréfico del raton Large™¢.”” En este mismo estudio,
se observo que la sobreexpresion de LARGE, pero no
de las glicosiltransferasas POMGnT1 y FKRP, res-
taura la glicosilacion y, por ende, la funcién del a-DG
en cultivos de células de pacientes. Estos hallazgos
posicionan a LARGE como blanco terapéutico para
combatir las distroglicanopatias;’®™ sin embargo,
se requieren estudios mas profundos para descartar
dafios colaterales de la sobreexpresion de LARGE y
examinar si las afectaciones estructurales/funcionales
del cerebro se logran también revertir.

Conclusiones

La ocurrencia de una variedad de distrofias musculares
debidas a defectos en la glicosilacion del a-DG resalta
la funcion critica de esta proteina para conectar la ma-
triz extracelular y el citoesqueleto de actina, proceso
esencial para el correcto funcionamiento del tejido
muscular y el cerebro. La glicosilacion del o-DG es
necesaria para que se asocie con componentes de la
matriz extracelular; por lo tanto, la diseccién de la via
de glicosilacion del a-DG es un paso necesario para
entender las bases moleculares de las distroglicano-
patias. En este mismo sentido, se vislumbra que los
esfuerzos futuros para el desarrollo de terapias contra
las distroglicanopatias se enfocaran en la restauracion
de la glicosilacién del o-DG.
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