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RESUMEN 

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad genética de herencia 

ligada al cromosoma X. El fenotipo principal de la enfermedad es la degeneración 

muscular, sin embargo, este fenotipo suele estar acompañado de un déficit cognitivo 

importante en algunos individuos, de gravedad variable y que no correlaciona con 

la severidad del deterioro muscular. El deterioro cognitivo se ha ligado a la actividad 

de las isoformas más pequeñas del gen de la distrofina Dp71 y Dp40, debido a que 

las mutaciones que causan este fenotipo están presentes en las regiones distales 

del gen DMD y correlacionan con este fenotipo. Las distrofinas Dp40 y Dp71 son las 

isoformas del gen DMD que se expresan en mayores niveles en el sistema nervioso 

y están involucradas en el desarrollo adecuado de células neurales y de la glía 

Recientemente se ha reportado una deleción de la leucina 170 (∆L170) de la Dp71, 

que causa un fenotipo de deterioro cognitivo sin deterioro muscular en los pacientes. 

Se ha estudiado el efecto de esta mutación en la función de la isoforma Dp40 

durante la diferenciación de las células PC12 en presencia del factor de crecimiento 

neural (NGF) y se ha relacionado con la inhibición en la formación de neuritas, así 

como con la localización nuclear de la isoforma en células PC12 transfectadas 

transitoriamente. En este trabajo se analizó el efecto de la deleción ΔL170 en la 

función de la isoforma Dp40 durante el proceso de diferenciación neural de células 

PC12 Tet-On transfectadas de manera estable con plásmidos que expresan a las 

proteínas Dp40 y Dp40ΔL170, en presencia de NGF. Adicionalmente se comenzó la 

construcción de vectores de expresión de la mutante Dp71fΔL170. En comparación 

con la línea celular PC12 Tet-On/Dp40, las clonas PC12 Tet-On/Dp40ΔL170 (clona C-

23 y clona C-26) mostraron una reducción en la proliferación en condiciones 

normales; en condiciones de diferenciación en presencia de NGF mostraron una 

disminución en el número y tamaño de las neuritas producidas. Se observó una 

distribución mayoritariamente nuclear de la proteína Dp40ΔL170 en comparación con 

la proteína Dp40 silvestre en células no diferenciadas, así como un retardo en la 

exportación de la distrofina Dp40 mutante al citoplasma durante la diferenciación 

neuronal. Por ensayos de western blot se observó un aumento en los marcadores 

de proliferación en las clonas PC12 Tet-On/Dp40ΔL170 (C-23 y C-26), así como una 

disminución en los marcadores de diferenciación y un aumento en los marcadores 

que indican daño neuronal. En conclusión, la sobreexpresión de la distrofina Dp40 

promueve la formación de neuritas de las células PC12-Tet-On, la cual se ve 

retardada y disminuida por la sobreexpresión de PC12 Tet-On/Dp40ΔL170. 
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ABSTRACT 

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a genetic disease of X-linked inheritance. 

The main phenotype of the disease is the muscular degeneration; however, this 

phenotype could be accompanied by a significant cognitive deficit in some 

individuals with variable severity. This last phenotype does not correlate with the 

severity of muscle deterioration. Cognitive impairment has been linked to the activity 

of the smaller isoforms of the dystrophin gene Dp71 and Dp40, since the mutations 

that cause this phenotype are present in the distal regions of the DMD gene. 

Dystrophins Dp40 and Dp71 are the isoforms of the DMD gene that are expressed 

at higher levels in the nervous system and are involved in the proper development 

of neural cells and glia. A deletion of leucine 170 (∆L170) in the region coding for 

Dp71, causes a cognitive impairment phenotype without muscle impairment in a 

family. The effect of this mutation on the function of the Dp40 isoform, during the 

differentiation of PC12 cells in the presence of neural growth factor (NGF), has been 

studied and has been related to the inhibition of neurite formation, as well as to the 

altered subcellular localization of the isoform in transiently transfected PC12 cells. 

In this work it was analyzed the effect of the ΔL170 deletion on the function of Dp40 

and Dp40ΔL170 during the neural differentiation process of stably transfected PC12 

Tet-On cells. Additionally, the construction of expression vectors for the mutant 

Dp71fΔL170 was started. Compared to the PC12 Tet-On/Dp40 cell line, clones PC12 

Tet-On/Dp40ΔL170 (C-23 and C-26) showed decreased proliferation under normal 

conditions. Under differentiation conditions in the presence of NGF, these clones 

showed a decrease in the number and size of neurites produced. A predominantly 

nuclear distribution of the Dp40ΔL170 protein compared to the wild-type Dp40 protein 

in undifferentiated cells was observed, as well as a delay in the export of the mutant 

dystrophin Dp40 to the cytoplasm during neuronal differentiation. Western blot 

assays showed an increase in proliferation markers in clones PC12 Tet-

On/Dp40ΔL170 (C-23 and C-26), as well as a decrease in differentiation markers and 

an increase in markers of neuronal damage. In conclusion, overexpression of 

dystrophin Dp40 promotes neurite formation and growth in PC12-Tet-On cells, while 

overexpression of PC12 Tet-On/Dp40ΔL170 delay this process and reduces the 

neurite formation. 
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1.  INTRODUCCIÓN  

a. Enfermedades genéticas 

En gran medida el desarrollo del proyecto del genoma humano fue realizado con la 

idea de encontrar las causas genéticas de las enfermedades más comunes (Ropers, 

2007).  Posteriormente, gracias a las novedosas tecnologías de secuenciación, las 

técnicas que permiten comparar genomas de forma masiva, así como los programas 

bioinformáticos que lo hacen posible, se ha descubierto que la realidad es más 

compleja de lo que se pensaba. Las respuestas a las preguntas planteadas no se 

encontraron solo con mapear el genoma humano, conforme se ha profundizado en 

la etiología de diversas enfermedades, haciendo uso de las nuevas herramientas 

moleculares, se ha descubierto que muchas de las enfermedades que 

anteriormente se creía que no estaban asociadas a desordenes genéticos, en 

realidad tienen uno o más componentes genéticos asociados. Se puede decir que 

nuestra constitución genética juega un papel, en mayor o menor medida, en todos 

los procesos patológicos, incluidos los trastornos comunes, como consecuencia de 

la multitud de diferencias en nuestro DNA (Jackson et al., 2018). El número 

creciente de enfermedades en esta situación llevaría no solo a la popularización del 

término “enfermedades genéticas” sino también a la necesidad de una clasificación 

más estricta o elaborada para su estudio. Según el Instituto Nacional de 

Investigación del Genoma Humano, un trastorno genético es una enfermedad 

causada en su totalidad o en parte por un cambio en la secuencia de DNA con 

respecto a una secuencia de referencia o consenso. Como se mencionó 

anteriormente, esta definición, por su naturaleza, engloba una amplia cantidad de 

enfermedades muy diferentes entre sí, situación que llevó a la clasificación basada 

en sus características genéticas.  

La genética moderna distingue los trastornos genéticos heredables en trastornos 

mendelianos y complejos. El término trastornos mendelianos hace referencia a las 

variantes de un  gen cuyo mecanismo de herencia puede ser explicado mediante la 

genética clásica (Lvovs et al., 2012), por otro lado, existen otros trastornos en los 

que claramente se observa una recurrencia familiar y presumiblemente tienen un 
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componente genético, pero sus patrones de herencia no pueden ser explicados por 

la segregación mendeliana clásica. Definir el gen causante de enfermedades no 

mendelianas es más difícil (Van Heyningen & Yeyati, n.d.) puesto que las 

enfermedades complejas pueden depender tanto de un componente genético que 

está determinado por la acción conjunta de varios genes polimórficos 

independientes como de otros factores (Lvovs et al., 2012). A la observación anterior 

debemos agregar que existen trastornos genéticos que fuera de ser provocados por 

uno o varios genes, el daño genético es tan representativo que puede ser observado 

en el siguiente nivel de organización genética, es decir, a nivel cromosómico. Dicho 

lo anterior y debido a la escala en la que observamos los cambios en la secuencia 

genética podemos distinguir tres grupos principales de trastornos genéticos: 

trastornos de un solo gen (trastornos monogénicos), trastornos cromosómicos 

(producidos por cambios en el número o estructura de cromosomas completos) y 

trastornos multifactoriales (de herencia multifactorial) (Mahdieh & Rabbani, 2013). 

Debemos tomar en cuenta que las clasificaciones son relativas, dependen de la 

perspectiva, se encuentran en constante evolución dependiendo de los recursos 

que existen para el estudio de los trastornos genéticos y se ven modificadas a 

medida que se va profundizando en el conocimiento de los padecimientos. Como 

ejemplo podemos mencionar que inicialmente la clasificación de los trastornos 

genéticos estaba dividida en 4 grupos principales, que eran los 3 grupos 

mencionados anteriormente (ejemplificados en la Tabla1) y además, como cuarto 

grupo, se incluían los trastornos genéticos mitocondriales; actualmente el grupo de 

los trastornos genéticos mitocondriales ha sido removido y posicionado 

dependiendo de las características del trastorno en particular, independientemente 

de que el material genético se encontrara en la mitocondria. A continuación, se 

muestran algunos ejemplos de trastornos genéticos ordenados según la 

clasificación previamente mencionada (Tabla 1). 
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Tabla 1 Ejemplos de Trastornos genéticos y su clasificación. Actualmente se pueden agrupar los trastornos en 
3 categorías principales, que son: trastornos de un solo gen, trastornos cromosómicos y trastornos 
multifactoriales. Varios trastornos pueden incluirse en diferente clasificación dependiendo del subtipo del 
trastorno, o bien, del patrón de herencia para los diferentes genes causantes de la misma enfermedad. 

Trastornos Genéticos 

De un solo gen 

Autosómico 

dominante 

Acondroplasia (gen FGFR3; cuando es heredada); Enfermedad renal 

poliquística autosómica dominante (gen  PKD1/PKD2); Síndrome de Charcot-

Marie-Tooth (gen GARS en el tipo 2D); síndrome de Dercum (cuando es 

heredado); Hipercolesterolemia familiar (gen LDL-R/APOB/PCSK9); 

Holoprosencefalia (puede haber mutación sin sintomas gen 

SHH/ZIC2/SIX3/TGIF1); Enfermedad de Huntington (gen HTT); Síndrome de 

Marfan (gen FBN1); Distrofia miotónica (gen DMPK / CNBP); 

Neurofibromatosis tipo 1 (gen NF1); Neurofibromatosis tipo 2 (gen NF2); 

Síndrome de Noonan (gen PTPN11 / SOS1 / RAF1 / RIT1); Osteogénesis 

imperfecta (gen COL1A1 / COL1A2); Enfermedad de Parkinson (gen RRK2 / 

SNCA; cuando es heredada); Síndrome de progeria de Hutchinson-Gilford 

(gen LMNA).  

 

Autosómico 

recesivo 

Fibrosis quística (gen CFTR); Fiebre mediterránea familiar (gen MEFV); 

Enfermedad de Gaucher (gen GBA); Hemocromatosis (gen C282Y/H63D); 

Citrulinemia (gen ASS1); Aciduria argininosuccínica (gen ASL); Deficiencia de 

arginasa (gen ARG1); Acidemia propiónica (gen PCCA / PCCB); Acidemia 

metilmalónica (gen MMUT / MMAA / MMAB / MMADHC / MCEE/LMBRD1); 

Acidemia isovalérica (gen IVD); Acidemia glutárica tipo I (gen GCDH); 

Enfermedad de la orina con jarabe de arce (gen BCKDHA / BCKDHB / DBT); 

Deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de cadena media (gen ACADM); 

Deficiencia de carnitina palmitoiltransferasa I (gen CPT1A); Deficiencia de 3-

hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de cadena larga (gen HADHA); Tirosinemia 

(genes FAH / TAT / HPD); Fenilcetonuria (gen PAH); Homocistinuria (genes 

CBS / MTHFR / MTR / MTRR / MMADHC); Galactosemia (genes GALT / 

GALK1 / GALE); Intolerancia hereditaria a la fructosa (gen ALDOB); 

Enfermedad de Parkinson (gen PARK7 / PINK1 / PRKN; cuando es heredado); 

Síndrome de Polonia (cuando es heredado; gen desconocido); Anemia 

falciforme (gen HBB); Atrofia muscular espinal (gen SMN1); Enfermedad de 

Tay-Sachs (gen HEXA); Trimetilaminuria (gen FMO3); Enfermedad de Wilson 

(gen ATP7B) 

 



4 
 

Codominante Deficiencia de alfa-1 antitripsina (gen SERPINA1); Factor V Leiden (gen F5, 

dominancia incompleta) 

Ligado al 

cromosoma X 

Distrofia muscular de Duchenne (gen DMD); Síndrome X frágil (gen FMR1); 

Hemofilia A (gen F8); Hemofilia B (gen F9); Deficiencia de ornitina 

transcarbamilasa (gen OTC); Deficiencia de piruvato deshidrogenasa (el 

patrón de herencia depende del gen, gen PDHA1); Porfiria (gen ALAS2; el 

patrón de herencia depende del gen); Inmunodeficiencia combinada grave 

(gen IL2RG) 

Ligado al 

cromosoma Y 

Infertilidad del cromosoma Y; Síndrome de Swyer (cuando aplique) 

Mitocondrial Encefalomiopatía mitocondrial; acidosis láctica y episodios similares a 

accidentes cerebrovasculares (genes MT-ND1 / MT-ND5 / MT-TH / MT-TL1 / 

MT-TV); Epilepsia mioclónica con fibras rojas irregulares (gen MT-TK) 

Sin patrón de 

herencia claro 

Síndrome antifosfolípido  

Cromosómicos 

Síndrome de Cri du chat (Cromosoma 5); síndrome de Down (Cromosoma 21); síndrome de 

Klinefelter (Crmosoma X); Síndrome de Turner (Cromosoma X); Síndrome velocardiofacial 

(Cromosoma 22) 

Multifactoriales 

Trastorno por déficit de atención con hiperactividad (TDAH); Autismo; Cáncer de mama; Cáncer 

de colon; Sindrome de Crohn;  Dindrome de Duane; Cancer de próstata; Retinitis pigmentosa; 

Melanoma 

 

Información recopilada del Instituto Nacional de Investigación del Genoma Humano y otras bases 
de datos gubernamentales (NCBI, NHI). 
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i. Trastornos de un solo gen  

 

Como se ha mostrado en la tabla 1, es más frecuente encontrar ejemplos de 

trastornos genéticos de un solo gen; hasta 2019 se contabilizaban más de 6000 

enfermedades causadas por mutaciones de este tipo (Culver, 2019). Desde el 

establecimiento de las leyes de Mendel se ha intentado dilucidar los componentes 

genéticos de los múltiples fenotipos existentes, es decir, se han estudiado los 

factores genéticos asociados con las enfermedades desde mucho antes que el 

DNA, es por esta razón que los trastornos de un solo gen con patrones de herencia 

mendeliana han contribuido en gran medida a la identificación de genes y vías 

implicadas en enfermedades genéticas, y es también por esa razón que en estos 

casos, el análisis molecular predice el estado de la enfermedad de forma 

relativamente directa (Van Heyningen & Yeyati, n.d.). Dicho lo anterior, podemos 

entender que la causa de que los trastornos de un solo gen se encuentren entre los 

trastornos genéticos mejor conocidos, es que sus patrones de herencia son 

relativamente sencillos (recesivos o dominantes) y su origen genético relativamente 

simple (Genetic Alliance & District of Columbia Department of Health, 2010). En este 

punto cabe destacar que derivado de las leyes de Mendel, podemos encontrar una 

importante subdivisión en los trastornos de un solo gen que comprende el patrón 

que siguen para su herencia, así bien podemos distinguir los trastornos autosómicos 

dominantes, autosómicos recesivos, recesivos ligados al cromosoma X, dominantes 

ligados al cromosoma X y ligados al cromosoma Y (Mahdieh & Rabbani, 2013). En 

general, las enfermedades clasificadas en este grupo son causadas principalmente 

por un solo gen, sin embargo, hay varias situaciones en las que existen mutaciones 

diferentes que pueden dar como resultado la misma enfermedad, por ejemplo, para 

la homocistinuria la afección de cualquiera de los genes CBS, MTHFR, MTR, MTRR, 

MMADHC, entre otros genes, es la causa de su fenotipo (véase la Tabla 1 para más 

ejemplos). Incluso una misma mutación puede producir fenotipos no idénticos 

(Genetic Alliance & District of Columbia Department of Health, 2010) debido a que 

existen otros factores involucrados en la expresión como la epigenética. Otro hecho 

importante es que si un mismo trastorno esta ocasionado por diferentes genes, 
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dependiendo de en cuál de estos genes nos enfoquemos, la misma enfermedad 

puede estar clasificada en diferentes grupos, ya que el patrón de herencia está en 

función del producto del gen. 

Como se ha mencionado anteriormente los trastornos asociados con la herencia 

genética mitocondrial son causados por mutaciones en el DNA no nuclear de las 

mitocondrias y debido a que muchos de ellos suelen ser trastornos de un  gen están 

englobados en esta categoría, radicando la diferencia en su patrón de herencia 

genética, que es ligado a la mitocondria. 

 

ii. Trastornos cromosómicos  

 

Para su correcto ordenamiento, los genes se organizan en estructuras más grandes 

llamadas cromosomas, los cuales están compactados en el núcleo de cada célula. 

Dado que los cromosomas están constituidos por genes, las anomalías en el 

número o la estructura de los cromosomas pueden provocar enfermedades. Cada 

vez que una célula se divide, los cromosomas son replicados y posteriormente 

segregados a cada una de las células, este proceso es delicado y altamente 

regulado, lo que lo hace propenso a que cualquier falla se convierta en una potencial 

anomalía cromosómica grave para el desarrollo y viabilidad de esa célula. Cuando 

se produce una anomalía en una célula germinal o en la fecundación de estas, que 

no afecta la viabilidad de un producto, este generará todas las células con dicho 

trastorno cromosómico, así bien, entendemos que las anomalías cromosómicas 

generalmente ocurren debido a un problema con la división celular que no afecto la 

viabilidad en etapas tempranas del desarrollo. Para entenderlas más fácilmente 

podemos distinguir dos tipos de anomalías cromosómicas: numéricas o 

estructurales (Genetic Alliance & District of Columbia Department of Health, 2010).  

