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RESUMEN 

 

 

 

La O-manosilación de proteínas es una modificación postraduccional de gran relevancia 

en eucariotas. El α−distroglicano (α-DG), componente principal del complejo distrofina-

glicoproteína en el músculo y células nerviosas, se encuentra altamente O-manosilado. 

Existe un grupo de distrofias neuromusculares hereditarias cuya base molecular 

subyacente es un déficit en la glicosilación del α−DG. Son las llamadas 

distroglicanopatias (DGPs), las cuales ofrecen a los pacientes una corta esperanza de 

vida y cuyos síntomas se extienden al cerebro, al músculo y a la retina. Estas 

enfermedades engloban, de mayor a menor gravedad, el síndrome de Walker-Warburg 

(WWS), la enfermedad de músculo-ojo-cerebro (MEB) y la distrofia muscular congénita 

de Fukuyama (FCMD), además de las distrofias musculares congénitas moderadas 

(MDC) y las distrofias musculares de cinturas (LGMD). Se conocen actualmente 18 genes 

asociados a DGPs, la mayoría de los cuales codifican el DG y enzimas implicadas directa 

o indirectamente en su O-glicosilación.  

En esta tesis doctoral se ha tratado de mejorar nuestra comprensión acerca de 

los genes y proteínas asociados a las DGPs mediante el abordaje de su expresión y 

función en un tejido frecuentemente afectado en estas enfermedades: la retina. En el 

capítulo 1 se resumen el estado actual del conocimiento acerca de estas enfermedades, 

la glicosilación del α−DG, y su papel en la estructura de la retina.  

Los capítulos siguientes comienzan cada uno con un breve resumen, y se 

desglosan individualmente en Introducción, Materiales y Métodos, Resultados y 

Discusión. El capítulo 2, titulado “Expresión de genes y proteínas asociados a 

distroglicanopatías en la retina de mamíferos” se centra en la detección de la expresión 

de los genes POMT1, POMT2, POMGNT1, FKTN, FKRP y LARGE, tanto a nivel de ARNm 

como de proteína en la retina neural de distintas especies de mamíferos utilizando 
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técnicas de RT-PCR y Western blotting, y su perfil de distribución mediante técnicas de 

inmunohistoquímica. 

En el capítulo 3, titulado “POMGnT1 y POMGnT2: Dos N-acetilglucosaminil-

transferasas de proteínas que actúan sobre un mismo substrato, el α-distroglicano”, se 

presenta una revisión de la información obtenida a partir de la literatura y bases de 

datos públicas, así como de análisis bioinformáticos realizados en este trabajo, sobre las 

proteínas POMGnT1 y POMGnT2. El conjunto de datos obtenido revela la existencia de 

una elevada homología entre las secuencias de aminoácidos de las proteínas humanas 

y sus ortólogas en las distintas especies del filo Cordados. Los integrantes de este taxón 

constituyen, así, un grupo monofilético para ambas proteínas, cada una de las cuales 

presumiblemente posee un ancestro común separado. 

En el capítulo 4, titulado “Alteraciones estructurales en la retina de un ratón KO 

condicional en el gen Pomt1, modelo de distroglicanopatías”, se exponen los resultados 

de un trabajo multidisciplinar realizado en estrecha colaboración con grupos de la 

Universidad Autónoma de Madrid y la Universidad de Alcalá. En nuestro grupo se han 

estudiado los cambios morfológicos y estructurales que tienen lugar en la retina de un 

ratón modelo de DGPs en el que el gen Pomt1 ha sido “noqueado” de forma condicional 

en este tejido. Los análisis llevados a cabo revelaron importantes alteraciones en la 

organización de la retina externa, incluidas las sinapsis establecidas entre los 

fotorreceptores y sus células postsinápticas, así como una reactividad aumentada de las 

células gliales en la retina interna. 

Finalmente, en el último capítulo se presentan a modo de sumario las 

conclusiones obtenidas del trabajo desarrollado en esta tesis doctoral. 
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ABSTRACT 

 

 

 

The O-mannosylation of proteins is a post-translational modification of great relevance 

in eukaryotes. α-Dystroglycan (α-DG), the main component of the dystrophin-

glycoprotein complex in muscle and nerve cells, is highly O-mannosylated. A group of 

inherited neuromuscular dystrophies exist whose underlying molecular basis is a 

deficiency in α-DG glycosylation. These are the so-called dystroglycanopathies (DGPs), 

which offer a short life expectancy to patients and whose symptoms extend to the brain, 

muscle and retina. These diseases include, from higher to lower severity, the Walker-

Warburg syndrome (WWS), muscle-eye-brain disease (MEB) and Fukuyama congenital 

muscular dystrophy (FCMD), in addition to moderate congenital muscular dystrophies 

(CMD) and limb-girdle muscular dystrophies (LGMD). A total of 18 genes associated with 

DGPs are currently known, most of which encode DG and enzymes directly or indirectly 

involved in its O-mannosylation. 

In this Ph.D. Thesis we have aimed at improving our understanding of the genes 

and proteins associated with DGPs by assessing their expression and function in a tissue 

frequently affected in these diseases: the retina. Chapter 1 summarizes the state-of-the-

art of these genetic disorders, α−DG glycosylation, and its role in retinal structure.  

Subsequent chapters begin with a brief abstract, and are individually organized 

into Introduction, Materials and Methods, Results and Discussion. Chapter 2, entitled 

“Expression of genes and proteins associated with dystroglycanopathies in the 
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mammalian retina”, is focused on the detection of the expression of POMT1, POMT2, 

POMGNT1, FKTN, FKRP y LARGE genes, both at the mRNA and protein levels, in the 

neural retina of different species of mammals through RT-PCR and Western blotting 

analyses, and its distribution pattern by means of immunohistochemistry techniques. 

In chapter 3, entitled “POMGnT1 and POMGnT2: Two protein 

N-acetylglucosaminyltransferases acting on the same substrate, α-dystroglycan”, a 

review is presented on information available in the literature and public databases, as 

well as obtained from bioinformatic analyses of POMGnT1 y POMGnT2 proteins. This 

set of data provides evidence of a high homology between amino acid sequences of the 

two human proteins and their orthologues in many different species of the phylum 

Chordata. Members of this taxon are concluded to constitute a monophyletic group for 

both proteins, each of which presumably exhibits a separate, common ancestor to all 

species.  

In chapter 4, entitled “Structural alterations in the retina of a Pomt1 conditional 

KO model of dystroglycanopathy” the results of a multidisciplinary research work done 

in close collaboration with groups of the Universidad Autónoma de Madrid and the 

Universidad de Alcalá are described. On our side we have addressed the morphological 

and structural changes taking place in the retina of a mouse model of DGPs in which the 

Pomt1 gene has been conditionally knocked out in this tissue. The analyses carried out 

revealed major alterations in the organization of the outer retina, including synapses 

established between photoreceptors and their postsynaptic cells, and an increased 

reactivity of the glial cells in the inner retina.  

Finally, in the last chapter major conclusions obtained from the research 

undertaken in this Ph.D. thesis are summarized. 
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CAPÍTULO 1 

 

 

Introducción 

 

La mayoría de las proteínas son modificadas mediante la adición covalente de  glicanos, 

los cuales pueden modular sus propiedades biológicas y sus funciones. Los glicanos se 

pueden clasificar en N-glicanos y O-glicanos según su tipo de unión a las glicoproteínas. 

Aquí se proporciona una visión general de los O-manosilglicanos, un subtipo de 

O-glicanos presente en un número limitado de glicoproteínas, como es el caso del 

α-distroglicano (α-DG).  

La O-glicosilación anormal de la subunidad α del DG, y la subsecuente pérdida de 

la capacidad para unirse a sus ligandos de la matriz extracelular (MEC), origina una 

variedad de distrofias neuromusculares congénitas llamadas distroglicanopatías (DGPs). 

Hasta ahora, se han identificado en pacientes con distroglicanopatías (DGPs) 

mutaciones en 18 genes, parte de los cuales codifican glicosiltransferasas, y otras 

enzimas que contribuyen indirectamente al proceso de glicosilación.  

Las manifestaciones clínicas de las DGPs son muy variables, e incluyen un amplio 

espectro fenotípico. Algunas mutaciones se asocian con distrofias musculares de 

cinturas, y otras con la aparición de distrofias musculares congénitas más graves y que 

incluyen anomalías estructurales del cerebro y el ojo, como son la enfermedad de 

músculo-ojo-cerebro (MEB), el síndrome de Walker-Warburg (WWS), y la distrofia 

muscular congénita de Fukuyama (FCMD). Diversas anomalías oculares, incluyendo la 

displasia y el desprendimiento de retina, y las alteraciones del ERG, aparecen en los 

cuadros clínicos de pacientes con DGPs. Aquí se introducirán los conceptos más 

importantes acerca de la O-manosilación del DG y las proteínas implicadas en las DGPs, 

con énfasis en su sintomatología en la retina. 
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1.1. Glicosilación de proteínas 

 

Cuando se estudia el sistema nervioso central o periférico, ya sea su arquitectura general 

o a nivel molecular en detalle, a nivel clínico o en sistemas modelo, tarde o temprano se 

llega al estudio de la glicosilación. La adición de carbohidratos es una importante 

modificación postraduccional responsable en gran medida de la estabilidad, el control 

de calidad y la conformación estructural de proteínas extracelulares y de membrana. 

Dicha modificación juega un papel importante en el desarrollo y diferenciación celular, 

al igual que en procesos de reconocimiento que ocurren durante la infección viral, la 

inflamación y la metástasis, y eventos de comunicación intercelular, como son la 

interacción con ligandos y la adhesión celular (Peter-Katalinić, 2006).   

La glicosilación es la más común, y al mismo tiempo una de las más complejas 

modificaciones postraduccionales. Es un proceso enzimático independiente de molde, 

en el que se añaden covalentemente una o más unidades de azúcares a las proteínas y 

lípidos. En los mamíferos se distribuyen 12 monosacáridos distintos de forma desigual 

entre las principales vías de glicosilación (Figura 1.1), cada una de las cuales se define 

por el enlace entre el primer monosacárido y la proteína o lípido al que se une (Freeze 

et al., 2015, 2012). Se sabe que más del 50 % de todas las proteínas humanas están 

glicosiladas (Wong, 2005), y esta condición varía en gran medida dependiendo del tejido, 

el estadío de desarrollo y la condición fisiológica. La importancia de la glicosilación se 

hace evidente por el hecho de que un 1-2 % de todos los genes humanos 

(aproximadamente 250-500) codifican enzimas implicadas en procesos de glicosilación 

de proteínas (Campbell & Yarema, 2005).  

Las cadenas glicosídicas asociadas con la superficie celular, con las proteínas 

intracelulares y con los lípidos, contribuyen a numerosas funciones biológicas en los 

sistemas animales. Entre ellas cabe destacar la interacción con el ambiente extracelular 

y con macromoléculas, la adhesión celular y la invasión de patógenos, además de 

modular directamente la función de proteínas y vías de  señalización, la dinámica de 

endocitosis de glicoproteínas y la vida media de la superficie celular a través de la unión 

multivalente a lectinas (Moremen et al., 2012). Las proteínas en la vía secretora pueden 

ser glicosiladas en el retículo endoplásmico (RE) y en el aparato de Golgi. En el RE los 
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carbohidratos son añadidos principalmente a las proteínas recién sintetizadas y aún no 

plegadas. Como resultado, las células pueden utilizar la glicosilación para promover y 

regular el plegamiento de proteínas y el control de calidad de estas (Xu & Ng, 2015). 

 

Figura 1.1. Principales glicanos en células de mamíferos. Diagrama de los diferentes tipos de glicanos en 

células de mamíferos. Las principales estructuras formadas por estos glicanos son: glicoproteínas ancladas 

a glicosilfosfatidilinositol (GPI), que contienen azúcares en su extremo C-terminal; proteoglicanos, como 

el heparán sulfato y el condroitín sulfato; glicolípidos; O-glicoproteínas; y N-glicoproteínas. La proteína 

con el dominio extracelular ovalado en azul es el α-DG, asociado no covalentemente a la subunidad 

transmembrana β-DG. Abreviaturas: Sia = ácido siálico, GlcNH2 = glucosamina, GlcNAc = 

N-acetilglucosamina, Glc = glucosa, Man = manosa, Fuc = fucosa, Gal = galactosa, GalNAc = 

N-acetilgalactosamina, GlcA = ácido glucurónico, IdoA = ácido idurónico, Xyl = xilosa, Rib = ribitol, S/T = 

serina/treonina. Figura modificada de Stanley, 2016.  

Hasta la fecha se conocen más de 100 trastornos congénitos de glicosilación, más 

del 80% de los cuales originan anomalías neurológicas. Estas se producen en pacientes 

portadores de mutaciones en las enzimas involucradas en las rutas de glicosilación 

(Freeze et al., 2015). Las glicoproteínas sintetizadas en estas rutas se pueden clasificar 

en cuatro grandes grupos: con cadenas N-unidas, con cadenas O-unidas, 
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glicosaminoglicanos y proteínas con anclaje glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Figura 1.1). 

Aquí nos centraremos en la síntesis de los oligosacáridos pertenecientes a los dos 

primeros grupos: N-glicosilación y O-glicosilación.  

 

1.1.1. N-Glicosilación 

En la N-glicosilación los monosacáridos se unen a los grupos amida de los residuos de 

Asn. Este tipo de glicosilación es la observada más frecuentemente en las proteínas 

(Spiro, 2002). Los organismos eucariotas cuentan con un complejo oligosacaril-

transferasa (OST), que se encuentra en la cara luminal de la membrana del RE y se 

encarga de catalizar la transferencia de glicanos a una secuencia consenso constituida 

por el tripéptido Asn-X-Ser/Thr (y con menor frecuencia Asn-X-Cys y otras secuencias no 

estándar), donde X puede ser cualquier aminoácido, excepto Pro (Moremen et al., 

2012). Dado que sólo alrededor de un 66% de todos las secuencias consenso son 

glicosiladas (Apweiler et al., 1999), existen otros requisitos que actualmente no se 

conocen por completo.  

La biosíntesis de todos los N-glicanos en eucariotas comienza en la cara 

citoplásmica de la membrana del RE mediante la transferencia de GlcNAc-P a partir de 

UDP-GlcNAc al lípido precursor dolicol-fosfato (Dol-P) para generar dolicol-pirofosfato- 

N-acetilglucosamina (Dol-P-P-GlcNAc) (Stanley et al., 2009). La N-acetilglucosamina se 

une a las proteínas nacientes en el lumen del RE, pero no como un solo azúcar, sino 

como un precursor universal previamente ensamblado en el precursor lipídico Dol-P. El 

precursor universal se compone de 14 unidades de azúcares: 2 de N-acetilglucosamina, 

9 de manosa y 3 de glucosa. La cadena final de glicanos es transferida a la Asn por el 

complejo OST. Los N-glicanos unidos a las proteínas se remodelan posteriormente en el 

RE y en el aparato de Golgi por una serie compleja de reacciones catalizadas por 

glicosidasas y glicosiltransferasas que añaden nuevas unidades de N-acetilglucosamina, 

galactosa, ácido siálico y fucosa en múltiples ramas (Freeze et al., 2012).  

Todas los N-glicanos comparten un núcleo común de azúcares, Manα1-6(Manα1-

3)Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAcβ1-Asn-X-Ser/Thr, y se clasifican de forma general en tres 
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grupos: 1) N-glicanos con un alto contenido de manosa, 2) N-glicanos complejos, en los 

cuales se unen “antenas” iniciadas por N-acetilglucosaminiltransferasas, y 3) N-glicanos 

híbridos, que muestran características de los otros dos tipos (Stanley et al., 2009). La 

ovoalbúmina fue la primera proteína N-glicosilada descrita (Johansen et al., 1961), pero 

se conocen hoy en día una gran cantidad N-glicoproteínas, incluidas proteínas 

plasmáticas, hormonas, enzimas, receptores de superficie celular e inmunoglobulinas. 

 

1.1.2. O-Glicosilación 

La O-glicosilación de proteínas implica la unión inicial entre residuos de Ser o Thr 

de las glicoproteínas y los azúcares Man, Xyl, GalNAc, Fuc, GlcNAc o Glc. Este proceso es 

también se inicia en el RE, donde tiene lugar la adición del primer azúcar a la cadena 

proteica por medio de una unión α-glicosídica. Más tarde, numerosas 

glicosiltransferasas y otras enzimas alargan en el aparato de Golgi la estructura y la 

modifican mediante sialilación, fucosilación, sulfatación, metilación o acetilación 

(Stanley, 2011; Zhong & Somers, 2012). Existen diferentes tipos de azúcares O-unidos, 

entre ellos O-glicanos de tipo mucina, comúnmente encontrados en la mayoría de 

glicoproteínas secretadas y unidas a membrana; la O-fucosa y la O-glucosa, encontradas 

en el dominio EGF de diferentes proteínas; y la O-GlcNAc, en proteínas citosólicas y 

nucleares (Zhong & Somers, 2012). Los O-glicanos se diferencian de los N-glicanos en 

que carecen de un núcleo estructural común. En la generación de las estructuras finales 

de O-glicano están implicadas numerosas enzimas diferentes, siendo aquellas muy 

variables en su tamaño y composición. 

Los O-glicanos de tipo mucina son los más ubicuos, y exhiben un amplio grado de 

variación, tanto en los tipos de núcleo estructural que presentan, como en las 

extensiones de las cadenas de azúcares. En este tipo de glicanos, el primer residuo de la 

cadena de carbohidratos es GalNAc, que se une covalentemente mediante un enlace α 

al grupo hidroxilo de Ser o Thr. El residuo GalNAc se puede extender con Gal, GlcNAc, 

Fuc o Sia, pero nunca con Man. Este segundo azúcar, y su tipo de unión al primer 

monosacárido, permiten la clasificación de los O-glicanos en 8 diferentes núcleos 
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estructurales. Las glicoproteínas con este tipo de O-glicanos poseen un dominio rico en 

repeticiones de Ser-Thr-Pro (Corfield & Berry, 2015; Peter-Katalinić, 2006). 

La O-GlcNAcilación, otra forma especializada de O-glicosilación, posee una única 

molécula de GlcNAc unida a la serina o treonina, y se da en proteínas citoplásmicas y 

nucleares. Este tipo de O-glicoproteínas es importante en la transducción de señales, y 

frecuentemente compite con la fosforilación de proteínas en el mismo sitio o sitios 

cercanos, y de este modo interactúa en la señalización celular (Schedin-Weiss et al., 

2014). Existen otros tipos de O-glicanos, y aunque estos pueden no ser tan abundantes 

ni tan ampliamente distribuidos como las mucinas, todos ellos tienen relevancia 

biológica significativa. 

 
1.1.2.1. O-Manosilación 

La O-manosilación fue descubierta en levaduras y otros hongos, en los cuales la mayoría 

de las proteínas secretadas y de la pared celular se encuentran modificadas por 

O-manosa (Lommel & Strahl, 2009). La síntesis de los O-manosilglicanos comienza en el 

RE, donde ocurre el primer paso catalizado por las enzimas llamadas proteína 

O-manosiltransferasas (PMTs), las cuales transfieren manosa desde el sustrato donador 

dolicol-fosfato-D-manosa (Dol-P-Man) a los residuos de Ser/Thr de las proteínas 

aceptoras (Figura 1.2). En las levaduras existen al menos 6 PMTs agrupadas en tres 

subfamilias, PMT1, PMT2 y PMT4 (Nakamura et al., 2010), mientras que en los 

mamíferos este proceso es llevado a cabo por el heterodímero formado por las proteína 

O-manosiltransferasas 1 (POMT1) y 2 (POMT2) (Akasaka-Manya et al., 2006; Jurado et 

al., 1999; Willer et al., 2002). 

La extensión de la O-manosa continúa en el aparato de Golgi, donde diferentes 

enzimas se encargan de completar las cadenas de carbohidratos. En S. cerevisiae tres 

manosiltransferasas de la familia KTR catalizan la adición paso a paso de la primera y 

segunda manosa, y los siguientes residuos de manosa son añadidos por miembros de la 

familia MNN1, que residen en la región medial- y trans-Golgi (Lommel & Strahl, 2009).  
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Figura 1.2. Esquema de la vía de O-manosilación en levaduras y mamíferos. La Dol-P-Man es sintetizada 

en la cara citosólica de la membrana del RE y se transloca al lumen. La manosa es transferida a las 

proteínas que entran en la vía secretora por miembros de la familia de proteína manosiltransferasas 

(PMTs). La diversificación ocurre en el aparato de Golgi, donde se produce el alargamiento de las cadenas 

de azúcares. Figura modificada de Lommel & Strahl, 2009. 

En mamíferos, las estructuras de O-manosilglicanos se clasifican naturalmente 

en tres categorías basadas en el tipo de unión del residuo de N-acetilglucosamina 

(GlcNAc) que se añade a la manosa inicial. Estas estructuras (M1-M3) se ven extendidas 

en el Golgi mediante la adición de Gal, GalNAc, Sia, Fuc, Xyl o GlcA (Praissman & Wells, 

2014). Hasta la fecha, se han identificado y caracterizado al menos 23 estructuras 

distintas de O-manosilglicanos, que muestran una amplia variabilidad en los tejidos y 

células en que se encuentran, reflejando la importancia de sus diferencias en la función 

que desempeñan (Praissman & Wells, 2014). 

Los O-manosilglicanos representan aproximadamente un 30% de todos los 

O-glicanos presentes en el tejido cerebral de mamíferos (Chai et al., 1999; Stalnaker et 



8 
 

al., 2011a). Por tanto, es comprensible que dichas estructuras sean esenciales para el 

desarrollo normal del tejido nervioso, el cual depende de la migración neuronal (Beltrán-

Valero de Bernabé et al., 2002; Yoshida et al., 2001), la correcta guía axonal (Wright et 

al., 2012) y la remielinización de las neuronas (Kanekiyo et al., 2013). 

La O-manosilación en mamíferos fue descubierta en los años 1970´s en el condroitín 

sulfato del cerebro de rata (Finne et al., 1979). Muchos años después se describieron 

nuevos O-manosilglicanos en diferentes proteínas, como las pronasas estables (Chai et 

al., 1999) y el α-DG aislado de nervio periférico bovino (Chiba et al., 1997), del cerebro 

de oveja (Smalheiser et al., 1998) y del músculo esquelético de conejo (Sasaki et al., 

1998), así como la IgG2 expresada en células CHO (Martínez et al., 2007), el receptor 

neuronal específico RPTPβ (Abbott et al., 2008), la proteína CD24 en cerebro de ratón 

(Bleckmann et al., 2009), el fosfacán (RPTPζ) (Dwyer et al., 2012), la neurofascina 186 

(Pacharra et al., 2012), y más recientemente en 4 lecticanos (agregacán, brevicán, 

neurocán y versicán) (Pacharra et al., 2013), 37 cadherinas y 6 plexinas (Vester-

Christensen et al., 2013). 

Aunque la exploración mediante nuevas técnicas de espectrometría de masas ha 

permitido la identificación de proteínas O-manosiladas principalmente en el cerebro de 

mamíferos, la única proteína bien caracterizada identificada como O-manosilada es el 

α-DG. El análisis glicómico del cerebro de un ratón “knockout” condicional para el 

distroglicano demostró que la prevalencia de las estructuras de O-manosilglicanos era 

indistinguible de la observada en las proteínas del cerebro del ratón silvestre (Stalnaker 

et al., 2011a). Por lo tanto, la identificación y caracterización del proteoma 

O-manosilado es actualmente un reto importante en este campo de investigación. 

 

1.2. α-Distroglicano y su glicosilación 

Como se ha descrito anteriormente, el distroglicano (DG) es una de las escasas proteínas 

O-manosiladas que ha sido estudiada con detalle. Esta glicoproteína fue aislada por 

primera vez del músculo esquelético de conejo, como componente del llamado 

complejo distrofína-glicoproteína (DGC) (Ervasti & Campbell, 1991). El DG está 

compuesto por dos subunidades: alfa (α-DG) y beta (β-DG), ambas codificadas por un 
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solo gen, DAG1 (OMIM 128239), que tras ser traducido en un único polipéptido es 

escindido postraduccionalmente (Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1992). El β-DG 

atraviesa la membrana celular, se asocia intracelularmente con la proteína distrofina y 

extracelularmente se une de forma no covalente a la subunidad α (Barresi & Campbell, 

2006) (Figura 2.3). El α-DG a su vez se une a proteínas de la matriz extracelular (MEC), 

como son la laminina (Ervasti & Campbell, 1993), la agrina (Sugiyama et al., 1994), el 

perlecán (Talts et al., 1999), la neurexina (Sugita et al., 2001) Slit (Wright et al., 2012) y 

la pikachurina (Sato et al., 2008), esta última exclusiva de la retina. 

