Distrofias Musculares Congénitas: Mecanismos moleculares y últimos avances.

Dra .Cecilia Jiménez  Mallabrera

Unidad de Patología Neuromuscular. Servicio de Neurología. Hospital Sant Joan de Déu. Barcelona
Esta mañana voy a hablarles del estado actual del conocimiento sobre los mecanismos moleculares responsables de las principales formas de distrofias musculares congénitas (DMC) y como estos conocimientos se están aplicando al desarrollo de posibles terapias. Durante el curso de la presentación les hablaré también de los proyectos de investigación aplicada que llevamos a cabo en la Unitat de Patologia Muscular del Hospital  Sant Joan de Déu en este campo. 

Cada célula muscular esta rodeada de una membrana lipídica (sarcolema) y de una lamina basal. Entre las fibras existe un tejido conectivo especializado que contiene sobre todo colágeno que se denomina matriz extracelular. La mayoría de las proteínas implicadas en el origen de las distrofias musculares congénitas (DMC) se encuentran en el exterior de la fibra, bien en la lámina basal o en la matriz extracelular. Estas proteínas son la merosina, el (-distroglicano y el colágeno VI. Para mi exposición me centraré en estos dos últimos dado que la Dra Smeyers les hablara esta misma mañana de la merosina. 

A)- Distrofias musculares por alteraciones del alfa distroglicano

El distroglicano es una proteína que forma parte del complejo asociado a la distrofina. El gen que codifica el distroglicano produce una sola proteína que es posteriormente cortada en dos cadenas : (-distroglicano componente transmembrana que se une a la distrofina y el (-distroglicano que proyecta su extremo N-terminal hacia el espacio extracelular donde actúa como receptor de la merosina.. El distroglicano desempeña un papel fundamental en el desarrollo y organización de las membranas basales en general y aunque no existen mutaciones asociadas al gen del distroglicano en el hombre, ratones en los que el gen ha sido inactivado mueren en los estadios tempranos del desarrollo embrionario porque son incapaces de generar las estructuras necesarias (membrana de Reitcher). 

Tanto el (- como el (- distroglicano contienen cadenas de azúcares añadidas. El proceso por el cual se añaden azúcares a proteínas se denomina ‘glicosilación’ y es una modificación común a muchas proteínas. Los azúcares se pueden unir a las proteínas a través de una asparagina , conocido como (N-glicosilación), o a un residuo de serina o treonina, conocido como  (O-glicosilación), y son los propios azúcares los que confieren diversas propiedades a la proteína modificada incluyendo su interacción con otras proteínas. Aunque el (- distroglicano contiene oligosacaridos unidos de ambas formas, son aquellos unidos de forma “O” los que median la su interacción con sus ligandos (principalmente merosina, agrina y neurexina) e intervienen en procesos tales como la migración neuronal.  

Existe un subgrupo de DMC que tienen como denominador común la alteración del proceso de glicosilación del (-distroglicano que se denominan colectivamente ‘distroglicanopatias’(6). Hasta la fecha se conocen 6 genes/proteínas afectadas que están directa o indirectamente implicadas en la glicosilación del  (-distroglicano. Estos 6 genes son responsables de aproximadamente el 60% de los casos con defectos en la glicosilación del (-distroglicano. La causa genética y el defecto bioquímico asociado con el 40% restante todavía se desconoce 


(3) ADDIN EN.CITE . Las distroglicanopatías incluyen el síndrome de Walker Warburg la enfermedad de músculo-ojo-cerebro, la distrofia muscular de Fukuyama y las distrofias musculares congénitas de tipo 1B, 1C y 1D. En su conjunto son enfermedades raras pero existen variaciones geográficas. Por ejemplo en Japón la FCMD es la forma más común de distrofia muscular  después de  la  Distrofia Muscular de Duchenne. Además del músculo, el sistema nervioso central también esta afectado en las formas más graves. 

Tres de las 6 proteínas identificadas funcionan como glicosiltransferasas, (POMT1/2, POMGnT1) en el retículo sarcoplásmico y en el aparato de Golgi. La proteína LARGE parece que facilita la glicosilación uniéndose al extremo N-terminal antes de que el (-distroglicano sea exportado a la membrana celular. Las funciones de “fukutin related protein” (FKRP) y fukutina son todavía desconocidas.  

La glicosilación del (-distroglicano como causa de distrofia muscular es un mecanismo relativamente reciente y todavía quedan muchos aspectos por conocer. 

a. Por ejemplo, ¿por qué pacientes con el mismo grado de hipoglicosilación de (-distroglicano tienen distintos síntomas y presentaciones clínicas, por ejemplo con o sin afectación del SNC? 

b. ¿Cuales son los otros genes/proteínas defectuosos en los casos  en que  no se encuentran mutaciones en los 6 genes conocidos?. Probablemente  existan  otras proteínas importantes para la glicosilación del (-distroglicano que todavía no se han identificado.

c. ¿Existen otros azúcares en el (-distroglicano que son importantes para su función y unión con otras lamininas, (además de la merosina), en el músculo y cerebro?

d. ¿Existen otras proteínas en el músculo y en el cerebro cuya glicosilación esté también  alterada en estas patologías? 