Anomalías numéricas 

Como el termino lo indica, esta categoría corresponde a cualquier disparidad en el 

número de cromosomas dentro del núcleo de una célula. El genoma humano consta 
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de 23 pares de cromosomas en el núcleo de cada célula autosómica, cualquier 

diferencia en el número de cromosomas dentro del núcleo comparado con dicha 

referencia se conoce como aneuploidía (si la anomalía numérica no es múltiplo de 

23 y sin distinguir si el número de cromosomas es menor a 46 o mayor) o poliploidía 

(si es en múltiplos de 23 y para lo cual cada caso es distinguido por un término 

propio). Una célula convencional con 46 cromosomas se dice que es diploide, pues 

contiene dos copias de esos 23 cromosomas. Si el trastorno cromosómico numérico 

se da en múltiplos de esos 23 cromosomas se les llama triploidía (si existen 3 copias 

de los 23 cromosomas, es decir 69 cromosomas) y tetraploidia (si existen 4 copias 

de los 23 cromosomas, es decir 92 cromosomas). Estas condiciones son 

difícilmente compatibles con la vida dado que comprometen la viabilidad del 

producto por completo, mientras las triploidías suelen llevar a abortos espontáneos 

en las etapas tempranas del desarrollo, las tetraploidías no son viables (Jackson et 

al., 2018) (Genetic Alliance & District of Columbia Department of Health, 2010). 

Anormalidades estructurales 

Por otra parte, las anomalías cromosómicas estructurales corresponden a las 

situaciones en las que el número de cromosomas es correcto, pero no su estructura, 

tamaño, orden o disposición; cada uno de los 23 cromosomas contienen un número 

de genes en un orden específico, cualquier anomalía en esa disposición 

corresponde a una anomalía cromosómica estructural. Los cromosomas están en 

constante movimiento, lo que puede provocar roturas en los mismos, existen 

mecanismos de reparación del DNA que reconocen las roturas de cromosomas y 

las reparan. Sin embargo, estos mecanismos ocasionalmente reparan cromosomas 

rotos de manera incorrecta (Jackson et al., 2018), por esta razón suele pensarse 

que dichas anomalías son el resultado de la rotura y la unión incorrecta de 

segmentos cromosómicos. Existe una variedad de anomalías cromosómicas 

estructurales que dan lugar a enfermedades y se pueden distinguir un par de 

subtipos. Los reordenamientos estructurales se definen como equilibrados si está 

presente el conjunto de cromosomas completo, aunque ordenado de una manera 

diferente. En el caso del reordenamiento estructural desequilibrado si hay 
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información adicional o faltante en alguno de los cromosomas, los reordenamientos 

desequilibrados pueden incluir deleciones, duplicaciones o inserciones de un 

segmento cromosómico (Genetic Alliance & District of Columbia Department of 

Health, 2010). 

 

iii. Trastornos multifactoriales  

 

Los trastornos multifactoriales también se denominan de herencia compleja o 

poligénica, y en general se refiere a que no siguen patrones de herencia 

mendelianos, el concepto de “trastornos multifactoriales” hace alusión a la razón de 

dicha situación, y es que no se puede dar un patrón de herencia definido cuando se 

trata de varios genes distintos heredados independientemente. Se entiende que los 

trastornos de herencia multifactorial son causados por una combinación de 

variantes de múltiples genes, factores ambientales y otros procesos de regulación 

genética más complejos.  

Como se revisó anteriormente, los patrones de herencia claros asociados con los 

trastornos monogénicos han facilitado la identificación de los cambios genéticos 

causantes de estas afecciones. Sin embargo, cada vez se estudian con mayor 

profundidad las contribuciones genéticas de trastornos multifactoriales complejos. 

Si bien, el impacto de una variante individual en un gen puede ser muy pequeño, 

cuando está presente junto con múltiples variantes en otros genes, en el contexto 

de un entorno particular, puede conducir a un mayor riesgo de enfermedad (Jackson 

et al., 2018). 
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2. ANTECEDENTES GENERALES 

a. Distrofias musculares 

 

El presente trabajo se enfoca en las distrofias musculares, un grupo heterogéneo 

de trastornos genéticos (de un solo gen en su mayoría), miogénicos, hereditarios 

que se caracterizan por un desgaste progresivo y debilidad de los músculos 

esqueléticos, con distribución y gravedad variables. Estos padecimientos se pueden 

subdividir en varios grupos, de acuerdo con la distribución de la debilidad muscular 

predominante (Emery, 2002). Las mutaciones genéticas causan disfunción o falta 

de proteínas que son esenciales para la estabilidad de las células musculares, lo 

que conduce a la destrucción progresiva y debilidad en los músculos (Theadom et 

al., 2014).  Las distrofias musculares varían en sus características genéticas y 

bioquímicas, la distribución de la musculatura afectada, el grado de compromiso 

respiratorio y cardíaco y la afectación de otros sistemas orgánicos como los ojos y 

el sistema nervioso central, incluso existe variedad entre pacientes con el mismo 

trastorno y mutaciones genéticas, en la edad de aparición, gravedad, progresión, 

pronóstico y, por tanto, manejo óptimo (Carter et al., 2018). A la fecha se estima que 

los genes causantes de las distrofias musculares son más de 40 (Mercuri et al., 

2019). 

Existen diferentes tipos de distrofias musculares, a continuación, se muestra una 

descripción breve de algunos ejemplos para contextualizar las diferencias y 

similitudes; también se muestran algunos de los genes causantes para observar la 

variabilidad en el genotipo y consecuentemente en el patrón de herencia (Tabla 2). 

 

Distrofia muscular congénita  

Las distrofias musculares congénitas describen a niños sintomáticos en el primer 

año de vida o al nacer; a veces también antes del nacimiento (Mercuri et al., 2019). 

Los niños en este grupo presentan hipotonía y debilidad muscular al nacer o durante 

los primeros meses de vida. Se han reconocido varias formas diferentes, algunas 
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con y otras sin daño cognitivo significativo (F. Muntoni et al., 2002). A nivel celular 

las anomalías se dan en la matriz extracelular y en las proteínas de la membrana 

basal dando como resultado las variantes más comunes de distrofias musculares 

congénitas: colágeno 6, laminina 211 y el receptor celular α-distroglicano (Mercuri 

et al., 2019). 

 

Distrofia muscular de Duchenne y Becker 

Estas distrofias describen dos casos diferentes, su fenotipo es generado por 

anomalías en el mismo gen. La diferencia principal es que en la distrofia muscular 

de Duchenne el producto del gen está ausente o no es funcional, mientras que en 

la distrofia muscular de Becker el producto del gen es parcialmente funcional, esta 

última, por tanto, muestra un fenotipo similar al de Duchenne, pero menos agresivo. 

La distrofia muscular de Duchenne se manifiesta en la infancia, después de los 

primeros años de vida, a menudo como un daño cognitivo leve en la adquisición de 

la deambulación, con dificultades para correr y, más tarde, para subir escaleras, 

caídas frecuentes, incapacidad para correr y subir escaleras y dificultad para 

levantarse del suelo. Es habitual cierto grado de deterioro mental, aproximadamente 

el 20% de los niños afectados tienen un coeficiente intelectual de menos de 70 

(Mercuri et al., 2019; Mueller Emery AEH, 2004). 

Como se mencionó anteriormente, en la distrofia muscular de Becker, la distribución 

del desgaste y la debilidad muscular es muy similar a la de la distrofia muscular de 

Duchenne, pero el curso de la enfermedad es más benigno, con una edad de inicio 

alrededor de los 12 años; algunos pacientes no presentan síntomas hasta mucho 

más tarde en la vida (Emery, 2002). 

 

Distrofia muscular de Emery-Dreifuss 

Esta distrofia se distingue por varias manifestaciones como contracturas tempranas, 

antes de que haya una debilidad clínicamente significativa de los tendones de 
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Aquiles, los codos y los músculos cervicales posteriores, con limitación inicial de la 

flexión del cuello, otra manifestación es el debilitamiento y la atrofia muscular 

progresiva con una distribución proximal en las extremidades superiores y distal en 

las inferiores al principio de la evolución de la enfermedad. Finalmente, surge la 

miocardiopatía, que va desde bradicardia sinusal, prolongación del intervalo PR, 

hasta bloqueo cardíaco completo (Emery, 1989; Mercuri et al., 2019). 

 

Distrofia muscular distal 

Como su nombre lo indica en esta distrofia muscular, la debilidad es principalmente 

distal. El trastorno se puede dividir en dos grupos principales: aparición tardía (más 

de 40 años) con herencia autosómica dominante, en donde está incluida la 

enfermedad de Welander; y de inicio temprano (menos de 30 años) con herencia 

autosómica recesiva (Nonaka, 1999). 

 

Distrofia muscular facioescapulohumeral 

Esta distrofia deriva su nombre de los grupos de músculos con debilidad progresiva 

que se ven afectados, principalmente: la cara y la cintura escapular, los extensores 

del pie y los músculos de la cintura pélvica. El deterioro mental no es una 

característica, pero pueden surgir enfermedades vasculares retinianas y pérdida de 

audición (Laforêt et al., 1998; Mercuri et al., 2019).  

 

Distrofia muscular de cintura 

Este tipo de distrofias musculares tienen una heterogeneidad clínica y genética muy 

amplia y sus características clínicas son similares a las de afecciones que no se 

consideran típicamente dentro de esta clasificación patológica, por ello es 

complicado su diagnóstico, suele identificarse por un patrón predominantemente 

proximal al inicio con preservación de los músculos faciales y extraoculares (Mercuri 

et al., 2019). 
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Distroglicanopatías 

Este es un grupo de condiciones extremadamente heterogéneo, la razón es que se 

agrupan en esta categoría todas las distrofias ocasionadas por la mutación de algún 

gen relacionado con los distroglicanos que conectan la matriz extracelular con el 

citoesqueleto de actina, se entiende entonces que las distroglicanopatías primarias 

se deben a mutaciones puntuales homocigotas en el gen DAG1, mientras que las 

distroglicanopatías secundarias son causadas por mutaciones en al menos 15 

genes que codifican para enzimas implicadas en la vía de glicosilación del α-DG 

(Vélez Aguilera & Cisneros Vega, 2016). Clínicamente, la gravedad variable 

depende del efecto de las mutaciones recesivas individuales sobre el nivel de 

glicosilación de distroglicano. La reducción de la glicosilación del distroglicanos 

afecta, de manera jerárquica, primero a los músculos esqueléticos y cardíacos 

(Mercuri et al., 2019). 
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Tabla 2 Patrones de herencia de algunas distrofias musculares; tabla obtenida de (Carter et al., 2018) , los 
genes fueron cotejados con la base de datos de NCBI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Distrofias Musculares 

Tipo de Distrofia Patrón de Herencia Gen afectado 

Distrofia muscular congénita con 
deficiencia de merosina 

Autosómico 
recesivo 

LAMA2 

Distroglicanopatías (Walker-Warburg, 
distrofia muscular de Fukuyama, 
enfermedad del músculo ojo-cerebro) 

Autosómico 
recesivo 

Múltiples 

Distrofia muscular de Ullrich 
Autosómico 
recesivo 

COL6A1, COL6A2, COL6A3 

Miopatía SEPN1 (distrofia muscular con 
síndrome de columna rígida) 

Autosómico 
recesivo 

SEPN1 

Distrofia muscular de Duchenne 
Ligado al 
cromosoma X 

DMD 

Distrofia muscular de Becker 
Ligado al 
cromosoma X 

DMD 

Distrofia muscular de Emery-Dreifuss Depende del gen 
EMD, FHL1, LMNA, SYNE1, 
SYNE2 

Distrofia muscular de cintura 
Autosómico 
recesivo y 
dominante 

Múltiples 

Distrofia facioescapulohumeral 
Autosómico 
dominante 

DUX4, SMCHD1 

Distrofia miotónica 
Autosómico 
dominante 

DMPK, CNBP 

Distrofia muscular oculofaríngea 
Autosómico 
dominante 

PABPN1 
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b. Distrofia muscular de Duchenne 

 

i. Gen DMD 

 

Como se mencionó anteriormente, las distrofias musculares de Duchenne y Becker 

son causadas por anomalías en el gen DMD. El gen DMD se encuentra ubicado en 

el brazo corto del cromosoma X (ChrXp21.2-p21.1), aproximadamente en la 

posición hg38 chrX: 31,119,222 - 33,339,388, tiene un tamaño de alrededor de 

2,220,167 nt (2.2Mb), su conteo total es de 79 exones y se encuentra en la cadena 

complementaria (Kent et al., 2002), es el gen más grande descrito en los seres 

humanos, pues corresponde a aproximadamente el 0,1% del genoma humano total 

o aproximadamente el 1.5% de todo el cromosoma X. El 99% del gen de la distrofina 

está compuesto por intrones (Francesco Muntoni et al., 2003).  

El estudio de la disposición de los exones en el gen DMD, y en general el análisis 

de miles de casos clínicos de pacientes con DMD ha llevado a un conocimiento más 

específico de la frecuencia de las mutaciones o anomalías que ocasionan la 

expresión aberrante de su producto, y es que, en realidad, la causa de la 

enfermedad no es una mutación específica, se ha observado una heterogeneidad 

amplia en las causas moleculares que llevan a un procesamiento erróneo del gen. 

En un estudio que recopilo más de 600 muestras de pacientes con DMD se detectó 

un reordenamiento en el 38,1%, así como deleciones en el 79% (de las cuales, 31 

casos fueron deleciones de un solo exón y 157 casos fueron deleciones 

multiexónicas). También se detectaron duplicaciones en el 18.5% (de los cuales 12 

casos involucraron exones s y 32 exones múltiples) y reordenamientos complejos 

en el 2.5%. Como se ha observado en otros estudios, una locación importante para 

las deleciones (que son la principal causa de procesamiento anómalo), denominada 

“hotspot” se identificó entre los exones 45 y 52, siendo el exón 46 el que se afectó 

con mayor frecuencia. Así mismo, se observó otro “hotspot” de deleciones entre los 

exones 8 y 13. Aunque para el caso de las duplicaciones la frecuencia parecía estar 
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distribuida de manera más uniforme en el gen, se observó un “hotspot” entre los 

exones 2 y 11 en el extremo 5 del gen (Oshima et al., 2009) (Bladen et al., 2015). 

Las distrofias musculares ocasionadas por mutaciones en el gen DMD son 

trastornos genéticos recesivos ligados al cromosoma X, si bien actualmente es fácil 

de explicar el patrón de herencia que sigue la DMD, el inicio fue complicado debido 

a las inconsistencias que existían en algunos casos reportados de DMD (Bucher et 

al., 1980), conforme paso el tiempo dichas anomalías en los patrones de herencia 

pudieron ser explicadas por fenómenos como el mosaicismo germinal y las 

mutaciones postcigóticas (Wood & McGillivray, 1988). 

Una de las peculiaridades de este gen es su patrón de expresión tan variado, es un 

gen muy grande, con un contenido de intrones importante, con varios promotores, 

y con mecanismos de procesamiento alternativo de sus transcritos muy complejos. 

Se conocen al menos siete promotores específicos de tejidos independientes, 

adicionalmente se conoce un sitio de poliadenilación alternativo, estas 

características generan la transcripción de múltiples variantes de la proteína (Jones 

et al., 2021). En otras palabras, los siete promotores distintos generan siete inicios 

alternativos de la transcripción dentro del mismo gen, además, se debe considerar 

el procesamiento alternativo que sufre cada uno de esos transcritos. Tomando en 

cuenta todas estas variables, las posibilidades de generar distintos transcritos es 

muy amplia, por lo que resulta necesario clasificar a las isoformas y variantes 

conocidas en diferentes categorías.  

Para dividir los productos del gen DMD se utiliza el peso relativo de sus productos 

proteicos en unidades de masa molecular (Dáltones; Da), así bien, los nombres de 

los productos del gen DMD están conformados por las iniciales Dp, que proviene 

del nombre de la proteína codificada por el gen DMD, “Distrofina”, seguido de su 

peso relativo en kDa. Se conocen al menos ocho formas de distrofina (Dp427p, 

Dp427c, Dp427m, Dp260, Dp140, Dp116, Dp71 y Dp40), como se mencionó 

anteriormente, cada una de estas formas podrá tener variantes que se distinguen 

por el procesamiento alternativo que ocurre en cada una, es decir, pueden presentar 

variaciones en la cantidad y orden de los exones que contienen (figura 1). 
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Figura 1 Ilustración del gen de la de la distrofina y sus formas reportadas en NCBI; cada recuadro negro 
integra las distrofinas del mismo tamaño relativo, el primer recuadro negro contiene 3 isoformas distintas 
(distinguidas por iniciar en diferentes exones) y cada uno de los recuadros siguientes contienen 1 isoforma 
distinta, además, las diferentes distrofinas que se encuentran dentro del mismo recuadro con el mismo inicio 
representan cada una de  las variantes de las isoformas, las líneas verdes horizontales representan la 
extensión de cada variante dentro del gen DMD, las líneas verdes verticales pequeñas representan los 
exones; la imagen fue adaptada de (Doorenweerd, y otros, 2017) y obtenida del visor genético de NCBI. 
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ii. Expresión de las Distrofinas 

 

Las variantes de la distrofia pueden tener una expresión diferencial dependiente del 

tejido (Tabla 3) y de la etapa de desarrollo, por ejemplo, en lo que respecta al tejido, 

la distrofina de longitud completa Dp427m se expresa predominantemente en el 

músculo.  