 

Figura 1.3. Complejo distrofina-glicoproteína (DGC). Se representan de forma esquemática los 

componentes del DGC, así como los ligandos del α-distroglicano en la MEC, y los del β-distroglicano en el 

citoplasma. Defectos en la O-manosilación del α-DG están asociados con la metástasis del cáncer, 

distrofias musculares congénitas y la entrada del arenavirus a las células. Figura modificado de Stalnaker 

et al., 2011b. 
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El α-distroglicano es una proteína cuyos dominios N- y C-terminal están 

separados por una región de tipo mucina rica en residuos de Pro, Ser y Thr altamente 

O-glicosilada (Sgambato & Brancaccio, 2005). Sus primeros 29 aminoácidos presentan 

un carácter hidrofóbico y constituyen un péptido señal, el cual determina el destino y la 

eficiencia de secreción de la proteína (Barresi & Campbell, 2006). Aunque el tamaño 

molecular aproximado del α-DG a partir de su secuencia de aas es de 72 kDa, la masa 

molecular detectada mediante Western blotting es de 120 kDa en el cerebro, músculo 

liso y nervio periférico, y de 156 kDa en el músculo esquelético (Durbeej et al., 1998; 

Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1993, 1992). Estas variaciones de tamaño se deben a 

diferencias en el grado de O-glicosilación de su dominio central de tipo mucina.   

El α-DG debe estar fuertemente glicosilado para su correcto funcionamiento 

(Martin, 2003) como receptor en la superficie de las células del sistema nervioso y las 

fibras musculares (Barresi & Campbell, 2006), en la adhesión celular (Bello et al., 2015; 

Matsumura et al., 1997), en la estructura y función del sistema nervioso central (Moore 

et al., 2002), y en la mielinización y en la arquitectura nodal de los nervios periféricos 

(Cohn et al., 2002; Saito et al., 2007). Además de sus funciones en el músculo esquelético 

y en el sistema nervioso, el α-DG también actúa como receptor para algunos agentes 

infecciosos, como es el caso del virus de la coriomeningitis linfocítica (LCMV), el virus de 

la fiebre de Lassa (LFV) o la bacteria Mycobacterium leprae en las células de Schwann 

(Winder, 2001).  

El análisis mediante espectrometría de masas del α-DG, ha demostrado que los 

dominios N- y C-terminal de esta proteína contienen abundantes sitios de 

N-glicosilación, y que su dominio de mucina cuenta con al menos 21 sitios de 

O-glicosilación (Nilsson et al., 2010; Stalnaker et al., 2010). La eliminación de las cadenas 

de N-glicanos del α-DG no suprime la capacidad de unión de este a sus ligandos en la 

MEC, a diferencia de lo que ocurre con la pérdida de los O-manosilglicanos unidos a esta 

proteína. La estructura básica de los O-glicanos del α-DG es una mezcla de polisacáridos 

que comienzan por cadenas de O-manosa del tipo Siaα2-3Galβ1-4GlcNAcβ1-2Man-O-

Ser/Thr, o bien que comienzan por O-GalNAc, del tipo Galβ1-3GalNAc-O-Ser/Thr 

(Martin, 2003). Además, se ha documentado una nueva estructura repetitiva de un 

disacárido similar a los glicosaminoglucuronanos, del tipo [Xylα1-3GlcAβ1-3]n, que se 



11 
 

encuentra unida al α-DG y a la que se le ha asignado el nombre de “matriglicano” 

(Yoshida-Moriguchi & Campbell, 2015). Dada la heterogeneidad existente en la serie de 

O-manosilglicanos unidos al α-DG, éstos se han clasificado en tres grupos según el tipo 

de unión de la N-acetilglucosamina (GlcNAc) a la O-manosa y se denominan núcleos 

estructurales (“cores”) M1, M2 y M3 (Figura 1.4) (Yoshida-Moriguchi et al., 2013). 

Figura 1.4. O-manosilación del α-DG y enzimas involucradas en el proceso. Tras la adición por 

POMT1/POMT2 de Man a la Ser/Thr del α-DG, se diferencian las tres estructuras M1-M3. En púrpura 

aparecen todas las enzimas ya conocidas que participan en la elaboración de cada uno de los núcleos 

estructurales. Estructura de los O-manosilglicanos de tipo M1. (A), de tipo M2. (B) y de tipo M3. (C) En la 

síntesis de este último participa la proteína ISPD sintetizando el CDP-ribitol necesario para que las enzimas 

fukutina y FKRP añadan el ribitol-5-fosfato (Rbo5P). Figura modificada de Praissman et al., 2016. 
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1.2.1. Núcleos estructurales de O-manosilglicano M1 y M2 

Los núcleos estructurales M1 y M2 comienzan su síntesis en el RE mediante la acción del 

heterodímero constituido por las dos O-manosiltransferasas de proteínas POMT1 y 

POMT2, las cuales catalizan la transferencia de una unidad de manosa a residuos de 

serina o treonina en el dominio de mucina del α-DG (Manya et al., 2004). A continuación, 

la enzima POMGnT1 actúa en el aparato de Golgi transfiriendo una molécula de 

N-acetilglucosamina (GlcNAc) mediante un enlace β1-2 a la molécula de manosa 

previamente unida al α-DG (Yoshida et al., 2001) (Figura 1.4A). El núcleo M2 continúa su 

extensión en una segunda rama, gracias a la glicosiltransferasa GnT-Vb que adiciona otra 

molécula de GlcNAc a la manosa mediante un enlace β1-6 (Figura 1.4B) (Inamori et al., 

2004). Estas dos estructuras continúan siendo extendidas en el aparato de Golgi por 

diferentes galactosaminiltransferasas (GalTs), sialiltransferasas (SiaTs), glucuronil-

transferasas (GlcATs), sulfotransferasas (STs) y fucosiltransferasas (FUTs), aunque los 

detalles de cómo realizan la síntesis de los glicanos no han sido completamente 

elucidados (Endo, 2015). 

 

1.2.2. Núcleo estructural de O-manosilglicano M3 

La síntesis del núcleo M3, que se une al dominio de mucina del α-DG al igual que las 

otras dos estructuras antes descritas, se inicia mediante la adición de manosa por la 

actividad de las proteínas POMT1 y POMT2 en el RE (Yoshida-Moriguchi & Campbell, 

2015). A continuación y en el mismo retículo endoplásmico actúan: 1) la enzima 

β1,4-N-acetilglucosaminiltransferasa 2 (POMGnT2), añadiendo una molécula de GlcNAc 

mediante un enlace β1-4 (Manzini et al., 2012); 2) la enzima B3GALnT2 

(β1,3-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2), extendiendo la cadena glicosídica con una 

unidad de GalNAc (N-acetilgalactosamina); y 3) la proteína O-manosa quinasa (POMK) 

fosforilando la posición 6 de la manosa (Yoshida-Moriguchi et al., 2013). A partir de este 

punto el α-DG es transferido al aparato de Golgi (Figura 1.4C), donde las enzimas ISPD, 

fukutina, FKRP, B4GAT1 y LARGE extienden el núcleo M3 mediante la transferencia de 

diferentes azúcares. Tras la fosforilación de la posición 6 de la manosa, la proteína ISPD, 

que es una CDP-Ribitol-sintetasa, utiliza ribitol-5-fosfato (Rbo5P) y citidina trifosfato 
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(CTP) para generar citidina-difosfato-ribitol (CDP-Rbo), que constituye el sustrato de las 

siguientes enzimas en la ruta de elaboración de la estructura glicosídica M3: fukutina y 

FKRP (Kanagawa et al., 2016).Estas utilizan CDP-Rbo como donador, transfiriendo Rbo5P 

de forma secuencial al núcleo M3 fosforilado en Man (Kanagawa et al., 2016). 

Finalmente, la enzima LARGE y/o LARGE2 extiende el disacárido XylβGlcAβ1-4 iniciado 

por las proteínas TMEM5 (UDP-xilosiltransferasa) (Praissman et al., 2016) y B4GAT1 

(glucuroniltransferasa) (Willer et al., 2014), transfiriendo unidades repetidas de xilosa y 

ácido glucurónico que producen un heteropolisacárido llamado “matriglicano” (Figura 

1.4C) (Inamori et al., 2012; Willer et al., 2014). La presencia, y más aún el número de 

repeticiones de este disacárido, son esenciales para la unión del α-DG a sus ligandos 

(Goddeeris et al., 2013). 

 

1.3. Defectos en la O-glicosilación del α-DG: MDDGs 

Los defectos en las proteínas involucradas en la síntesis de los O-manosilglicanos que se 

unen al α-DG conllevan la aparición de las llamadas “distrofias musculares-

distroglicanopatías” (MDDGs), hasta hace poco conocidas como distroglicanopatías 

(DGPs). Estas distrofias son un grupo de enfermedades genéticamente heterogéneo que 

se heredan generalmente de forma autosómica recesiva y cuyos síntomas conllevan un 

amplio espectro de manifestaciones clínicas que afectan principalmente el músculo 

esquelético y el sistema nervioso central, incluidos el cerebro y la retina (Endo, 2015; 

Muntoni et al., 2007). Se ha sugerido que estas patologías forman parte del espectro 

fenotípico de una única enfermedad, con diferente grado de severidad en función del 

gen afectado y de la mutación concreta (Muntoni et al., 2011). 

 Hasta la fecha se conocen 18 genes cuyas mutaciones provocan, directa o 

indirectamente, hipoglicosilación del α-DG y por ello afectan a la función de este como 

receptor de los ligandos de la matriz extracelular (Martin, 2007) (Tabla 1.1). Las DGPs 

más relevantes, en orden decreciente de severidad son: el síndrome de Walker-Warburg 

(WWS; OMIM 236670), la enfermedad de músculo-ojo cerebro (MEB; OMIM 253280), 

la distrofia muscular congénita de Fukuyama (FCMD; OMIM 253800), las distrofias 
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musculares congénitas moderadas (CMDs) y las distrofias musculares de cinturas 

(LGMDs). 
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Numerosos estudios genéticos de estos trastornos han puesto de manifiesto que 

la gravedad clínica no se relaciona necesariamente con el genotipo. Por ejemplo, los 

defectos en el gen FKTN, que fue descubierto originalmente en pacientes con FCMD, 

también pueden causar WWS o un fenotipo de LGMD leve (LGMD2M) (Yoshida-

Moriguchi & Campbell, 2015). También se ha sugerido que la gravedad del fenotipo en 

determinadas MDDGs se correlaciona inversamente con el grado de glicosilación 

funcional del α-DG (Kanagawa et al., 2009; Lommel et al., 2010; Stevens et al., 2013), 

aunque no es necesariamente el caso en pacientes con mutaciones en los genes FKTN o 

FKRP (Jimenez-Mallebrera et al., 2009). 

 

1.3.1. Síndrome de Walker-Warburg (WWS) 

El WWS se conoce como la MDDG más grave. Se caracteriza por desarrollarse en edades 

muy tempranas, en el estado prenatal o justo después del nacimiento. Los pacientes 

suelen tener graves anomalías estructurales del cerebro como agiria (ausencia de 

circunvoluciones cerebrales), lisencefalia severa (cerebro liso), hidrocefalia 

(acumulación de líquido cefalorraquídeo en el cerebro) y ausencia total o parcial del 

cuerpo calloso (Beltrán-Valero de Bernabé et al., 2002). También conlleva anomalías 

oculares y de la retina, como son cataratas congénitas, microftalmia, displasia, atrofia y 

desprendimiento de la retina. Los pacientes con WWS presentan una esperanza de vida 

muy corta (Godfrey et al., 2011). Las mutaciones asociadas al WWS se presentan 

principalmente en los genes POMT1 (Beltrán-Valero de Bernabé et al., 2002; Bouchet et 

al., 2007; Currier et al., 2005; Godfrey et al., 2007; Kim et al., 2004; Mercuri et al., 2009; 

van Reeuwijk et al., 2006), POMT2 (Lommel et al., 2008; van Reeuwijk, 2005), POMGNT1 

(Godfrey et al., 2011), POMGNT2 (Manzini et al., 2012), FKTN (Beltrán-Valero de 

Bernabé, 2003; Cotarelo et al., 2008; Godfrey et al., 2007; Silan et al., 2003), FKRP 

(Beltrán-Valero de Bernabé, 2004) y LARGE (van Reeuwijk et al., 2007). Sin embargo, 

existe un porcentaje elevado de casos de WWS, aproximadamente el 60%, en los que se 

desconoce el gen causante.  
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1.3.2. Enfermedad de músculo-ojo-cerebro (MEB) 

 La MEB fue descrita por primera vez en Finlandia (Raitta et al., 1978; Santavuori et al., 

1989), donde presenta una incidencia de 1/35.000 nacidos. Esta enfermedad muestra 

unos síntomas clínicos muy parecidos al WWS, pero con menos severidad. Se caracteriza 

así, por presentar distrofia muscular congénita, anomalías estructurales del ojo y 

lisencefalia, pero los pacientes que la padecen poseen una esperanza de vida de 6 a 16 

años (Dobson et al., 2013). El primer gen que se relacionó con MEB fue POMGNT1, cuyas 

mutaciones causan la mayoría de los casos de esta enfermedad (Yoshida et al., 2001). 

No obstante, se han descubierto casos de pacientes con MEB que presentaban 

mutaciones en los genes POMT1, POMT2, FKRP o LARGE (Bouchet-Séraphin et al., 2015; 

Mercuri et al., 2009).  

 

1.3.3. Distrofia muscular congénita de Fukuyama (FCMD) 

La FCMD puede mostrar un rango de síntomas muy variados, presentando 

características clásicas de WWS, MEB e incluso LGMD. Sin embrago, en la FCMD la 

característica más importante es que se suele encontrar mutado el gen FKTN, el cual 

codifica la proteína fukutina. Este trastorno es muy frecuente, aunque no exclusivo, en 

la población japonesa (Dobson et al., 2013) y está causado por una mutación ancestral 

fundadora derivada de la inserción de un retrotransposón de 3 kb en la región 3´ no 

traducida del gen FKTN (Bouchet-Séraphin et al., 2015). 

 

1.3.4. Distrofias musculares congénitas moderadas (MDDGB) 

Las distrofias musculares congénitas moderadas (tipo B; MDDGB), representan el rango 

intermedio del espectro de las DGPs. Estos trastornos son menos severos que las MDDG 

con anomalías cerebrales y oculares (tipo A; MDDGA), previamente designadas como 

WWS, MEB y FCMD, y más graves que las distrofias musculares de cinturas (LGMD; 

MDDGC) (Godfrey et al., 2007). Son enfermedades musculares de herencia autosómica 

recesiva en las que se puede presentar, o no retraso mental (Bertini et al., 2011). Las 

anomalías musculares en estos pacientes varían desde miopatía hasta distrofia, 



17 
 

dependiendo de la edad a la cual es realizada la biopsia muscular (Sparks et al., 1993). 

Hasta la fecha se han identificado 7 subtipos de MDDGB, que han sido numeradas según 

el gen asociado: MDDGB1 (Omim 613155), causada por la mutación en el gen POMT1; 

MDDGB2 (Omim 613156), causada por la mutación en el gen POMT2; MDDGB3 (Omim 

613151), causada por la mutación en el gen POMGNT1; MDDGB4 (Omim 613152), 

causada por la mutación en el gen FKTN; MDDGB5 (Omim 616612), causada por la 

mutación en el gen FKRP; MDDGB6 (Omim 608840), causada por la mutación en el gen 

LARGE; y MDDGB14 (Omim 615351), causada por la mutación en el gen GMPPB. 

 

1.3.5. Distrofias musculares de cinturas (LGMD) 

Las LGMDs son un grupo muy heterogéneo de distrofias musculares leves de 

manifestación tardía, que afectan principalmente a la cintura pélvica y escapular. Las 

LGMDs asociadas a defectos en la glicosilación del DG se clasifican según el gen 

responsable en: LGMD de tipo 2I (MDDGC5; Omim 607155), caracterizadas 

molecularmente en el año 2001, y causadas por mutaciones en el gen FKRP (Brockington 

et al., 2001); LGMD de tipo 2K (MDDGC1; Omim 609308) causadas por mutaciones en el 

gen POMT1 (Bello et al., 2012; Lommel et al., 2010) y cursan con una leve afectación 

muscular y ausencia de alteraciones estructurales cerebrales y oculares (Godfrey et al., 

2007); LGMD de tipo 2M (MDDGC4; Omim 611588) causadas por mutaciones en el gen 

FKTN y cursan sin afectaciones estructurales ni funcionales del cerebro (Godfrey et al., 

2007); LGMD de tipo 2N (MDDGC2; Omim 613158) con mutaciones en el gen POMT2; 

LGMD de tipo 2O (MDDGC3; Omim 613157) causadas por mutaciones en el gen 

POMGNT1; LGMD de tipo 2P (MDDGC9 Omim 613818) con mutaciones en el gen DAG1; 

LGMD de tipo 2T (MDDGC14 Omim 615352) causadas por mutaciones en el gen GMPPB 

(Mitsuhashi & Kang, 2012), y la más recientemente clasificada, LGMD de tipo 2U 

(MDDGC7; Omim 616052) en las que se encuentra mutado el gen ISPD (Tasca et al., 

2013).  
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1.4. Efectos de las DGPs en la retina 

 

1.4.1. Estructura de la retina 

El ojo es un órgano muy sofisticado y altamente especializado en el desarrollo de sus 

funciones. Constituye un “instrumento óptico” que capta, transmite y enfoca los 

estímulos luminosos hacia la retina neural. Esta última es una fina estructura de aprox. 

0.2 mm de espesor, que deriva del neuroectodermo y en el adulto forma parte del 

sistema nervioso central (SNC), constituyendo el primer tejido nervioso que procesa la 

información visual. Básicamente, se trata de una capa de tejido neuronal receptora 

localizada en el interior del globo ocular y en la cual se realiza la fototransducción, es 

decir, la transformación de las señales luminosas en impulsos eléctricos, constituyendo 

así el lugar donde se inicia la elaboración de la información visual (Kolb et al., 2016). 

La retina humana se divide en retina periférica y central. En la periférica 

predominan los fotorreceptores llamados bastones, encargados de la visión escotópica, 

mientras que en la retina central son mayoritarios los fotorreceptores llamados conos, 

encargados de proporcionar la información del color. En esta región de la retina se 

encuentra la mácula, donde el eje visual cruza la retina. A su vez, en el centro de este se 

forma una depresión que constituye la fóvea, compuesta únicamente por conos (Figura 

1.5A), a una densidad promedio de aproximadamente 147.000 conos/mm2 en la fóvea 

humana, y en la retina periférica de 4.000-6.000 conos/mm2 (Shroff, 2011). En 

consecuencia, la fóvea es la región de la retina que proporciona una mayor agudeza 

visual. 

La retina está constituida por una porción neurosensorial (retina neural) y por el 

epitelio pigmentario de la retina (EPR). El epitelio pigmentario es crucial para la captura, 

el almacenamiento y la movilización de la vitamina A, la cual participa en el ciclo visual, 

llevando a cabo la fagocitosis de los segmentos externos (SE) de los fotorreceptores. En 

mamíferos la retina se divide en 8 capas que contienen una red especializada de aprox. 

55 subtipos celulares, pertenecientes a 6 tipos neuronales principales: fotorreceptores 

(conos y bastones), células horizontales, bipolares, amacrinas y ganglionares (Figura 

1.5B). Existen además 3 tipos de células gliales: astrocitos, microglía y células de Müller, 
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siendo estas últimas exclusivas de la retina (Figura 1.5B) (Athanasiou et al., 2013; Kolb 

et al., 2016).  

 

Figura 1.5. Estructura del globo ocular y de la retina humana. (A) Principales estructuras que constituyen 

el ojo humano. (B) Distribución de las capas de la retina. Abreviaturas: CRD, coroides; EPR, epitelio 

pigmentario de la retina; SE, segmentos externos; SI, segmentos internos; CNE, capa nuclear externa; CPE, 

capa plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna; CPI, capa plexiforme interna; CCG, capa de células 

ganglionares; CFN, capa de fibras nerviosas; MLI, membrana limitante interna. Figura modificada de 

Athanasiou et al., 2013 y Chader & Taylor, 2013. 

 

La retina neural está constituida principalmente por 3 capas que contienen los 

cuerpos neuronales y 2 de interacciones sinápticas, denominadas capas plexiformes. La 

capa nuclear externa (CNE) contiene los cuerpos celulares de los conos y bastones. La 

capa nuclear interna (CNI) está constituida por los núcleos de las células horizontales, 

bipolares y amacrinas, además de los núcleos de las células de Müller, y finalmente la 

capa de células ganglionares (CCG) que contiene los núcleos de este tipo celular. Entre 

estas 3 capas se localizan las 2 capas plexiformes, donde se realizan la mayor parte de 

los contactos sinápticos de la retina (Dowling, 1987; Kolb et al., 2016; Ramón y Cajal, 

1892). También se han detallado unas estructuras de la retina denominadas membranas 

limitantes externa e interna. La membrana limitante externa (MLE), no es una 
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membrana en sí misma, sino una serie de uniones intercelulares tipo zónula adherente 

formadas entre las células de Müller y los fotorreceptores. La membrana limitante 

interna (MLI) define el límite entre la retina y el humor vítreo, está formada por las 

terminaciones (pies) de las células de Müller y se encuentra cubierta en su cara al vítreo, 

por un material de mucopolisacáridos que forman una verdadera membrana basal (Kolb 

et al., 2016). 

 

 

 

 

Figura 1.6. Diagrama ilustrativo de la 

organización básica de un cono y un 

bastón humanos. Se distinguen el 

segmento externo, el segmento interno 

(dividido en elipsoide y miode), el cuerpo 

celular, el axón y el terminal sináptico: 

esférula en el caso de los bastones (A), y 

pedículo en el caso de los conos (B). Figura 

modificada de Cuenca et al., 2014. 

 

 

 

Las células fotorreceptoras contienen los pigmentos visuales, localizados en 

discos membranosos aplanados que forman los SE. La maquinaria biosintética de estas 

células se encuentra en los segmentos internos (SI), en los cuales se pueden diferenciar 

dos zonas: el elipsoide, con abundantes mitocondrias, y el mioide, que contiene el 

aparato de Golgi y el retículo endoplásmico (Young, 1976) (Figura 1.6). Cuando un 

estímulo visual, en forma de luz, llega a los pigmentos fotosensibles de los 

fotorreceptores, estas células se excitan y transmiten la señal recibida, a través de las 

células bipolares, hasta las células ganglionares. La transmisión de la señal se realiza 

mediante las conexiones sinápticas que se establecen en la capa plexiforme externa 

(CPE), en la cual contactan los terminales axónicos de los fotorreceptores con las 
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dendritas de las células bipolares y horizontales, así como en la capa plexiforme interna 

(CPI), donde las células bipolares y amacrinas realizan sinapsis con las células 

ganglionares, que a su vez transmiten las señales visuales al cerebro (Kolb et al., 2016). 

La retina recibe los estímulos luminosos, los integra y los convierte en impulsos 

eléctricos que envía a través del nervio óptico hasta el mesencéfalo. Allí, parte de la 

información recibida es utilizada para controlar el movimiento ocular, el tamaño de la 

pupila y el ritmo circadiano, y otra parte continúa hacia el núcleo geniculado lateral, en 

el tálamo, desde donde se transmite hasta la corteza visual (Sung & Chuang, 2010). 

 

1.4.2. El DG en la retina 

El DG, diferentes formas de distrofina y otros componentes del DGC del músculo 

esquelético, se expresan ampliamente en el SNC, incluyendo la retina. En este tejido el 

DG se concentra en la CPE, donde se establecen la sinapsis entre los fotorreceptores y 

sus células postsinápticas: las células bipolares y las células horizontales; en los pies 

terminales de las células de Müller, donde se forma la membrana limitante interna 

(MLI); y alrededor de los vasos sanguíneos (Figura 1.7A) (Dalloz et al., 2001; Montanaro 

et al., 1995). La correcta glicosilación del DG en la CPE es esencial para la formación y 

función de las llamadas sinapsis en cinta, en las cuales el DG establece contacto con uno 

de sus principales ligandos en la retina, la pikachurina (Kanagawa et al., 2010; Sato et 

al., 2008). Por otra parte, el DG presente en las células de Müller contribuye al anclaje 

de la retina al vítreo, gracias a su interacción con la laminina y otros ligandos presentes 

en la MLI (Schmitz & Drenckhahn, 1997a). 