Para investigar estas cuestiones es necesario en primer lugar disponer de un número significativo de pacientes que estén bien caracterizados a nivel bioquímico y genético. A este termino en el SJD estamos analizando de forma sistemática la glicosilación del (-distroglicano en todos los pacientes con distrofia muscular y niveles de creatina kinasa altos (incluidos los casos del Banco de Biopsias) con y sin alteraciones del SNC utilizando un panel de anticuerpos contra el distroglicano. Además,  para ampliar el espectro de los cuadros clínicos descritos pensamos incluir aquellos pacientes con trastornos en la migracion neuronal sin etiología confirmada que presenten o no alteración de la creatina kinasa sérica. 

En los casos en los que el patrón de glicosilacion esta alterado se envian los ADNs a diferentes centros ya sea de Espana  o del Reino Unido para secuenciar los 6 genes conocidos.  

Cabe resaltar la importancia de un diagnóstico molecular preciso. La confirmación de la mutación permite efectuar un consejo genético y un seguimiento apropiado y hace posible el diagnóstico prenatal. Además, es fundamental disponer de las mutaciones precisas para poder interpretar correctamente los resultados obtenidos en los proyectos de investigación. 

En colaboración con el Departamento de Bioquímica del SJD hemos empezado un proyecto para aplicar una técnica que se denomina ‘Electroforesis capilar de proteínas’ para el análisis del (-distroglicano. Este método se utiliza ya en el hospital para el análisis de un grupo de enfermedades debidas  a defectos  de glicosilación en este caso de tipo (N- glicosilación), utilizando como marcador la proteína transferrina. Esta técnica es mucho más rápida y precisa que el Western Blotting que tradicionalmente se ha empleado para el análisis del (-distroglicano. Además, su aplicación podría llevar a la identificación de otros azúcares en el (-distroglicano que estuviesen alterados y de otras proteínas cuya glicosilación fuese alterada. Podría constituir un importante marcador en este grupo de DMC.
Perspectivas de Tratamiento

En cuanto a las perspectivas de tratamiento en este subgrupo de DMC,  hay que resaltar los estudios realizados en el año 2004 por el equipo del Prof. Kevin Campbell en USA que demostraron que la sobre-expresión de LARGE puede compensar los defectos de glicosilación 


(2) ADDIN EN.CITE . En estos estudios introdujeron varias copias del gen LARGE utilizando un adenovirus en un ratón que se utilizó como modelo de este grupo de DMC y en células musculares y fibroblastos obtenidas de pacientes con FCMD, WWS y MEB en cultivo in vitro. Los resultados mostraron que de alguna forma, LARGE añadía otros azúcares que eran capaces de unirse a la laminina-1 restaurando parte de la función de (-distroglicano y mejorando la patología del músculo y la condición de los ratones. Este tratamiento no parecía tener efectos secundarios en los ratones pero los efectos positivos sólo se vieron cuando las inyecciones se realizaron en ratones de 2-4 días mientras que los comprendidos entre  12-15 días no se objetivaron efectos beneficiosos. 

Estos resultados son muy prometedores pero quedan todavía muchos aspectos por investigar en particular los efectos a largo plazo y las consecuencias en el cerebro y músculo cardíaco de la sobre-expresión de LARGE. En los últimos años, varios grupos tanto en USA como en Europa han estado trabajando en este concepto utilizando otros modelos de ratón y otras vías de introducir LARGE en el músculo.

B)- Distrofias musculares por alteraciones del colágeno VI

Estas alteraciones engloban principalmente dos fenotipos: La distrofia muscular de Ullrich  (DMU) y la miopatía de Bethlem ambos procesos son causados por mutaciones en alguno de los tres genes que codifican las diferentes cadenas constituyentes del colágeno VI. La DMU es una de las formas más comunes de DMC y su espectro clínico es muy variable.