Tabla 3 Características Moleculares, composición y distribución de algunas variantes de las isoformas de la 
distrofina 

Forma 
No. total 
de 
exones 

Transcrito 
(nt) 

Proteína 
(aa) 

Dominios 
Localización 
(Tejido) 

Dp427 

Dp427c 79 13854 3677 
 
CH-DMD-rpt1 
CH-DMD-rpt2 
SPEC 
WW 
EFh-DMD 
ZZ-dystrophin 
 

Cerebral 

Dp427m 79 13992 3685 Muscular 

Dp427p1 79 14000 3681 

Neuronas de 
Purkinje 

Dp427p2 79 14083 3562 

 
CH-DMD-rpt2 
SPEC 
WW 
EFh-DMD 
ZZ-dystrophin 
 

Dp260 

Dp260-1 51 9751 2344  
SPEC 
WW 
EFh-DMD 
ZZ-dystrophin 
 

Retina 
Dp260-2 51 9894 2341 

Dp140 

Dp140bc 31 7054 1133 

SPEC 
WW 
EFh-DMD 
ZZ-dystrophin 

Cerebelo y Renal 

Dp140c 32 7086 1115 Cerebelo 

Dp140ab 34 7345 1230 Cerebelo y Renal 

Dp140b 35 7384 1243 Renal 

Dp140 36 7416 1225 
Renal y Sistema 
Nervioso Central 

Dp116 

Dp116 25 5627 956 

 
SPEC 
WW 
EFh-DMD 
ZZ-dystrophin 
 

Neurolemocitos 
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Esta tabla fue realizada con datos de NCBI y (den Dunnen, 2006).                                         

 

La mayoría de estas formas se expresan en el cerebro y existen varias hipótesis 

sobre su papel en los subtipos de neuronas y astrocitos (figura 2) (Doorenweerd, 

2020). Por otro lado, en lo que respecta a la expresión de distrofinas dependientes 

de la etapa del desarrollo, esta como ejemplo un estudio que Morris y colaboradores 

(Morris et al., 1995) llevaron a cabo con varias muestras de tejido cerebral de 

pacientes de diferentes edades, la distrofina de longitud completa se expresa en 

niveles relativamente bajos en todas las etapas de la vida. Dp71 tiene una expresión 

intermedia en todas las etapas de la vida; existe muy poca o ninguna expresión de 

Dp260 y Dp116; y el contenido de Dp140 es especialmente alto durante etapas 

tempranas del desarrollo, antes del nacimiento (Morris et al., 1995). Incluso se ha 

estudiado el papel que juega la expresión diferencial de la distrofina y como está 

relacionada con algunos otros trastornos más complejos como algunos tipos de 

cánceres, incluidos sarcomas, leucemias, linfomas, tumores del sistema nervioso, 

melanomas y varios carcinomas. Se ha observado que el equilibrio o distribución 

que existe entre las formas de la distrofina en condiciones normales, algunas 

ocasiones cambia durante el cáncer. La proteína Dp71, por ejemplo, se mantiene 

típicamente en el cáncer, mientras que Dp427 de longitud completa, un probable 

 

Dp71 

Dp71d 18 4676 617 

EFh-DMD 
ZZ-dystrophin 

Ubicua 

Dp71d∆71 17 4637 604 

Dp71d∆74 17 - - 

Dp71d∆71,74 16 - - 

Dp71d∆71,73-74 15 - - 

Dp71d∆71-74 14 - - 

Dp71f 17 4644 635 

Dp71f∆71 16 4605 622 

Dp71f∆74 16 - - 

Dp71f∆71-74 13 - - 

Dp71e∆71 15 - - 

Dp71e∆71-74 12 - - 

Dp40 

Dp40 9 1618 340 

 
EFh-DMD 
ZZ-dystrophin 
 

Ubicua 
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supresor de tumores, se inactiva con frecuencia en el cáncer debido a una pérdida 

recurrente de los exones 5 '. Por lo tanto, la proporción de productos génicos cortos 

y largos puede ser importante en la tumorigénesis (Jones et al., 2021). Cabe 

destacar que al tratarse de trastornos tan complejos que afectan y se ven afectados 

por anomalías en circuitos génicos completos, resulta difícil proponer una 

correlación clara. 

 

 

Figura 2 Representación gráfica de la expresión tejido-especifica de las isoformas de la distrofina. La 
figura describe los dominios de la distrofina, así como los tejidos donde se expresa principalmente 
cada isoforma y el exón en el que comienza cada isoforma (Doorenweerd, 2020). 

 

 

iii. Distrofina de longitud completa (Dp427) 

 

El tejido muscular tiene varios niveles de organización, la unidad celular 

fundamental del tejido muscular son los miocitos, fibras musculares o miofibras, 

estas células musculares tienen una forma alargada (razón por la cual son referidas 

como “fibras”), son multinucleadas y su principal función es la actividad de 

contracción, que pueden realizar gracias a los cientos o miles de miofibrillas que se 
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encuentran en su citoplasma (Cretoiu, y otros, 2018), dichas miofibrillas están 

compuestas a su vez de aproximadamente 1,500  filamentos de miosina  y 3,000  

filamentos de actina adyacentes entre sí (sarcómeros). Al fluido contenido entre las 

miofibrillas (que también puede ser visto como el citoplasma de los miocitos) se le 

conoce como sarcoplasma y a la membrana de los miocitos se le conoce como 

sarcolema, que comprende a la bicapa lipídica y una capa fina de material 

polisacárido (Elsevier Connect, n.d.). 

 La distrofina de longitud completa (Dp427) funciona como conexión entre el 

citoesqueleto intracelular de una miofibra y la matriz extracelular asociándose a un 

gran complejo oligomérico transmembranal de glicoproteínas que se ubican en el 

sarcolema, por esta razón una de las principales funciones de la distrofina es la 

estabilización del sarcolema y la regulación mecánica durante la contracción 

muscular (Le et al., 2018), en su ausencia el sarcolema es vulnerable al estrés físico 

(Matsumura & Campbell, 1994). De forma general podemos entender que la 

distrofina se encuentra unida a los filamentos de actina citoplasmática en su extremo 

N-terminal y al complejo de glicoproteínas en su extremo C-terminal y funciona 

como un “puente” que integra la organización citoesquelética y la señalización 

celular en la periferia del músculo, además de proporcionar estabilidad sarcolémica 

y transmisión de fuerza contráctil a la región extracelular (Dowling et al., 2021). 

Debido a la importancia de la interacción entre la distrofina y el complejo 

glicoproteico, se le denomina complejo asociado distrofina-glicoproteina (DGC) o 

complejo proteico asociado a distrofina (DAPC). 

El DAPC es un gran complejo que tiene funciones tanto de estabilización mecánica 

como de señalización en la mediación de interacciones entre el citoesqueleto, la 

membrana y la matriz extracelular. La desestabilización del DAPC en cualquiera de 

sus componentes conduce a la fragilidad y pérdida de integridad de la membrana, 

lo que eventualmente lleva a la degeneración del músculo esquelético característica 

de la DMD (Lapidos et al., 2004). 

Para poder llevar a cabo todas las interacciones antes mencionadas, la distrofina 

de longitud completa contiene varios dominios funcionales: un dominio N-terminal 
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de unión a actina (ABD; conformado por dos dominios CH), un dominio de barra 

central que está formado por 24 repetidos de espectrina, una región rica en cisteína, 

que a su vez, está formada por un dominio WW, dos dominios EF-hand y un dominio 

ZZ. Próximo a la región rica en cisteína se encuentra el dominio C-terminal, cabe 

destacar que la distrofina contiene cuatro regiones bisagra que le confieren 

flexibilidad. La región rica en cisteína y la primera mitad del dominio C-terminal de 

la distrofina forman la interacción con la parte citoplasmática del beta-distroglicano. 

Esta región involucrada en la unión a beta-distroglicano incluye un dominio WW, 

dos motivos EF-hand y un dominio ZZ, siendo WW el principal dominio que media 

esta interacción (Rentschler et al., 1999), apoyado de los dominios EF-hand (Chung 

& Campanelli, 1999; Xin et al., 2000).  

 

iv. Distrofina Dp260 

 

Desde que se empezó a estudiar la DMD se reportaron anormalidades en la retina 

de los pacientes con este padecimiento, se sabe que en ciertas regiones de la retina 

están presentes diferentes formas de la distrofina: Dp427, Dp260, Dp140 y Dp71 

(Tokarz et al., 1998)  La distrofina que se expresa en mayor nivel en la retina es la 

Dp260, aunque también se ha encontrado en otros tejidos como músculo y cerebro, 

es necesaria para una función normal de la retina (Richard C. et al., 1995), Por esta 

razón se dice que Dp260 es una isoforma de retina que se expresa de forma 

progresiva durante el desarrollo igual que la consolidación de las funciones 

sinápticas (Rodius et al., 1997). Cabe destacar que, en cuanto a su estructura 

proteica, Dp260 a diferencia de Dp427, carece de la sección N-terminal, y comienza 

con una secuencia corta propia, seguida del dominio de barra central. La 

sobreexpresión de Dp260 en células musculares de ratones con DMD disminuye 

algunos síntomas característicos de la enfermedad, sin embargo, no es suficiente 

para revertir por completo el fenotipo causado por la ausencia de Dp427 (Warner et 

al., 2002), Esto pone de manifiesto que la función de Dp60 no es la misma que la 

de DP427, aunque siguen compartiendo la influencia en la localización de beta-
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distroglicano (Kameya et al., 1997), lo cual resulta congruente, pues la parte de la 

que carece con respecto a los dominios antes mencionados para Dp427, es el 

fragmento de unión a actina, pero conserva idéntico el resto de la proteína.  

 

v. Distrofina Dp140 

Inicialmente se creyó que el déficit cognitivo presente en los pacientes con DMD 

estaba asociado en su totalidad con la isoforma Dp140, pues dicha isoforma se 

expresaba en el sistema nervioso central y fue descubierta en tejido cerebral (Hart 

G.W. Lidov et al., 1995). conforme se realizó mayor investigación, se tuvieron 

evidencias de que el papel de Dp140 podría ser principalmente en etapas 

tempranas del desarrollo,  previo al nacimiento (Morris et al., 1995) no en etapas 

adultas y no solamente en el cerebro, también en otros tejidos, como el riñón,  lo 

que sugería que Dp140 también podía participar en la transducción de señales 

(Durbeej et al., 1997). En conjunto, estas investigaciones abrían la posibilidad de 

que existiera un fenotipo renal durante la DMD (H. G. W Lidov & Kunkel, 1998). 

Existen al menos 5 variantes de Dp140 que difieren en la región 5’, pero conservan 

los dominios distales, dotando a las diferentes variantes de dominios de interacción 

diferentes, que podrían regular distintos niveles de expresión genética (Hart G.W. 

Lidov & Kunkel, 1997). Se sugiere que Dp140 es una isoforma involucrada en el 

correcto desarrollo del cerebro (Doorenweerd et al., 2014). 

 

vi. Distrofina Dp116 

La Dp116 es el tercer producto más pequeño del gen DMD  (y el segundo con 

respecto al promotor) y a pesar de que comparte la región distal con las formas más 

grandes se conoce poco sobre ella (Matsuo et al., 2017). Esta distrofina se 

descubrió en tejido nervioso periférico, expresado principalmente en la membrana 

celular de células de Shwann (Byers et al., 1993), así como en la médula espinal 

(Mizuno et al., 1993). A diferencia de Dp140 que se expresa principalmente durante 

las etapas tempranas del desarrollo, Dp116 se detecta en estepas más tardías del 
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desarrollo, después del nacimiento (Julian et al., 1994). Dado que Dp116 conserva 

la región C-terminal de la distrofina, su función consiste en ensamblar un complejo 

proteico en células del sistema nervioso periférico (Imamura et al., 2000; Masaki et 

al., 2001). Como es usual entre las isoformas de la distrofina, Dp116 tampoco es 

eficiente para revertir el fenotipo distrófico ocasionado por la ausencia de la 

distrofina de tamaño completo en el músculo esquelético, aunque contribuye a 

mejorar algunas características como el crecimiento, la movilidad y la esperanza de 

vida (Judge et al., 2011). Recientemente se ha demostrado que, así como la 

localización de las mutaciones en el gen DMD pueden afectar en mayor medida a 

la forma que modifican y por tanto ver la repercusión en su función, los pacientes 

con deficiencia de Dp116 presentan fallas cardiacas con menor frecuencia que los 

pacientes con DMD cuyas mutaciones se localizan fuera de esta región  (Yamamoto 

et al., 2018). 

 

vii. Distrofina Dp71 

La distrofina Dp71 es codificada por el promotor constitutivo más distal de todas las 

distrofinas (Lederfein et al., 1993), ubicado en el intrón 62. A diferencia de las demás 

distrofinas, Dp71 es ubicua y su presencia se detecta en tejidos no musculares 

como el cerebro, asociada a la membrana plasmática de células miogénicas mdx 

durante el desarrollo (Rapaport et al., 1993; Rapaportz et al., 1992). Se ha reportado 

que su presencia aumenta durante el desarrollo (Daniel Jung et al., 1993). 

actualmente se cuenta con evidencias indiscutibles de su función en el correcto 

desarrollo neural. Por ser de especial interés para esta investigación, las 

particularidades de esta forma de la distrofina son discutidas a detalle más adelante. 

 

viii. Distrofina Dp40 

La distrofina Dp40 fue descubierta como la forma más corta de la distrofina  (Tinsley 

et al., 1993), es transcrita a partir del mismo promotor que Dp71, pero tiene un sitio 

de paro de la traducción anticipado con respecto a la Dp71, al final del exón 70. La 
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función de Dp40 se ha asociado también al desarrollo cognitivo (Tozawa et al., 

2012) debido a las mismas razones que Dp71, la ubicación de las mutaciones en 

pacientes con DMD y el deterioro cognitivo severo (Milic Rasic et al., 2015). Esta 

asociación se basa en que esta distrofina comparte la mayor parte de su estructura 

con Dp71, careciendo únicamente de una pequeña fracción C-terminal, de hecho, 

igual que Dp71, Dp40 es ubicua y se expresa durante el desarrollo neonatal 

temprano incrementando hasta la adultez (Fujimoto et al., 2014). Esta proteína se 

encuentra, de igual manera de manera semejante a Dp71, en el citoplasma, la 

periferia celular y pequeñas cantidades en el núcleo en células PC12 no 

diferenciadas (Aragón et al., 2015). 

 

ix. Dominios de la Distrofina 

Superfamilia del dominio de homología de calponina (CH) 

Los dominios CH son motivos de unión de filamentos de actina (F-actina) y se 

pueden encontrar aislados o repetidos en tándem. Si bien su función principal radica 

en la unión a la actina, también pueden llevar a cabo funciones involucradas con la 

regulación. Los dominios CH suelen encontrarse en proteínas citoesqueléticas y de 

transducción de señales (Lu et al., 2020). En lo que respecta a las isoformas de la 

distrofina que contienen en la región N-terminal un dominio de unión a actina 

(ABD1), independientemente de las variaciones menores, el dominio se compone 

de dos dominios de homología de calponina en tándem, que son identificados como 

CH1 y CH2 (en función de su posición con respecto al extremo N-terminal de la 

distrofina). Se ha demostrado que el dominio CH2 aislado de la distrofina se une 

débilmente a F-actina en comparación con el dominio CH completo (CH1 y CH2 en 

tandem) y el dominio CH1 aislado se une a F-actina con una afinidad similar a la del 

dominio CH completo, mientras que el dominio CH1 aislado es muy inestable y es 

propenso a agregación y el dominio CH2 aislado es muy estable, similar al dominio 

CH completo. Es decir, dentro de la distrofina, CH1 se encarga de conferir la fuerza 

de unión a actina del dominio ABD y CH2 de estabilizar su estructura (Singh et al., 

2015). Además de esto existen otros factores que no dependen del ABD de la 
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distrofina para su interacción, si bien, ambos dominios (CH1 y CH2) se 

complementan para mantener una interacción suficientemente fuerte y estable con 

la actina, se ha sugerido que, en gran medida, la interacción de la distrofina y la 

actina depende del estado estructural de la F-actina (Orlova et al., 2001). Es 

importante indicar que las diferencias menores que tienen los ABD de las diferentes 

isoformas de la distrofina que contienen dicho dominio tienen un impacto en su 

estructura y función (Upadhyay et al., 2020), si bien, los cambios de aminoácidos 

no afectan la estructura global de la proteína, si afectan su estabilidad 

termodinámica, siendo la isoforma del músculo más estable que la del cerebro y las 

isoformas de Purkinje. La forma del músculo se une a la actina filamentosa (actina 

F) con una afinidad menor en comparación con el cerebro y las isoformas de 

Purkinje, aunado a esto se reportó que todas las formas mostraron una mayor 

afinidad por la actina del músculo liso en comparación con la actina de otras fuentes. 

Los autores de este trabajo concluyen que las formas del dominio ABD que contiene 

dos repeticiones en tándem de CH podrían estar usando variaciones menores de 

secuencia para modular su estabilidad termodinámica y función de unión a actina, 

lo que conduce a una especificidad en las interacciones distrofina-actina en varios 

tejidos. 

Adicionalmente se ha demostrado que, además de unirse a la F-actina, el ABD 

interactúa con la citoqueratina 19 contenida en los filamentos intermedios y esta 

interacción ha resultado específica de la distrofina. Otras proteínas con el ABD 

homólogo a la distrofina no interaccionan con las citoqueratinas y a su vez el ABD 

de la distrofina no se asocia con otros filamentos que contienen diferentes tipos de 

citoqueratinas (Stone et al., 2005). 

 

Dominio de Espectrina (SPEC) 

Los dominios de espectrina se encuentran en varias proteínas alargadas 

involucradas en la estructura citoesquelética (espectrina, alfa-actinina y distrofina), 

y pueden encontrarse como dominios aislados o repetidos en tándem. Estos 

dominios forman mallas celulares resistentes mediante la reticulación de los 
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filamentos de actina, cada repetición del dominio de la espectrina está constituida 

por un conjunto de tres hélices. Las repeticiones se caracterizan por un residuo de 

triptófano en la posición 17 de la hélice A y una leucina en 2 residuos del extremo 

carboxilo de la hélice C. Aunque el dominio se produce en múltiples repeticiones, a 

diferencia de lo revisado para los dominios CH y con algunas pequeñas excepciones 

en la estabilidad mecánica de algunos repetidos (Glyakina et al., 2018), los dominios 

de repetición de espectrina son relativamente estables por sí mismos (Lu et al., 

2020; Yan et al., 1993). Aunque su función no está del todo clara, se ha sugerido su 

presencia con fines estructurales y reguladores, coordinando las interacciones 

citoesqueléticas y funcionando como una central para la interacción y 

funcionamiento de otras estructuras multiproteicas complejas (Figura 4) (Djinovic-

Carugo et al., 2002). Como se describió anteriormente para los dominios CH, los 

dominios de espectrina, dependiendo de la proteína donde se encuentren, pueden 

tener ligeras diferencias, por ejemplo, en su rapidez de plegamiento (Wensley et al., 

2009).  