En mamíferos, la cintilla sináptica constituye una estructura similar a una placa 

que se extiende desde el sitio de liberación de neurotransmisores en el citoplasma de 

las células presinápticas. Las esférulas de los bastones contienen una sola cintilla, la cual 

se dobla alrededor de 4 invaginaciones profundas donde se insertan los elementos 

postsinápticos (dendritas de células bipolares y horizontales). El terminal de los conos 

(pedículo) contiene varias cintillas sinápticas con zonas activas más cortas que contactan 

con los elementos postsinápticos (Mercer & Thoreson, 2011; Tom Dieck & Brandstätter, 
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2006). El DG juega un papel esencial en el establecimiento estructural y fisiológico de las 

conexiones entre los terminales de los fotorreceptores y sus células postsinápticas. En 

la cintilla sináptica el DG se encuentra localizado en la membrana presináptica de los 

fotorreceptores, que rodea las prolongaciones dendríticas de las células postsinápticas 

(Figura 1.7B) (Montanaro et al., 1995; Schmitz & Drenckhahn, 1997b; Ueda et al., 1998).  

 

Figura 1.7. Localización del DG y diagrama de las estructuras sinápticas en la retina. (A) Imagen obtenida 

en esta tesis de una sección transversal de la retina de ratón, donde se muestra la distribución del β-DG 

en la CPE, la MLI y alrededor de los vasos sanguíneos (cabezas de flecha). (B) Diagrama de las estructuras 

de la sinapsis en la CPE (arriba) y las moléculas que interactúan en su formación (abajo). Abreviaturas: 

CNE, capa nuclear externa; CPE, capa plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna; CPI, capa plexiforme 

interna; CCG, capa de células ganglionares; MLI, membrana limitante interna; DP, distrofina; DG, 

distroglicano; Pik, pikachurina. Figura modificada de Omori et al., 2012. 

 

La inactivación génica del β-DG causa cambios en los canales de potasio de las 

células de Müller, pero no altera la localización de la distrofina en la retina externa ni 

provoca cambios en los patrones de laminación de la retina (Satz et al., 2009). Por el 

contrario, el deterioro en la interacción entre el α-DG y la pikachurina, produce 

alteraciones significativas en la cintilla sináptica y en la retina externa (Omori et al., 

2012).  
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1.4.3. Defectos oculares en las DGPs 

Como ya se ha descrito antes, las DGPs en sus formas más severas WWS, MEB y 

FCMD conllevan el desarrollo de anomalías oculares. Estas causan, en la mayoría de los 

casos, una pérdida parcial o total de la visión. Entre ellas se pueden citar malformaciones 

y displasias retinianas, así como patologías oculares, entre las cuales se encuentra: 

cataratas, miopía severa y/o glaucoma (Hino et al., 2001). Estos defectos son 

particularmente destacables en el WWS, y algo más leves y de aparición más tardía en 

MEB y FCMD (Muntoni et al., 2011). En la retina adulta la expresión de los genes 

asociados a DGPs está escasamente estudiada. La función de las proteínas que codifican 

estos genes en la retina de mamíferos es poco conocida, aunque existen evidencias de 

que la pérdida de su actividad causa defectos en la glicosilación del DG (Bouchet-

Séraphin et al., 2015; Godfrey et al., 2011). Por lo tanto, es importante adquirir un mayor 

conocimiento sobre la expresión y distribución de estas proteínas en la retina normal de 

mamíferos, lo que permitirá comprender su implicación en el desarrollo de los síntomas 

oculares asociados a las DGPs. 

 

1.5. Objetivos 

Los objetivos de esta tesis doctoral se definen a continuación: 

 Analizar en la retina de mamíferos normales, desde roedores hasta la retina humana, 

la expresión de genes asociados a distroglicanopatías, tanto a nivel de ARNm como 

de proteína, y caracterizar su patrón de expresión en las diferentes capas y tipos 

neuronales de la retina neural de ratón. 

 Realizar un estudio bioinformático y filogenético de las proteínas POMGnT1 y 

POMGnT2 para analizar su estructura y evolución molecular dentro del filo Cordados: 

dominios conservados y posibles cambios evolutivos. 

 Caracterizar las alteraciones estructurales y morfológicas en la retina de ratones 

Pomt1 KO condicionales, un modelo animal de distroglicanopatias.  

 Inferir conclusiones sobre la posible función e importancia de la proteína POMT1 en 

las células retinianas. 
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CAPÍTULO 2 

 

 

Expresión de genes y proteínas asociados a distroglicanopatías 

en la retina de mamíferos 

 

Las distroglicanopatías (DGPs) son enfermedades genéticas raras que cursan con 

distrofia neuromuscular y que ofrecen una corta esperanza de vida. Los genes asociados 

a la aparición de estas distrofias codifican proteínas involucradas de forma directa o 

indirecta en la vía de O-glicosilación del α-distroglicano (α-DG), una glicoproteína crucial 

para la plasticidad y el establecimiento de las sinapsis en el sistema nervioso central 

(SNC). Si bien el papel de la mayoría de estas proteínas se encuentra definido en el 

músculo esquelético, en el SNC adulto aún no se encuentra claramente establecido, y su 

expresión en la retina de mamíferos prácticamente no ha sido investigada. 

El estudio de la expresión y distribución intracelular de las proteínas involucradas en las 

vías de O-glicosilación del α-DG en la retina neural de diferentes especies de mamíferos, 

podría ayudar a esclarecer el papel que juegan estas proteínas en la patogénesis ocular 

asociada a las DGPs. 

En este contexto, en este trabajo hemos demostrado mediante RT-PCR y Western 

blotting, que los genes POMT1, POMT2, POMGNT1, FKTN, FKRP y LARGE se expresan a 

nivel de ARNm y proteína, en la retina neural de primates (mono y humano), bovina y 

de roedores (rata y ratón).  Los estudios inmunohistoquímicos realizados en la retina 

neural de ratón, han permitido establecer la localización celular en este tejido de las 

proteínas POMGnT1, fukutina y FKRP. 
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2.1  Introducción  

 

En la ruta de glicosilación del distroglicano (DG) se encuentran involucradas numerosas 

proteínas en su mayoría (aunque no todas) glicosiltransferasas. Esta glicoproteína es el 

componente central del complejo distrofína-glicoproteína (DGC), responsable del 

anclaje del citoesqueleto de células musculares y nerviosas a la matriz extracelular 

(MEC) (Barresi & Campbell, 2006; Dobson et al., 2013; Endo, 2015). El DG está codificado 

por el gen DAG1 (OMIM 128239), el cual se transcribe y traduce en un precursor 

polipeptídico que se escinde postraduccionalmente en dos subunidades: α-DG y β-DG. 

El α-DG se localiza extracelularmente y está extensivamente glicosilado, mientras que el 

β-DG es transmembranal y se une a la subunidad α de forma no covalente. La 

glicosilación del α-DG es esencial para su correcto funcionamiento (Barresi & Campbell, 

2006; Endo, 2015; Martin et al., 2007), ya que los O-manosilglicanos que se le añaden 

enzimáticamente le confieren la capacidad de unirse a sus ligandos proteicos en la MEC, 

como son la laminina, el perlecán, la agrina, la neurexina, la pikachurina y Slit (Endo, 

2015; Samwald & Samwald, 2007; Yoshida-Moriguchi & Campbell, 2015). 

Mutaciones en los genes que codifican enzimas participantes en la 

O-manosilación del α-DG se relacionan con la aparición de un grupo de distrofias neuro-

musculares hereditarias recesivas, conocidas como distroglicanopatías (DGPs). Hasta la 

fecha se conocen 18 genes cuyas mutaciones originan, directa o indirectamente, una 

hipoglicosilación del α-DG, y por ello afectan a su función como receptor de los ligandos 

de la MEC (Martin et al., 2007). Las DGPs más relevantes son, en orden decreciente de 

severidad, el síndrome de Walker-Warburg (WWS), la enfermedad de músculo-ojo 

cerebro (MEB), la distrofia muscular congénita de Fukuyama (FCMD) y las distrofias 

musculares de cinturas (LGMDs).  

Las síntomas cerebrales más graves asociados a estos trastornos incluyen 

hidrocefalia, lisencefalia en adoquinado, ausencia total o parcial del cuerpo calloso, 

hipoplasia cerebelar, quistes cerebelosos y/o anomalías en la sustancia blanca (Clement 

et al., 2008; Godfrey et al., 2007). Las deficiencias en el sistema visual pueden incluir 

glaucoma congénito, microftalmia, buftalmos, cataratas congénitas, malformaciones 
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retinianas (que incluyen atrofia, displasia y desprendimiento), miopía y defectos de la 

cámara anterior. Estas anormalidades demuestran la importancia de la función del 

distroglicano y de su unión a ligandos, durante el desarrollo del cerebro y del ojo, 

además del desarrollo y mantenimiento muscular (Godfrey et al., 2011). 

La síntesis de los O-manosilglicanos del α-DG se inicia en el retículo endoplásmico 

(RE), donde diferentes enzimas participan en la adición covalente de estructuras 

glicosídicas. En la construcción de los tres núcleos glicosídicos conocidos hasta el 

momento en el α-DG, denominados M1, M2 y M3 (Yoshida-Moriguchi et al., 2013), 

participa inicialmente el heterodímero constituido por POMT1 y POMT2, dos proteínas 

encargadas de catalizar la transferencia de la primera unidad de manosa a los residuos 

de serina o treonina en el dominio de tipo mucina del α-DG (Manya et al., 2004). En la 

biosíntesis de los núcleos M1 y M2 participan a continuación otras enzimas en el aparato 

de Golgi, como son la proteína POMGnT1 (Yoshida et al., 2001) y la glicosiltransferasa 

GNT-IX (Inamori et al., 2004). Finalmente estos dos núcleos son extendidos por 

diferentes galactosiltransferasas (GalTs), sialiltransferasas (SiATs), glucuronil-

transferasas (GlcATs), una sulfotransferasa (HNK-1ST) y la α1,3-fucosiltransferasa-9 

(FUT9), aunque los detalles de cómo participan estas enzimas en la síntesis de 

O-manosilglicanos no han sido completamente elucidados (Endo, 2015). La construcción 

del núcleo M3 se continúa en el mismo RE donde se inicia, actuando allí secuencialmente 

las enzimas POMGnT2 (Manzini et al., 2012); B3GALnT2 y proteína O-manosa quinasa 

(POMK) (Yoshida-Moriguchi et al., 2013). A partir de este punto el α-DG es transferido 

al Golgi, donde las proteínas ISPD, fukutina, FKRP, B4GAT1 y LARGE extienden el núcleo 

mediante la transferencia de diferentes residuos. La presencia del núcleo M3 y más aún 

el número de repeticiones del disacárido extendido por LARGE, es esencial para la unión 

del α-DG a las proteínas de la MEC (Goddeeris et al., 2013).  

 El patrón de expresión de estas proteínas, incluida su distribución y localización 

intracelular, no se ha abordado aún en la retina de mamíferos. En este trabajo se ha 

analizado la expresión a nivel de ARNm y proteína de los principales genes implicados 

en las DGPs, en diferentes especies de mamíferos. Así mismo, se ha caracterizado el 

patrón de distribución de tres de sus proteínas producto: POMGnT1, fukutina y FKRP, 

en la retina de ratón adulto. 
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2.2  Materiales y métodos  

 

2.2.1 Material biológico 

El manejo y sacrificio de los animales utilizados se llevaron a cabo de acuerdo con las 

normas del National Institutes of Health (NIH, EEUU), la Directiva Europea 2010/63/UE 

y la Association for Research in Vision and Ophtalmology (ARVO, Estados Unidos).  

2.2.1.1 Primates. 

Humano: El ARN de retina humana (Homo sapiens) fue obtenido comercialmente de 

Clontech BD (Mountain View, CA, EEUU), y pertenecía a 29 donantes sanos de ambos 

sexos con edades entre 20 y 60 años.  

Mono: Ojos de macacos cangrejeros (Macaca fascicularis) de ambos sexos, de 5-6 años 

y con 4-6 kg de peso, fueron obtenidos del animalario de la Universidad de Murcia a 

cargo de la Dra. Mª Trinidad Herrero. El tratamiento y manipulación de los monos se 

llevó a cabo de acuerdo con la normativa establecida por la International Primate 

Society, como se describe en Campello et al. (2013). No se sacrificó ningún mono con el 

único propósito de esta investigación, sino que otros órganos de su cuerpo fueron 

utilizados por otros investigadores para estudios adicionales. Los monos fueron 

anestesiados con ketamina (10 mg/kg) por vía intramuscular, y sacrificados mediante la 

administración intraperitoneal de una inyección letal de pentobarbital (50 mg/kg). Los 

ojos fueron inmediatamente enucleados y diseccionados para extraer la retina neural. 

Estas fracciones fueron congeladas en N2 líquido para su transporte, y posteriormente 

almacenadas a -80°C hasta su utilización. 

2.2.1.2 Vaca. 

Los ojos bovinos (Bos taurus) se obtuvieron a partir de terneras adultas, de 8-9 meses 

de edad, recién sacrificadas en el matadero municipal de Alicante. Se conservaron en N2 

durante su transporte y se almacenaron a -80°C. Tras esta última, se obtuvo muestras 

de retina neural destinadas a la extracción de ARN o de proteínas, y se almacenaron a –

80°C.  
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2.2.1.3 Roedores. 

Los ojos de ratas (Rattus norvegicus) adultas albinas (3-4 meses) de la línea Sprague-

Dawley y de ratones (Mus musculus) adultos pigmentados (2-3 meses) de la línea 

C57BL/6J, mantenidos en el animalario de la Universidad de Alicante, fueron sacrificados 

mediante el método de inhalación de CO2 en una cámara estanca, seguido de dislocación 

cervical. A continuación se enuclearon los ojos y se almacenaron en solución RNAlater 

(Ambion; Austin, TX, EEUU) a –80°C hasta la extracción de ARN o proteínas.  

Los ojos de ratón a ser analizados mediante microscopía se fijaron en 

paraformaldehído al 4% en tampón fosfato sódico 0,1 M pH 7,4 (PB) durante 1 h, y 

posteriormente se sometieron a crioprotección en PB suplementado con 

concentraciones crecientes de sacarosa (15% 1 h, 20% 1 h y 30% 16 h), como se describe 

en Esteve-Rudd et al. (2011). Finalmente, se almacenaron a –80°C. 

 

2.2.2 Aislamiento y análisis de ARN 

2.2.2.1 Obtención y purificación de ARN 

Tras descongelar los ojos, se eliminó la córnea rodeando con tijeras de disección el limbo 

esclero-corneal y se retiró el cristalino. A continuación, se diseccionó la retina neural 

descartando el epitelio pigmentario de la retina (EPR). El  ARN de la retina se aisló 

utilizando el reactivo TRIzol® (Invitrogen; Carlsbad, CA, EEUU), siguiendo las 

instrucciones del fabricante, en un ambiente y con materiales libres de ARNasas. A las 

muestras congeladas de retina de mono, vaca, rata y ratón se les añadió 10 μl de TRIzol 

por cada mg de tejido. Las retinas se homogeneizaron e incubaron durante 5 min a 

temperatura ambiente, y se les añadió 0,2 volúmenes de cloroformo, agitándose 

durante 15 s. Posteriormente, las muestras se incubaron durante 3 min a temperatura 

ambiente y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 15 min a 4˚C. A continuación, la fase 

acuosa se transfirió a un tubo nuevo, se precipitó el ARN añadiendo un volumen de 

isopropanol igual al de TRIzol usado inicialmente y se incubaron las muestras durante 

10 min a temperatura ambiente. Tras centrifugación a 10.000 rpm durante 15 min a 4˚C, 

se desechó el sobrenadante y se lavó el precipitado obtenido con etanol al 75%. 
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Finalmente, se dejaron secar las muestras durante 5 min a temperatura ambiente y se 

disolvieron en H2O libre de ARNasas mediante incubación a 55˚C durante 10 min. Por 

último, se realizó un tratamiento con ADNasa utilizando el kit TURBO DNA-free (Ambion) 

siguiendo las instrucciones del fabricante.  

Con el fin de eliminar posibles restos de fenol y/o cloroformo resultantes de la 

extracción, el ARN se purificó utilizando el kit NucleoSpin RNA Clean-up (Macherey- 

Nagel; Düren, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit se basa en la 

unión selectiva del ARN a un filtro de sílice acoplado a una columna de centrifugación. 

Las muestras de ARN se llevaron a un volumen final de 100 μl con H2O libre de ARNasas, 

y posteriormente se añadieron 600 μl de tampón de lisis y unión (mezcla del reactivo 

RA1 y etanol absoluto en proporción 1:1). A continuación, la mezcla se transfirió a una 

columna de unión del kit y se centrifugó a 10.000 rpm durante 30 s. Se realizaron dos 

lavados con la solución RA3 del kit, centrifugándose a 10.000 rpm durante 30 s en el 

primero y 2 min en el segundo. La columna se transfirió a un nuevo microtubo y se dejó 

secar durante 3 min a temperatura ambiente. Finalmente, el ARN se eluyó con H2O libre 

de ARNasas mediante centrifugación a 13.000 rpm durante 1 min. La concentración de 

ARN se determinó midiendo la absorbancia de 1 – 1,5 µl de la solución final a 260 y 280 

nm en un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies; Waltham, 

MA, EEUU), utilizando H2O como blanco de la medida. Las muestras de ARN se 

almacenaron a –80 °C hasta su utilización. 

2.2.2.2 Retrotranscripción - reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) 

La retrotranscripción (RT) de ARN a ADN complementario (ADNc) se llevó a cabo 

mediante el kit RETROscript® (Ambion), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Previamente a la RT, el ARN (1 µg) se incubó a 75°C durante 3 min con el cebador (oligo 

(dT) o decámeros aleatorios) a una concentración 5 µM en un volumen final de 11 µl, y 

luego se conservó en hielo durante 15-20 min. Las reacciones de RT se llevaron a cabo 

en un volumen de 20 μl, conteniendo tampón de RT 10× (Tris-HCl 50 mM pH 8,3, KCl 75 

mM, MgCl2 3 mM y ditiotreitol (DTT) 5 mM), los 4 dNTPs a una concentración de 0,5 mM 

cada uno, 10 U de inhibidor de ARNasa y 100 U de retrotranscriptasa del virus MMLV. 

Como controles negativos, se llevaron a cabo reacciones en paralelo en las que se omitió 
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la retrotranscriptasa y se añadió un volumen equivalente de H2O (1 μl). Las reacciones 

se incubaron a 44˚C durante 1 h, y a 92°C durante 10 min en un termociclador Techne 

TC-512 (Staffordshire, Reino Unido). 

Las amplificaciones mediante PCR de segmentos de los transcritos de los genes 

POMT1, POMT2, POMGNT1, FKTN, FKRP y LARGE se llevaron a cabo en un volumen de 

40 μl conteniendo ambos cebadores (directo e inverso) a una concentración de 0,4 μM 

cada uno, los 4 dNTPs a una concentración 0,2 mM, 1 U de ADN polimerasa GoTaq 

(Promega), tampón de PCR 1× (Tris-HCl 20 mM pH 8,0, MgCl2 1,5 mM, KCl 50 mM) y el 

ADNc molde (20 ng). Los cebadores (Tabla 2.1) se diseñaron con el software Primer3 

(Untergasser et al., 2012) llevando una temperatura de fusión (Tm) de 60°C, flanqueando 

al menos un intrón en cada gen y perteneciendo a exones presentes en todas las 

variantes de ARNm conocidas. Todos los cebadores fueron sintetizados por la casa 

comercial Invitrogen. Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo utilizando un 

termociclador Techne TC-512, con un paso inicial de desnaturalización inicial a 94˚C 

durante 2 min, seguido de 35 ciclos cada uno de 94°C durante 30 s, 60˚C durante 20 s y 

72˚C durante 30 s, y una extensión final a 72˚C durante 5 min.  

Los productos de la amplificación por PCR se sometieron a electroforesis 

horizontal en gel de agarosa al 2% en tampón TBE 1× (Trizma base 10 mM, ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,2 mM y BO3H3 9 mM; pH 8,3) suplementado con 

SYBR Green I (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EEUU) a una dilución 1/20.000. A 5 μl de 

cada reacción de PCR se le añadió 2 μl de tampón de carga (glicerol al 50%, EDTA 30 

mM, azul de bromofenol al 0,1%, xilén-cianol al 0,1%). Se utilizaron los marcadores de 

peso molecular comerciales 100 pb DNA ladder (Invitrogen), y 50 base-pair ladder 

(Fermentas; St. Leon-Rot, Alemania). La electroforesis se llevó a cabo en un sistema 

Varigel VG-20 (Fisher Scientific Bioblock; Madrid) a un voltaje constante de 100 V 

durante 3 h en TBE 1×. Finalmente, los geles se visualizaron en un sistema de 

fotodocumentación UVIdoc GAS9500 (UVItec; Cambridge, Reino Unido) equipado con 

un transiluminador de luz ultravioleta (UV) de 312 nm. 
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Tabla 2.1. Cebadores utilizados para las reacciones de RT-PCR. 

Gen Especie Secuencia  Exón Tamaño (bp) 

POMT1 Humano, 
Mono 

D: 5‘-AATCATGTCCAGTGCCTTCC-3’ 9 165 

R: 5‘-ATCATGGGGTAGGTGTCCTG-3’ 10 

Bovino D: 5‘-AATCATGTCCAGTGCCTTCC-3’ 9 165 

R: 5‘-ATCATAGGGTAGGTGCTCTGGT-3’ 10 

Rata, 
Ratón 

D: 5‘-AATCATGTCCAGTGCCTTCC-3’ 9 165 

R: 5‘-ATCATGGGATAGGTGTTCTTGT-3’ 10 

POMT2 Humano, 
Mono 

D: 5‘-GGTTTGGTGGCTGAATCTGT-3’ 18 222 

R: 5‘-ATGGCTGGGAAGTAGTGGTG-3’ 19 

Bovino D: 5‘-TCCTGTGCCTCATAGTGCTG-3’ 7 238 

R: 5‘-TAGAAGTGCCTGTGCGAGTG-3’ 9 

Rata D: 5‘-TCCTGTGCCTCATAGTGCTG-3’ 7 176 

R: 5‘-AGAGCCATACGCCAAGTGTT-3’ 8-9 

Ratón D: 5‘-GTCTGGTGGCTGAATCTGGT-3’ 18 221 

R: 5‘-ATGGCTGGGAAGTAGTGGTG-3’ 19 

POMGNT1 Humano, 
Mono, 
Rata, 
Ratón 

D: 5‘-ATCCTACCACTTTGGCATCG-3’ 17 
108 

R: 5‘-ACATTCCTGAGCTGGACACC-3’ 18 

Bovino D: 5‘-ATCCTACCACTTCGGCATCG-3’ 17 108 

R: 5‘-ACATTCCTGAGCTGGACACC-3’ 18 

FKTN Humano, 
Mono 

D: 5´- GGGAGTACCATTCTGGCTGA -3´ 8 150 

R: 5´- GGAAGTCCTGCATCCTGAAA -3´ 9 

Bovino D: 5´- GGGAGTGCGGTTCTGGCT -3´ 8 150 

R: 5´- GGGAGTCCTGCATCTTGAAA -3´ 9 

Rata, 
Ratón 

D: 5´- GGGAGTGCCCTTCTGGCT -3´ 8 150 

R: 5´- GGAAGTCCTGCATCCTGAAA -3´ 9 

FKRP Humano D: 5´- GACCTGGGCATCTACTTGGA -3´ 4 150 

R: 5´- CAAGTGGTTGCTTTCGCTGT -3´ 4 

Mono D: 5´- GACCTGGGCATCTACTTGGA-3´ 4 150 

R: 5´- GAGGTGGTTGCTTTCGCTAT-3´ 4 

Bovino D: 5´-TGGGACTACGATGTGGACCT -3´ 4 163 

R: 5´-GGTGGTTGCTCTCGCTGTA-3´ 4 

Rata, 
Ratón 

D: 5´- GATCTGGGCATCTACCTGGA-3´ 4 245 

R: 5´-AAGTGCTCTGGGAACTCAACA -3´ 4 

LARGE Humano, 
Mono 

D: 5´- TCTTCCAGACCTGGATGGTG -3´ 6 372 

R: 5´- TCCGCAGCTTATCCAGAAGT -3´ 8-9 

Bovino D: 5´- CCTTGGAAACCTGTGGAAAA -3´ 8 184 

R: 5´- CCTTGGAAACCTGTGGAAAA -3´ 9-10 

Rata D: 5´- GGAACAGGGGACAGTGAGAA -3´ 4 206 

R: 5´- TCAGCAATGAGGTGGAAGTG -3´ 6 

Ratón D: 5´- TTTCCCCAAGTCAAAAGCAG-3´ 14 188 

R: 5´- GGCAGTCTCGTCTCACAACA -3´ 15 

En la 1ª columna se indica el gen, en la 2ª la(s) especie(s) correspondiente(s) a cada pareja de cebadores, 

en la 3ª las secuencias de los cebadores directo (D)  e inverso (R), en la 4ª los exones con los que hibridan, 

y en la 5ª el tamaño en pares de bases (pb) del producto de PCR esperado. 
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2.2.2.3 Secuenciación de productos de PCR 

Con el fin de confirmar la especificidad de los amplicones obtenidos, los productos de 

PCR purificados fueron secuenciados mediante el método de Sanger en un sistema 

automatizado Applied Biosystems ABI 3730XL por la empresa STABvida (Caparica, 

Portugal). Se secuenciaron en todos los casos ambas cadenas de ADN del producto de 

PCR, utilizando los mismos cebadores empleados para su amplificacion (ver Tabla 2.1). 