El colágeno VI es un tipo de colágeno que se expresa en muchos tejidos incluidos el músculo y es especialmente abundante en la piel y en los discos intervertebrales. En el músculo se encuentra alrededor de cada fibra muscular y además entre las fibras uniendo la membrana basal a la matriz extracelular. La matrix extracelular no solo desempeña un papel de soporte estructural si no que también es importante para la transmisión de las fuerzas de contracción entre fibras musculares, para el desarrollo y la regeneración muscular y la transmisión de señales desde el espacio extracelular. Los fibroblastos que se encuentran entre las fibras musculares son los que sintetizan las moléculas de colágeno. Cada molécula de colágeno VI está formada por tres cadenas, (1, (2 y (3. Dentro de la célula las tres cadenas se unen formando un monómero básico  de colágeno VI. Todavía en el interior celular los monómeros se asocian en dímeros y tetrámeros que son secretados al exterior celular que al unirse entre si forman las microfibrillas de colágeno VI. 
Aunque inicialmente se pensaba que UCMD se heredaba sólo con carácter recesivo se ha visto recientemente que también se puede heredad de manera dominante. Muchas de estas mutaciones  son de novo, es decir no se han heredado de ninguno de los padres. Por eso, si la clínica y el análisis de la expresión del colágeno VI en la biopsia muscular o en el cultivo de  fibroblastos sugieren un defecto, es muy importante obtener un diagnostico genético de las mutaciones responsables  para poder dar un consejo genético apropiado. Los tres genes son largos y contienen muchas variaciones en su secuencia no patogénicas,  polimorfismos. Por lo tanto el análisis es complicado y costoso y sólo se lleva a cabo en unos pocos centros especializados. 

El diagnóstico a nivel de proteína se determina utilizando anticuerpos que detectan el colágeno VI en la biopsia muscular. Aunque algunas de las mutaciones más severas resultan en la ausencia total de colágeno VI, la mayoría de las mutaciones resultan en reducción parcial de la proteína. Concretamente, el hallazgo más común es la reducción en la tinción alrededor de la fibra muscular pero no en el tejido conectivo que separa las fibras. En estos casos la visualización del colágeno es difícil y por este motivo utilizamos un doble marcador con una proteína llamada perlecan que se encuentra en la lamina basal. 

La producción de colágeno VI también se puede analizar en cultivos de fibroblastos obtenidos por una biopsia de piel. En cultivos de fibroblastos sin expresión de ninguna mutación, el colágeno VI se secreta al medio extracelular mientras que en los fibroblastos de algunos pacientes con UCMD el colágeno VI se acumula en el interior de la célula. El colágeno VI defectuoso que se secreta es incapaz de formar fibras normales y no puede desempeñar su función. 

El colágeno VI se expresa también en la placenta y por eso es posible realizar diagnóstico prenatal mediante immunohistoquímica en paralelo con el análisis genético de las células fetales. 

Con la mejora del diagnóstico genético y bioquímico de los defectos en colágeno VI en los últimos años se ha descubierto que una proporción de los pacientes con una  

clínica y una patología sugerente de UCMD o Bethlem no tienen mutaciones en ninguno de los 3 genes de colágeno VI y por lo tanto debe de haber otros genes implicados. Estas otras proteínas podrían ser otras cadenas de colágeno o bien proteinas que se unen al colágeno VI o que lo modifican.

En el Hospital Sant Joan de Déu estamos investigando todos los pacientes con cuadro clínico de UCMD incluidos los casos del archivo de biopsias con la doble tinción colágeno VI/perlecán para poder detectar deficiencias sutiles de colágeno VI. Los casos en los que el colágeno VI está reducidos se procede al análisis genético. Estudio que se hace en  Ferrara (Italia). La Dra Patricia Sabatelli de Bolonia colabora  también el  análisis de la expresión del colágeno VI  en los casos de difícil diagnóstico. 

Aquellos pacientes con un cuadro clínico compatible con UCMD pero con colágeno VI normal y aquellos casos con deficiencia de colágeno VI pero sin mutaciones en colágeno VI se investigan para otras posibles causas genéticas. 

Perspectivas de tratamiento

Las mitocondrias son las organelas celulares donde se produce la energía en forma de ATP. En el 2003 investigadores en USA descubrieron que las mitocondrias de los ratones deficientes en una de las cadenas de colágeno VI no funcionaban bien y esto llevaba a un aumento en la muerte celular programada o apoptosis. Más importante todavía, los defectos en las mitocondrias y el aumento de la muerte celular se podían invertir si se trataban los ratones con ciclosporina 


(4) ADDIN EN.CITE . Estos resultados se confirmaron en células musculares en cultivos derivadas de pacientes 


(1) ADDIN EN.CITE  y más recientemente en biopsias obtenidas de pacientes tratados durante un mes con una dosis baja de ciclosporina 


(5) ADDIN EN.CITE . Dado que la ciclosporina tiene un efecto immunosupresor importante, otros compuestos con propiedades similares (Debio025) 


(5) ADDIN EN.CITE  se han propuesto como posible tratamiento farmacológico de los defectos de colágeno VI.  

Conclusiones

Durante los últimos 10 años se ha avanzado mucho en el conocimiento de las bases moleculares de las distrofias musculares congénitas y en su diagnóstico bioquímico y genético. La identificación  de las proteínas afectadas a permitido investigar las funciones  celulares afectadas en cada caso y buscar proteínas o agentes que puedan utilizarse como terapias en el futuro. Tanto la investigación básica en modelos animales como la investigación aplicada que se lleva a cabo en los hospitales es fundamental para este proceso de descubrimiento. 
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