En el caso de la distrofina se encuentran 24 repeticiones de tipo espectrina que 

funcionan separando los extremos amino y carboxilo (Percival, 2018), si bien, la 

parte encargada de unirse a la membrana y más específicamente al DAPC es el 

extremo C-terminal de la distrofina, se ha demostrado que algunos repetidos de 

espectrina tienen la facultad para unirse al sarcolema. La región central de los 

repetidos de espectrina comprendida entre los repetidos 10-15 se sugiere como un 

área que contribuye significativamente a la rigidez y la estabilidad del sarcolema a 

través de sus interacciones simultáneas con el citoesqueleto y la membrana lipídica 

(Sarkis et al., 2013). Se ha reportado la capacidad de unión al sarcolema en las 

regiones comprendidas entre los repetidos 1-3, 10-12 y C-terminales, de hecho, los 

repetidos C-terminales son capaces de restaurar el ensamblaje de DAPC  en el 

sarcolema por sí solos, tarea que realiza la región C-terminal de la distrofina rica en 

cisteína (Zhao et al., 2016). 

 

Dominio WW 
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Este dominio es conocido como tal por su característica de poseer dos triptófanos 

conservados separados por 20-22 aminoácidos y corresponde a un dominio 

globular de 38-40 aminoácidos. Su función es básicamente de nodo central de 

interacciones en un conjunto diverso de proteínas de señalización; se une a 

secuencias ricas en prolina específicas que contienen un motivo central Pro-Pro-x-

Tyr. Esta unión suele tener afinidades relativamente bajas con una especificidad 

proporcionada por los bucles variables y los dominios vecinos (Lu et al., 2020). 

En la distrofina, el dominio WW se ubica próximo a la región C-terminal de la 

proteína, en la región denominada rica en cisteína. En el músculo esquelético, la 

distrofina cerebral y las formas de la distrofina cerebral, como Dp140 o Dp116 se 

unen específicamente al beta-distroglicano. Los 15 aminoácidos C-terminales del 

beta-distroglicano son un sitio de unión con estructura Pro-Pro-x-Tyr que 

interacciona con el dominio rico en cisteína de la distrofina, así como una región 

pequeña inmediata anterior (la segunda mitad de la bisagra 4)(D. Jung et al., 1995; 

Rentschler et al., 1999). Esta interacción es de gran importancia en el papel de 

señalización celular del DAPC y está regulada por la fosforilación. La fosforilación 

de la tirosina de la mayoría de los 15 aminoácidos C-terminales del beta-

distroglicano interrumpe su interacción con la distrofina y es precisamente el residuo 

de tirosina que está presente en el motivo de unión a WW de beta-distroglicano el 

más importante para interrumpir la interacción beta-distroglicano-distrofina (Ilsley et 

al., 2001). 

 

Motivo EF-hand (EFh-DMD). 

Es un motivo de unión a calcio de una superfamilia diversa de sensores de calcio y 

moduladores de señal de calcio; las proteínas que contienen estos dominios suelen 

contener dos EFh contiguos. En la mayoría de las proteínas, cuando se da la 

interacción con Ca2+ se induce un cambio conformacional en el motivo de EFh, 

exponiendo una amplia superficie hidrofóbica que permite que las proteínas 

interactúen con una variedad de proteínas diana, lo que lleva a la activación o 

inactivación de las mismas (Gribenko et al., 2001; Lu et al., 2020; Santamaria-Kisiel 
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et al., 2006). Muchas de las proteínas con estos dominios están relacionadas con 

actividades reguladoras intracelulares y extracelulares, dentro de las células son 

capaces de unir funcionalmente dos proteínas. También participan en la regulación 

de la fosforilación de proteínas y tareas múltiples como la dinámica de los 

componentes del citoesqueleto, los factores de transcripción, la homeostasis del 

Ca2+ y la proliferación y diferenciación celular. Cabe destacar que algunas 

proteínas extracelulares con dominios EFh estimulan la supervivencia y / o 

diferenciación neuronal y la proliferación de astrocitos y causan muerte neuronal por 

apoptosis (Donato, 2001). 

 

Motivo ZZ  

El motivo ZZ coordina dos iones de zinc, y en la distrofina resulta esencial para 

mantener una interacción estable con el beta-distroglicano (Lu et al., 2020), de 

hecho, cuando existen mutaciones sin sentido en esta región, dan como resultado 

una expresión subarcolémica disminuida o ausente debido a la inestabilidad de la 

proteína, probablemente debido a un plegamiento incorrecto, o la interrupción de la 

unión con β-distroglicano a pesar de una expresión casi normal en la membrana, 

dependiendo de la mutación involucrada (Ishikawa-Sakurai et al., 2004; Vulin et al., 

2014). 

 

Regiones Bisagra  

Como se ha mencionado anteriormente la mayor parte de la distrofina de longitud 

completa se compone de 24 repeticiones similares a la espectrina, que separan las 

dos regiones especializadas de la proteína ubicadas en los extremos N-terminal y 

C-terminal. No obstante, existen cuatro regiones espaciadoras importantes en la 

estructura y disposición de la proteína que son conocidas como “regiones bisagra”, 

dos de estas secuencias espaciadoras están presentes al principio y al final del 

dominio de repeticiones, identificando la separación a nivel secuencia del dominio 

de barra central y los extremos especializados, los otros dos espaciadores no 
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repetidos se encuentran entre los elementos repetidos 3 y 4 y 19 y 20. Los 

espaciadores tienen un alto contenido de prolina y son sitios sensibles para la 

proteólisis y proveen de flexibilidad y resistencia a la membrana (Koenig & Kunkel, 

1990). 

 

                       

Figura 3 Interacciones de la distrofina de longitud completa. En la parte superior de la figura se encuentra una 
representación de la proteína distrofina, indicando en colores sus principales dominios y bajo ellos, las 
proteínas con las que interacciona. En la parte inferior de la figura se observan algunas de las proteínas con 
las que interacciona la distrofina. (Dowling et al., 2021). 
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Figura 4 Interacciones específicas de los dominios de la distrofina. En gris se muestran los dominios de la 
distrofina y en blanco se muestran las proteínas del DAPC, también se pueden observar algunas interacciones 
específicas de repetidos de espectrina de la distrofina  (Percival, 2018). 

 

 

Es importante mencionar que dentro de la distrofina existen cuatro regiones 

hidrófobas importantes, en tres de ellas se encuentran las mutaciones 

características de fenotipos graves de DMD. Estas regiones incluyen el dominio 

CH2, el repetido de espectrina 16 y el dominio EFh y todas ellas se unen a proteínas 

del DAPC, la alteración de la cuarta región hidrófoba provoca un fenotipo menos 

grave y se localiza en la tercera bisagra (Liang et al., 2015). 

Las formas más cortas de la distrofina, como ya se ha revisado, deben su menor 

tamaño a que se expresan a partir de diferentes promotores que están más alejados 

del extremo N-terminal, razón por la cual no contienen el dominio de unión a actina 

N-terminal. Mientras más lejano se encuentre el promotor carecen de un mayor 

número de repeticiones del dominio de barra central, de hecho, las isoformas más 

cortas Dp71 y Dp40 también carecen del dominio de varillas (Jones et al., 2021; 

Koenig et al., 1988). 
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x. Fenotipo Muscular y del Sistema Nervioso de la DMD  

 

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) se presenta en la infancia con problemas 

o retrasos en las actividades motoras o discapacidad física que suele ser progresiva, 

los niños afectados dependen de la silla de ruedas a los 12 años (Darras et al., 

2000), En los casos más leves están presentes los fenotipos de aumento 

asintomático de la concentración sérica de creatina quinasa (CK) y calambres 

musculares. En los casos más severos la característica más distintiva de la distrofia 

muscular de Duchenne es una distrofia muscular proximal progresiva con 

seudohipertrofia característica de las pantorrillas. En este padecimiento se afecta el 

miocardio, se presenta miocardiopatía en casi todas las personas con DMD después 

de los 18 años, adicionalmente existe una elevación masiva de los niveles de CK 

en la sangre y degeneración de miofibras con fibrosis e infiltración de grasa que se 

observa en una biopsia muscular. Los pacientes con DMD suelen tener una 

esperanza de vida de alrededor de 20 años (OMIM) (Nigro et al., 1983) siendo las 

principales causas de fallecimiento las complicaciones respiratorias y la 

miocardiopatía progresiva. A esto se agrega un fenotipo cognitivo variable, pues se 

han demostrado dificultades de aprendizaje y de comportamiento, a diferencia del 

desgaste muscular progresivo que es universal, no se observan las dificultades 

cognitivas en todos los pacientes con DMD, la gravedad es variable, no es 

progresiva y no tiene una correlación con la gravedad del fenotipo distrófico 

(Doorenweerd, 2020; Mirabella et al., 1993). Estas características pueden ser 

atribuidas al hecho de que la distrofina se expresa en neuronas dentro de regiones 

cerebrales específicas, incluido el hipocampo, que es una estructura asociada con 

el aprendizaje y la formación de la memoria (Rae & O’Malley, 2016). (Rae & 

O’Malley, 2016). Para el fenotipo cognitivo se ha reportado una diferencia 

significativa en el coeficiente intelectual medio a escala completa entre los pacientes 

con deleciones en los extremos 5 'y 3' del gen, sin que ningún paciente con 

deleciones 5 'tuviera retraso mental (K. M. D. Bushby et al., 1995). 
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El coeficiente intelectual promedio en las personas con DMD ronda los 82 puntos, 

lo cual coloca al grupo por debajo de la media normal que es de aproximadamente 

100 puntos, incluso en pacientes que no tienen discapacidad intelectual algunas 

funciones cognitivas pueden verse comprometidas (Battini et al., 2018). Alrededor 

del 20% de la población con DMD presenta un coeficiente intelectual por debajo de 

los 70 puntos, lo que ya es considerado como retraso mental grave (Daoud et al., 

2009). Varios estudios han demostrado que el coeficiente intelectual más afectado 

corresponde al desarrollo verbal, seguido de la discapacidad de aprendizaje y 

finalmente la discapacidad intelectual en general (Chamova et al., 2013; Sarrazin et 

al., 2014), lo que lleva a desordenes más complejos como el déficit de atención y la 

hiperactividad, en alrededor de un tercio de la población con DMD (Pane et al., 

2012). 

 

xi. Diagnóstico de la DMD 

 

Debido a que la distrofia muscular de Duchenne es una enfermedad que afecta a 1 

de cada 3600 a 6000 nacimientos de varones vivos (K. Bushby et al., 2010) puede 

considerarse una enfermedad “rara”, lo que presenta desventajas para su 

diagnóstico, ya que no es fácil o rutinario. El diagnóstico básicamente consiste en 

hallar los rasgos clínicos característicos, lo cual representa un reto debido a que se 

diagnostica en niños pequeños, así como una investigación de antecedentes 

familiares de afecciones similares para poder sospechar de una distrofia muscular. 

Adicionalmente suelen hacerse pruebas de laboratorio en busca de una 

concentración elevada de CK y dependiendo del grado de avance o la gravedad se 

pueden realizar biopsias y pruebas histológicas en busca de daño muscular. 

Finalmente se opta por las pruebas genéticas contundentes (Darras et al., 2000), 

entre las cuales se incluye el análisis por PCR y secuenciación, que suelen ser un 

desafío debido al tamaño del gen, pero necesarias para determinar el tipo específico 

de distrofia. 
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xii. Tratamiento  

 

En general, los tratamientos para las enfermedades genéticas se distinguen por ser 

complicados debido a la complejidad que conllevaría remplazar en cada célula el 

material genético causante del fenotipo patológico. Por esta razón, generalmente 

los tratamientos suelen estar orientados a disminuir los síntomas graves de la 

enfermedad, como paliativos que ayuden al paciente a mejorar su calidad de vida. 

El caso de la distrofia muscular de Duchenne, donde las afecciones son 

generalizadas y progresivas, los tratamientos actuales se centran en diferentes 

sintomatologías. Para el fallo cardiaco o cardiomiopatía a menudo se utilizan 

inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina para disminuir la presión 

arterial, en combinación con beta bloqueadores. Se ha demostrado que el uso 

combinado de estos medicamentos tiene un efecto benéfico en la supervivencia de 

los pacientes a largo plazo (Ogata et al., 2009) incluso en pacientes asintomáticos 

con disfunción ventricular izquierda. Frecuentemente los pacientes con DMD 

padecen escoliosis, para tratarla, se utilizan aparatos ortopédicos, cirugía, fusión 

espinal con injertos de varilla y hueso. Los tratamientos anteriores generalmente se 

usan en niños pequeños, mientras que la terapia de elección para personas de entre 

5 y 15 años que padecen DMD es el tratamiento con corticosteroides (K. Bushby et 

al., 2010; Darras et al., 2000). 

El avance en el estudio de la genética humana y las técnicas de biología molecular 

han permitido expandir las fronteras hacia posibles terapias nuevas, orientadas a 

corregir el origen de las enfermedades. Para la DMD es una tarea complicada 

debido a tres obstáculos principales; el gran tamaño del gen, la variabilidad de 

mutaciones que pueden ocasionar la enfermedad y su expresión ubicua. Aun 

considerando lo anterior, se ha trabajado en el desarrollo de estrategias para 

intentar evadir todos esos obstáculos, en primer lugar, se han generado versiones 

más cortas de la distrofina que pueden ser empaquetadas en un vector, dichas 

versiones son conocidas como mini-distrofina y micro-distrofina. Estas son 

proteínas a las que se les ha recortado la mayor parte de su dominio de barra central 
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(repetidos de espectrina), dejando únicamente los repetidos de espectrina que 

podrían tener interacciones importantes con el DAPC o con otras proteínas 

citoplasmáticas. La idea al desarrollar estas estrategias es hacer la proteína más 

pequeña, conservando los dominios más importantes, que en su mayoría se 

encentran en los extremos de la proteína. Posteriormente, para poder hacer la 

transferencia genética al paciente, se utilizan metodologías de transferencia 

genética global, como es el caso de la transferencia mediada por virus 

adenoasociados (AAV) (Duan, 2018). Se han reportado otras estrategias que 

buscan restaurar la expresión del gen mutado lo más parecido a la versión 

consenso, para ello se ha propuesto el uso del sistema CRISPR/Cas para eliminar 

la región mutada del gen y devolver al marco de lectura el resto del gen aunque 

quede una versión más corta (Wang et al., 2017). (Wang et al., 2017). 

Recientemente y con esa misma finalidad se propone la terapia de salto de exones, 

que básicamente consiste en generar sondas que hibriden en la región mutada y 

sirvan de puente para omitir dicha región y continuar con el marco de lectura abierto. 

Si bien, todos estos avances han aportado una ventana de nuevas oportunidades, 

solamente se ha logrado “atenuar” los síntomas, lo cual podría deberse a varias 

razones, principalmente el hecho de que no se busca restaurar la distrofina en su 

longitud completa, sino, obtener una versión medianamente funcional. También 

prevalece la situación de que las transferencias genéticas sistémicas afectan en su 

mayoría a células en los más bajos niveles de potencialidad, generando una vida 

media limitada a estas terapias. 

Finalmente, se debe resolver el obstáculo de que, al ser un gen tan grande, no existe 

una mutación puntual causante de la enfermedad, sino que hay muchas variantes 

reportadas que ocasionan el fenotipo distrófico, este problema podría resolverse si 

la terapia genética remplazara el gen completo. Sin embargo, como se ha 

mencionado, debido al tamaño del gen, actualmente dicho planteamiento 

representa un obstáculo importante. Se podría pensar que una vez montado un 

sistema eficiente que use las terapias antes mencionadas, solo quedaría cambiar el 

sitio que se desea modificar. Gracias a la existencia de las bases de datos de la 
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enfermedad, se conoce que existen mutaciones que podrían beneficiarse 

potencialmente de las terapias genéticas antes mencionadas (Bladen et al., 2015). 

 

3. ANTECEDENTES DIRECTOS 

La investigación de la distrofina comenzó con las formas de tamaño completo 

creyéndolas la única causa de la enfermedad y con el tiempo la información se fue 

ampliando hasta abarcar todas las formas conocidas a la fecha, estudiando los 

papeles que cada una desempeña y como cada forma contribuye al fenotipo 

característico de la DMD. Una de las formas que mayor importancia ha tomado por 

su papel en el déficit cognitivo es la distrofina Dp71 

a. Distrofina Dp71 

 

Desde la identificación de Dp71 se han realizado un gran número de estudios para 

identificar y caracterizar a sus isoformas, su expresión diferencial en estadios del 

desarrollo y tipos celulares, su localización celular, así como sus posibles 

interacciones y funciones. 

Como se vio anteriormente, la Dp71 “de longitud completa” (también llamada apo-

distrofina 1) tiene su promotor en el intrón 62 del gen DMD y cuenta con 18 exones, 

comenzando su traducción en el exón 63 y terminando en el exón 79 generando un 

transcrito de aproximadamente 4.6 kb, que se traduce en un producto proteico de 

alrededor de 600 aa. En comparación con las isoformas de tamaño completo, la 

Dp71 carece de todo el dominio de barra central que tiene las repeticiones de tipo 

espectrina y carece también del dominio N-terminal de unión a actina, esta isoforma 

solamente posee el dominio C-terminal y el dominio rico en cisteína.  

Una característica de Dp71, como de la mayoría de las formas de la distrofina, es 

que a partir del procesamiento alternativo se pueden generar múltiples isoformas, 

que se dividen en al menos tres grupos de proteínas, dicho procesamiento 

alternativo involucra a los exones 71-74, 78 y el intrón 77. Esto lleva a una 

clasificación más elaborada (figura 5) que está dada, en principio, por la presencia 
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o ausencia del exón 78. La distrofina Dp71 se divide en 3 tres grupos de isoformas, 

denominados: Dp71d (se expresa principalmente en el cerebro) cuando contienen 

el exón 78, Dp71f (se expresa principalmente en la retina y cerebro (Garcia-Tovar 

et al., 2001)) cuando está ausente el exón 78 y Dp71e cuando están ausentes los 

exones 78 y 79 pero en su lugar está presente una región del intrón 77 y se expresa 

en células PC12 (Saint Martín et al., 2012). Cada grupo se puede subdividir, 

dependiendo de la presencia o ausencia de exones del 71 al 74. Cada una de estas 

isoformas se identifica con la letra del grupo al que pertenece (d, f, e) seguido de 

los exones del 71 al 74 de los que carece (Aragón et al., 2018).  