Las secuencias obtenidas se visualizaron y editaron mediante el software bioinformático 

FinchTV V1.4 (Geospiza; http://www.geospiza.com). A continuación, se utilizó la 

herramienta bioinformática BLASTn (Altschul et al., 1990; http:// blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Blast.cgi) con el fin de comparar las secuencias obtenidas con las disponibles en la base 

de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). 

 

2.2.3 Extracción y análisis de proteínas 

Los métodos utilizados han sido puestos a punto en nuestro grupo de investigación y 

descritos en diferentes publicaciones científicas (Esteve-Rudd et al., 2010; Martínez-

Navarrete et al., 2007). 

2.2.3.1 Extracción y cuantificación de proteínas totales 

Los tejidos se descongelaron en hielo y se homogeneizaron en tampón de lisis (Hepes 

20 mM pH 7,9, glicerol al 10%, KCl 10 mM, NaCl 0,4 M, Nonidet P-40 al 0,1% y ditiotreitol 

2 mM), suplementado con los inhibidores de proteasas fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(PMSF) 1 mM, leupeptina 10 μM, aprotinina 0,3 μM y benzamidina 100 μM. Tras 

incubación en hielo durante 15-20 min con agitación suave ocasional, las muestras se 

centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 min a 4˚C. El sobrenadante, conteniendo las 

proteínas solubilizadas, se dividió en alícuotas y se almacenó a -80˚C. 

La concentración de proteínas se cuantificó en una solución de la muestra 

original diluida 10 veces en H2O. Para ello, se utilizaron placas de microtitulación de 96 

pocillos y el método del ácido bicinconínico (BCA; Pierce, Rockford, IL), según las 

indicaciones del fabricante. Como proteína patrón para obtener la curva de calibrado 

(0-12 μg) se utilizó seroalbúmina bovina (BSA) diluida en el mismo tampón de lisis. A 
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cada pocillo con muestra o proteína patrón se le añadieron 200 μl de reactivo BCA, y se 

midió la absorbancia a una λ de 595 nm en el espectrofotómetro-fluorímetro GENios 

Microplate Reader (TECAN). 

2.2.3.2 Western blotting. 

SDS-PAGE: La electroforesis se llevó a cabo en geles con un gradiente de poliacrilamida 

al 5-20% (Tris-HCl 0,25 M pH 8,8, acrilamida al 5-20%, glicerol al 1,5-6,7%, SDS al 0,1%) 

de 1,5 mm de espesor, preparados utilizando un formador de gradientes Hoefer SG50 

(Amersham Biosciences), y con un gel de apilamiento de poliacrilamida al 4% (Tris-HCl 

0,4 M pH 6,8, acrilamida al 4%, SDS al 0,1%). A un volumen de muestra conteniendo 100 

μg de proteína se le añadió un volumen igual de tampón de carga 2× (Tris-HCl 62,5 mM 

pH 6,8, glicerol al 20%, β-mercaptoetanol al 5%, SDS al 10%, azul de bromofenol al 

0,02%) y, tras hervir a 100˚C durante 10 min, se cargaron las proteínas en el gel. La 

separación se llevó a cabo en un sistema de electroforesis vertical Sigma-Aldrich 

Z33,985-7, utilizando como tampón electrodo Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, 

SDS al 0,1%. Se utilizaron los marcadores de peso molecular PageRuler (Fermentas) y 

SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range (Bio-Rad; Hercules, CA, EEUU). Se 

aplicó inicialmente al gel una corriente constante de 40 mA durante 30 min, y luego de 

10 mA durante 14-16 h. 

Electrotransferencia: Finalizada la electroforesis, los geles se equilibraron en tampón 

TGSM 1× (Trizma base 48 mM, glicina 39 mM, SDS 1,3 mM, metanol 20%) durante 30 

min con agitación suave. Las membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) 

Hybond-P (GE Healthcare; Buckinghamshire, Reino Unido) se hidrataron en metanol 

durante 5-10 s y, tras lavar dos veces con H2O durante 5 min, se equilibraron en TGSM 

1× durante 30 min con agitación suave. Se llevó a cabo entonces electrotransferencia 

semi-seca utilizando un sistema SemiPhor Transfer TE77 (Amersham Biosciences). Para 

ello se dispusieron secuencialmente sobre el electrodo inferior (ánodo) tres trozos de 

papel 3MM (Macherey-Nagel) impregnados en tampón TGSM 1×, la membrana de 

PVDF, el gel y otros tres trozos de papel 3MM. Se aplicó entonces una corriente de 0,8 

mA por cm2 de membrana durante 1 h. Tras lavar la membrana con tampón TBS 1× (Tris-
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HCl 25 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, KCl 2,7 mM), se dejó secar a temperatura ambiente 

durante más de 2 h. 

Tinción: Las membranas se tiñeron para verificar que se habían cargado cantidades 

comparables de proteína en cada calle del gel, y que la electrotransferencia había tenido 

lugar correctamente. La membrana de PVDF se rehidrató en una solución con metanol 

al 10%, ácido acético al 7% durante 15 min con agitación suave y, tras múltiples lavados 

con H2O durante 15 min, se tiñó utilizando el colorante fluorescente SYPRO Ruby Protein 

Blot Stain (Molecular Probes; Eugene, OR, EEUU), durante 15-30 min con agitación 

suave. A continuación, se lavó de nuevo en H2O durante 5 min y se dejó secar finalmente 

a temperatura ambiente en oscuridad durante aproximadamente 2 h. La membrana 

teñida se visualizó y fotografió con luz UV en un transiluminador UVIDoc (UVItec).  

Inmunodetección: Las membranas se hidrataron secuencialmente en metanol durante 

5-10 s, seguido de H2O, tampón TBS 1× y tampón TTBS 1× (Tween 20 al 0,1% en TBS 1×) 

con agitación vigorosa durante 15 min cada vez. A continuación se bloquearon las áreas 

de la membrana sin proteína unida mediante incubación durante 2 h a temperatura 

ambiente en solución de bloqueo (leche desnatada en polvo al 5% en TTBS 1×). Se lavó 

repetidas veces con TTBS 1× con agitación vigorosa durante 15-20 min y se incubó 

durante 14-16 h a 4°C con el correspondiente anticuerpo primario (Tabla 2) diluido en 

solución de incubación (leche desnatada en polvo al 5% en TBS 1×). A continuación, la 

membrana se lavó repetidas veces en TTBS 1× durante 15-20 min y se incubó durante 1 

h con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 2.2) conjugado a la enzima 

peroxidasa de rábano y diluido en solución de incubación. Finalmente, la membrana se 

lavó secuencialmente con TTBS 1×, TBS 1× y H2O, durante 10-15 min cada vez.  

Las membranas se dispusieron sobre una lámina de acetato transparente con la 

cara proteica hacia arriba. Se añadió entonces la solución de revelado SuperSignal West 

Dura (Pierce) según las indicaciones del fabricante. Las películas de autorradiografía 

(Hyperfilm ECL; Amersham Biosciences) se expusieron a las membranas durante 10 s - 1 

h, según la intensidad de la señal. Tras su revelado y fijación, las películas fueron 

escaneadas y procesadas utilizando el software NIH ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). 
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Tabla 2.2. Anticuerpos utilizados para Western blotting. 

Anticuerpos Antígeno Origen Casa comercial, nº de catálogo Dilución 

Primarios POMT1 policlonal de conejo Sigma, SAB2101845  1:1000 

POMT2 policlonal de conejo Sigma, HPA003663 1:250 

POMGnT1 monoclonal de ratón Sigma, clon 6C12, WH0055624M7 1:250 

Fukutina policlonal de conejo Proteintech (Manchester, Reino 
Unido), 18276-1-AP 

1:1000 

FKRP policlonal de conejo Origene (Rockville, MD, EEUU), 
TA347645 

1:1000 

LARGE policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology  
(Santa Cruz, CA, EEUU),  sc-99164 

1:1000 

Secundarios  IgG de conejo policlonal de cabra Pierce, 32460 1:10000 

IgG de ratón policlonal  de cabra Pierce, 32430 1:10000 

En la 1ª columna se indica el tipo de anticuerpo, en la 2ª su proteína antigénica, en la 3ª la especie en que 

fue desarrollado, en la 4ª la casa comercial de la que se obtuvo y su número de catálogo (y también el nº 

del clon correspondiente para los anticuerpos monoclonales), y en la 5ª la dilución a la que se empleó. 

 

2.2.4 Microscopía confocal de inmunofluorescencia 

Las técnicas de microscopia confocal se llevaron a cabo esencialmente como se describe 

en diferentes publicaciones científicas de nuestro grupo (Esteve-Rudd et al., 2011, 2010; 

Martínez-Navarrete et al., 2007) 

2.2.4.1 Secciones verticales de retina. 

Los ojos, fijados en paraformaldehído al 4% como se describe en el apartado 2.2.1.3, se 

descongelaron a temperatura ambiente y se diseccionaron. Se recortó la córnea con 

unas tijeras de disección a lo largo del limbo esclero-corneal y se eliminó junto con el 

cristalino. Se retiró el humor vítreo y se recubrió el ojo con solución de inclusión para 

criostato Tissue-Tek® OCT (Sakura Finetek Europe; Zoeterwoude, Holanda). El tejido se 

congeló en N2 líquido, se recubrió con OCT y se atemperó a −25°C en el interior de un 

criostato Leica CM 1900 (Wetzlar, Alemania). Se obtuvieron entonces secciones de 14-

16 µm que se depositaron sobre portaobjetos Superfrost® Plus (Thermo Scientific) y se 

almacenaron a −20°C. 
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2.2.4.2 Incubación con anticuerpos. 

Las secciones de retina se lavaron repetidas veces con tampón PB y se incubaron 

durante 1 h en una cámara húmeda a temperatura ambiente con una solución de BSA 

al 5% en PB, con el fin de evitar la unión inespecífica de anticuerpos a epítopos del tejido. 

Se lavaron de nuevo las secciones en PB 3 veces, durante 5 min cada vez, y se incubaron 

con el/los anticuerpos monoclonales o policlonales primarios correspondientes (Tabla 

2.3), diluidos en PB suplementado con Triton X-100 al 1% (PBX), durante 16 h en una 

cámara húmeda a temperatura ambiente y con agitación suave. Como controles 

negativos, se incubaron en paralelo secciones en PBX en las que se omitieron los 

anticuerpos primarios, con el fin de comprobar que la inmunorreactividad observada 

era específica del anticuerpo primario. Las secciones se lavaron nuevamente con PB y se 

incubaron  en oscuridad con los anticuerpos secundarios correspondientes (Tabla 3), 

diluidos en PBX, durante 1 h en las mismas condiciones anteriores. Finalmente, las 

secciones se lavaron con PB, se montaron en medio con glicerina Citifluor (Citifluor Ltd; 

Londres, Reino Unido), se sellaron con laca de uñas y se guardaron a 4°C en oscuridad 

hasta su visualización mediante microscopía confocal. 

Con el fin de visualizar los núcleos de las células al microscopio, se añadió 

4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) a una concentración de 10 µg/ml a la mezcla de 

anticuerpos secundarios, y se incubó durante 1 h en una cámara húmeda a temperatura 

ambiente y en oscuridad. 

2.2.4.3 Observación de muestras mediante microscopía confocal. 

La fluorescencia de las muestras se detectó mediante un microscopio confocal espectral 

invertido Leica TCS SP2 (Wetzlar, Alemania), utilizando dos fuentes de láser: a) azul, de 

Ar, con una λ de excitación de 450-490 nm, para anticuerpos secundarios marcados con 

el fluoróforo Alexa Fluor (AF) 488,  con una λ de emisión de 515 nm (verde); y b) verde, 

de He-Ne, con una λ de excitación de 515-560 nm, para anticuerpos secundarios 

marcados con AF 546 o AF 555, con una λ de emisión de 590 nm (rojo). Para la 

visualización del colorante DAPI se utilizó un diodo UV con una λ de emisión de 405 nm 

(azul). En los casos en que se visualizaron dos o más fluoróforos sobre la misma muestra, 

estos fueron excitados secuencialmente, y no simultáneamente, para evitar 
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interferencias entre los canales de emisión. Los objetivos utilizados fueron Leitz Plan-

apocromáticos de inmersión en aceite mineral, de 40×, 63× y 100×. La platina del 

microscopio era galvanométrica de alta precisión y alta velocidad para controlar el eje 

Z.  Las fotografías, obtenidas a una resolución de 300 dpi, se almacenaron en formato 

TIFF y se procesaron mediante el programa Adobe Photoshop CS5 v.12.0 (Adobe 

Systems; San José, CA, EEUU) para su posterior análisis. 

 

Tabla 2.3. Anticuerpos utilizados para microscopía de inmunofluorescencia. 

Anticuerpos Antígeno Origen Casa comercial, nº de catálogo Dilución 

Primarios POMGnT1 monoclonal de ratón Sigma, clon 6C12, WH0055624M7 1:50 

Fukutina policlonal de conejo Proteintech, 18276-1-AP 1:50 

FKRP policlonal de conejo AbboMax (San José, CA, EEUU), 
620–830 

1:50 

c-Arrestina  policlonal de conejo Millipore (Darmstad, Alemania), 
AB5282 

1:500 

GM130 policlonal de cabra Santa Cruz Biotechnology,                
sc-16271 

1:250 

GM130 monoclonal de ratón BD Transduction Labs. (Franklin 
Lakes, NJ, EEUU), clon 35, 610822 

1:250 

S-Arrestina monoclonal de ratón Dr. Clay Smith (University of Florida, 
FL, EEUU), clon SCT-128 

1:100 

Citocromo C monoclonal de ratón Zymed (San Francisco, CA, EEUU),  
clon 6H2B4, 33-8200 

1:1000 

CtBP2 monoclonal de ratón BD Transduction Labs, clon 16, 
612044 

1:1000 

β-Distroglicano monoclonal de ratón Abcam, (Cambridge, Reino Unido), 
clon 43DAG1/8D5, ab49515 

1:50 

Calbindina monoclonal de ratón Sigma, clon CB-955, C9848 1:500 

Secundarios  IgG de cabra policlonal asno Molecular Probes,  
A-11055 (AF 488) y A-11056 (AF 546) 

1:100 

IgG de conejo policlonal asno Molecular Probes,  
A-21206 (AF 488) y A-10040 (AF 546) 

1:100 

IgG de ratón policlonal asno Molecular Probes,  
A-21202 (AF 488) y A-31570 (AF 555) 

1:100 

En la 1ª columna se indica el tipo de anticuerpo, en la 2ª la proteína antigénica, en la 3ª la especie en que 

fue desarrollado, en la 4ª la casa comercial de la que se obtuvo y su número de catálogo (y también el nº 

del clon para los anticuerpos monoclonales), y en la 5ª la dilución a la que se empleó para microscopía de 

fluorescencia de secciones verticales de retina. AF: Alexa Fluor. 
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2.3 Resultados 

Las distroglicanopatías constituyen un grupo de distrofias musculares genéticas 

asociadas a la glicosilación anormal del DG. Las diferentes formas de DGPs, como son el 

WWS, la MEB o la FCMD, conllevan trastornos que afectan el cerebro, músculo y ojos 

(Bozzi et al., 2009; Hewitt, 2009; Hino et al., 2001). La retina es uno de los tejidos 

afectados en las DGPs más severas, presentando desde desprendimiento en MEB y 

FCMD (Godfrey et al., 2007; Muntoni & Voit, 2004) hasta displasia en los casos más 

graves de WWS (Cormand et al., 2001).  

La expresión de los genes implicados en las DGPs en la retina de mamíferos 

adultos se ha explorado poco. Con el objeto de investigar la posible relación entre sus 

productos proteicos y los mecanismos moleculares subyacentes a los trastornos 

oculares asociados a DGPs, se analizó en este trabajo la expresión de los genes POMT1, 

POMT2, POMGNT1, FKTN, FKPR y LARGE, a nivel de ARNm mediante RT-PCR y a nivel de 

proteína mediante Western blotting, en la retina normal de diferentes especies de 

mamíferos. Además, se estudió la localización celular de las proteínas POMGnT1, 

fukutina y FKRP en la retina neural de ratones adultos mediante microscopia de 

inmunofluorescencia.  

 

2.3.1 Expresión de genes asociados a distroglicanopatías en la retina de 

mamíferos. 

Se estudió la expresión de los 6 genes asociados a DGPs más conocidos y primeros en su 

identificación: POMT1, POMT2, POMGNT1, FKTN, FKPR y LARGE, en la retina neural de 

distintas especies de mamíferos (humano, mono, vaca, rata y ratón). Tras la extracción 

del ARN total de la retina neural de estos animales y su posterior retrotranscripción a 

ADNc, se amplificaron las secuencias de dichos genes, utilizando cebadores específicos 

para cada uno de ellos (Tabla 2.1). 

 Los resultados de la amplificación mediante PCR de los segmentos de ARNm de 

cada uno de los 6 genes estudiados en las diferentes especies se muestran en la Figura 
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2.1. Todos los productos de PCR obtenidos presentaban el tamaño esperado a partir de 

su diseño, y su secuenciación confirmó que se correspondían con cada uno de los 

fragmentos predichos de ADNc para cada uno de los genes estudiados, indicados a la 

derecha de cada panel en la Figura 2.1.  

 

Figura 2.1. Expresión de genes asociados a distroglicanopatías  en la retina de mamíferos. Análisis 

mediante RT-PCR de la expresión de los genes POMT1 (A), POMT2 (B), POMGnT1 (C), FKTN (D), FKRP (E) 

y LARGE (D) en la retina neural de las especies indicadas. El tamaño de los fragmentos obtenidos se 

correspondía con el esperado en todos los casos, y se verificaron mediante secuenciación de ADN. 

Los controles negativos de RT-PCR, que consistían en reacciones de PCR en las 

que el molde de ADNc se sustituyó por: a) reacciones de síntesis de ADNc llevadas a cabo 

en ausencia de la enzima retrotranscriptasa, o b) H2O, no mostraron amplificación en 

ningún caso (datos no mostrados). 

Dado que los 6 genes antes mencionados se expresaban a nivel de ARNm en la 

retina de las todas las especies de mamíferos estudiadas, se analizó mediante Western 

blotting la presencia en la retina de sus productos proteicos. Para ello, se realizó una 

extracción de proteínas totales de la retina neural de mono, bovino, rata y ratón, y se 

sometieron a cabo electroforesis en condiciones desnaturalizantes. A continuación se 
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realizó una electrotransferencia de las proteínas separadas a una membrana de PVDF, y 

se llevó a cabo inmunodetección con los diferentes anticuerpos específicos para cada 

una de las 6 proteínas (Tabla 2.2). En la Figura 2.2 se indican a la derecha de cada imagen, 

los pesos moleculares de las bandas obtenidas para cada una de las proteínas analizadas.  

La proteína POMT1 migró con una masa molecular aparente (Mr) de 82 kDa 

(Figura 2.2A), compatible con la calculada a partir de las correspondientes secuencias de 

todas las especies depositadas en GenBank (Macaca fascicularis, XP_015291799; Bos 

taurus, AAI42283; Rattus norvegicus, NP_445858 y Mus musculus, NP_660127). POMT2 

(Figura 2.2B) se detectó con una Mr de 84 kDa en la retina de mono (XP_005561946) y 

de 85 kDa en la retina bovina (NP_001179825), de rata (NP_001040579) y de ratón 

(AAM12048). POMGnT1 (Figura 2.2C) mostró una Mr de 75 kDa, compatible también 

con la masa molecular calculada para las distintas especies estudiadas (mono, 

XP_015292022; bovina, NP_001019656; rata, NP_001007748; y ratón, NP_080927).  

La fukutina, producto del gen FKTN, migró con una Mr de 60 kDa (Figura 2.2D), 

consistente con el tamaño descrito por otros autores (Matsumoto et al., 2004; 

Yamamoto et al., 2002), pero superior a su masa molecular teórica (aprox. 54 kDa, según 

la especie) predicha a partir de las secuencias de aminoácidos depositadas en GenBank 

(mono, EHH57182; bovina, XP_015320141; rata, NP_001102137; y ratón, NP_647470). 

También se identificó una banda adicional con una Mr de 56 kDa, atribuible a una posible 

isoforma proteica de la fukutina presente en la retina neural de vaca (Figura 2.2D), y 

correspondiente aprox. al peso molecular teórico de la proteína en dicha especie (54 

kDa). La presencia de esta banda podría atribuirse a la existencia de procesamiento 

alternativo del ARNm del gen FKTN, ya descrito por otros autores (Kobayashi et al., 

2001).  

En el análisis mediante Western blotting de FKRP (Figura 2.2E) se detectó una 

banda de aprox. 55 kDa correspondiente a la forma canónica de la proteína en las 

diferentes especies (mono, XP_015296752; bovino, NP_001093184; rata, 

NP_001020849 y ratón, NP_775606). Finalmente, el producto proteico del gen LARGE 

se detectó como una banda de 88 kDa (Figura 2.2F), aunque solo observable en la retina 

de ratón, compatible con el peso molecular calculado a partir de su secuencia de aas. en 
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esta especie (NP_001304320). Se realizaron diversos experimentos para intentar 

identificar la proteína LARGE en la retina de las otras especies, utilizando mayores 

concentraciones del anticuerpo primario y mayores tiempos de exposición, pero no fue 

posible identificar bandas que indicaran la presencia de esta proteína en la retina de 

mono, bovina y de rata (datos no mostrados).  

 

Figura 2.2. Expresión de proteínas asociadas a distroglicanopatías  en la retina de mamíferos. Análisis 

mediante Western blotting de la expresión en la retina neural de las especies indicadas, de las proteínas 

POMT1 (A),  POMT2 (B), POMGnT1 (C), fukutina (D), FKRP (E) y LARGE (F). La masa molecular aparente de 

las bandas obtenidas se indica a la derecha de cada figura. 

 

2.3.2 Distribución celular de proteínas asociadas a distroglicanopatías 

en la retina de ratón adulto.   

Tras determinar que los genes asociados a DGPs aquí investigados se expresaban en la 

retina de todas las especies estudiadas, tanto a nivel de ARNm como de proteína, con la 

única excepción de la proteína LARGE cuya expresión se detectó solo en ratón, se decidió 

abordar su localización celular en la retina de ratón adulto. Mediante microscopía 
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confocal de inmunofluorescencia se analizaron diferentes cortes transversales de retina 

previamente fijadas con paraformaldehído e inmunomarcados con diferentes 

anticuerpos. Para POMT1, POMT2 y LARGE no se encontraron anticuerpos adecuados 

para la detección de estas proteínas en tejido. Se utilizaron anticuerpos desarrollados 

contra múltiples epítopos, adquiridos a partir diferentes casas comerciales (ver Anexo, 

Tabla S2.1), pero no se obtuvieron patrones reproducibles mediante microscopía de 

inmunofluorescencia. 