Aunque las diferencias entre las isoformas de la Dp71 parecen menores, esta 

amplia generación de isoformas resulta en productos proteicos cuya función podría 

ser diferente. Por ejemplo, la isoforma identificada como Dp71fΔ71 (Dp71ab; que 

pertenece al grupo f) está presente preferencialmente en el citoplasma, mientras 

que las isoformas que contienen los exones 71 y/o 78 (pertenecientes al grupo d) 

muestran una localización nuclear en algunos casos (González et al., 2000) (Aragón 

et al., 2018). Cabe destacar que dicha disposición no es precisamente estática, 

tomando en cuenta que existe tráfico de Dp71 entre el núcleo y el citoplasma 

mediado por la importina α/β y exportina CRM1 (Suárez-Sánchez et al., 2014). Otro 

ejemplo que resalta las diferencias entre estos grupos es su localización subcelular 

en las neuronas, mientras ambos grupos pueden localizarse en el complejo de Golgi 

y en los núcleos neuronales, sólo Dp71d se ha reportado en neurofilamentos 

citoplásmicos (Aleman et al., 2001). 
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Figura 5 Isoformas de Dp71. Se muestra la clasificación actual de las isoformas de Dp71 debido al 
procesamiento alternativo, que incluye la división en 3 grupos dependiendo del exón 78, también se incluye la 
nomenclatura actual de lado derecho de la figura (Aragón et al., 2018). 

 

 

Es de destacar que, a diferencia de la proteína de tamaño completo, Dp71 se 

expresa de forma importante en una variedad muy heterogénea de tejidos, es 

ubicua, en lo que respecta a la expresión de Dp71 en el músculo, está presente en 

las células precursoras del músculo esquelético participando con el citoesqueleto 

de actina (Howard et al., 1999). Sin embargo, a medida que se lleva a cabo la 

diferenciación en el músculo, su expresión disminuye debido al comportamiento de 

los factores de transcripción Sp1 y Sp3 (Enríquez-Aragón et al., 2005). La razón de 

esto es que Dp71 podría competir con las otras isoformas de la distrofina, 

bloqueando su actividad al disponerse en el sarcolema y resultando en un daño 

similar al fenotipo de la DMD (Leibovitz et al., 2002). A pesar de su reducido tamaño, 

Dp71 es el producto principal del gen DMD en el cerebro (D. Lederfein et al., 1992) 

estando sus isoformas bien reguladas durante el desarrollo neural (Ceccarini et al., 

1997) y en general, teniendo una presencia importante en varios tejidos 
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pertenecientes al sistema nervioso central como células gliales y neuronas de la 

retina (Lumeng et al., 1999; Rodius et al., 1997). Así mismo, se ha detectado la 

función de Dp71 en muchos otros tejidos no musculares como, intestino, riñón, 

hígado, pulmón, bazo, estómago, testículo, timo y útero (Tokarz et al., 1998), por 

esta razón, se dice que su expresión es específica y diferente en cada tipo celular, 

así como su etapa de desarrollo (Sarig et al., 1999). A diferencia de otras formas 

más largas, Dp71 se expresa desde etapas tempranas del desarrollo, en células 

madre embrionarias pluripotentes (D. Rapaport et al., 1992) y en algunos tejidos 

como las células no neuronales derivadas del hipocampo de ratón (Fujimoto et al., 

2014), permanece en la etapa postnatal y va aumentando su presencia 

gradualmente hasta la etapa adulta (Daniel Jung et al., 1993). 

Dp71 al igual que sus isoformas más estudiadas, está unida a proteínas 

pertenecientes al DAPC en la periferia de la célula (Morris et al., 1995; Debora 

Rapaport et al., 1993) y en la fracción nuclear, sin embargo, a pesar de que los 

niveles de las proteínas asociadas a distrofina disminuyen cuando no se expresa 

Dp71 (Greenberg et al., 1996) y su presencia puede restaurar la formación del 

DAPC (Greenberg et al., 1994), la presencia de Dp71 no es suficiente para revertir 

el fenotipo distrófico clásico de degeneración muscular (Cox et al., 1994). Por esta 

razón, se ha sugerido la existencia de un DAPC nuclear con Dp71 como 

componente clave junto a beta-sarcoglicano, beta-distroglicano, alfa y beta-

sintrofina, alfa/beta-distrobrevina y nNOS con las proteínas de la matriz nuclear 

lámina B1 y actina (Fuentes-Mera et al., 2006), demostrando que Dp71 puede jugar 

algún papel en la arquitectura y estabilidad nuclear (Percival, 2018; Rodríguez-

Muñoz et al., 2008). En lo que respecta a las neuronas, Dp71 se localiza 

principalmente en membranas plasmáticas ocupando las densidades postsinápticas 

(donde la beta-distrobrevina también esta enriquecida) (Hazai et al., 2006; Imamura 

& Ozawa, 1998), en los microsomas y en menor medida, en vesículas sinápticas y 

mitocondrias (Blake et al., 1999; Daniel Jung et al., 1993). 

Estas observaciones llevaron a reforzar la teoría de que Dp71 forma parte de un 

complejo proteico asociado a distrofina en tejido no muscular (Richard C. et al., 
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1995) y que desempeña funciones variadas que pueden extenderse a la 

señalización en el sistema nervioso central, orientando la investigación de Dp71 a 

uno de los fenotipos más relevantes de la distrofia muscular de Duchenne.  

Cuando los pacientes con DMD muestran deterioro cognitivo, este se manifiesta en 

diferentes grados de severidad, que no necesariamente correlacionan con la 

severidad del deterioro muscular. En busca de la causa que generaba el deterioro 

cognitivo independiente, eventualmente se comenzó a ligar la función de Dp71 a 

dicho deterioro por hechos como su presencia en tejido del sistema nervioso central 

y al enfoque que tomo la investigación de Dp71 hacia el tejido neural. Se comenzó 

a obtener evidencias de que las mutaciones en el gen DMD de dichos pacientes, 

independientemente de si se trataba de deleciones, duplicaciones (M.-P. Moizard et 

al., 1998) o mutaciones puntuales (M. P. Moizard et al., 2000) solían encontrarse en 

las regiones más distales, que aparte de afectar a las isoformas largas, afectaban a 

Dp140, Dp116 y Dp71 (Kumagai et al., 2001), alterando principalmente la expresión 

de Dp71 (Daoud et al., 2009). Recientemente se ha fortalecido la evidencia que 

atribuye el déficit cognitivo a la perdida de Dp71 tras encontrar alteraciones en la 

bomba SERCA2 y concentraciones elevadas de Ca2+ citosólico en neuronas que 

presentaban una mutación en la región distal de la distrofina Dp71 (Ruggieri et al., 

2019), así como alteraciones en la función de la sinapsis (Helleringer et al., 2018). 

Los modelos de estudio que se utilizan para investigar el papel de las diferentes 

formas de la distrofina en la DMD deben reflejar adecuadamente el entorno en el 

que la forma participa o se desarrolla. Por esa razón se ha propuesto una amplia 

variedad de modelos de estudio de diferentes complejidades que van desde líneas 

celulares específicas y derivadas de pacientes, hasta animales transgénicos con 

modificaciones para cada isoforma. En lo que respecta al estudio de la Dp71 y su 

papel en el déficit cognitivo nuestro grupo investiga su función en la diferenciación 

neural en las células PC12, que expresan principalmente el producto de Dp40 y 

Dp71 de entre las distrofinas. 

b. Expresión y función de Dp40 y Dp71 en células PC12 
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La línea celular PC12 deriva de una feocromocitoma de medula adrenal de una rata 

macho adulta, es decir, de un tumor suprarrenal. El origen embriónico de estas 

células es el ectodermo, capa germinal que también da paso a las neuronas y a la 

glía, por esta razón, las células PC12 responden reversiblemente al NGF. Después 

de unos días de tratamiento con este factor de crecimiento, las células frenan su 

crecimiento y comienzan a mostrar una morfología similar a la de las neuronas, 

incluyendo la extensión de neuritas, la formación de vesículas y el almacenamiento 

de neurotransmisores, representando un modelo útil para estudios neurobiológicos 

y neuroquímicos (Greene & Tischler, 1976). La línea PC12 también responde a la 

diferenciación con dexametasona, sin embargo, en este caso, presenta un mayor 

número de vesículas y con un tamaño mayor, lo que permite una gama aún más 

amplia de aplicaciones que incluyen estudios neurofarmacológicos y 

neurotoxicológicos (Westerink & Ewing, 2008). Existen otros modelos para estudiar 

a la distrofina a nivel neural, como es el caso de los astrocitos que durante su 

diferenciación inducida por dibutiril-cAMP, el dibutiril-cAMP modifica los niveles de 

Dp71, así como los de otras proteínas del DAPC (Imamura & Ozawa, 1998). Dadas 

sus características y tras demostrar que permitían regular la expresión de la Dp71 

durante la diferenciación con el factor de crecimiento neural, las células PC12 han 

sido utilizadas como un modelo de estudio adecuado para investigar la función 

cerebral de las isoformas de Dp71 (Cisneros et al., 1996). 

En lo que respecta a la isoforma Dp40, la información sobre su expresión y su 

comportamiento en células PC12 es limitada, aunque inicialmente las 

investigaciones enfocadas en los RNA mensajeros indicaban que existían al menos 

2 tipos de Dp40 dependiendo de su localización (periferia celular o nuclear), y donde 

la diferencia a nivel proteico radicaba en los dominios EF-Hand (Martínez Herrera, 

2015), más tarde se reportarían más variantes de la isoforma Dp40 en células PC12 

diferenciadas (Dp40Δp67-70d y Dp40Δp65-p67) y no diferenciadas (Dp40Δ68) (Romero 

Flores, 2021). La localización de cada una de las variantes aún no está analizada, 

sin embargo se ha demostrado que en general la isoforma Dp40 puede utilizar las 

vía clásica de importación nuclear mediada por la importina  α/β, (Sánchez Juárez, 

2016). 
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Recientemente se reportó una familia con una condición particular, con déficit 

cognitivo y ausencia de distrofia muscular, causado por una mutación en la región 

C-terminal de la distrofina que afecta a todas las formas, incluidas Dp71 y Dp40. 

Esta mutación corresponde a una deleción de tres pares de bases que resulta en la 

perdida de la leucina 3238 de la secuencia aminoacídica, la posición varía 

dependiendo de la bibliografía consultada, pero se refiere a la tercera leucina en la 

secuencia “LLLHDSI”. En Dp40 y Dp71 se trata de la leucina 170 (L170) (De 

Brouwer et al., 2014). La importancia del aminoácido L170, fue reportada en la 

isoforma Dp40, la cual se localiza principalmente en la periferia celular y el 

citoplasma de las células PC12 no diferenciadas y diferenciadas, con presencia en 

el núcleo de células diferenciadas. Cuando L170 es remplazada por prolina (L170P), 

Dp40 se localiza principalmente en el núcleo en células diferenciadas y no 

diferenciadas, además, las células conservan una morfología redondeada sin 

proyección de neuritas tras la diferenciación con NGF, mostrando así que el 

aminoácido 170 puede tener un papel en la localización nuclear (Aragón et al., 

2015). Cuando en lugar de ser sustituido, el aminoácido 170 es eliminado en células 

PC12 transfectadas transitoriamente, también se promueve la localización nuclear 

y se conserva la morfología redondeada (García-Cruz, et al., 2021). En condiciones 

en las que la proteína Dp40 es sobreexpresada en células PC12 aumenta el 

porcentaje de células que desarrollan neuritas, así como la longitud de las mismas, 

sin embargo, al sobreexpresar la mutante Dp40L170P en estas células, se reduce la 

longitud y el número de neuritas en comparación con células que sobreexpresan 

Dp40. La sobreexpresión de la mutante aumenta los niveles de α-internexina y 

S100a6 (proteínas relacionadas con la estructura del citoesqueleto) (García-Cruz et 

al., 2022), haciendo de Dp40 un componente clave en el crecimiento de neuritas, 

que modula la actividad de proteínas involucradas en neurofilamentos y exocitosis 

de vesículas sinápticas. 

Por su lado, se ha descrito información relacionada con la función de las isoformas 

de Dp71 en la diferenciación neural de las células PC12 inducida por NGF, en 

general, podemos decir que el papel de Dp71 durante la diferenciación es 

fundamental, aumentando su expresión del 40 al 60% (Cisneros et al., 1996). La 
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función de Dp71 involucra la formación de complejos distintos tras la diferenciación, 

que permiten reclutar nuevas proteínas para brindar funciones adquiridas a dichos 

complejos transmembranales, como la transducción de señales, la adherencia 

celular, etc. Cuando se induce la diferenciación neural de las células PC12 con NGF 

en ausencia o disminución de la expresión de Dp71, se afecta principalmente la 

diferenciación tardía, disminuyendo el crecimiento de neuritas, debido a la falta de 

adhesión, provocada por la disminución en la actividad de integrina beta1 con 

laminina, colágeno y fibronectina (Enríquez-Aragón et al., 2005). En esta condición 

también disminuye la expresión de proteínas pertenecientes al DAPC como la 

distrobrevina, haciendo evidente que para que se lleve a cabo la diferenciación 

neural adecuada en células PC12 (al menos a nivel morfológico) se requiere de la 

expresión apropiada del producto Dp71 (Acosta et al., 2004)  

Es posible distinguir algunas diferencias entre los papeles que juegan los grupos 

Dp71d, Dp71f y Dp71e en la diferenciación neural de las células PC12 inducida por 

el factor de crecimiento neural. 

Dp71d se considera una isoforma nuclear, debido a que tras la diferenciación de las 

células PC12 con NGF se reubica en el núcleo aumentando su presencia en este 

organelo, formando un complejo DAPC nuclear (con beta-distroglicano, beta-

distrobrevina, epsilon-sarcoglicano y gamma-sintrofina 1) (Villarreal-Silva et al., 

2010). Se ha reportado que la relocalización se debe a su fosforilación mediada por 

cinasas como CAMKII o PKC (Calderilla-Barbosa et al., 2006), detectándose en 

menor grado en el citoplasma y procesos neuríticos, acumulándose adicionalmente 

en los contactos célula-célula donde Dp71f está ausente (Marquez et al., 2003). Una 

vez en el núcleo, Dp71d ayuda en la diferenciación entre la periferia de la matriz 

nuclear y el centro de la estructura nucleoesquelética, lo que sugiere su 

participación en la arquitectura y disposición nuclear durante la diferenciación neural 

(Rodríguez-Muñoz et al., 2008). 

Por su parte Dp71f es una isoforma citoplasmática, ya que tras la diferenciación de 

las células PC12 con NGF, disminuye en extractos nucleares y se traslada del 

citoplasma a los procesos neuríticos, siendo prominente en las varicosidades y el 



43 
 

cono de crecimiento (Marquez et al., 2003), donde funciona como un componente 

clave para mantener los complejos necesarios que ayudaran a la adhesión celular, 

localizándose con proteínas pertenecientes al DAPC como beta-distroglicano, 

sinaptofisina, así como componentes que participan en la adhesión (beta-integrina 

1, FAK, alfa-actinina, talina, vinculina y actina) (Cerna et al., 2006). 

Dp71e (Dp71eΔ71) presenta una característica particular, pues se ha reportado su 

capacidad para hacer más eficiente el proceso de diferenciación neural en 

comparación con otras isoformas, se expresa en la periferia celular y no cambia su 

localización durante el proceso de diferenciación. Las células que expresan esta 

isoforma logran diferenciarse más eficientemente, aumentando notablemente la 

capacidad de proliferación celular y el porcentaje de células con neuritas, además 

de que estas tienen una longitud mayor. A este fenómeno lo acompaña la regulación 

diferencial de varias proteínas, sin embargo, se sugiere que lo que promueve el 

aumento de proliferación celular durante la diferenciación es la regulación positiva 

de Dp71Δ71, Up71, β-distroglicano, enolasa específica de neuronas, antígeno 

nuclear celular en proliferación y FAK, así como HspB1, S100A6 y K8 (proteínas de 

citoesqueleto) y neurotransmisores como HCNP y TH (Aragõn et al., 2011; García-

Cruz et al., 2019; Herrera-Salazar et al., 2016; Merino-Jiménez et al., 2016). 

 

Como se ha indicado anteriormente, para el presente trabajo se utilizará la Dp40 y 

Dp40∆L170, así como la isoforma Dp71fΔ71 y Dp71fΔ71∆L170, que carece de los exones 

71 y 78. La función y mecanismos específicos de acción de Dp71fΔ71 durante la 

diferenciación aún no se conocen con precisión, sin embargo, se han realizado 

varios estudios que permiten un mejor entendimiento. Dp71fΔ71 únicamente 

conserva la región C-terminal de la distrofina, a partir de la región rica en cisteína, 

por esta razón tiene la capacidad de unirse a proteínas del DAPC como beta-

distroglicano, alfa1-sintrofina, beta-distrobrevina y alfa, beta y gamma-sarcoglicanos 

en células PC12 no diferenciadas. Interesantemente, tras la diferenciación de las 

células PC12, la composición cambia y deja de asociarse con alfa, beta y gamma-

sarcoglicanos para asociarse en su lugar con delta-sarcoglicano (Romo-Yáñez et 
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al., 2007) lo que nos permite suponer que conserva su función confiriendo 

estabilidad a los complejos transmembranales de unión a distrofina, también existe 

evidencia de que Dp71fΔ71 se concentra en las puntas de las neuritas y el citoplasma 

(Romo-Yáñez et al., 2007). La composición particular de este nuevo complejo tras 

la diferenciación permite que la óxido nítrico (nNOS) sintasa neuronal se asocie con 

el complejo durante el tratamiento con NGF, esto aunado a su ubicación estratégica 

en las neuritas, abre la posibilidad de que su función se expanda a eventos de 

transducción de señales durante la diferenciación neuronal, lo que es congruente 

con su presencia predominante en el tejido cerebral y con su importancia para el 

adecuado desarrollo cognitivo. Adicionalmente se ha demostrado que Dp71fΔ71 

puede actuar como un potenciador de la proliferación celular, al ser sobre expresada 

en miocitos (Farea et al., 2020) y células PC12, así como un aumento en la 

producción de neuritas. 