 

2.3.2.1 Inmunolocalización de la proteína POMGnT1 en la retina neural de ratón. 

Con el objeto de investigar el perfil de distribución de esta proteína en la retina neural 

de ratón, se realizó en primer lugar un inmunomarcaje utilizando un anticuerpo 

específico contra la proteína POMGnT1 (Tabla 2.3), con el fin de identificar los distintos 

tipos celulares y capas de la retina en los que se expresaba. Dicho análisis permitió 

localizar a POMGnT1 únicamente en los segmentos internos (SI) de los fotorreceptores 

(Figura 2.3A, D; asterisco), concentrada en una banda inmunorreactiva visible 

inmediatamente por encima de los núcleos de los fotorreceptores teñidos con DAPI 

(Figura 2.3B). La señal observada en los vasos sanguíneos resultó ser no especifica 

(Figura 2.3A, D), ya que también se obtenía en ausencia del anticuerpo primario (datos 

no mostrados). Para localizar con más precisión la región subcelular de los 

fotorreceptores en la que se expresaba la proteína, se realizó un doble inmunomarcaje 

incluyendo el anticuerpo contra la arrestina de conos (cArr), un marcador específico de 

este tipo de células. Ello permitió localizar a POMGnT1 en la región mioide de los conos, 

porción que contiene el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi (Figura 2.3C). Para 

precisar su localización entre estos dos orgánulos, se realizaron dobles inmunotinciones 

usando los anticuerpos contra POMGnT1 y GM130 (Figura 2.3E), esta última una 

proteína de la región cis-Golgi usada como marcador de este orgánulo. Se encontró una 

significativa colocalización del inmunomarcaje de estas dos proteínas (Figura 2.3E,Eʹ) en 

la capa de los SI de los fotorreceptores. La localización del aparato de Golgi en la porción 

mioide de los conos, doblemente inmunomarcado con el anticuerpo contra cArr  se 

observa en la Figura 2.3F. 
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Figura 2.3. Inmunolocalización de POMGnT1 en la retina de ratón. Se muestran secciones de retina de 

ratón doblemente inmunomarcadas para POMGnT1 (A-E; rojo) y arrestina de conos (cArr; C, F; verde) o 

GM130 (E, verde; F, rojo). POMGnT1 aparece inmunorreactiva en la capa del SI de los fotorreceptores (A, 

D; asterisco). Los núcleos teñidos con DAPI aparecen en azul (B, C, F). Las cabezas de flecha (A, D) apuntan 

a la inmunotinción no específica de los vasos por el anticuerpo secundario contra IgG de ratón.  POMGnT1 

se localiza en la porción mioide de los conos, donde su inmunotinción se superpone a la del marcaje de 

cArr (C; flecha) y se observa colocalizándose con GM130 (E, Eʹ, amarillo). En F se observa la superposición 

de GM130 con cArr en el mioide de los conos (flecha). Los puntos rojos de POMGnT1 que no se 

superponen a la cArr en los SI (C) se atribuyen a los fotorreceptores de tipo bastón. Abreviaturas: SI, 

segmentos internos; CNE, capa nuclear externa; CPE, capa plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna; 

CPI, capa plexiforme interna; CCG, capa de células ganglionares; SE: segmentos externos; e, elipsoide; m, 

mioide; N, núcleo. Barras de escala: 20 μm, excepto en C, Eʹ y F: 5 μm. 

 

 

2.3.2.2 Patrón de expresión de la proteína fukutina en la retina neural de ratón. 

La localización de la proteína fukutina en células retinianas es desconocida. En este 

trabajo se emplearon técnicas de microscopía de inmunofluorescencia con el fin de 

caracterizar el patrón de distribución de esta proteína en la retina de ratón. La fukutina 

se concentraba en diferentes capas de la retina (Figura 2.4A,B), aunque principalmente 

en los segmentos externos (SE) de los fotorreceptores y en las capas plexiforme externa 

(CPE) e interna (CPI). También se observó una inmunorreactividad más débil en las capas 

nuclear externa (CNE), nuclear interna (CNI) y de células ganglionares (CCG). Con el 
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objeto de identificar los subtipos y/o los compartimentos celulares donde se expresaba 

la proteína, se realizó un doble inmunomarcaje para la fukutina en combinación con un 

anticuerpo contra la S-arrestina (S-Arr; Figura 2.4C), una proteína que se expresa 

predominantemente en los segmentos internos y externos de los fotorreceptores 

además de en la región perinuclear de estas células (Mendez et al., 2003). Esta doble 

inmunotinción no detectó colocalización de la fukutina con la S-Arr, pero sí permitió 

localizar esta proteína en los segmentos internos de los fotorreceptores, en concreto 

entre la porción mioide y elipsoide (Figura 2.4Cʹ; flechas), así como en los pedículos de 

los conos en la CPE  (Figura 2.4Cʺ; asteriscos).  

Dada la similitud del patrón de inmunofluorescencia ya descrito para la fukutina 

con el que presentan las mitocondrias en la retina de mamíferos (Stone et al., 2008), se 

realizó un doble inmunomarcaje para la fukutina con un anticuerpo contra el citocromo 

c (Figura 2.4D), una proteína abundante en la membrana mitocondrial interna. La 

fukutina y el citocromo se colocalizaban parcialmente en múltiples áreas de la retina 

(Figura 2.4D; pixeles naranja-amarillentos), indicando que estas dos proteínas se 

encontraban en estrecha aposición. Esta interrelación fue predominante en los SI de los 

fotorreceptores (Figura 2.4Dʹ). Además, la fukutina también se encontraba en estrecha 

aposición a las mitocondrias presentes en la CNE y la CPE (Figura 2.4Dʹ,Dʺ; cabezas de 

flecha).  Se realizaron dobles inmunomarcajes adicionales para la fukutina y anticuerpos 

contra los marcadores de retículo endoplásmico (KDEL) y aparato de Golgi (GM130), 

pero en estas inmunotinciones no se observó localización entre las proteínas (datos no 

mostrados). 

 

2.3.2.3 Inmunolocalización de la proteína FKRP en la retina neural de ratón. 

Al igual que para la fukutina, el patrón de expresión de FKRP no ha sido analizado en la 

retina de mamíferos. Para estudiar su localización en este tejido, se realizó un análisis 

de microscopía de fluorescencia confocal en secciones verticales de retina de ratón. 

Como se muestra en la Figura 2.5A, la proteína FKRP se distribuía en diferentes capas de 

la retina: en los SI de los fotorreceptores, en la CPE, en la CNI y en la CCG. Dado que FKRP 

actúa junto a con la fukutina en la adición de un tándem de moléculas de ribitol 5-fosfato  
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Figura 2.4. Inmunolocalización de la fukutina en la retina de ratón. Se muestran secciones de retina de 

ratón doblemente inmunomarcadas para la fukutina (A-D, verde) y S-arrestina (S-Arr, C; rojo) o el 

citocromo c (Cit c, D; rojo). La fukutina se encuentra concentrada en los SI de los fotorreceptores, la CPE 

y la CPI (y con menor intensidad en la CNE, CNI y CCG). Los núcleos teñidos con DAPI aparecen en azul (B). 

El doble inmunomarcaje para la fukutina y S-Arr indica la localización de aquella entre las regiones mioide 

y elipsoide del SI (Cʹ; flechas) y en los pedículos de los conos (Cʺ; asteriscos). En D se observa la 

colocalización parcial de la fukutina con el Cit c en los SI de los fotorreceptores (pixeles amarillos y 

naranjas; cabezas de flecha), en las mitocondrias adyacentes a los núcleos de conos y bastones en la CNE 

y en las mitocondrias de esférulas y pedículos en la CPE (pixeles naranjas; cabezas de flecha).  

Abreviaturas: CNE, capa nuclear externa; CPE, capa plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna; CPI, 

capa plexiforme interna; CCG, capa de células ganglionares; SI, segmentos internos; e, elipsoide; m, 

mioide. Barras de escala: 20 μm, excepto en Cʹ, Cʺ, Dʹ y Dʺ: 10 μm 
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al núcleo estructural M3, en de la vía de O-manosilación del α-DG  (Kanagawa et al., 

2016), y teniendo en cuenta la localización de la proteína fukutina en estrecha aposición 

con las mitocondrias, se llevó a cabo un doble inmunomarcaje  con  anticuerpos  contra 

FKRP y la citocromo c (Figura 2.5C). Como resultado se  observó  proximidad  entre  

ambas  proteínas  en  la CPE, pero con ausencia de colocalización (Figura 2.5Cʹ). Con el 

objeto de esclarecer la distribución subcelular de FKRP, se realizó una doble 

inmunotinción frente a esta proteína y el marcador del Golgi, GM130 (Figura 2.5D). Estos 

experimentos revelaron la existencia de colocalización entre ambas proteínas en los SI 

de los fotorreceptores (Figura 2.5Cʹ, cabezas de flecha), así como en la CNI y en la CCG 

(Figura 2.5C, cabezas de flecha), poniendo de manifiesto la localización de FKRP en el 

aparato de Golgi en todas las células de la retina de ratón. 

 Una vez establecida la localización de la proteína FKRP en la CPE, se investigó su 

distribución subcelular en esta capa de la retina, donde los fotorreceptores, las células 

bipolares y las células horizontales establecen sinapsis (Tom Dieck & Brandstätter, 

2006).  Para esto se realizaron dobles inmunomarcajes con anticuerpos contra FKRP, 

CtBP2 (proteína estructural de la cintilla sináptica), β-DG y calbindina (un marcador de 

células horizontales). La proteína FKRP se observó localizada en proximidad a la cintilla 

sináptica, bajo la estructura en forma de herradura que forma la proteína CtBP2 (Figura 

2.6A-C). También se encontró colocalizando con la subunidad β del DG en la membrana 

presináptica de los fotorreceptores (Figura 2.6D-F), y adyacente a las prolongaciones 

dendríticas de las células horizontales marcadas con el anticuerpo contra la calbindina 

(Figura 2.6G-I). Todos estos resultados son indicativos de que FKRP se encuentra en 

estrecha aposición con el DG, posiblemente en la misma membrana plasmática del 

terminal axónico de los fotorreceptores. 
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Figura 2.5. Inmunolocalización de FKRP en la retina de ratón. Se muestran secciones de retina de ratón 

doblemente inmunoteñidas para FKRP (A-D, F; verde) y el marcador especifico de mitocondrias, citocromo 

c (Cit c, C; rojo)  o el marcador especifico del aparato de Golgi, GM130 (D, rojo). FKRP mostró 

inmunorreactividad en los SI de los fotorreceptores (A, asterisco), en la CPE, en la CNI y en la CCG (A,D). 

Los núcleos teñidos con DAPI aparecen en azul (B). El doble inmunomarcaje para FKRP y el Cit c no mostró 

colocalización de estas proteínas en ninguna capa de la retina (C,). En la doble inmunotinción de FKRP con 

GM130 se aprecia colocalización en los SI de fotorreceptores, en la CNI y en la CCG (D; cabezas de flecha). 

Los recuadros blancos en C y D se muestran ampliados en Cʹ y Dʹ, respectivamente. Abreviaturas: CNE, 

capa nuclear externa; CPE, capa plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna; CPI, capa plexiforme 

interna; CCG, capa de células ganglionares; SI, segmentos internos; e, elipsoide; m, mioide. Barras de 

escala: 20 μm, excepto en Cʹ y Dʹ: 10 μm. 
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Figura 2.6. Distribución de FKRP en la capa plexiforme externa de la retina de ratón. Se muestran 

secciones de la CPE de la retina de ratón doblemente inmunomarcadas para FKRP (A,D,G; verde) y las 

proteínas CtBP2 (B; rojo), β-DG (E; rojo) y calbindina (CB) (H; rojo). Los núcleos teñidos con DAPI aparecen 

en azul en la mitad izquierda de cada micrografía. FKRP no mostró colocalización con las proteínas CtBP2 

(C) ni calbindina (I). Por el contrario, con el β-DG se encontró colocalizando en la CPE (F; pixeles amarillos). 

Las ampliaciones en la parte inferior derecha de C, F e I corresponden a los recuadros blancos en cada 

micrografía. Las cabezas de flecha  (B,E) indican inmunotinción no específica de los vasos de la retina con 

el anticuerpo secundario contra IgG de ratón. Abreviaturas: CNE, capa nuclear externa; CPE, capa 

plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna. Barras de escala: 10 μm. 
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2.4 Discusión 

Las distroglicanopatías constituyen un grupo de distrofias neuromusculares hereditarias 

que afectan al músculo, SNC y ojo, y cuya base patológica es una deficiencia en la 

glicosilación del α-DG (Bouchet-Séraphin et al., 2015; Dobson et al., 2013; Endo, 2015; 

Godfrey et al., 2011; Hewitt, 2009; Wells, 2013). La primera mutación identificada como 

causante de este tipo de enfermedades, en concreto la FCMD, fue detectada en Japón 

(Kobayashi et al., 1998), tratándose de una mutación fundadora ancestral 

posteriormente mapeada en el gen codificador de la fukutina (FKTN) (Kobayashi et al., 

2001). No obstante, hasta la fecha se han descrito más de 20 pacientes no japoneses 

con distrofias musculares congénitas-distroglicanopatías (MDDG) y mutaciones en el 

gen FKTN, algunos con fenotipo de FCMD (Lee et al., 2009) y otros con fenotipos más 

graves, como WWS y MEB (Cotarelo et al., 2008; Silan et al., 2003; Yis et al., 2011). 

Posteriormente se identificaron mutaciones en el gen POMGNT1, como asociado a la 

MEB (Yoshida et al., 2001), al WWS y a otras distroglicanopatías menos severas (Clement 

et al., 2008; Hehr et al., 2007; Mercuri et al., 2009; Yoshida et al., 2001). El gen FKRP fue 

también relacionado con diferentes formas de MDDG (Brockington et al., 2001; Mercuri 

et al., 2003), y poco después se encontraron mutaciones en los genes POMT1 (Beltrán-

Valero de Bernabé et al., 2002) y POMT2 (van Reeuwijk, 2005) asociadas a WWS. 

Mutaciones en el gen LARGE se asociaron a distroglicanopatías severas como WWS y 

MEB, y a otras menos graves pero que cursaban con retraso mental (Clement et al., 

2008; Longman et al., 2003; Mercuri et al., 2009). 

La mayoría de las proteínas que participan en la ruta de glicosilación del α-DG 

han sido localizadas en el músculo esquelético. Los genes POMT1 y POMT2 han sido 

detectados en varios tejidos, y con mayor intensidad en el cerebro y testículos además 

del músculo (Jurado et al., 1999; Willer et al., 2002; Yamamoto et al., 2004). En este 

trabajo hemos detectado por primera vez la expresión de estos dos genes tanto a nivel 

de ARNm como de proteína en la retina neural humana, de mono, bovina, de rata y de 

ratón. Las proteínas POMT1 y POMT2 migraban en geles de electroforesis y Western 

blots con una Mr aparente de 82 kDa y 84-85 kDa (según la especie), respectivamente. 

A nivel endógeno, POMT1 había sido detectada anteriormente con una masa molecular 
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de aprox. 72 kDa en el corazón y músculo esquelético de ratón (Prados et al., 2007), si 

bien este valor, a diferencia de nuestros resultados, no se correspondía con la masa 

molecular de esta proteína calculada a partir de su secuencia de aminoácidos. 

 La expresión POMGNT1 se ha detectado a nivel de ARNm en el sistema nervioso 

central (SNC), corazón, páncreas, hígado, riñones y otros órganos humanos (Yamamoto 

et al., 2004; Yoshida et al., 2001). A nivel de proteína se ha detectado en biopsias 

musculares de pacientes con MEB e individuos sanos (Oliveira et al., 2008; Saredi et al., 

2012), en glioblastomas y tejido cerebral sano (Lan et al., 2015), y en múltiples líneas 

celulares establecidas (Jiao et al., 2013; Pereira et al., 2014; Raducu et al., 2012; 

Tachikawa et al., 2012; Xiong et al., 2006). En este trabajo se ha hecho extensiva la 

presencia de POMGnT1 a la retina neural de las especies de mamíferos estudiadas, 

donde hemos detectado expresión del gen POMGNT1 tanto a nivel de ARNm como de 

proteína.  

El gen FKTN se ha visto expresado a nivel de ARNm en una amplia variedad de 

tejidos humanos fetales y adultos, sanos y tumorales, y a con niveles más elevados en el 

corazón, el cerebro, el músculo esquelético y el páncreas (Hiroi et al., 2011; Kobayashi 

et al., 2001, 1998; Oo et al., 2016; Sasaki et al., 2000; Taniguchi-Ikeda et al., 2011; 

Yamamoto et al., 2004, 2002). Se ha detectado expresión de la proteína fukutina 

también en corazón, músculo esquelético y cerebro humano, además del páncreas, 

hígado, pulmones, linfoblastos y riñones (Hiroi et al., 2011; Saito et al., 2000; Sasaki et 

al., 2000; Taniguchi-Ikeda et al., 2011; Yamamoto et al., 2008, 2004, 2002). En este 

trabajo hemos detectado expresión del ARNm y la proteína producto del gen FKTN en la 

retina neural de todos los vertebrados estudiados. En los Western blots, la fukutina 

migraba con una Mr aparente de 60 kDa, en concordancia con el tamaño descrito 

previamente en diferentes órganos humanos como el cerebro, la medula espinal, la piel, 

el riñón y el cuello uterino  (Saito et al., 2000; Yamamoto et al., 2008, 2002), en la línea 

de mioblastos de ratón C2C12 (Matsumoto et al., 2004), y en una línea celular 1321N1 

de astrocitoma humano (Yamamoto et al., 2012). La discrepancia con la Mr predicha a 

partir de la secuencia de aminoácidos de la proteína fukutina (53-54 kDa) puede 

explicarse, al menos en parte, en base al procesamiento alternativo del ARNm del gen, 

o a posibles modificaciones post-traduccionales de la proteína. En este contexto, en este 
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trabajo se ha identificado también una posible isoforma de la proteína fukutina en la 

retina neural bovina, con una masa molecular de aprox. 56 kDa. Si bien se han descrito 

diferentes transcritos alternativos del gen FKTN que podrían originar potencialmente 

diferentes isoformas de la proteína fukutina en otros tejidos (Kobayashi et al., 2001), en 

la retina sería preciso abordar este tipo de investigaciones. Esta cuestión requiere, en 

definitiva, estudios experimentales más amplios. 

Los transcritos de gen FKRP también se expresan en una amplia variedad de 

tejidos, con mayores niveles en músculo esquelético, placenta y corazón (Brockington 

et al., 2001). En este trabajo hemos detectado expresión de FKRP tanto a nivel de ARNm 

como de proteína en la retina neural de todas las especies de mamíferos estudiadas, 

incluidos roedores (rata y ratón), vaca y primates (mono y humano). FKRP migraba con 

una Mr aparente de 55 kDa, consistente con la masa molecular predicha a partir del 

transcrito canónico de FKRP y  con los resultados obtenidos por otros autores en 

músculo esquelético humano y de ratón (Beedle et al., 2007; Keramaris-Vrantsis et al., 

2007; Matsumoto et al., 2004). 

La expresión del ARNm de LARGE se ha evidenciado mediante Northen blotting, 

dot blot, RT-PCR e hibridación in situ en diferentes tejidos humanos  como el cerebro, 

corazón, músculo esquelético, estomago, vejiga, páncreas, placenta, pulmón e hígado, 

y en embriones de ratón (Grewal et al., 2005; Peyrard et al., 1999). Además se ha 

descrito un transcrito del gen LARGE de ∼4.7 kb en la retina de ratón (Lee et al., 2005). 

En este trabajo se detectó la expresión del gen LARGE a nivel de ARNm en la retina de 

todas las especies estudiadas, y mediante secuenciación de los productos obtenidos se 

confirmó la especificidad de los cebadores diseñados para este propósito. A nivel de 

proteína también se ha determinado la expresión de LARGE en diversos tejidos, y a 

niveles más elevados en el corazón, cerebro, músculo esquelético y riñón (Brockington 

et al., 2005; Goddeeris et al., 2013; Willer et al., 2014). Sin embargo, en la retina no se 

había descrito hasta la fecha la expresión de esta proteína, a pesar de que en algunas de 

las patologías relacionadas con mutaciones en este gen, se observan daños estructurales 

en la retina. En nuestro análisis mediante Western blotting se detectó únicamente la 

proteína LARGE en la retina de ratón, migrando con una Mr de 88 kDa (Figura 2.2F) 

consistente con la masa molecular predicha a partir de su secuencia de aminoácidos. 
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Aunque no se detectaron bandas en las demás especies, estos resultados no nos 

permiten descartar que esta proteína se exprese en la retina de los otros mamíferos 

estudiados, lo cual sería además esperable, siendo necesario para su detección otras 

técnicas o nuevos anticuerpos que permitan ponerla de manifiesto. 

En la retina de mamíferos, el α-DG se ha localizado en la CPE, donde establecen 

sinapsis los fotorreceptores con las células bipolares y horizontales; en la membrana 

limitante interna (MLI) en los pies terminales de las células de Müller y en el endotelio 

de los vasos sanguíneos (Ackroyd et al., 2009; Dalloz et al., 2001; Moukhles et al., 2000; 

Takahashi et al., 2011).  En diferentes modelos animales de DGPs se ha observado un 

adelgazamiento de las capas nucleares de la retina, con ausencia total o parcial de 

glicosilación del α-DG y disminución o ausencia de inmunorreactividad de sus proteínas 

ligando en la MEC: pikachurina en la CPE y laminina en la MLI (Hu et al., 2011; Lee et al., 

2005; Zhang et al., 2013). A nivel fisiológico se ha encontrado una reducción en la 

amplitud y aumento del tiempo implícito de las ondas a y b del electrorretinograma (Liu 

et al., 2006; Takahashi et al., 2011). Adicionalmente, se ha visto una discontinuidad de 

la MLI junto con aumento en la reactividad de astrocitos y glía de Müller (Hu et al., 2010; 

Takahashi et al., 2011).  Los genes asociados a DGPs han sido poco estudiados en la 

retina. El análisis de la  expresión de los 6 genes estudiados en este trabajo es el primer 

paso para identificar la función de sus proteínas producto en la retina neural, y 

determinar su  implicación en los defectos oculares que se presentan en las patologías 

asociadas. Hasta la fecha, únicamente se ha demostrado la expresión del ARNm de los 

genes FKTN en la retina humana (Hino et al., 2001) y Pomt1 en la retina embrionaria de 

ratones (Prados et al., 2007), y a nivel de proteína de POMGnT1 en la retina adulta de 

ratón (Xu et al., 2016).  

Aquí hemos demostrado la expresión a nivel de ARNm y proteína de los genes 

POMT1, POMT2, POMGNT1, FKTN, FKRP y LARGE en la retina neural de diferentes 

especies de mamíferos (humano, mono, vaca, rata y ratón), con la excepción de la 

proteína LARGE, cuya expresión únicamente fue detectada en la retina neural de ratón.  

Así mismo, mediante estudios inmunohistoquímicos hemos abordado la 

distribución de POMGnT1  en la retina de ratón. En concreto, POMGnT1 se localiza en 
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este tejido en los segmentos internos de los fotorreceptores, lugar en el que se 

concentra la maquinaria biosintética de proteínas de este tipo celular (Young, 1976). En 

este trabajo hemos demostrado por primera vez la presencia de POMGnT1 en el aparato 

de Golgi en un tejido adulto de mamífero, la retina. En este contexto, nuestros 

resultados apoyan que esta proteína desempeña un papel fundamental en los 

fotorreceptores, es decir, en la glicosilación del α-DG en el aparato de Golgi, que se 

requiere para la interacción con su ligando en la matriz extracelular de la OPL, la 

pikachurina (Hu et al., 2011; Kanagawa et al., 2010). Esta unión, a su vez, ha demostrado 

ser crucial para la estructura y función de las sinapsis que se establece, entre los 

fotorreceptores y sus células postsinápticas. 

Así mismo, hemos empleado técnicas de microscopía confocal con el fin de 

analizar el patrón de inmunolocalización de la proteína fukutina en la retina de ratón. 

Nuestros resultados permiten concluir que la fukutina se expresa en todas las diferentes 

células principales de la retina, y se colocaliza parcialmente con el citocromo c, una 

proteína perteneciente a la cadena respiratoria mitocondrial.  