 

Como se vio anteriormente, otra característica que impide el crecimiento de neuritas 

en la diferenciación neural de PC12 es la falta de adhesión celular, causada por la 

ausencia de las proteínas de adhesión. La proteína Dp71f participa en la 

diferenciación de las células PC12 y podría que estabilizar los complejos necesarios 

en la adhesión. 

Si bien Dp71fΔ71 pertenece al grupo Dp71f, podemos establecer algunos hechos 

particulares de Dp71fΔ71. Cuando las células PC12 están no diferenciadas Dp71fΔ71 

forma un complejo con beta-distroglicano, alfa1-sintrofina, beta-distrobrevina y alfa, 

beta y gamma-sarcoglicanos, sin embargo, cuando las células son diferenciadas 

con NGF Dp71fΔ71 se asocia con beta-distroglicano, alfa1-sintrofina, beta-

distrobrevina y delta-sarcoglicano (y con utrofina, sinaptofisina y acetilcolina cuando 

está en cocultivo) concentrándose en las puntas de las neuritas y el citoplasma 

(Ilarraza-Lomeli et al., 2007). Adicionalmente la nNOS se asocia con el complejo 

Dp71fΔ71/DAPs durante la diferenciación, incrementando la posibilidad de que 

Dp71Δ71 esté involucrada, al menos indirectamente, en la transducción de señales 

(Romo-Yáñez et al., 2007). 
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En el presente trabajo se propone estudiar el efecto que tiene la deleción de la 

leucina 170 (ΔL170) en la proteína Dp40 (Dp40ΔL170), así como en la proteína 

Dp71fΔ71 (Dp71f; Dp71Δ71ΔL170). 

 

 

4. JUSTIFICACIÓN 

La distrofia muscular de Duchenne es una de las distrofias más comunes (Mah et 

al., 2016; Theadom et al., 2014) y se estima que al menos la mitad de los pacientes 

tienen mutaciones en la región distal del gen que afectan las formas cortas de la 

distrofina Dp40 y Dp71 (Bladen et al., 2015). Dp71 es el producto principal del gen 

DMD que se expresa en el cerebro, y en general en el sistema nervioso y se asocia 

con el déficit cognitivo que se presenta en la enfermedad.  Recientemente se reportó 

una familia con déficit cognitivo en ausencia del fenotipo distrófico, ocasionado por 

la deleción de L170 cuya alteración se encuentra en la secuencia de Dp71 y de 

Dp40. Esto hace imprescindible investigar el efecto que tiene dicha mutación en el 

proceso de diferenciación neural. Por tanto, en este trabajo se propone evaluar el 

efecto de la mutación ΔL170 en la función de las proteínas Dp40 y Dp71 durante la 

diferenciación neural de las células PC12 con el factor de crecimiento neural. 

 

5. HIPÓTESIS 

La proteína mutante Dp40ΔL170 y Dp71fΔ71ΔL170 afectan la diferenciación neural 

inducida con NGF en las células PC12, disminuyendo la cantidad y el tamaño de las 

neuritas y provocando la relocalización de las proteínas Dp40 y Dp71fΔ71 al núcleo. 

Lo anterior evita que Dp40 y Dp71fΔ71 funcione correctamente durante la 

diferenciación. 
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6. OBJETIVOS 

 

a. Objetivo general 

 

Caracterizar el efecto de la mutación ΔL170 en la función de la distrofina Dp40 

/Dp71fΔ71 durante la diferenciación de las células PC12-Tet-On. 

 

b. Objetivos específicos 

1. Determinar el efecto de la distrofina Dp40ΔL170 sobre la morfología de las 

células PC12 Tet-On, durante el proceso de diferenciación inducido por NGF, 

y compararlo con los cambios promovidos por Dp40 silvestre. 

2. Determinar la distribución subcelular de Dp40ΔL170 y relacionarla con la 

distribución de Dp40 en las células PC12 Tet-On/Dp40 ΔL170 y PC12 Tet-

On/Dp40, por ensayos de inmunofluorescencia. 

3. Evaluar en las clonas PC12 Tet-On/Dp40ΔL170 (C-23 y C-26), los niveles de 

expresión de las proteínas relacionadas con el proceso de diferenciación y 

proliferación: NSE, PCNA, FAK y NF-L. 

4. Analizar clonas PC12 Tet-On/Dp71 Δ71ΔL170 para determinar la localización y 

efecto de la distrofina Dp71 Δ71ΔL170.     

 

7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

En la parte inicial del proyecto se llevó a cabo el cultivo y diferenciación a 12 días 

de las líneas celulares de PC12 Tet-On previamente transfectadas de manera 

estable con los siguientes plásmidos para Dp40: pTRE2pur-Myc, pTRE2pur-Myc-

Dp40 (wt), pTRE2pur-Myc-Dp40∆L170. Así como de las líneas celulares de PC12 Tet-

On transfectadas de manera estable con los siguientes plásmidos para Dp71fΔ71: 

pTRE2pur-Myc, pTRE2pur-Myc-Dp71fΔ71 (wt), pTRE2pur-Myc-Dp71fΔ71ΔL170. De 



47 
 

esta manera se obtuvieron los cultivos celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-

On/Dp40wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23), PC12 

Tet-On/Dp40∆L170 (C-26), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-2), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-

7); PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp71fΔ71 (wt), PC12 Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 

(pool), PC12 Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-1), PC12 Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-2) y PC12 

Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-3) de 0 y 12 días de diferenciación con NGF, induciendo la 

sobreexpresión de la proteína correspondiente con doxiciclina.  

Adicionalmente se realizó la secuenciación de los plásmidos que fueron utilizados 

para transfectar a las células PC12, con la finalidad de corroborar que la secuencia 

plasmídica no tuviera mutaciones que impidieran la correcta sobreexpresión de la 

distrofina. La secuencia de los plásmidos utilizados para transfectar incluye un sitio 

de resistencia a puromicina, rio abajo se encuentra un sitio de respuesta a 

tetraciclina que permite controlar la expresión del elemento que se encuentra en 

seguida, que es una bandera de Myc con un sitio de múltiple clonación, permitiendo 

clonar cualquier proteína (en este caso las distrofinas mencionadas anteriormente) 

quedando fusionada a la bandera de Myc para su posterior monitoreo. 

Por otro lado, se realizaron curvas de proliferación celular con las células PC12 Tet-

On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-23), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-2), 

PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-7) sin ningún tipo de inducción, es decir, sin NGF y con 

condiciones de +doxiciclina y -doxiciclina.  

Se realizó la captura de micrografías de 0 y 12 días para el análisis morfométrico de 

las células PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 

(C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26), cuantificando la tasa de diferenciación, 

porcentaje de células con neuritas y longitud de neuritas, así como la complejidad 

relativa de las neuritas durante la diferenciación celular a 0 y 12 días después de la 

inducción con NGF. En seguida se realizó la extracción proteica de todas las líneas 

celulares en ambos puntos de inducción para la realización de experimentos de 

western blot. Se evaluó la expresión de 4 marcadores de diferenciación y 

proliferación, el primer marcador es FAK (cinasa de adhesión focal) que es una de 
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las principales moléculas involucradas en la señalización en los sitios de adhesión 

focal e interactúa con Dp71f, después se evaluó la expresión relativa de NSE 

(enolasa específica de neuronas), es una enzima que se expresa en las neuronas 

y la glía como un evento tardío en la diferenciación neural, este marcador permite 

identificar las células PC12 que se diferencian y es posible discriminar a las células 

que no se diferencian. El tercer marcador analizado fue NF-L (neurofilamento de 

cadena ligera), una proteína neural citoplasmática que forma parte del citoesqueleto 

se expresa en niveles altos en los axones y suele utilizarse como un marcador para 

varios desordenes neurológicos. Después se analizó la expresión relativa de Myc, 

que corresponde a la distrofina respectiva en cada línea celular. Finalmente se 

monitoreo la presencia de PCNA (antígeno nuclear de proliferación celular), que es 

una proteína nuclear encargada de aumentar la procesividad de la polimierasa 

durante la división celular (durante las fases G1 y S) y eventos de reparación del 

DNA. Este marcador es de utilidad, como su nombre lo indica, para conocer como 

se ve afectada la velocidad y nivel de proliferación de las células PC12 que expresan 

la proteína mutante tras la diferenciación. 

La parte final consistió en determinar la distribución subcelular en cada clona de 

Dp40, con respecto al control, para ello se realizó el análisis por 

inmunofluorescencia en las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-

On/Dp40wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) no 

diferenciadas y diferenciadas con NGF, para dicho ensayo se utilizó un anticuerpo 

primario contra Myc que indica en cada línea celular la distrofina respectiva, 

adicionalmente se utilizó un anticuerpo contra lámina A/C, una proteína encontrada 

en la periferia del núcleo. 

En lo que respecta a las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-

On/Dp71fΔ71 (wt), PC12 Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 (pool), PC12 Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-

1), PC12 Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-2) y PC12 Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-3) adicional a 

la secuenciación de los plásmidos utilizados para transfectar, se realizó un ensayo 

de western blot contra la bandera de Myc, con la finalidad de monitorear la presencia 

relativa de la distrofina respectiva en cada caso.  
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8.   MATERIALES Y MÉTODOS  

 

Cultivo y diferenciación celular 

Todas las líneas celulares: PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40wt, PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26), 

PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-2), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-7); PC12 Tet-On/Myc (vv), 

PC12 Tet-On/Dp71fΔ71 (wt), PC12 Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 (pool), PC12 Tet-

On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-1), PC12 Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-2) y PC12 Tet-

On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-3) fueron cultivadas en medio Eagle modificado de Dulbecco, 

suplementado con suero de caballo inactivado por calor al 10% (Gibco, Rockville, 

MD, EE. UU.), suero fetal bovino al 5% (Gibco), penicilina 100 U/ml (Gibco), 1 mg/ml 

de estreptomicina (Gibco), 250 ng/ml de micostatina  y 100 μg/ml de geneticina 

(G418) a 37 ° C al 5% de CO2. Para inducir las proteínas recombinantes, se utilizó 

doxiciclina 500 ng/ml, comenzando la inducción 24h antes de cualquier otro 

tratamiento o ensayo. Para la diferenciación, las células alcanzaron un nivel de 

confluencia de aproximadamente el 80% en placas de cultivo recubiertas de 

colágena o en cubreobjetos recubiertos previamente con poli-L-lisina. 

Posteriormente, las células se expusieron a 50 ng / ml de NGF 2.5S (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EE. UU.). Para mantener la sobreexpresión de las proteínas 

recombinantes durante el proceso de diferenciación, el medio de cultivo fue 

suplementado con 500 ng/ml de doxiciclina y 50 ng/ml de NGF que se cambió cada 

tres días durante todo el proceso de diferenciación (Aragõn et al., 2011). 

 

Análisis morfométrico del crecimiento de neuritas. 

Se capturaron, en un experimento individual, las micrografías de aproximadamente 

20 campos para cada línea celular de los días 0 y 12 de diferenciación con NGF, 

con un microscopio (AX10 Zeiss) con el objetivo 10X. Para cuantificar la proporción 

de neuritas, se consideró que las neuritas tuvieran una longitud de al menos dos 
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cuerpos celulares. Se utilizó el software ZenPro de Zeiss para contar en al menos 

100 células de cada línea celular, las neuritas y se midió su longitud (Aragõn et al., 

2011), adicionalmente se realizó la cuantificación de las neuritas con estructuras 

complejas o ramificaciones, clasificando como tal a las neuritas que no eran rectas. 

 

Extracción de proteínas y análisis de Western blot 

Se obtuvieron extractos de proteínas totales de todas las líneas celulares tanto no 

diferenciadas como diferenciadas de un experimento individual. Las 

concentraciones de proteínas se determinaron por el método de Bradford. El 

extracto de proteínas total fue resuspendido en buffer de muestra de electroforesis 

(Tris-HCl 75 mM, dodecilsulfato de sodio al 15%, b-mercaptoetanol al 5%, glicerol 

al 20%, azul de bromofenol al 0,001%). Se cargó un volumen aproximado de 60-80 

µg de proteína en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 12% para 

posteriormente transferirlas a membranas de nitrocelulosa. Las membranas de 

nitrocelulosa se bloquearon con leche en polvo durante 2 h, seguido de una 

incubación con los anticuerpos primarios respectivos a 4ºC. Las diluciones y lavados 

de anticuerpos se hicieron en solución salina tamponada con buffer tris Tween 20 

al 0,05%. Como control de carga se utilizó un anticuerpo anti-β-actina. Para obtener 

la expresión relativa de cada proteína, la intensidad de la banda se cuantificó y se 

obtuvo la relación entre el valor de cada proteína y el de β-actina y se graficaron los 

resultados (García-Cruz, César, et al., 2021). 

 

Ensayos de inmunofluorescencia indirecta 

Las células en cultivo después de 24 horas de exposición a la doxiciclina se trataron 

con 50 ng / ml de NGF 2,5S (Invitrogen) durante 12 días. La permeabilización y 

fijación celular se realizó con Triton X-100 al 0,4% y paraformaldehído al 4%. Los 

cubreobjetos se bloquearon con gelatina al 0,5%. Los anticuerpos primarios 

(Lamina A/C y Myc) fueron incubados a 4ºC y se usaron anticuerpos secundarios 

conjugados con Alexa488 o Alexa594 (Invitrogen) para detectar la señal del 



51 
 

anticuerpo primario, adicionalmente se incubo DAPI 1:1000 por un tiempo de 5 

minutos, para indicar el área correspondiente al núcleo celular. El montaje de los 

cubreobjetos se realizó en medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories, Inc., 

Burlingame, CA, EE. UU.). Las imágenes fueron tomadas con un objetivo de 

inmersión en aceite de 40x utilizando un microscopio confocal Leica TCS SPE8. De 

cada imagen, se escanearon aproximadamente 33 secciones ópticas en el eje Z 

(intervalos de 0,3 µm). Se eligieron secciones ecuatoriales en Z representativas y 

que correspondieran a la parte central del núcleo para mostrar la localización 

subcelular de las proteínas (García-Cruz et al., 2022). 
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9.   RESULTADOS 

a.  Caracterización del efecto de la proteína mutante Dp40∆L170 en la 

diferenciación de células PC12 

Dados los antecedentes descritos anteriormente para la distrofina Dp40 como para 

la deleción de la L170, se realizaron varios ensayos con la finalidad de establecer 

las bases en cuanto al efecto de la deleción L170 en el efecto de la diferenciación 

de las células PC12. Los resultados de cada uno de los ensayos se muestran a 

continuación. 

i. Secuenciación del plásmido de transfección 

El plásmido pTRE2pur-Myc-Dp40∆L170 fue analizado para determinar que la 

secuencia del fragmento que expresa a la proteína Dp40∆L170 estuviera correcta. Los 

resultados de la secuenciación corroboran que la construcción se llevó a cabo 

adecuadamente, se secuenciaron 1382 bases que fueron alineadas con la 

secuencia teórica de un fragmento del plásmido y con la Dp40 (GenBank: 

KF154977.1), dichas bases corresponden a la parte final del elemento de respuesta 

a tetraciclina, así como a la región completa de la proteína Dp40∆L170 (figura 6). 

 

 

Figura 6 Secuenciación del plásmido pTRE2pur-Myc-Dp40∆L170. El plásmido utilizado para generar las clonas 
pool PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26), PC12 Tet-
On/Dp40∆L170 (C-2), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-7). La secuencia inferior es la secuencia consenso obtenida de los 
resultados de secuenciación, la secuencia que se encuentra en la parte central corresponde a la secuencia 
teórica (que proviene de GenBank: KF154977.1, agregándole la deleción), en la parte superior se muestra el 
porcentaje de identidad de la parte alineada, el color verde representa las posiciones donde las bases 
coinciden. 

 

ii. Curva de proliferación celular 
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Se realizó la curva de crecimiento y proliferación celular de acuerdo con lo descrito 

en Materiales y Métodos, con la finalidad de evaluar el patrón de crecimiento de las 

líneas celulares PC12 Tet-On/Dp40wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-23), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) en ausencia de inducción o 

estimuló externo, adicionalmente se realizó la misma curva en presencia de 

doxiciclina. 

Las curvas de proliferación (Tabla 4) con doxiciclina comenzaron con 250,000 

células/ml, al primer día se observa un periodo de adaptación, para el día 3 todas 

las líneas celulares comienzan a crecer con diferente tasa, sin embargo, para el día 

5 se observa un decremento en la cantidad de células de las líneas celulares PC12 

Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26), siendo menor el 

decremento en esta última. Por su parte, las líneas celulares PC12 Tet-On/Dp40wt 

y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool) muestran un incremento en el número de células. 

Para los días 9 y 11 todas las líneas celulares mostraron un crecimiento, finalmente 

el número de células en cada una de las líneas celulares al día 11 fue el siguiente: 

PC12 Tet-On/Dp40wt (7120000 células/ml); PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool) 

(9180000 células/ml); PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) (3110000 células/ml); y PC12 

Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) (4630000 células/ml). En lo que respecta a la condición sin 

doxiciclina se puede observar un comportamiento similar, pero con un número 

menor de células puesto que tras 11 días de proliferación el número de células 

cuantificado es el siguiente: PC12 Tet-On/Dp40wt (3085000 células/ml); PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (pool) (8715000 células/ml); PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) (995000 

células/ml); y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) (2460000 células/ml). (figura 7 y 8). 

Tabla 4 Ensayo de proliferación celular para las células PC12 Tet-On/Dp40wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), 
PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26). Los números indican la cantidad de células por 
mililitro. 

 
PC12 Tet-

On/Dp40wt 

PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (pool) 

PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-23) 

PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-26) 

días / 

dox  
- + - + - + - + 

0 250000 250000 250000 250000 250000 250000 250000 250000 
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1 180000 365000 215000 270000 160000 175000 350000 370000 

3 855000 1860000 1275000 1515000 517500 780000 1575000 2617500 

5 1957500 3540000 2445000 3930000 795000 500000 1180000 2040000 

9 2690000 6270000 6425000 6800000 860000 1975000 n/a 2805000 

11 3085000 7120000 8715000 9180000 995000 3110000 2460000 4630000 

 

 

 

Figura 7 Gráfica de proliferación celular. Cuantificaciones a 0, 3, 5, 9 y 11 días para las líneas celulares PC12 
Tet-On/Dp40wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26). 
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Figura 8 Gráfica del número de células cuantificadas al día 11 de proliferación para las líneas celulares 
pTRE2pur-Myc-Dp40 (wt), pTRE2pur-Myc-Dp40∆L170 (pool), pTRE2pur-Myc-Dp40∆L170 (C-23), pTRE2pur-Myc-
Dp40∆L170 (C-26). Se observa que las líneas celulares pTRE2pur-Myc-Dp40∆L170 (C-23) y pTRE2pur-Myc-Dp40∆L170 
(C-26) se ven afectadas en cuanto al crecimiento, teniendo una proliferación menor. 

 

iii. Análisis morfométrico de las neuritas de células PC12 Tet-

On/Dp40wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-26) 

Las micrografías capturadas a los 0 días de diferenciación (figura 9) muestran 

algunas diferencias en la morfología de las células analizadas, inicialmente se 

puede observar que las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv) y PC12 Tet-

On/Dp40wt crecen de manera similar, separadas, redondeadas y uniformes sin 

mayores protuberancias en el caso de las células PC12 Tet-On/Myc (vv). Las 

células PC12 Tet-On/Dp40wt muestran pequeñas neuritas desde el día 0 de 

diferenciación. Al comparar las células anteriores con las líneas celulares PC12 

Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) se observa en éstas 

últimas una morfología distinta, crecen en cúmulos de células y con una superficie 

irregular. Cabe destacar que la línea celular PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) 
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muestra pequeñas protuberancias sin llegar a observarse como neuritas, esta 

morfología es más pronunciada que en la línea celular PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-

26). 

 

Figura 9 Micrografías representativas de células PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40wt, PC12 Tet-
On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) sin diferenciar. Las células fueron crecidas como se indica 
en Materiales y Métodos. En la parte superior de la figura se muestran las células PC12 Tet-On/Myc (vv) y PC12 
Tet-On/Dp40wt y en la parte inferior se muestran las células PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-
On/Dp40∆L170 (C-26). Las micrografías fueron capturadas en un microscopio AX10 Zeiss con el objetivo 40X. Las 
flechas rojas indican las células que crecen en cúmulos y con una periferia irregular. Se capturaron micrografías 
de aproximadamente 20 campos de cada línea celular, los resultados corresponden a un experimento. 
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A continuación, se procedió con el análisis de las células diferenciadas a 3, 6, 9 y12 

días en presencia de NGF. Al compararse las micrografías obtenidas durante el 

proceso de diferenciación, se observan varias características importantes. 

Inicialmente se observa que las células PC12 Tet-On/Myc (vv) (figura 10) presentan 

neuritas alargadas desde el día 3 (figura 13), las neuritas son delgadas, rectas y no 

presentan varicosidades ni conos de crecimiento pronunciados, las neuritas crecen 

sin dirección aparente y entre las células diferenciadas prevalecen células bipolares. 

Al comparar esta línea celular con las células PC12 Tet-On/Dp40wt se puede 

observar que esta última presenta neuritas alargadas desde el día 3, comparado 

con las PC12 Tet-On/Myc (vv) las neuritas son más largas, gruesas, forman 

estructuras complejas y presentan múltiples varicosidades y conos de crecimiento 

pronunciados, las neuritas crecen en dirección a otras células y generan múltiples 

nodos de contacto y entre las células diferenciadas prevalecen células multipolares. 

 

Figura 10 Micrografías representativas de la comparación entre la línea celular PC12 Tet-On/Myc (vv) y PC12 
Tet-On/Dp40wt tras 12 días de diferenciación con NGF, las flechas rojas indican estructuras complejas de las 
neuritas, los círculos señalan los conos de crecimiento, los cuadrados señalan los puntos de contacto de las 
neuritas. Las micrografías fueron capturadas en un microscopio AX10 Zeiss con el objetivo 40X. Se capturaron 
micrografías de aproximadamente 20 campos de cada línea celular, los resultados corresponden a un 
experimento individual. 
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Al analizar la morfología de la línea celular PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) (figura 

11), en comparación con las células PC12 Tet-On/Dp40wt, se puede observar que 

el número de células con neuritas es menor y las neuritas son más delgadas, forman 

estructuras simples y no presentan conos de crecimiento pronunciados, las neuritas 

crecen sin aparente dirección y entre las células diferenciadas prevalecen células 

aplanadas y amorfas, adicionalmente, hay células que crecen en cúmulos. 

 

Figura 11 Micrografía representativa de la comparación de las líneas celulares PC12 Tet-On/Dp40wt y PC12 
Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) tras 12 días de diferenciación, las flechas señalan las estructuras de las neuritas. Las 
micrografías fueron capturadas en un microscopio AX10 Zeiss con el objetivo 40X. Se capturaron micrografías 
de aproximadamente 20 campos de cada línea celular, los resultados corresponden a un experimento 
individual. 

 

Finalmente, la línea celular PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) (figura 12), presenta 

neuritas alargadas a partir del día 6 (figura 13), comparado con la línea celular PC12 

Tet-On/Dp40wt, las neuritas son más delgadas, forman estructuras simples y no 

presentan conos de crecimiento pronunciados, adicionalmente, se observa que las 

neuritas crecen sin aparente dirección. 
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Figura 12 Micrografía representativa de la comparación de las líneas celulares PC12 Tet-On/Dp40wt y PC12 
Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) después de 12 días de diferenciación, las flechas rojas señalan la estructura de las 
neuritas. Las micrografías fueron capturadas en un microscopio AX10 Zeiss con el objetivo 40X. Se capturaron 
micrografías de aproximadamente 20 campos de cada línea celular, los resultados corresponden a un 
experimento individual. 

 

Figura 13 Micrografías representativas de las líneas celulares PC12 Tet-On/Dp40wt, Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-26) a 0, 3, 6, 9 y 12 días de diferenciación con NGF. Las micrografías fueron capturadas en un 
microscopio AX10 Zeiss con el objetivo 40X. Se capturaron micrografías de aproximadamente 20 campos de 
cada línea celular, los resultados corresponden a un experimento. 

Con respecto a los datos obtenidos del conteo celular realizado para las líneas 

celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40 wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-
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23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) a los 12 días de diferenciación, se obtuvieron 

varias observaciones. Inicialmente podemos observar diferencias en la morfología 

general de las células (Figura 14). Se consideraron células sin cambio a aquelas 

que, sin importar los días de diferenciación transcurridos, conservaron la morfología 

del día 0, permaneciendo redondas, por otro lado, en el grupo de células aplanadas 

se consideró a todas las células que tuvieron cualquier cambio, sin importar el 

tamaño de sus neuritas o su tasa de aplanamiento. El análisis de los resultados 

indican que  para la línea celular PC12 Tet-On/Myc (vv) el 42.8% de las células 

permanecen sin cambio y el 57.2% presentó cambios en su morfología, para PC12 

Tet-On/Dp40 wt el 26.5% de las células permanecen sin cambio y el 73.5% presento 

cambios en su morfología, para PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) el 33.5% de las 

células permanecen sin cambio y el 66.5% presentó cambios en su morfología y 

finalmente para la línea celular PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) el 31.2% de las 

células permanecen sin cambio y el 68.8% presentó cambios en su morfología.  

 

Figura 14 Cambio en la morfologia a 12 días de diferenciación para las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc 
(vv), PC12 Tet-On/Dp40wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26). En negro se observa 
el porcentaje de células que permanecieron sin cambio a 12 días de diferenciación, en gris se observa el 
porcentaje de células que cambiaron su morfología a 12 días de diferenciación. El conteo corresponde al 
menos a 100 células de cada línea celular en un solo experimento. 
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De igual manera se realizó el conteo de las células que se diferenciaron a los 12 

días de inducción con NGF (Figura 15), para esto se consideraron los parámetros 

especificados en la sección de Materiales y Métodos, en donde se consideran 

células diferenciadas a aquellas que tienen neuritas que exceden dos veces el 

tamaño del cuerpo celular y el resto son consideradas células no diferenciadas. 

Con este análisis, los resultados indican que para la línea celular PC12 Tet-

On/Myc (vv) el 30.4% de las células se diferenciaron y el 69.6% no, para la línea 

celular PC12 Tet-On/Dp40 wt el 59.5% de las células se diferenciaron y el 40.5% 

no, para PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) se diferenciaron el 28.1% y el 71.9% no y 

finalmente para las células PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) el 50.4% se diferenció y 

el 49.6 no.

 

Figura 15 Diferenciación de las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40wt, PC12 Tet-
On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) a los 12 días de diferenciación. En negro se observa el 
porcentaje de células cuyas neuritas tienen un tamaño menor a 2 cuerpos celulares, en gris se observa el 
porcentaje de células cuyas neuritas tienen un tamaño de al menos 2 cuerpos celulares a los 12 días de 
diferenciación. El conteo corresponde al menos a 100 células en un solo experimento. 
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Adicionalmente, se determinó la complejidad de las neuritas observadas en las 

diferentes líneas celulares (Figura 16), se consideraron neuritas simples a las 

neuritas que crecían en una sola dirección independientemente de su tamaño, y 

neuritas complejas a aquellas que crecían cambiando de dirección o con 

ramificaciones. Los resultados mostraron que para las células PC12 Tet-On/Myc 

(vv) el 100% de las neuritas son simples, para la línea celular PC12 Tet-On/Dp40 

wt el 55.6% de las neuritas son simples y el 44.4% son neuritas complejas, para 

PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) el 90.8% de las neuritas son simples y el 9.2% son 

complejas y finalmente, para las células PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) el 90.9% 

de las neuritas son simples y el 9.1% son neuritas complejas. 

 

Figura 16 Complejidad de las neuritas observada en las células PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40 wt, PC12 
Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) a los 12 días de diferenciación. En negro se muestra el 
porcentaje de neuritas simples, en gris se representa el porcentaje de neuritas que forman estructuras más 
complejas a los 12 días de diferenciación. El conteo corresponde al menos a 100 células de un solo 
experimento. 
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iv. Expresión de marcadores de diferenciación y proliferación en 

las células PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40wt, PC12 

Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 

Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) 

Se realizó un ensayo de western blot para determinar la expresión relativa de las 

proteínas FAK, NSE, NF-L, B-actina, Dp40 y PCNA (Figura 17), normalizándolos 

con la expresión de actina en cada línea celular. Estos marcadores permiten 

evaluar los procesos de adhesión, diferenciación y proliferación.  Se analizaron las 

líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40 wt, PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) 

utilizando los anticuerpos correspondientes contra cada uno de los marcadores 

mencionados, comparando 0 y 12 días de diferenciación con NGF en presencia de 

doxiciclina. 

A los 12 días de diferenciación las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv) y PC12 

Tet-On/Dp40 wt no muestran cambios importantes en la presencia relativa de la 

proteína FAK (Figura 18), sin embargo, la línea celular denominada pool mostró un 

incremento de 0.6 veces, mientras que PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) muestra un 

incremento de 11.2 veces y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) un incremento de 4.5 

veces en la expresión de este marcador. 

En el caso de la expresión de la proteína NSE (Figura 19), a los 12 días de 

diferenciación se observa un incremento importante en el PC12 Tet-On/Myc (vv), en 

la línea celular PC12 Tet-On/Dp40 wt el incremento corresponde a 2.5 veces, en el 

pool el aumento corresponde a 2.3 veces, en la línea celular PC12 Tet-On/Dp40∆L170 

(C-23) no existe un cambio apreciable, mientras que en PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-

26) el aumento corresponde a 3.6 veces. 

El marcador NF-L (Figura 20) presenta un cambio en su expresión relativa de 0.3 

veces a los 12 días de diferenciación para la línea celular PC12 Tet-On/Myc (vv), en 

la línea PC12 Tet-On/Dp40 wt se observa una reducción de 8.2 veces, mientras que 

en el pool la reducción corresponde a 2.6 veces, para las líneas PC12 Tet-
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On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) existe un aumento de 4.8 y 0.2 

veces respectivamente. 

La expresión de la distrofina Dp40 (Figura 21) no se observa en la línea PC12 Tet-

On/Myc (vv) debido a la naturaleza de esta, sin embargo, en la PC12 Tet-On/Dp40 

wt se observa un decremento en su presencia de 0.7 veces tras 12 días de 

diferenciación, el pool muestra un aumento 0.8 veces, mientras que el aumento 

correspondiente a la línea celular PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) es de 6.1 veces, 

finalmente la línea PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) muestra una disminución de 0.4 

veces. 

PCNA (Figura 22) por su parte está disminuida 3.6 veces en el PC12 Tet-On/Myc 

(vv) y desaparece por completo en la línea PC12 Tet-On/Dp40wt, en el pool su 

presencia disminuye alrededor de 3.6 veces, mientras que en la línea PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-23) la disminución es apenas observable y corresponde a 0.2 

veces, finalmente en la línea celular PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) la disminución 

es de 4.4 veces. 

 

Figura 17 Expresión de las proteínas FAK, NSE, NF-L, Dp40 y PCNA en las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), 
PC12 Tet-On/Dp40 wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 

(C-26). Las células fueron cultivadas como se indica en Materiales y Métodos. Se procedió a la extracción de 
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proteínas a 0 y 12 días de diferenciación, todas las condiciones fueron inducidas con doxiciclina. Se realizó el 
experimento de Western blot utilizando los anticuerpos indicados en materiales y métodos. a actina fue 
utilizado para normalizar la expsión de los marcadores. Los resultados corresponden a un experimento. 

   

Figura 18 Expresión de la proteína FAK en las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40 wt, 
PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26). Gráfica de los 
resultados de western blot para el marcador FAK para las líneas celulares a los PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 
Tet-On/Dp40 wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) 
tras 0 y 12 días de diferenciación con NGF en presencia de doxiciclina. Los números sobre las barras denotan 
la diferencia entre ambas barras. La expresión relativa fue normalizada con respecto a actina. El resultado 
corresponde a un experimento. 
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Figura 19 Expresión de la proteína NSE en las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40 wt, 
PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26). Gráfica de los 
resultados de western blot para el marcador FAK para las líneas celulares a los PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 
Tet-On/Dp40 wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) 
tras 0 y 12 días de diferenciación con NGF en presencia de doxiciclina. Los números sobre las barras denotan 
la diferencia entre ambas barras. La expresión relativa fue normalizada con respecto a actina. El resultado 
corresponde a un experimento. 

 

Figura 20 Expresión de la proteína NF-L en las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40 wt, 
PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26). Gráfica de los 
resultados de western blot para el marcador FAK para las líneas celulares a los PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 
Tet-On/Dp40 wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) 
tras 0 y 12 días de diferenciación con NGF en presencia de doxiciclina. Los números sobre las barras denotan 
la diferencia entre ambas barras. La expresión relativa fue normalizada con respecto a actina. El resultado 
corresponde a un experimento. 
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Figura 21 Expresión de la proteína Dp40 en las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40 wt, 
PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26). Gráfica de los 
resultados de western blot para el marcador FAK para las líneas celulares a los PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 
Tet-On/Dp40 wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) 
tras 0 y 12 días de diferenciación con NGF en presencia de doxiciclina. Los números sobre las barras denotan 
la diferencia entre ambas barras. La expresión relativa fue normalizada con respecto a actina. El resultado 
corresponde a un experimento. 

 

Figura 22 Expresión de la proteína PCNA en las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40 wt, 
PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26). Gráfica de los 
resultados de western blot para el marcador FAK para las líneas celulares a los PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 
Tet-On/Dp40 wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (pool), PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) 
tras 0 y 12 días de diferenciación con NGF en presencia de doxiciclina. Los números sobre las barras denotan 
la diferencia entre ambas barras. La expresión relativa fue normalizada con respecto a actina. El resultado 
corresponde a un experimento. 
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v. Localización de las proteínas Dp40wt, y Dp40∆L170 en las 

células PC12 Tet-On 

Con el objetivo de conocer la localización celular de las proteínas Dp40wt y 

Dp40∆L170, en las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-On/Dp40wt, 

PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) se llevaron a cabo 

experimentos de inmunofluorescencia indirecta utilizando los anticuerpos anti-Myc 

y anti-lámina A/C (figura 23). Los resultados obtenidos para las células PC12 Tet-

On/Myc (vv) muestran que a 6 días de diferenciación se observa el péptido Myc en 

toda la célula de manera punteada, a 12 días se observa mayor presencia en el 

núcleo, pero también se observa en las neuritas y extensiones celulares, por su 

parte la lámina A/C se observa delimitando el núcleo y sin presencia dentro del 

mismo a 6 y 12 días de diferenciación. 

 

Figura 23 Distribución del péptido myc y lamina A/C en células PC12 Tet-On/Myc (vv). Se llevó a cabo un 
experimento de inmunofluorescencia indirecta en las células PC12 Tet-On/Myc (vv) a 6 y 12 días de 
diferenciación. En verde se muestra la señal del anticuerpo anti Myc, en rojo la señal para el anticuerpo anti-
lámina A/C, en azul se representa la señal de DAPI. Las imágenes corresponden a cortes en del eje z. obtenidos 
en el microscopio confocal Leica TCS SPE8. Los resultados corresponden a un solo experimento. Se indica la 
barra de tamaño de 20 µm. 
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En la línea celular PC12 Tet-On/Dp40wt (figura 24) se observa la distrofina Dp40, a 

los 6 días de diferenciación, en toda la célula de forma homogénea, de igual manera, 

a 12 días de diferenciación se observa en toda la célula y con menor presencia en 

el núcleo. En lo que respecta a la lámina A/C, en los cortes que permiten observar 

el núcleo, se encuentra de igual forma a 6 y 12 días de diferenciación mayormente 

en la periferia del núcleo y sin presencia en la parte interna del mismo. 