Por otra parte, el estudio inmuhistoquímico realizado en la retina de ratón adulto 

permitió localizar la proteína FKRP en el aparato de Golgi de todos los tipos neuronales 

principales de la retina, distribuidos en los SI, la CNI y la CCG. Estudios anteriores 

realizados en tejidos humanos (corazón y músculo esquelético), tejidos de ratón 

(músculo esquelético, músculo cardiaco e hígado), y en líneas celulares transfectadas 

(CHO, C2C12, NIH3T3, Cos-7, H9c2, MO13.3, SH-SY5Y y mioblastos humanos), indican 

que la proteína FKRP se localiza preferencialmente en el aparato de Golgi (Alhamidi et 

al., 2011; Dolatshad et al., 2005; Esapa et al., 2002; Kanagawa et al., 2016; Keramaris-

Vrantsis et al., 2007; Torelli et al., 2005; Xu et al., 2013). Sin embargo, también ha sido 

localizada en el retículo endoplásmico rugoso de miotúbulos en formación (Matsumoto 

et al., 2004).  En la CPE, FKRP se visualizó en forma de un patrón punteado 

colocalizándose con el β-DG, y distribuida entre la cintilla sináptica de los 

fotorreceptores (marcada para CtBP2), y las dendritas de las células horizontales 

(marcadas para calbindina). Dado que el análisis de la secuencia de la proteína FKRP 

predice que su dominio transmembrana se solapa con un péptido señal (Esapa et al., 

2002) y que se ha demostrado que la proteína FKRP es secretada al medio extracelular 
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in vivo en células musculares de ratón y en células en cultivo (Beedle et al., 2007; Lu et 

al., 2010),  podría explicarse su ubicación en la capa plexiforme externa (CPE), como 

anclada a la membrana de las células presinápticas, o incluso secretada a la matriz 

extracelular de la hendidura sináptica de los fotorreceptores. Es necesario realizar 

investigaciones más amplias para determinar el papel de la proteína FKRP en las sinapsis 

entre fotorreceptores y sus neuronas postsinápticas, y su relación con las alteraciones 

fenotípicas oculares en las DGPs asociadas a mutaciones en el gen FKRP.  

 Recientemente se ha dilucidado por completo la 3ª ruta de O-

manosilación del α-DG y las proteínas involucradas en su síntesis. En la síntesis de este 

núcleo M3 participan las proteínas fukutina, FKRP y LARGE. Las dos primeras enzimas 

añaden secuencialmente moléculas de Rbo5P (ribitol 5 fosfato) en tándem al núcleo 

iniciado en el retículo endoplásmico, el cual ha sido previamente fosforilado en la 

posición 6 de la manosa (Kanagawa et al., 2016). Estas moléculas de Rbo5P son 

necesarias para que la glicosiltransferasa LARGE adicione repeticiones del disacárido 

xilosa–fucosa, completando así la síntesis del “matriglicano” en el aparato de Golgi 

(Inamori et al., 2012; Yoshida-Moriguchi & Campbell, 2014).  En este trabajo hemos 

identificado a la proteína fukutina en estrecha aposición al citocromo c, una proteína 

perteneciente a la cadena respiratoria mitocondrial. Cabe destacar que las células 

neuronales poseen un retículo endoplásmico complejo que se encuentra en estrecha 

asociación con las mitocondrias, especialmente en el soma, dendritas, y la terminación 

sináptica (Berridge, 1998). En la retina de ratón se ha observado que las proteínas 

calreticulina y SERCA3, dos chaperonas de unión a calcio en el retículo endoplásmico, se 

encuentran en cercana aposición a las mitocondrias. Particularmente, SERCA3 ha sido 

observada en los segmentos internos de los fotorreceptores y en la CPE (Johnson et al., 

2007). En este contexto, podemos plantear el escenario en la retina, en el cual la 

proteína fukutina añadiría la primera molécula de Rbo5P al núcleo M3 fosforilado en el 

retículo endoplásmico y FKRP añadiría la segunda molécula de este azúcar-fosfato en el 

aparato de Golgi, a partir de la cual continuaría la extensión, que finalizaría con la 

actuación de la glicosiltransferasa LARGE. 

La determinación con la mayor precisión posible de la localización de las enzimas 

implicadas en la O-manosilación del α-DG, mediante técnicas de microscopia electrónica 
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y/o fraccionamiento celular, se hace muy necesaria para esclarecer el mecanismo 

preciso de síntesis de las estructuras O-glicosídicas del α-DG en la retina.  Conocer el 

papel de estas proteínas en el origen de los defectos oculares que se presentan en las 

distroglicanopatías permitirá la búsqueda de dianas terapéuticas útiles para el 

tratamiento de las distrofias neuromusculares hereditarias. 

 

Parte de este capítulo ha sido publicado en:  

Uribe, M.L., Haro, C., Ventero, M.P., Campello, L., Cruces, J., Martín-Nieto, J., 2016. 

Expression pattern in retinal photoreceptors of POMGnT1, a protein involved in muscle-

eye-brain disease. Mol. Vis. 22, 658–73. 
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CAPÍTULO 3 

 

 

 

POMGnT1 y POMGnT2: Dos N-acetilglucosaminiltransferasas de 

proteínas que actúan sobre un mismo substrato, 

el α-distroglicano 

 

La síntesis del principal O-manosilglicano del α-distroglicano (α-DG), 

NeuAcα2-3Galβ1-4GlcNAcβ1-2Manα-O-Ser/Thr, esencial para su correcta unión a las 

proteínas de la matriz extracelular, se inicia con la incorporación de una unidad de 

manosa a residuos de serina y treonina del dominio de tipo mucina del α-DG, catalizada 

por las glicosiltransferasas POMT1 y POMT2. En las estructuras glicosídicas M1 y M2, la 

proteína POMGnT1 se encarga de catalizar el siguiente paso: la adición de un residuo de 

N-acetilglucosamina a la O-manosa previamente unida. En la estructura M3 quien se 

encarga de esta transferencia es la proteína POMGnT2.  

Las mutaciones en el gen POMGNT1 se detectaron inicialmente en pacientes con 

la enfermedad de músculo-ojo-cerebro (MEB). Posteriormente, el espectro fenotípico 

se expandió para incluir el síndrome de Walker-Warburg (WWS), la distrofia muscular 

congénita de Fukuyama (FCMD) y la distrofia muscular de cinturas tipo 2O (LGMD2O). 

Las mutaciones asociadas al gen POMGNT2 hasta ahora solo se han descrito en 

pacientes con WWS y MEB. 

En este capítulo se describen dos enzimas que actúan sobre el mismo sustrato: 

el α-DG. Aunque POMGnT1 y POMGnT2 poseen la misma función, actúan en diferentes 

compartimentos celulares y no presentan homología en sus secuencias y dominios. 

Usando diferentes herramientas bioinformáticas y bases de datos de libre acceso en 

Internet, se realizó un análisis y revisión de la información disponible para obtener una 

mayor comprensión del conocimiento sobre ellas actualmente disponible.  
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3.1 Introducción.  

 

Los O-manosilglicanos constituyen aproximadamente un 25% del total de O-glicanos en 

el cerebro (Breloy et al., 2012; Chai et al., 1999). Solo un número reducido de proteínas 

del tejido nervioso y muscular de mamíferos han podido ser identificadas como 

O-manosilproteínas. Además del α-DG en diferentes especies  (Chiba et al., 1997; Sasaki 

et al., 1998; Smalheiser et al., 1998), también las proteínas CD24 (Bleckmann et al., 

2009), los receptores (específicos de neuronas) proteína tirosina fosfatasa β (RPTPβ) 

(Abbott et al., 2008), y ζ (RPTPζ/ fosfacán) (Dwyer et al., 2012), la neurofascina (Pacharra 

et al., 2012), 4 lecticanos (Pacharra et al., 2013), 37 cadherinas y 6 plexinas (Lommel et 

al., 2013; Vester-Christensen et al., 2013) han sido identificadas como 

O-manosilproteínas. Sin embargo, el α-DG es la proteína cuya función y sitios 

O-manosilados han sido caracterizados con mayor detalle (Stalnaker et al., 2010).  

Se sabe que la O-glicosilación anormal del α-DG conlleva la patogénesis de 

diferentes tipos de distrofias neuromusculares, denominadas distroglicanopatías (DGPs), 

debido a la perdida de interacción entre el α-DG y las proteínas de la matriz extracelular 

(MEC) mediada por los O-glicanos unidos covalentemente al α-DG, el cual constituye la 

parte central del complejo distrofína-glicoproteína (DGC) (Barresi & Campbell, 2006) 

Los O-manosilglicanos han sido caracterizados en el α-DG aislado de diferentes 

tejidos y órganos, como son nervio periférico bovino (Chiba et al., 1997), cerebro de 

oveja (Smalheiser et al., 1998) y músculo esquelético de conejo y humano (Nilsson et al., 

2010; Sasaki et al., 1998; Stalnaker et al., 2010), además a partir de células en cultivo de 

la línea HEK293 (Yoshida-Moriguchi et al., 2010). Se han identificado diferentes 

O-manosilglicanos en el α-DG, y la ausencia o reducción de estos se asocia a una 

migración neuronal anormal y distrofia muscular (Michele et al., 2002). De acuerdo con 

la nomenclatura más recientemente introducida (Yoshida-Moriguchi et al., 2013), 

existen tres diferentes estructuras de O-manosilglicanos que se unen al DG: el núcleo 

M1, el núcleo M2 ramificado, y el más recientemente descubierto, núcleo M3 (Figura 

3.1).  
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El primer azúcar con que se inician las cadenas de O-manosilglicanos en el α-DG 

es la manosa. Esta molécula es transferida en el retículo endoplásmico a residuos de 

serina/treonina de aquél por el heterodímero formado por las proteínas POMT1 y 

POMT2 (Akasaka-Manya et al., 2006; Jurado et al., 1999; Manya et al., 2004; Willer et 

al., 2002). Más tarde, en el aparato de Golgi, la enzima llamada proteína O-manosa 

β-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa 1 (POMGnT1) transfiere una molécula de GlcNAc 

a la manosa previamente unida, mediante un enlace β-1,2, en los núcleos M1 y M2 

(Takahashi et al., 2001) (Figura 3.1). Otra enzima que actúa sobre la manosa para 

originar la segunda rama del núcleo M2, es la proteína α-1,6-manosilglicoproteína 

β1-6-N-acetilglucosaminiltransferasa (GnT-Vb o GnT-IX), que actúa tras la acción de 

POMGnT1 añadiendo una nueva molécula de GlcNAc en paralelo por medio de un enlace 

β-1,6 (Inamori et al., 2004). Finalmente, en la síntesis del núcleo M3 actúa la enzima 

recientemente descubierta, llamada proteína O-manosa β-1,2-N-acetilglucosa-

miniltransferasa 2 (POMGnT2), también conocida como GTDC2 (Yoshida-Moriguchi et 

al., 2013) (Figura 3.1). 

 
Figura. 3.1. Modelo de estructuras glicosídicas del α-DG (propuesto por Yoshida-Moriguchi et al., 2013).  

La clasificación propuesta para cada núcleo de O-manosilglicano se indica debajo de cada estructura 

(Núcleo M1-M3). Las enzimas responsables de catalizar cada reacción se indican a la izquierda de su 

respectiva estructura. En itálicas se indican los correspondientes genes codificantes de proteínas 

asociadas a distroglicanopatías (POMT1/2, POMGNT1 y 2, B3GALNT2 y POMK). 
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 En la síntesis de cada una de las tres estructuras de O-manosilglicanos que se han 

descrito en el α-DG, M1-M3, participan varias enzimas. Se han identificado y 

caracterizado siete β-1,4-galactosiltransferasas humanas (B4GalTs), aunque sigue 

siendo desconocida la enzima que actúa tras la adición de GlcNAc al α-DG por la enzima 

POMGnT1 (Endo, 2015). Otras enzimas periféricas que participan en la construcción de 

los O-manosilglicanos unidos al α-DG son galactosiltransferasas, sialiltransferasas, 

glucuroniltransferasas, sulfotransferasas y la α1,3-fucosiltransferasa-9, las cuales 

residen en el aparato de Golgi, pero su mecanismo de acción en la síntesis del 

O-manosilglicano no se ha caracterizado aún (Endo, 2015). En la estructura de unión a 

laminina mas recientemente descrita (M3), se encuentran involucradas otras enzimas 

en su síntesis: B3GALnT2 añadiendo galactosa (Yoshida-Moriguchi et al., 2013) y POMK 

(SGK196) fosforilando la posición 6 de la manosa (Yoshida-moriguchi et al., 2013), y 

además fukutina, FKRP (Kanagawa et al., 2016), B4GAT1 (Praissman et al., 2014; Willer 

et al., 2014) e ISPD (Riemersma et al., 2015) generando los sustratos para la xilosil- y 

glucuroniltransferasa LARGE (Inamori et al., 2012) y la xilosiltransferasa TMEM5 

(Praissman et al., 2016). 

 

3.2 Proteína O-manosa β1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa 1  

 

La enzima UDP-N-acetilglucosamina: O-manosa β-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa 1 

(POMGnT1), esta codificada por el gen POMGNT1 (Figura 3.2). Este gen fue aislado por 

primera vez de una fracción microsomal de cerebro de rata (Takahashi et al., 2001), 

contiene 22 exones y está localizado en la región 34.1 del brazo corto del cromosoma 1 

(1p34.1). Su transcripción constitutiva genera una molécula de ARNm de 2,7 kb en 23 

tejidos diferentes como son el músculo esquelético, el riñón, el hígado, la glándula 

tiroidea, el corazón y el cerebro (Yamamoto et al., 2004; Yoshida et al., 2001). Un 

transcrito adicional de 3,4 kb se ha detectado en los ganglios linfáticos, médula espinal 

y tráquea, sugiriendo la presencia de un segundo sitio de inicio de la transcripción o de 

“splicing” alternativo en estos órganos (Yoshida et al., 2001). 
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 Desde que mutaciones en el gen POMGNT1 (OMIM: 606822) se relacionaron por 

primera vez con la enfermedad de músculo-ojo-cerebro (MEB) (Yoshida et al., 2001), se 

han descrito más de 25 mutaciones independientes en homozigosis en 21 regiones 

exónicas de este gen (Geis et al., 2016; Jiao et al., 2013; Muntoni et al., 2007; Raducu et 

al., 2014, 2012; Saredi et al., 2012; Voglmeir et al., 2011; Yiş et al., 2014). La mayoría de 

estas mutaciones se han asociado a MEB y otras distroglicanopatias como WWS y FCMD, 

pero muy recientemente se han identificado en otra patología fuera del espectro de las 

distrofias musculares: la retinosis pigmentaria (Wang et al., 2016; Xu et al., 2016).  

 

 

Figura 3.2. Localización cromosómica y estructura del gen POMGNT1 humano. POMGNT1 se localiza en 

el cromosoma 1 (región p34.1, recuadro rojo, A) y contiene 22 exones (recuadros azules y púrpuras, B). El 

exón 1 contiene la región 5ʹ-UTR, en el exón 2 se encuentra el codón de iniciación (ATG) y en el exón 22 

el codón de terminación (TAG) y la región 3ʹ-UTR. La longitud secuenciada del gen completo es de 31,6 kb 

(Gene ID: 55624). 
 

POMGnT1 es una proteína de la familia GT13 de glicosiltransferasas (EC2.4.1.101; 

“Carbohydrate-Active enZYmes database”, o CAZY). Su secuencia está constituida por 

660 aminoácidos, y su masa molecular predicha es de 75,2 kDa (Yoshida et al., 2001).   

La secuencia polipeptídica de esta proteína es similar a la de la enzima GnT-I humana 

(proteína α3-D-manosa β1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa), involucrada en la 

biosíntesis de N- y O-glicanos (Unligil et al., 2000). POMGnT1 es una proteína típica de 

membrana de tipo II y se ha demostrado que se localiza en el aparato de Golgi en células 

Cos-7 transfectadas con el gen humano  (Xiong et al., 2006). Basándose en la estructura 

y secuencia de GnT-I, POMGnT1 ha sido estructurada en cuatro dominios: N-terminal o 

cola citoplásmica (Met1-Arg37), transmembranal (Phe38-Ile58), troncal o “stem” 

(Leu59-Leu300) y catalítico (Asn301-Thr660) (Akasaka-Manya et al., 2004; Takahashi et 

al., 2001).   
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Según diferentes bases de datos y herramientas bioinformáticas, la proteína 

POMGnT1 cuenta con otros dominios funcionales predichos, los cuales se resumen en 

la Figura 3.3. En su dominio troncal presenta una secuencia homóloga a la familia de 

proteínas ILEI (de sus siglas en inglés; Interleukin-like EMT inducer; Pfam PF15711) entre 

los aminoácidos 129 y 220. En su dominio catalítico presenta una región con una alta 

homología con el dominio catalítico de GnT-I (Pfam PF03071), subdividido a su vez en 

una región de unión de UDP-GlcNAc y Mn2+ (Asn301-Leu530) y una región especifica 

aceptora implicada en el reconocimiento de la proteína sustrato (Arg531-Glu563) 

(Akasaka-Manya et al., 2004) a(Figura 3.3). 

 

 

Figura 3.3.  Esquema del transcrito de POMGNT1 humano y la proteína que codifica. A) Estructura en 

exones del ARNm maduro de POMGNT1. B) Proteína POMGnT1 humana. Se indican sus dominios 

estructurales y funcionales: N-terminal; TM, transmembrana; troncal; catalítico; ILEI, “interleukin-like 

EMT inducer”; y GNT-I, familia de glicosiltransferasas G13. Los círculos blancos sobre la proteína indican 

posibles sitios de O-glicosilación.  C) Modelo 3D del dominio GNT-I de la proteína POMGnT1 humana 

basado en la estructura cristalizada de la proteína MGAT1 de conejo (PDB ID: 2AM5). Asn301 y Leu530 

corresponden a la región de unión de UDP-GlcNAc y Mn2+ (Akasaka-Manya et al., 2004). Figura de 

elaboración propia basada en las anotaciones depositadas en Pfam, NCBI Nucleotide, UniProtKB e 

InterPro, y con el uso de NetOGly y Swiss-Model (Biasini et al., 2014).   

 

La función de POMGnT1 se describió por primera vez en 2001 como catalizadora 

de la transferencia de GlcNAc desde UDP-GlcNAc a residuos de O-manosa unidos 

covalentemente a glicoproteínas (Yoshida et al., 2001).  POMGnT1 se localiza en el 
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aparato de Golgi, donde su dominio citoplasmático se asocia a la proteína GOLPH3 

(fosfoproteína del Golgi 3). Ésta es responsable de dirigir y mantener a POMGnT1 y a 

otras glicosiltransferasas en el Golgi (Pereira et al., 2014). POMGnT1 también 

interacciona de forma directa con la fukutina en el aparato de Golgi, a través de su 

dominio transmembrana (Xiong et al., 2006).  En POMGnT1 se han identificado núcleos 

de O-glicosilglicano de tipo mucina, los cuales no afectan su actividad enzimática (Xin et 

al., 2015). Aunque POMGnT1 no contiene potenciales sitios de N-glicosilación, sí 

presenta posibles sitios de O-glicosilación (Figura 3.3, círculos blancos) fuera de su 

dominio catalítico. 

Hasta la fecha se han descrito tres ratones modelo “knockout” (KO) para el gen 

Pomgnt1 empleando distintas estrategias, los cuales presentan diferentes fenotipos. 

Uno de estos modelos se generó mediante inserción de un cassette “gene-trapping” en 

el exón 2. Este ratón presentó alteraciones musculares, cerebrales y oculares 

semejantes a los pacientes con MEB, además de una glicosilación anormal del α-DG y 

una disminución de su actividad de unión a laminina (Hu et al., 2007; Liu et al., 2006; 

Yang et al., 2007). El segundo modelo animal se obtuvo mediante el remplazamiento del 

exón 18 por un cassette con el gen de resistencia a la neomicina, y mostró un fenotipo 

muscular más leve que el anterior (Miyagoe-Suzuki et al., 2009). En este modelo también 

se estudiaron las alteraciones fenotípicas causadas por la mutación en la retina, la cual 

presentaba desprendimiento, fibrosis vascular y del nervio óptico, y disminución en la 

amplitud de las ondas a y b de los electrorretinogramas (Takahashi et al., 2011). El 

modelo KO más reciente de Pomgnt1 se generó mediante el sistema Cre-loxP 

eliminando los exones 7 a 16 en todas las células embrionarias. Este ratón presentaba 

lesiones cerebrales de severidad media, además de pérdida de inmunorreactividad del 

epítopo glicosilado IIH6 del α-DG en diferentes tejidos nerviosos (Booler et al., 2015). 

También se ha estudiado el efecto de la supresión del gen pomgnt1 en el pez cebra 

(Tamaru, 2014). En este modelo “knockdown” se utilizaron oligonucleótidos morfolino 

antisentido para silenciar dicho gen en los embriones. Los peces con supresión 

moderada y severa del gen, presentaron disminución del tamaño ocular, morfología 

anormal de la cola y edema pericardial.   
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3.3 Proteína O-manosa β1,4-N-acetilglucosaminiltransferasa 2  

 

POMGNT2 es el gen que codifica la enzima denominada proteína O-manosa 

β1,4-N-acetilglucosaminiltransferasa 2. Fue identificado en 2012 mediante la técnica de 

secuenciación completa de exomas orientada a identificar los genes mutados en 

pacientes con WWS (Manzini et al., 2012).  POMGNT2 se encuentra localizado en el 

brazo corto del cromosoma 3 humano (3p22.1; Figura 3.4), y contiene dos exones y un 

gran intrón con una longitud superior a 24 kb. El primer exón consta de 248 pb, mientras 

que el segundo contiene 2.307 pb. Este contiene la secuencia codificante de la proteína 

(ORF), cuyo codón de inicio (ATG) se halla en la base 24655 y el de terminación (TAG) en 

la base 26397 (Figura 3.4). 

 

Figura 3.4. Localización cromosómica y estructura del gen POMGNT2. POMGNT2 se encuentra localizado 

en el cromosoma  humano 3 (p22.1, cuadro rojo, A) y contiene dos exones (caja azul y púrpura, B) y un 

gran intrón (línea negra). El codón de iniciación (ATG) y el de terminación (TAG) se localizan en el exón 2 

de la proteína. La longitud secuenciada del gen es 26,9 kb (Gene ID: 84892).   

 

POMGNT2 presenta altos niveles de expresión en el cerebro, músculo, corazón y 

riñón, tanto en tejido fetal como en tejido adulto, sugiriendo la importancia de este gen 

durante el desarrollo de estos órganos (Manzini et al., 2012) en su mayoría afectados en 

pacientes con DGPs. En enfermos con WWS severo se han identificado tres variantes 

alélicas distintas en homozigosis del gen POMGNT2 (Manzini et al., 2012). 

Recientemente en tres pacientes con distrofia muscular de cinturas (LGMD) de grado 

medio, también se encontraron variantes alélicas en homozigocis y heterozigocis de este 

gen (Endo et al., 2015).  
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POMGnT2 es una proteína residente del retículo endoplásmico que cataliza la  

adición de GlcNAc a la O-manosa del α-DG en su dominio de tipo mucina, necesario para 

la unión de aquel a la laminina (Ogawa et al., 2013; Yagi et al., 2013; Yoshida-Moriguchi 

et al., 2013). Se trata de una glicosiltransferasa de la familia GT61 (EC2.4.1.94; CAZy), 

que en nuestra especie está formada por 582 aminoácidos y tiene una masa molecular 

calculada a partir de su secuencia de 66,6 kDa. Esta proteína contiene tres dominios 

topológicos potenciales (UniProtKB): una cola citoplasmática (Met1-Ser4), una región 

transmembrana (Ala5-Leu25) y un dominio luminal (Arg26-Thr580). POMGnT2 presenta 

tres  dominios funcionales predichos: un péptido señal en su extremo N-terminal (Met1-

Ala16) que le permite unirse a la membrana del ER (Manzini et al., 2012), un dominio 

catalítico perteneciente a la familia de glicosiltransferasas GT61 (Met165-Val391; 

IPR007657) y un dominio fibronectina tipo III (Ala488-Thr580) (Figura 3.5).  

 

 
Figura 3.5.  Esquema del ARNm de POMGNT2 humano y su proteína producto. A) Estructura en exones 

del ARNm maduro de POMGNT2. B) Proteína POMGnT2 humana. Se indican sus dominios estructurales y 

funcionales: citoplásmico; TM, transmembranal; luminal; AER61, familia de glicosiltransferasas GT61 

(DUF563); y FNIII, fibronectina tipo III. Los círculos blancos sobre la proteína indican posibles sitios de O-

glicosilación y los cuadrados azules posibles sitios de N-glicosilación. C) Modelo 3D del dominio FNIII de la 

proteína POMGnT2 humana, basado en la estructura cristalizada de la proteína FND3A humana (PDB ID: 

2CRZ). Esquemas de elaboración propia basados en las anotaciones de Pfam, NCBI Nucleotide, UniProtKB 

e InterPro, y usando las herramientas on-line NetNGly, NetOGly y Swiss-Model (Biasini et al., 2014).   

 

POMGnT2 interacciona selectivamente y de forma no covalente con ciertas 

proteínas o complejos proteicos. Su actividad de glicosilación se continúa en el retículo 
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endoplásmico por la proteína B3GALnT2, quien añade una molécula de 

N-acetilgalactosamina a la N-acetilglucosamina unida previamente (Figura 3.1). El 

trisacárido GalNAcβ1-3GlcNAcβ1-4Manα1-O-Ser/Thr más tarde es reconocido por la 

proteína POMK (SGK196), encargada de fosforilar la posición 6 de la O-manosa (Yoshida-

Moriguchi et al., 2013).  

Aunque POMGnT2 es una proteína que ha sido recientemente asociada a 

distroglicanopatías, ya se han desarrollado modelos animales para su estudio. Yagi et al., 

(2013) han generado un ratón KO portador de un alelo del gen Pomgnt2 inactivado 

mediante la sustitución de parte del exón codificante (2) por un gen de resistencia a 

neomicina. Los ratones homozigotos para este alelo presentaron un tamaño 

ligeramente menor que los controles y murieron durante el primer día de nacimiento 

(Yagi et al., 2013). En este estudio se observó una formación anómala de la lámina basal 

cerebral, con defectos en la migración neuronal y en la organización laminar de la 

corteza. También se ha estudiado el efecto de la pérdida de expresión de la proteína 

POMGnT2 sobre el desarrollo cerebral y muscular del pez cebra, mediante el uso de dos 

oligonucleótidos morfolino antisentido contra el codón de inicio y el sitio donador de 

corte-empalme del intrón 1. En este animal knock-down se observó que a medida que 

disminuía la expresión del gen pomgnt2 se originaban rasgos típicos de WWS, como son 

hidrocefalia, defectos oculares y distrofia muscular (Manzini et al., 2012).  

 

3.4 Análisis bioinformático de POMGnT1 y POMGnT2. 

 

Si bien las proteínas POMGnT1 y POMGnT2 actúan en la O-manosilación del α-DG 

(Yoshida-Moriguchi et al., 2013) adicionando el mismo azúcar (GlcNAc), lo hacen 

mediante enlaces distintos (β1-2 y β1-4) y en diferentes compartimentos sub-celulares: 

aparato de Golgi (Xiong et al., 2006) y retículo endoplásmico (Yoshida-Moriguchi et al., 

2013), respectivamente. En este trabajo hemos realizado varios análisis bioinformáticos 

utilizando diferentes herramientas de libre acceso en Internet (“webtools”), con el 

objetivo de resumir y estructurar la información disponible sobre de estas dos proteínas 

en las bases de datos públicas. 
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3.4.1 Adquisición de datos. 

Como semilla utilizamos las secuencias de POMGnT1 y POMGnT2 designadas como 

canónicas en la base de datos UniProtKB [http://www.uniprot.org/]. Las secuencias 

Q8WZA1 de POMGnT1 y Q8NAT1 de POMGnT2 humanas fueron descargadas en 

formato FASTA y se utilizaron para el análisis in silico mediante diferentes herramientas 

bioinformáticas, como se describe a continuación. 

3.4.2 Análisis filogenético y búsqueda de ortólogos. 

La conservación de determinadas secuencias proteicas puede reflejar su posible función 

en un organismo. Con el objetivo de identificar un patrón evolutivo en estas dos 

proteínas entre diferentes especies seleccionadas, se utilizó un método basado en la 

filogenia. Las secuencias de las proteínas para cada especie fueron recuperadas 

utilizando la herramienta BLAST (Basic Local Alingment Search Tool) 

[http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi] del NCBI (Altschul et al., 1990), que permite a 

partir de una secuencia “query” realizar alineamientos con todas las secuencias de la 

base de datos seleccionada “target”.  

Inicialmente realizamos un alineamiento global pareado, utilizando la 

herramienta EMBOSS Stretcher con los parámetros por defecto 

[http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_stretcher/] (Li et al., 2015). Se usaron como 

secuencias semilla las de POMGnT1 y POMGnT2 humanas para identificar zonas de 

similitud o identidad, que podrían indicar relaciones funcionales o evolutivas, y verificar 

si comparten dominios topológicos o funcionales en sus estructuras (Figura 3.6).  El 

porcentaje de identidad, que mide las coincidencias por cada 100 posiciones analizadas, 

en esta comparación de secuencias fue bajo (16,3 %). Sin embargo, se pudo observar 

que los dominios catalíticos de ambas proteínas, GNT-I  y AER61, los cuales pertenecen 

a las familias de glicosiltransferasas GT13 y GT61, respectivamente, poseen un cierto 

grado de similitud, que les permite su alineamiento y la identidad de algunos 

aminoácidos. El grado de similitud de las dos proteínas en el alineamiento global  fue del 

29%. 

 

http://www.uniprot.org/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_stretcher/
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PMGT1_HUMAN        1 MDDWKPSPLIKPFGARKKRSWY-LTWKYKLTNQRALRRFCQTGAVLFLLV     49 

                     |.      |...|.|....... :.||:.     .||....|         

PMGT2_HUMAN        1 MH------LSAVFNALLVSVLAAVLWKHV-----RLREHAAT--------     31 
 

PMGT1_HUMAN       50 TVIVNIKLILDTRRAISEANEDPEPEQ--DYDEALGRLEPPRRRGSGPRR     97 

                              |:...|:|....:|.|..  ||.:||..|..     .|... 

PMGT2_HUMAN       32 ---------LEEELALSRQATEPAPALRIDYPKALQILME-----GGTHM     67 
 

PMGT1_HUMAN       98 VLDVEVYSSRSKVYVAVDGTTVLEDEAREQGRGIHVIVLNQATGHVMAKR    147 

                     |.....::.|...:..:..:...|:.....|   :..|:....|....:. 

PMGT2_HUMAN       68 VCTGRTHTDRICRFKWLCYSNEAEEFIFFHG---NTSVMLPNLGSRRFQP    114 
 

PMGT1_HUMAN      148 VFDTYSPHEDEAMVLFLNMVAPGRVLICTVKDEGSFHLKDTAKALLRSLG    197 

                     .....|..||.....|..:..|...|....|.   ..:.|.|....|... 

PMGT2_HUMAN      115 ALLDLSTVEDHNTQYFNFVELPAAALRFMPKP---VFVPDVALIANRFNP    161 
 

PMGT1_HUMAN      198 SQAGPALGWRDTWAFVGRKGGPVFGEKHSKSPALSSWGDPVLLKTDVPLS    247 

                     ..............|...:..|....: ::...:..||:.........|| 

PMGT2_HUMAN      162 DNLMHVFHDDLLPLFYTLRQFPGLAHE-ARLFFMEGWGEGAHFDLYKLLS    210 
 

PMGT1_HUMAN      248 SAEEAECHWADTELNRRRRRFCSKVEGYGSVCSCKDPTPIEFSPDPLPDN    297 

                     ..:..    ...:|....|..|..   :..|...|..|..::. ...|.. 

PMGT2_HUMAN      211 PKQPL----LRAQLKTLGRLLCFS---HAFVGLSKITTWYQYG-FVQPQG    252 
 

PMGT1_HUMAN      298 KVLNVPVAVIAGNRPNYLYRMLRSLLSAQ--GV--SPQMITVFIDGYYEE    343 

                     ...|:   :::||......|.:...|:..  ||  ..:.|.||....... 

PMGT2_HUMAN      253 PKANI---LVSGNEIRQFARFMTEKLNVSHTGVPLGEEYILVFSRTQNRL    299 
 

PMGT1_HUMAN      344 PMDVVALFGLRGIQHTPISIKNARVSQHYKASLTATFNLFPEAKFAVVLE    393 

                     .::...|. |...|...:......:..|..|.:.   .|...|...|.:. 

PMGT2_HUMAN      300 ILNEAELL-LALAQEFQMKTVTVSLEDHTFADVV---RLVSNASMLVSMH    345 
 

PMGT1_HUMAN      394 EDLDIAVDFFSFLSQSIHLLEEDDSLYCISAWNDQGYEHTAEDPALLYRV    443 

                     ....:...|....:..:.|..     |.::..:...|:..|..|.:     

PMGT2_HUMAN      346 GAQLVTTLFLPRGATVVELFP-----YAVNPDHYTPYKTLAMLPGM----    386 
 

PMGT1_HUMAN      444 ETMPGLGWVLRRSLYKEELEPKWPTPEKLWDWDMWMRMPEQRRGRECIIP    493 

                         .|.:|..|::..|.....   ||:.||......:....:.|..... 

PMGT2_HUMAN      387 ----DLQYVAWRNMMPENTVTH---PERPWDQGGITHLDRAEQARILQSR    429 
 

PMGT1_HUMAN      494 DVSRSYHFGIVGLNMNGYFHEAYFKKHKFNTVPGVQ-LRNVDSLKKEAYE    542 

                     :|.|.    :...|....|.  .::..|.:....:| :|.|...:....: 

PMGT2_HUMAN      430 EVPRH----LCCRNPEWLFR--IYQDTKVDIPSLIQTIRRVVKGRPGPRK    473 
 

PMGT1_HUMAN      543 VEVHRLLSEAEVLDHSKNPCEDSFLPDTEGHTYVAFIRMEKDDDFTTWTQ    592 

                     .:....|...:|.:..   |:.|....:|....|:: ::..:..:....: 

PMGT2_HUMAN      474 QKWTVGLYPGKVREAR---CQASVHGASEARLTVSW-QIPWNLKYLKVRE    519 
 

PMGT1_HUMAN      593 LAKCLHIWDLDVRGNHRGLWRLFRKKNHFLMVGV-PASPYSVKKPPSVTP    641 

                     :.  ..:| |..:|.:..:..:...:||.....: |.:.|.|........ 

PMGT2_HUMAN      520 VK--YEVW-LQEQGENTYVPYILALQNHTFTENIKPFTTYLVWVRCIFNK    566 
 

PMGT1_HUMAN      642 IFLEPPPKEEGAPGAPEQT    660 

                     |.|.|     .|......| 

PMGT2_HUMAN      567 ILLGP-----FADVLVCNT    580 

 

                                

Figura 3.6. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de POMGnT1 y POMGnT2 humanas. 

Alineamiento con Clustal Omega de las secuencias semilla de POMGnT1 (Q8WZA1) y POMGnT2 (Q8NAT1) 

humanas. Se muestran los dominios funcionales de glicosiltransferasas GNT-I en POMGnT1 (púrpura), y 

AER61 en POMGnT2 (verde). Las líneas verticales (|) indica los aas idénticos, los puntos (.) los cambios 

conservativos de aas, y dos puntos (:) cambios no conservativos. Identidad 109/669 (16.3%) y similitud 

194/669 (29.0%). 

 

En la búsqueda de secuencias de proteínas homólogas mediante el uso de la 

herramienta BLASTp, se utilizó la matriz de sustitución de aminoácidos BLOSUM-62, que 

es la más utilizada, ya que considera regiones de alineamiento de baja identidad. Se 

eligió la base de datos de proteínas no redundantes y se limitó la búsqueda al filo de los 
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cordados  (taxón: 7711). Los resultados con un porcentaje de cobertura igual o superior 

al 98% se consideraron como significativos. Se escogieron las secuencias que tenían un 

tamaño igual al de la secuencia semilla ± 5 aas, y se omitieron secuencias de baja calidad 

o parciales en la  construcción de los alineamientos y arboles filogenéticos. 

 

3.4.2.1 Análisis filogenético de POMGnT1. 

Una vez aplicados los filtros antes descritos, se obtuvieron 125 secuencias homólogas 

para la proteína POMGnT1 (Tabla 3.1), la mayoría de las cuales pertenecían a la clase de 

las aves. No obstante, las que poseían un mayor porcentaje de identidad y score (valor 

numérico que describe la calidad general del alineamiento) pertenecían a los órdenes 

de primates (identidad: 98-99%; score: 1352-1367), perisodáctilos (identidad: 99%; score: 

1352-1357) y quirópteros (identidad: 99%; score: 1351-1358). El orden de los roedores 

presentó una alta variabilidad en el porcentaje de identidad (95-99%) y score (1286-

1352). De las proteínas humanas se obtuvieron 3 secuencias diferentes, de jabalí 2 y de 

vaca 2, y del resto de las especies una sola secuencia. Una tabla detallada con todas las 

secuencias obtenidas tras la búsqueda con BLASTp se incluye en el Anexo: Tabla S3.1. 

A partir de las secuencias homólogas a POMGnT1 obtenidas mediante BLASTp, 

se realizó un alineamiento múltiple con la herramienta Clustal Omega con el objetivo de 

identificar zonas conservadas entre las proteínas homólogas. Este alineamiento múltiple 

sirvió como punto de partida para construir los árboles filogenéticos. Utilizando el editor 

y visualizador de alineamientos múltiples Jalview v.2.0 [http://www.jalview.org/] 

(Waterhouse et al., 2009), se pudieron identificar dichas regiones y establecer la 

secuencia consenso del alineamiento. 

 

 

 

 

 

http://www.jalview.org/
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Tabla 3.1. Proteínas homólogas a POMGnT1 humana. Resultados obtenidos en la 

búsqueda de secuencias con BLASTp y utilizadas para el análisis filogenético. 

Clase/orden 
Nº de 

secuencias 
Longitud (aas) Identidad (%) Score 

Anfibios 2 655 81-85 1137-1145 
Reptiles 6 656-659 83-86 1154-1182 
Aves 38 656-664 84-86 1129-1162 

M
am

íf
er

o
s 

Artiodáctilos 12 658-660 95-98 1299-1349 
Cetáceos 4 660 98 1343-1350 
Carnívoros 4 660 98 1345-1350 
Lagomorfos 4 658-660 97-98 1333-1343 
Marsupiales 2 662 89-90 1211-1246 
Quirópteros 6 660 99 1351-1358 
Perisodáctilos 2 660 99 1352-1357 
Placentarios* 11 658-660 95-99 1333-1355 
Primates 17 660 98-99 1352-1367 
Roedores 16 659-660 95-99 1286-1352 

Total/promedio 124 660 93 1269 

En la 1ª columna se indica la clase/orden taxonómico (*infraclase), en la 2ª el número de secuencias por 

grupo, en la 3ª el rango de tamaños de las secuencias en número de aas, en la 4ª el rango de identidades 

en % y en la 5ª el rango de puntuaciones (“score”) obtenidos en la búsqueda con BLASTp. 

El alineamiento múltiple completo de las 124 secuencias homólogas a la proteína 

POMGnT1 humana, se encuentra plasmado en el Anexo: Figura S3.1. Sus dominios 

topológicos y funcionales se pueden observar en la Figura 3.7, representados en cajas 

negras. La secuencia transmembrana (TM), importante para su localización en el aparato 

de Golgi, se observó con un elevado grado de conservación en todas las especies 

analizadas. Las secuencias de aas Phe47-Ile49, Thr51-Val52 y Val54-Ile58, se 

presentaron invariables en todas las especies, y en general todo el dominio TM presentó 

ausencia de “gaps” (huecos). En el dominio funcional ILEI, la secuencia con mayor grado 

de conservación fue Leu137-Ala169  y en el dominio GNT-I, la secuencia Val306-Pro530.   

En base al alineamiento múltiple de las secuencias homólogas a POMGnT1 

(Figura 3.7), y mediante el programa MEGA7 [http://www.megasoftware.net/] (Kumar 

et al., 2016), se construyó el árbol filogenético utilizando el algoritmo basado en 

distancias “neighbor joining” (vecino más próximo) (Saitou & Nei, 1987), con la matriz 

p-distance (Nei & Kumar, 2000) y el método estadístico de remuestreo “bootstrap” 

usando 1000 réplicas (Felsenstein, 1985) para estimar la confianza del árbol construido, 

es decir, el porcentaje de veces que se ha obtenido la tipología de cada rama del árbol.  

http://www.megasoftware.net/
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Figura 3.7. Alineamiento múltiple de secuencias homólogas a la proteína POMGnT1 en cordados. Vista 

general del alineamiento múltiple de secuencias homólogas a la proteína POMGnT1 de diferentes 

especies de vertebrados. Sobre el alineamiento se indican los dominios funcionales de la proteína 

humana: TM: transmembrana; ILEI: interleukin-like EMT inducer; GNT-I: glicosiltransferasa GT13. En la 

parte inferior, la secuencia consenso. Alineamiento realizado con Clustal Omega y editado con Jalview. 

Como se puede observar en la Figura 3. 8, se obtuvo un árbol con una topología 

bien definida y agrupaciones cladísticas en un orden lógico acorde a su clasificación 
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taxonómica (Tabla 3.1). Las especies de las principales clases de cordados se 

mantuvieron agrupadas en cuatro grandes clados: anfibios, reptiles, aves y mamíferos. 

En el orden de los mamíferos, algunas especies aparecieron fuera de su grupo 

taxonómico, como son la musaraña arborícola china, el armadillo y el galeopiteco, que 

pertenecen a la infraclase de los Placentarios, el lémur de Madagascar del orden de los 

Primates y el jabalí del orden de Artiodáctilos. 

 

Figura 3.8. Análisis filogenético de POMGnT1. Representación circular del árbol filogenético consenso 

para 125 secuencias aminoacídicas de la proteína POMGnT1 (la longitud de las ramas no se encuentran 

dibujadas a escala). Se muestran en cada rama los porcentajes de réplicas (“boostrap”) > 50%. El análisis 

filogenético se llevó a cabo utilizando el programa MEGA7 (Kumar et al., 2016). Se eliminaron todas las 

posiciones que contenían “gaps” y se analizaron un total de 631 posiciones de aminoácidos. Al final de 

cada rama se indica el número de acceso de la base de datos correspondiente de cada secuencia proteica 

y su especie. Debajo del árbol se indica el código de colores utilizado para cada clase, infraclase u orden 

de especies. La clase de Mamíferos aparece sombreada en naranja. 



76 
 

3.4.2.2 Análisis filogenético de POMGnT2. 

Para la búsqueda de secuencias homólogas a POMGnT2 se aplicaron los mismos 

parámetros que para la búsqueda en el caso de POMGnT1. Se obtuvieron 157 secuencias 

(Tabla 3.2), de las cuales 56 (un 35,7%) pertenecían a la clase Aves. Los porcentajes de 

identidad y los scores mayores se observaron en los órdenes de los Primates y los 

Perisodáctilos. Una notable variabilidad en los porcentajes de identidad se identificó en 

la infraclase de los Placentarios, con un rango entre el 89 y 97%. Para cada una de las 

especies Mus musculus (Roedor), Nestor notabilis, Cariama cristata (Aves), Xenopus 

laevis (Anfibio), Cyprinus carpio, Sinocyclocheilus rhinocerous y Sinocyclocheilus 

anshuiensis (Peces) se obtuvieron dos secuencias homologas a POMGnT2, para el pez 

cebra se obtuvieron tres, y para el resto de las especies solo una secuencia. El Anexo: 

Tabla S3.1 contiene toda la información detallada del resultado obtenido en la búsqueda 

de secuencias para POMGnT2.  

Tabla 3.2. Proteínas homologas a POMGnT2 humana. Resultados obtenidos en la búsqueda 

de secuencias con BLASTp y utilizadas para el análisis filogenético. 

Clase/orden 
Nº de 

secuencias 
Longitud (aas) Identidad (%) Score 

Peces 15 576-585 71-77 865-958 
Anfibios 3 576-578 75 945-949 
Reptiles 9 578 79-81 981-1004 
Aves 56 577-582 78-80 1129-1162 

M
am

íf
er

o
s 

Artiodáctilos 9 580 93-96 1107-1132 
Cetáceos 3 580 94 1114-1119 
Carnívoros 5 580 94-97 1085-1169 
Lagomorfos 2 580 95-97 1125-1171 
Marsupiales 1 578 77 908 
Quirópteros 6 577-581 92-94 1063-1093 
Perisodáctilos 4 580 96-98 1117-1185 
Placentarios* 12 577-580 89-97 1039-1173 
Primates 15 580 94-99 1114-1202 
Roedores 17 580 89-96 1065-1140 

Total/promedio 157 579 86 1040 

En la 1ª columna se indica la clase/orden taxonómico (*infraclase), en la 2ª el número de secuencias por 

grupo, en la 3ª el rango de tamaños de las secuencias en número de aas, en la 4ª el rango de identidades 

en % y en la 5ª el rango de puntuaciones (“score”) obtenidos en la búsqueda con BLASTp.  

En el alineamiento múltiple de POMGnT2, al igual que en el realizado para 

POMGnT1, también se encontró un alto grado de conservación en sus dominios 

predichos (Figura 3.9). Si bien el dominio glicosiltransferasa GT61 (AER61/DUF563) 
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presentó múltiples zonas con “gaps”, más evidentes en los aminoácidos centrales del 

dominio, se pudo observar un alto grado de conservación en los aminoácidos restantes. 

Por otro lado, el dominio fibronectina tipo III (FNIII) tampoco presentó diferencias muy 

evidentes a lo largo de todas las especies, esto nos permite inferir que este dominio 

podría tener importancia para la función de la proteína POMGnT2. El alineamiento 

múltiple completo de las 157 secuencias homólogas a la proteína POMGnT2 humana, se 

encuentra en el Anexo: Figura S3.2. 

 



78 
 

 

 

 

 

 

 



79 
 

 

Figura 3.9. Alineamiento múltiple de secuencias homólogas a la proteína POMGnT2 en cordados. Vista 

general del alineamiento múltiple de secuencias homólogas a la proteína POMGnT1 de diferentes 

especies de vertebrados. Sobre el alineamiento se indican los dominios funcionales de la proteína 

humana: TM: transmembrana; AER 61/DUF563: glicosiltransferasa GT61 y FNIII: fibronectina tipo 3. En la 

parte inferior la secuencia consenso. Alineamiento realizado con Clustal Omega y editado con Jalview. 
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Figura 3.10. Análisis filogenético de POMGnT2. Representación circular del árbol filogenético consenso 

para 158 secuencias aminoacídicas de la proteína POMGnT2 (la longitud de las ramas no se encuentra 

dibujada a escala). El porcentaje de réplicas (“Boostrap”) > 50% se muestra en cada rama. El análisis 

filogenético se llevó a cabo utilizando el programa MEGA7 (Kumar et al., 2016). Se eliminaron todas las 

posiciones que contenían “gaps” y se analizaron un total de 578 posiciones.  Al final de cada rama se indica 

el número de acceso de la base de datos correspondiente de cada secuencia proteica y su especie. Debajo 

del árbol se indica el código de colores utilizado para cada clase, infraclase u orden de especies. La clase 

de Mamíferos aparece sombreada en naranja. 

 

 

 Una vez realizado el alineamiento múltiple de las secuencias homólogas a 

POMGnT2, se realizó la reconstrucción filogenética para esta proteína (Figura 3.10) 

utilizando la misma metodología y parámetros que fueron considerados para la proteína 
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POMGnT1. Al igual que para el árbol de POMGnT1, en este análisis filogenético se 

identificaron las con agrupaciones cladísticas tal y como se conocen evolutivamente los 

principales taxones (Tabla 3.2). Las cinco clases principales de cordados se agruparon en 

clados bien diferenciados (Peces, Anfibios, Reptiles, Aves y Mamíferos). Cabe destacar 

que algunas de las especies de mamíferos pertenecientes a la infraclase de Placentarios 

aparecieron dispersas en diferentes grupos, es decir sin asociación a ningún clado en 

particular. Estas especies fueron: el erizo común, la musaraña bicolor, el galeopiteco y 

el topo estrellado. 

 

3.5 Discusión. 

 

Las distrofias musculares congénitas denominadas distroglicanopatías (DGPs) 

constituyen un conjunto de trastornos hereditarios que se heredan de forma 

autosómica recesiva. Actualmente se conocen 18 genes (POMT1, POMT2, POMGNT1, 

FKTN, FKRP, LARGE, ISPD, POMGNT2, DAG1, TMEM5, B3GALNT2, POMK, B3GNT1, 

GMPPB, DOLK, DPM1, DPM2 y DPM3) asociados a DGPs. Estas últimas se clasifican  

como de tipo A a tipo C de mayor a menor gravedad, según sus síntomas. 