 

Figura 24 Distribución del péptido myc y lamina A/C en células PC12 Tet-On/Dp40wt. Se llevó a cabo un 
experimento de inmunofluorescencia indirecta en las células PC12 Tet-On/Dp40wt a 6 y 12 días de 
diferenciación. En verde se muestra la señal del anticuerpo anti Myc, en rojo la señal para el anticuerpo anti-
lámina A/C, en azul se representa la señal de DAPI. Las imágenes corresponden a cortes en del eje z obtenidos 
en el microscopio confocal Leica TCS SPE8. Los resultados corresponden a un solo experimento. Se indica la 
barra de tamaño de 20 µm. 

 

 

 

 

 

 



70 
 

Al observar a la línea celular PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) (figura 25), la Dp40∆L170 

a los 6 días de diferenciación se encuentra mayormente en el núcleo de la célula, 

sin embargo, al transcurrir los 12 días de diferenciación, la distrofina mutante se 

encuentra en toda la célula y los procesos neuríticos y la presencia en el núcleo 

comienza a disminuir igualando su intensidad con el citoplasma. En lo que respecta 

a lámina A/C se observa que a los 6 días de diferenciación se encuentra localizada 

en toda el área nuclear, sin embargo, después de 12 días la lámina A/C se dispone 

nuevamente en la periferia nuclear y ya no está presente en el interior del núcleo. 

 

 

Figura 25 Distribución del péptido myc y lamina A/C en células PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23). Se llevó a cabo 
un experimento de inmunofluorescencia indirecta en las células PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) a 6 y 12 días de 
diferenciación. En verde se muestra la señal del anticuerpo anti Myc, en rojo la señal para el anticuerpo anti 
lámina A/C, en azul se representa la señal de DAPI. Las imágenes corresponden a cortes en del eje z. obtenidos 
en el microscopio confocal Leica TCS SPE8. Los resultados corresponden a un solo experimento. Se indica la 
barra de tamaño de 20 µm. 
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En la línea celular PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) (figura 26) se puede observar la 

presencia de Dp40∆L170 principalmente en el núcleo celular a los 6 días de 

diferenciación, a los 12 días, su localización subcelular cambia para relocalizarse 

en toda el área celular y los procesos neuríticos, mostrando una presencia menor 

en el núcleo celular. Con respecto a la localización subcelular de lámina A/C, tras 6 

días, comienza a localizarse en la periferia nuclear, sin embargo, aún puede 

encontrarse en toda el área que corresponde al núcleo celular, al haber transcurrido 

los 12 días, la lámina A/C se observa dispuesta en la periferia del núcleo y sin 

presencia en la parte interna del mismo. 

 

 

Figura 26 Distribución del péptido myc y lamina A/C en células PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26). Se llevó a cabo 
un experimento de inmunofluorescencia indirecta en las células PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) a 6 y 12 días de 
diferenciación. En verde se muestra la señal del anticuerpo anti Myc, en rojo la señal para el anticuerpo anti-
lámina A/C, en azul se representa la señal de DAPI. Las imágenes corresponden a cortes en del eje z. Obtenidos 
en el microscopio confocal Leica TCS SPE8. Los resultados corresponden a un solo experimento. Se indica la 
barra de tamaño de 20 µm. 
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b. Caracterización del efecto de la proteína mutante Dp71fΔ71ΔL170 en la 

diferenciación de células PC12 

 

i. Expresión de la proteína mutante Dp71fΔ71ΔL170 

 

Con la finalidad de corroborar la expresión de la proteína mutante Dp71fΔ71ΔL170 se 

realizó un western blot con el anticuerpo primario anti-C-Myc (imagen 27), el cual 

indico la ausencia de expresión de la distrofina Dp71 en las condiciones de 0 y 12 

días +/- doxiciclina para las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-

On/Dp71fΔ71ΔL170 (pool), PC12 Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-1), PC12 Tet-

On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-2) y PC12 Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-3). 

 

Figura 27 Expresión de la proteína Myc-Dp71f∆71 en las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc (vv), PC12 Tet-
On/Dp71fΔ71 (wt), PC12 Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 (pool), PC12 Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-1), PC12 Tet-
On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-2) y PC12 Tet-On/Dp71fΔ71ΔL170 (C-3). Western blot realizado con el anticuerpo antiC-Myc, 
los cuadros rojos indican los sitios donde se debería encontrar a la distrofina Dp71f∆71∆L170. 
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ii. Secuenciación del plásmido de transfección pTRE2pur-Myc-

Dp71fΔ71ΔL170 

Debido a los resultados obtenidos al analizar la expresión de la proteína 

Dp71fΔ71ΔL170. Se llevó a cabo la secuenciación del inserto de Dp71 clonado en el 

plásmido. Los resultados de la secuenciación del plásmido pTRE2pur-Myc-

Dp71fΔ71ΔL170 (imagen 28), indicaron una deleción río arriba de la bandera Myc al 

realizar el alineamiento con la secuencia teórica del plásmido, la deleción se 

encuentra en la región que abarca el elemento de respuesta a tetraciclina, 

adicionalmente se observó que la deleción de los 3 bp que dan paso a la L170 fue 

conservada en el sitio deseado. Esta es la explicación a la ausencia de expresión 

de la proteína Dp71fΔ71ΔL170. 

 

 

Figura 28 Caracterización del plásmido de transfección de Dp71f∆71∆L170. Se muestra en la parte central de la 
figura la secuencia teórica del plásmido pTRE2pur-Myc-Dp71fΔ71ΔL170, en la parte inferior se encuentra la 
secuencia consenso resultado de la secuenciación. En la parte superior se muestra el alineamiento entre ambas 
secuencias, señalando las partes del plásmido, así como la mutación. En la parte extrema inferior de la figura 
se muestra la secuencia clonada con el software SnapGene, se indica en color rojo la deleción encontrada en 
el elemento de respuesta a tetraciclina. 
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10.   DISCUSIÓN 

Una característica importante de la distrofia muscular de Duchenne es el déficit 

cognitivo, el cual correlaciona con mutaciones en la parte distal del gen DMD, donde 

se encuentra la región que codifica para las distrofinas cortas Dp40 y Dp71. Se ha 

reportado anteriormente la importancia del sitio L170 en dichas proteínas y se ha 

correlacionado con el déficit cognitivo en ausencia de distrofia muscular. La 

caracterización de esta mutación en un modelo celular durante la diferenciación 

neural permitirá establecer las bases del efecto de esta mutación en la distrofia 

muscular de Duchenne. 

Inicialmente se realizó la curva de proliferación de las líneas celulares utilizadas en 

este estudio, para analizar el crecimiento de las células, de inicio se encontró un 

comportamiento interesante, observando que las líneas celulares PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) crecen aproximadamente a la 

mitad de la velocidad de las líneas celulares PC12 Tet-On/Dp40 wt. Se puede 

observar que la línea celular más afectada es la PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23), 

dado que en comparación a la PC12 Tet-On/Dp40 wt crece 2.3  veces menos tras 

11 días, es decir, la línea celular PC12 Tet-On/Dp40 wt crece más del doble. La 

línea celular PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) crece 0.4 veces menos que la PC12 

Tet-On/Dp40 wt , lo que representa una alteración menor que la línea PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-23). 

 Al analizar la morfología se observaron resultados similares a los obtenidos por 

(García-Cruz et al., 2022), donde se reporta la afectación en el número de células 

con neuritas, así como el tamaño de las neuritas al modificar el amino ácido L170 a 

P170 (L170P). En células sin diferenciar se pueden observar pocas diferencias, una 

de ellas es que las líneas celulares PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-26) crecen agrupadas o en cúmulos, y no son completamente 

redondas, ya que su periferia es irregular y poco homogénea a diferencia de PC12 

Tet-On/Myc (vv) y PC12 Tet-On/Dp40 wt. La línea celular PC12 Tet-On/Dp40∆L170 

(C-23)  muestra estas características en mayor medida que la línea celular PC12 

Tet-On/Dp40∆L170 (C-26), pareciendo estar esta última menos afectada. Al analizar 
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la condición de 12 días de diferenciación con NGF podemos encontrar varias 

características importantes, es de resaltar que el crecimiento de neuritas  se ve 

claramente estimulado en la línea celular PC12 Tet-On/Dp40 wt con respecto a Tet-

On/Myc (vv), esto es evidenciado por la cantidad de células que generan neuritas 

así como por el tamaño de las neuritas, adicionalmente hay menos células no 

diferenciadas, las neuritas tienen conos de crecimiento altamente pronunciados y 

sus neuritas forman contactos y estructuras complejas. La línea celular PC12 Tet-

On/Myc (vv) muestra una diferenciación moderada en cuanto a dichas 

características. Al comparar la línea celular PC12 Tet-On/Dp40 wt con PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) basados en los mismos 

parámetros se encontró una clara reducción en la diferenciación y formación de 

neuritas. Lo remarcable de la observación anterior es que mientras la línea PC12 

Tet-On/Dp40 wt comienza a diferenciarse y generar neuritas desde el día 1 y 

completa la diferenciación alrededor de los 9 días, la línea celular PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-23) inicia la diferenciación alrededor de 6 días y la línea celular 

PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) alrededor de 3 días. Con el análisis de la morfología 

se observa que la línea celular PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) tiene las mismas 

etapas que PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26), pero comienza el proceso de 

diferenciación después. Adicionalmente se realizó el análisis morfométrico, el cual 

indica inicialmente una ligera diferencia entre la línea celular PC12 Tet-On/Myc (vv) 

que muestra un 57.3% de células aplanadas o diferenciadas y las líneas PC12 Tet-

On/Dp40 wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) que 

muestran un 73.6%, 66.5% y 68.8% respectivamente de células aplanadas o 

diferenciadas, indicando que las células a las que se les induce la sobreexpresión 

de la distrofina Dp40 comienzan el proceso de diferenciación con una mayor 

eficiencia, incluso cuando se expresa la Dp40∆L170, donde el porcentaje es 

ligeramente menor en comparación con la distrofina Dp40wt. Así mismo, cuando se 

cuantifica la diferenciación en función de la longitud de las neuritas, se observa que 

en las células PC12 Tet-On/Myc (vv) existe un 30.4% de células diferenciadas 

mientras en las líneas PC12 Tet-On/Dp40 wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 

Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) existe un 59.5%, 28.1% y 50.4% de células diferenciadas. 
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En este caso la diferencia es bastante clara entre las células PC12 Tet-On/Myc (vv) 

y PC12 Tet-On/Dp40 wt en donde se observa un cambio en la diferenciación del 

30.4% al 59.5%. Cuando la distrofina Dp40 contiene la mutación ∆L170 se observa 

una disminución de dicha diferenciación hasta el 28.1% en las células PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-23) y hasta 50.4% en las células PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26), 

indicando que esta última línea celular se encuentra menos afectada en cuanto a 

su la formación de neuritas. Finalmente se cuantifico la complejidad de las neuritas, 

en este caso es cuando se observó la mayor diferencia, puesto que, mientras el 0% 

de las neuritas de las células PC12 Tet-On/Myc (vv) fueron neuritas complejas, para 

las células PC12 Tet-On/Dp40 wt, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-26), el porcentaje de neuritas complejas fue de 44.4%, 9.2% y 9.1% 

respectivamente. Esto último indica que la sobrexpresión de la distrofina Dp40wt 

promueve la formación de neuritas complejas de una manera significativa, mientras 

que la mutación ∆L170 disminuye claramente la formación de las mismas. 

Los resultados del análisis de la expresión de los marcadores de diferenciación y 

proliferación celular proveen valiosa información. FAK, es una enzima indispensable 

durante la etapa de iniciación de la formación de las neuritas. A los 12 días del 

tratamiento con NGF, la línea celular PC12 Tet-On/Dp40 wt no muestra cambios en 

la presencia relativa de FAK, sin embargo, PC12 Tet-On/Dp40∆L170 C-26 y C-23 

muestran un aumento, siendo mucho mayor en este último, lo cual es congruente 

con las observaciones en morfología. Desde este punto de vista se puede interpretar 

que al ser necesaria esta proteína durante el inicio del proceso de diferenciación, 

es congruente que exista una mayor expresion en la clona PC12 Tet-On/Dp40∆L170 

(C-23), que comenzó este proceso más tarde que PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26), 

de igual forma es congruente que el aumento sea menor en PC12 Tet-On/Dp40∆L170 

(C-26) y aun menor en PC12 Tet-On/Dp40wt. Con respecto al marcador de 

diferenciación NSE, el cual es una enzima presente únicamente en eventos tardíos 

de diferenciación, resulta bastante coherente que a los 12 días de diferenciación 

PC12 Tet-On/Dp40 wt y C-26 muestran una maduración neural estable evidenciada 

por el incremento en la presencia de NSE; no así PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) 

que tras 12 días aun no muestra incremento en los niveles de NSE. El marcador 
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NF-L es un marcador de daño en los axones, el incremento en su expresión en la 

clona PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) tras 12 días, pudiera relacionarse con la 

dificultad de dicha clona para formar neuritas estables en este tiempo de 

diferenciación, a diferencia de la clona PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26); la cual 

presenta mayores niceles de diferenciación. Al observar la expresión de Dp40, 

encontramos un comportamiento inesperado, a diferencia de las líneas PC12 Tet-

On/Dp40 wt y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26), la clona PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-

23) continua con una expresión pronunciada de distrofina Dp40∆L170 a los 12 días de 

diferenciación. Debido a que no se pudieron realizar repeticiones de estos 

experimentos, la información es limitada para dilucidar el papel de la distrofina, sin 

embargo, dicho efecto pudiera ser atribuido como una consecuencia de un evento 

de regulación de dicha proteína, que a su vez desencadena la serie de efectos 

observados en los otros marcadores. Finalmente encontramos el marcador de 

proliferación celular PCNA, en el cual las líneas celulares PC12 Tet-On/Dp40 wt y 

PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) disminuyen su proliferación a los 12 días de 

diferenciación como es esperado, debido a que el fenómeno de diferenciación 

detiene el proceso de proliferación celular. Sin embargo, la clona PC12 Tet-

On/Dp40∆L170 (C-23) no presenta cambios en su proliferación a los 12 días, 

indicando indirectamente que en dicho lapso no se lleva a cabo una diferenciación 

eficiente aun, en congruencia con lo observado en los marcadores de diferenciación 

NSE, NF-l y lo observado en la morfología. 

Finalmente, al observar los resultados de la inmunofluorescencia indirecta, 

podemos encontrar que la distrofina Dp40 se dispone homogéneamente tanto en el 

citoplasma como en el núcleo, cuando la diferenciación es más evidente, llegando, 

en algunos casos, a abandonar el núcleo y trasladarse casi de forma total al 

citoplasma y los procesos neuríticos. Con esta metodología se observa que las 

clonas PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) muestran 

una mayor presencia de Dp40 en el núcleo a días en los cuales las líneas celulares 

PC12 Tet-On/Dp40 wt y Tet-On/Myc (vv) ya han sido diferenciadas y ya se 

encuentran tanto en el citoplasma como en el núcleo. Este efecto es más visible en 
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la línea celular PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23), corroborando nuevamente que dicha 

línea presenta un retraso mayor en el proceso de diferenciación.  

En cuanto a lo observado en la distribución de la proteína lámina A/C, esta es una 

proteína que suele encontrarse dispuesta en la periferia del núcleo, como se puede 

observar a lo largo de la diferenciación de las líneas celulares PC12 Tet-On/Myc 

(vv) y PC12 Tet-On/Dp40 wt. Sin embargo, en las clonas PC12 Tet-On/Dp40∆L170 

(C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26) se observa que a tiempos intermedios del 

proceso de diferenciación, a 6 días, la lámina A/C se encuentra en una disposición 

anormal, distribuida por todo el núcleo celular y redisponiéndose a la periferia celular 

hasta los últimos días del estudio, siendo este efecto más clero en la línea celular 

PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23). 

En conclusión, los diferentes ensayos muestran que la sobreexpresión de la 

proteína mutante en las células PC12, está causando un retraso en la 

diferenciación, afectando en gran medida la neuritogénesis y provocando 

morfologías aberrantes o anormales en las líneas celulares PC12 Tet-On/Dp40∆L170 

(C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26). 

 

11.   CONCLUSIONES  

 

• La sobreexpresión de Dp40 estimula la formación de las neuritas en las 

células PC12. 

• La proteína mutante Dp40∆L170, afecta el crecimiento y morfología de las 

neuritas promovido por Dp40wt, durante la diferenciación de las células 

PC12-Tet-On. 

• La proteína mutante Dp40∆L170, en comparación con la proteína Dp40wt, 

provoca un retraso en la generación de neuritas, durante la diferenciación de 

las células PC12-Tet-On. 

• La proteína mutante Dp40∆L170, permanece en el núcleo tras la diferenciación. 
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• La proteína mutante Dp40∆L170, provoca un aparente cambio en la disposición 

de la lámina A/C al inicio de la neuritogenesis durante la diferenciación de las 

células PC12-Tet-On. 

• La deleción en el vector pTRE2pur-Myc-Dp71fΔ71ΔL170, impide la expresión de 

la proteína Dp71fΔ71ΔL170, en las células PC12-Tet-On. 

 

12.   PERSPECTIVAS  

 

• Determinar el cambio en los niveles de los marcadores de proliferación y 

diferenciación (FAK, NSE, PCNA, NF-L) a 3, 6 y 9 días en las líneas celulares 

PC12 Tet-On/Dp40∆L170 en comparación con la línea celular PC12 Tet-

On/Dp40wt.  

• Caracterizar el retraso en la diferenciación inducida por NGF en las líneas 

celulares PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-23) y PC12 Tet-On/Dp40∆L170 (C-26). 

• Determinar las proteínas con las que interactúa Dp40 en el núcleo y el efecto 

de la Dp40∆L170 en la estructura nuclear 

• Realizar el seguimiento en la distribución subcelular de Dp40∆L170 durante 

los 12 días de diferenciación en comparación con Dp40. 

• Determinar el papel de la lámina A/C en correlación a la Dp40, así como su 

comportamiento durante el proceso de diferenciación inducido por NGF. 

•  Determinar la variación en la distribusión subcelular de Dp40 en la línea 

celular PC12 Tet-On/Dp40wt en comparación con las clonas C-23 y C-26.  

• Secuenciar el sitio de inserción de los plásmidos que expresan a la distrofina 

Dp40 en las líneas celulares utilizadas. 
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