 Las mutaciones en los genes que codifican las proteínas POMGnT1 y POMGnT2 

afectan al desarrollo del cerebro y del músculo, dando lugar a síntomas típicos de 

distroglicanopatías como MEB, WWS y FCMD. Estas dos enzimas tienen la función de 

catalizar la adición de GlcNAc a la O-manosa del α-DG en distintos compartimentos y por 

medio de diferentes enlaces, β1,2 en el aparato de Golgi y β1,4 en el retículo 

endoplásmico.  

El gen POMGNT1 fue mapeado en brazo corto del cromosoma 1 (1p34.1) por 

Yoshida et al. (2001) constituido por 22 exones y 22 intrones, que comprenden una 

longitud de 61,6 kb. La proteína codificada por este gen, es denominada proteína O-

manosa β-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa 1, está compuesta 660 aminoácidos.  Por 

otro lado, el gen POMGNT2 de 26,6 kb de longitud, se encuentra codificado en el brazo 

corto del cromosoma humano 3 (3p22.1), contiene dos exones y un gran intrón, 
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(Manzini et al., 2012) y codifica la enzima O-manosa β-1,4-N-acetilglucosaminil-

transferasa 2 compuesta por 248 aminoácidos.   

La búsqueda y recopilación de información estructural y funcional disponible en 

distintas bases de datos de dominio público y el uso de diferentes herramientas 

bioinformáticas disponibles en Internet, permitió la comprobación de los dominios 

estructurales de POMGnT1: citoplásmico (aas 1-37), transmembranal (aas 38-58) troncal 

(aas 59-300) y catalítico (aas 301-660), los cuales habían sido previamente descritos 

(Yoshida et al., 2001). Además, se identificaron dominios funcionales ILEI (aas 129-220) 

dentro del dominio troncal y GNT-I (aas 301-530) dentro del dominio catalítico. Con 

respecto a la proteína POMGnT2, se observaron los dominios: fibronectina tipo III (aas 

488-580) y AER61/DUF563 (aas 165-391) el cual está presente en la familia de proteínas 

con actividad glicosiltransferasa GT61. También se pudieron identificar posibles 

dominios estructurales, como son la región citoplasmática (aas 1-5), la región 

transmembranal (aas 6-25) y la región luminal (aas 26-580). 

Otra información relevante, encontrada utilizando las herramientas 

bioinformáticas NetOGlyc y NetNGlyc, fueron sitios putativos de O-glicosilación en las 

posiciones 7, 66, 93, 226, 280, 638 y 640 que contenían residuos de Ser o Thr en la 

secuencia de la proteína POMGnT1 y en las posiciones 43, 215 y 228 en la secuencia de 

la proteína POMGnT2, y de N-glicosilación en las posiciones 99 y 276 de la secuencia de 

POMGnT2 que contenían residuos de asparaginas. 

El alineamiento global realizado entre las secuencias semilla de las proteínas 

POMGnT1 y POMGnT2 humanas, mostró un porcentaje bajo de similitud e identidad. Si 

bien estas dos proteínas añaden el mismo azúcar a la O-manosa del α-DG, cada una de 

ellas lo hace mediante un enlace diferente y en compartimentos subcelulares diferentes 

(Endo, 2015). Por tanto es de esperar que estas proteínas no compartan homología en 

sus dominios catalíticos, o en sus secuencias señal. Probablemente ambas proteínas no 

compartan un ancestro común en su cadena evolutiva. 

 Dados los altos porcentajes de identidad encontrados en los alineamientos 

múltiples de las proteínas homologas (ortólogos) a POMGnT1 (promedio, 93%) y a 

POMGnT2 (promedio, 86%), se puede concluir que los dominios TM y catalíticos de 
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ambas proteínas (GNT-I en POMGnT1 y AER61 en POMGnT2) se encontraban muy 

conservados entre las diferentes especies de cordados analizadas, desde peces a 

mamíferos.  

Finalmente, se procedió a la elaboración de un árbol filogenético de cordados 

para la proteína POMGnT1 humana con 123 secuencias de proteínas homólogas y otro 

para la proteína POMGnT2 humana con 156 secuencias homólogas. El programa 

utilizado (MEGA7) eliminó las posiciones que contenían discontinuidades, por lo que 

finalmente se analizaron un total de 631 y 578 posiciones para POMGnT1 y POMGnT2, 

respectivamente. Con los resultados obtenidos en ambos árboles se puede decir que los 

cordados constituyen un grupo monofilético para estas dos proteínas, las cuales 

provienen cada una de ellas de un ancestro común a todas las especies. Ello implica que 

todas las secuencias son ortólogas, es decir, secuencias homólogas que se han separado 

en distintos eventos de especiación. 

Es preciso ahondar experimentalmente en el conocimiento de la estructura en 

dominios y función de estas proteínas, para  permitir el abordaje de nuevas perspectivas 

terapéuticas en las distrofias neuromusculares.  

 

Los resultados presentados en este capítulo darán origen al artículo: 

Uribe, M.L., Cruces, J., Martín-Nieto, J. (2016) POMGnT1 and POMGnT2: Two protein 

N-acetylglucosaminyltransferases acting on the same substrate, α-dystroglycan. 

(Manuscrito en preparación) 
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CAPÍTULO 4 

 

 

 

Alteraciones estructurales en la retina de un ratón KO 

condicional en el gen Pomt1, modelo de distroglicanopatías 

 

La proteína O-manosiltransferasa 1 (POMT1) es responsable del primer paso en la ruta 

de O-manosilación del α-DG. Esta glicoproteína en la retina se localiza en la capa 

plexiforme externa (CPE), en la membrana limitante interna (MLI) y alrededor de los 

vasos sanguíneos. Mutaciones en el gen POMT1 humano causan síndrome de Walker-

Warburg (WWS), enfermedad de músculo-ojo-cerebro (MEB) y otras DGPs menos 

graves. Pacientes con WWS y MEB presentan deficiencias oculares severas, que implican 

displasia retiniana, desprendimiento de retina y anormalidades en los ERG. 

Dado que la inactivación del gen Pomt1 en ratones origina letalidad embrionaria, se ha 

generado un ratón modelo KO condicional (KOc) para el gen Pomt1 específicamente en 

los fotorreceptores. En este trabajo hemos caracterizado a nivel morfológico la retina 

de este modelo Pomt1 KOc. Los resultados obtenidos, apoyan los análisis fisiológicos de 

este modelo, los cuales revelan una disminución en la amplitud de la onda b de los ERGs 

y un aumento en su tiempo implícito. La retina externa de los ratones KOc mostró 

importantes cambios morfológicos, además de una ausencia de proteínas necesarias 

para la estructura de la sinapsis entre fotorreceptores y las células bipolares. A nivel de 

la retina interna, se encontró un aumento en la reactividad de los astrocitos.  

La ausencia de la enzima POMT1 en la retina causa graves modificaciones estructurales 

y funcionales. Se concluye que POMT1 es esencial para la formación y mantenimiento 

de las sinapsis en cinta, y para la electrofisiología normal de la retina.  
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4.1  Introducción.  

 

Las distroglicanopatías (DGPs) constituyen un grupo heterogéneo de distrofias neuro-

musculares con herencia autosómica recesiva y presentan un amplio espectro de 

alteraciones neurológicas, las cuales se extienden en la mayoría de los casos a la retina 

(Godfrey et al., 2011). La característica molecular común a todas las DGPs es la presencia 

de alteraciones en la glicosilación del α-distroglicano (α-DG). Este constituye el 

componente central del complejo distrofina-glicoproteína (DGC), siendo responsable de 

la unión del citoesqueleto de células musculares y nerviosas a la matriz extracelular 

(MEC) (Barresi & Campbell, 2006; Muntoni et al., 2007). El α-DG necesita ser 

extensivamente glicosilado para su correcto funcionamiento, interactuando mediante 

sus O-manosilglicanos con una serie de proteínas de la MEC, como son la laminina, la 

agrina, la neurexina, el perlecán, Slit y la pikachurina, esta última exclusiva de la retina 

(Bouchet-Séraphin et al., 2015; Endo, 2015). 

 La O-manosilación comienza en el retículo endoplásmico con la acción de la 

proteína O-manosiltransferasa 1 (POMT1), que junto con POMT2 añade 

covalentemente la molécula inicial de manosa a residuos de Ser/Thr presentes en el 

dominio de tipo mucina del α-DG  (Manya et al., 2004). Mutaciones en el gen POMT1 

pueden causar DGPs severas que cursan con síntomas graves en músculo, sistema 

nervioso y sistema ocular, como son el síndrome de Walker-Warburg (WWS) (Beltrán-

Valero de Bernabé et al., 2002) y la enfermedad músculo-ojo-cerebro (MEB) (Godfrey et 

al., 2007), además de DGPs más leves como la MDDGB1 y la MDDGC1.  

Aunque las disfunciones visuales y las alteraciones morfológicas oculares son 

anomalías típicas de las formas más severas de DGPs, el papel del DG en la estructura y 

desarrollo del ojo no se encuentra totalmente caracterizado. En pacientes con 

mutaciones en el gen POMT1 que presentan WWS y MEB se ha descrito una amplia 

variedad de anormalidades oculares, las cuales incluyen malformaciones retinianas 

(displasia, atrofia y desprendimiento), disgenesia vítreo-retinal, hipoplasia del nervio 

óptico y ceguera (Cormand et al., 2001; Godfrey et al., 2007). 



87 

 

La expresión del α-DG y su O-manosilación ha sido documentada en diferentes 

ratones modelo de DGPs, deficientes en genes que codifican glicosiltransferasas o 

proteínas que actúan de forma indirecta en la formación de O-manosilglicanos 

(Holzfeind et al., 2002; Lee et al., 2005; Liu et al., 2006; Takahashi et al., 2011), o el 

mismo DG (Omori et al., 2012). La función de la POMT1 humana en el sistema visual aún 

no ha sido descrita en profundidad, dado que ratones ʹknockoutʹ constitutivos para el 

gen que codifica esta proteína no sobreviven a la etapa embrionaria (Willer et al., 2004).  

Dada la no disponibilidad de ratones modelo de DGPs con mutaciones en Pomt1, el 

grupo de investigación del Dr. Jesús Cruces de la Universidad Autónoma de Madrid, con 

quien colaboramos estrechamente desde hace años, ha generado un ratón knockout 

condicional para este gen específicamente en la retina (Rubio-Fernández et al., 2016). 

Para el desarrollo de este modelo se utilizaron células madre embrionarias (ES) 

procedentes del Consorcio EUCOMM conteniendo en el gen Pomt1 de ratón dos 

secuencias loxP flanqueando los exones 3 y 4. Ratones quiméricos obtenidos tras su 

microinyección en blastocistos se cruzaron con ratones silvestres para obtener 

individuos heterozigotos para la construcción (Figura 4.1A). Estos últimos fueron a su 

vez cruzados con ratones transgénicos que expresan la recombinasa FLP (flipasa), con 

objeto de eliminar los marcadores de selección lacZ y neo localizados entre las 

secuencias FRT reconocidas por dicha enzima y obtener animales heterozigotos para la 

construcción ʹfloxeadaʹ Pomt1+/loxP. Luego, se realizaron cruzamientos de estos últimos 

entre sí, para obtener animales homozigotos Pomt1loxP/loxP. Finalmente estos ratones 

fueron cruzaron con ratones transgénicos que expresaban la recombinasa Cre bajo el 

promotor del gen Crx (cone-rod homebox), que codifica un factor de transcripción 

específico de fotorreceptores (Furukawa et al., 2002). Como resultado, obtuvieron un 

ratón Pomt1-/-, en el que se eliminaron los exones 3 y 4 de Pomt1, específicamente en 

los fotorreceptores (Pomt1 knockout condicional; KOc). 

 A nivel de ARNm la inactivación de este gen trajo como resultado la detección de 

un transcrito correspondiente al alelo nulo de Pomt1 que contenía un codón de 

terminación prematuro en el exón 5 (Figura 4.1B). En la retina del ratón Pomt1 KOc, se 

perdió el glicoepítopo del α-DG detectado por el anticuerpo VIA4-1 junto con su 

capacidad de unión a laminina (Figura 4.1C). Se confirmó así que el ratón se comportaba 
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genotípica y bioquímicamente de forma esperada, y se demostró la importancia de la 

actividad de POMT1 en la interacción del α-DG con la laminina también en la retina 

(Rubio-Fernández et al., 2016), al igual que se había puesto de manifiesto en el músculo 

esquelético (Akasaka-Manya et al., 2011; Martin, 2003; Sciandra et al., 2015).  

 

Figura 4.1.  Generación del ratón modelo Pomt1 KOc. A) Estrategia para la generación de alelos nulos de 

Pomt1. El alelo Pomt1 diana (construido artificialmente e insertado en células ES) fue “floxeado” mediante 

recombinación mediada por la enzima flipasa, eliminándose el segmento de ADN entre los dos sitios FRT. 

En el alelo “floxeado” resultante (Pomt1lox), los exones 3 y 4 se encontraban flanqueados por dos sitios 

loxP y estos fueron posteriormente eliminados mediante recombinación llevada a cabo por la 

recombinasa Cre en fotorreceptores, dando lugar al alelo Pomt1 nulo (Pomt1¯). B) Análisis mediante 

qRT- PCR del ARNm de las retinas de ratones  Pomt1lox/lox, Pomt1⁺/¯ y Pomt1 KOc. El diagrama de barras 

de la izquierda muestra los niveles detectados (media ± SD, n=4) del transcrito de Pomt1 silvestre, y la de 

la derecha, los niveles del transcrito de Pomt1 nulo (media ± SD, n=4). Diferencias estadísticamente 

significativas: * p=0,0299; ** p=0,0058; *** p<0,001). C) Análisis mediante Western blotting de la 

glicosilación del α-DG utilizando el anticuerpo VIA4-1 (panel superior), ensayo de unión a laminina (panel 

intermedio) y expresión del β-DG (panel inferior) en extractos de retina enriquecidos con WGA de ratones 

control (Pomt1⁺/lox, Pomt1lox/lox y Pomt1⁺/⁻) y Pomt1 KOc. Figura modificada de Rubio-Fernández et al., 

2016. 



89 

 

 

Figura 4.2. Respuestas funcionales de la retina de ratones Pomt1 KOc. (A-C) Se muestran las respuestas 

electrorretinográficas de un ratón representativo control (línea negra) y uno Pomt1 KOc (línea gris).            

(A) ERG en condiciones escotópicas, respuesta de los bastones a un estímulo de -1,5 log·cd·s·m–2.                

(B) Respuesta mixta del ERG evocada por un estímulo de 1 log·cd·s·m–2 en condiciones escotópicas.             

(C) ERG en condiciones fotópicas, mostrando la respuesta de los conos a un estímulo de 1,6 log·cd·s·m–2. 

(D) Amplitud de la onda b (media ± SD, n=18) en función de la intensidad de luz utilizada (log·cd·s·m–2) en 

condiciones escotópicas y (E) en condiciones fotópicas. Todas las amplitudes de las respuestas mostraron 

diferencias estadísticamente significativas entre los ratones control y Pomt1 KOc (***p<0,001). (F) Tiempo 

implícito en la respuesta de los bastones, de los conos y mixta, en el que también se observan diferencias 

estadísticamente significativas entre los controles y los animales Pomt1 KOc (***p<0,001). Figura 

modificada de Rubio-Fernández et al., 2016. 
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En el laboratorio del Dr. Pedro de la Villa en la Universidad de Alcalá, con quien también 

colaboramos, se realizó una evaluación de la respuesta visual del modelo Pomt1 KOc 

(Figura 4.2). Los registros electrorretinográficos (ERG) obtenidos en los animales 

Pomt1⁺/lox, Pomt1lox/lox y Pomt1⁺/⁻ no mostraron diferencias significativas, y por tanto 

fueron considerados como animales control. En la evaluación del ratón Pomt1 KOc se 

encontró una reducción en la amplitud de la onda b del ERG tanto en condiciones 

escotópicas (Figura 4.2A,B,D) como fotópicas (Figura 4.2C,E), así como un aumento del 

tiempo implícito de estas respuestas (Figura 4.2F) (Rubio-Fernández et al., 2016). No 

existían, sin embargo, cambios en la amplitud de la onda a. Las alteraciones detectadas 

en los ratones Pomt1 KOc eran indicativas de un defecto en la transmisión de la 

información visual entre los fotorreceptores (conos y bastones) y sus neuronas 

postsinápticas (células bipolares). Los trastornos en el ERG son comparables en su 

severidad con los causados por la pérdida del DG en la CPE (Omori et al., 2012). 

En este trabajo se describen las alteraciones estructurales y morfológicas presentes 

en la retina externa (sinapsis en la CPE) de los ratones Pomt1 KOc, dada la ausencia de 

la proteína POMT1 en este tejido. También se estudiaron las alteraciones en la retina 

interna de los ratones KOc, presumiblemente a causa del daño funcional en la primera 

sinapsis. Los hallazgos identificados aquí, confirman los defectos fisiológicos que 

presenta a nivel visual este modelo animal de DGPs. 

 

4.2  Materiales y Métodos. 

 

4.2.1 Animales experimentales.   

Los ratones Pomt1 KOc fueron desarrollados en la Universidad Autónoma de Madrid, en 

el grupo del Dr. Jesús Cruces (Rubio-Fernández et al., 2016) de acuerdo con la legislación 

europea (Directiva 2010/63/EU) y española (RD 53/2013) para el manejo de animales de 

experimentación, y con la aprobación de los comités de ética de la Universidad 

Autónoma de Madrid y la Universidad de Alcalá. La generación del animal modelo Pomt1 

KOc ha sido descrita en la introducción de este capítulo (Figura 4.1). Tras los estudios 
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fisiológicos realizados en la Universidad de Alcalá (Figura 4.2), se realizó el sacrificio de 

los ratones de acuerdo a las normas establecidas por ARVO (Association for Research in 

Vision and Ophthalmology, EEUU) para el uso de animales en investigación visual y 

oftalmológica.   

4.2.2 Secciones verticales de retina.   

Los ojos de ratones de entre 3-5 meses de edad fueron enucleados y fijados en una 

solución de paraformaldehído (PFA) al 4% en tampón fosfato salino (PBS) 0,1 M a pH 7,4 

durante 1 h. Posteriormente, a cada ojo se le eliminó la córnea, el iris y el cristalino, y se 

criopreservó mediante inmersión secuencial en soluciones crecientes de sacarosa en 

PBS al 20%, 30% y 40%, durante 1 h, 1,5 h y toda la noche, respectivamente. Tras 

eliminar el exceso de sacarosa, el resto del globo ocular fue recubierto con el compuesto 

OCT (Tissue-Tek, Sakura Finetek) y congelado en N2. Se obtuvieron secciones verticales 

de 14-16 μm utilizando un criostato Leica CM 1900 (Leica Microsystems), que se 

depositaron sobre portaobjetos Superfrost Plus (Thermo Scientific) y se almacenaron a 

−20 °C. 

4.2.3 Microscopía de inmunofluorescencia.   

Algunas secciones verticales fueron teñidas con hematoxilina-eosina para la 

identificación general de la morfología de la retina, siguiendo procedimientos 

estandarizados (Jörundsson et al., 1999).   

Para la microscopía de inmunofluorescencia, las preparaciones se descongelaron 

a temperatura ambiente, se realizaron 3 lavados con tampón fosfato (PB) durante 5 min 

cada uno, y se bloquearon con seroalbúmina bovina (BSA) al 5% en PB durante 1 h a 

temperatura ambiente. A continuación, tras lavar nuevamente 3 veces con PB durante 

5 min cada vez, las secciones se incubaron en presencia de los correspondientes 

anticuerpos primarios, a las diluciones indicadas en la Tabla 4.1, en PB suplementado 

con Triton X-100 al 1% (PBX) en una cámara humidificada con agitación suave durante 

una noche a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se realizaron 3 nuevos lavados 

con PB, y las secciones se incubaron en oscuridad en presencia de anticuerpos 

secundarios anti-IgG de conejo, IgG de ratón y/o IgG de cabra (Molecular Probes), 



92 

 

conjugados con Alexa Fluor 488 (verde), Alexa Fluor 546 o 555 (rojo), o Alexa Fluor 647 

(rojo lejano), todos ellos a una dilución 1:100 en PBX durante 1 h en cámara 

humidificada. Simultáneamente, las secciones fueron incubadas con el colorante 

4´,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para teñir los núcleos celulares, y en algunos casos 

con aglutinina de cacahuete (PNA) conjugada a fluoresceína (Vector Laboratorie) para 

marcar los pedículos de los conos.  Finalmente, tras lavar de nuevo 3 veces con PB, cada 

portaobjetos se montó añadiendo una gota de Citifluor AF1 (Citifluor Ltd.) y un 

cubreobjetos, sellado con laca de uñas. Como controles negativos, se incubaron en 

paralelo secciones de retina con PBX en las que se omitieron los anticuerpos primarios, 

con el fin de comprobar que la inmunorreactividad no provenía de los anticuerpos 

secundarios.  

Tabla 4.1. Anticuerpos primarios. 

Antígeno Origen Casa comercial, nº de catálogo Dilución 

β-Distroglicano Ratón (mAb) Abcam, clon 8D5, ab49515 1:100 

Bassoon Ratón (mAb) Enzo Life Sciences, clon SAP7F407, ADI-VAM-PS003 1:1000 

c- Arrestina Conejo (pAb) Millipore, AB15282 1:500 

Calbindina Ratón (mAb) Sigma, clon CB-955, C9848 1:500 

Calretinina Cabra (pAb) Swant, CG1 1:500 

CRALBP Conejo (pAb) Proteintech, 15356 1:100 

CtBP2 Ratón (mAb) BD Transduction Labs., clon 16/CtBP2, 612044 1:1000 

Distrofina Conejo (pAb) Abcam, ab15277 1:100 

GFAP Ratón (mAb) Sigma, clon G-A-5, G3893 1:500 

Pikachurina Conejo (pAb) Proteintech, 14578-1-AP 1:50 

PKCα Ratón (mAb) Santa Cruz Biotechnology,  clon MC5, sc-80 1:100 

PKCα Conejo (pAb) Santa Cruz Biotechnology, sc-10800 1:100 

Recoverina Conejo (pAb) Millipore, AB5585 1:500 

Rodopsina Ratón (mAb) Millipore, clon Rho 1D4, MAB5356 1:250 

Sinaptofisina Conejo (mAb) Abcam, clon EP1098Y, ab52636 1:500 

Se indica para cada anticuerpo, en la 1ª columna el antígeno, en la 2ª su especie de origen y entre 

paréntesis la clonalidad (mAb: monoclonal; pAb: policlonal), en la 3ª la casa comercial de la que se obtuvo 

y su número de referencia (se especifica también el nº del clon para los mAb) y en la 4ª la dilución a la que 

se empleó para microscopía. 
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Las secciones se observaron en un microscopio confocal espectral invertido Leica 

TCS SP2. Para la inmunofluorescencia se utilizaron tres fuentes de láser: 1) azul de Ar, 

con una λ de excitación de 450-490 nm; 2) verde de He-Ne, con una λ de excitación de 

515-560 nm y 3) rojo de He-Ne, con una λ de excitación 633 nm. Para la visualización del 

colorante DAPI se utilizó un diodo UV, que emitía  a una λ de 405 nm. En los casos en 

que se visualizaron dos o más fluoróforos sobre la misma muestra, estos fueron 

excitados secuencialmente, y no simultáneamente, para evitar interferencias entre los 

canales de emisión. Los objetivos utilizados fueron Leitz Plan-apocromáticos de 

inmersión en aceite mineral, de 40×, 63× y 100×. La platina del microscopio era 

galvanométrica de alta precisión y alta velocidad para controlar el eje z.  Las fotografías, 

obtenidas a una resolución de 300 dpi, se almacenaron en formato TIFF y se procesaron 

mediante el programa Adobe Photoshop CS5 v.12.0 (Adobe Systems). 

4.2.4 Análisis estadístico.   

El grosor de la capa nuclear externa (CNE) y la capa plexiforme externa (CPE) se midió 

en secciones transversales de retina cuyos núcleos habían sido teñidos con el colorante 

DAPI. Se eligieron secciones cercanas al nervio óptico (aprox. 2-5 mm), para asegurar 

que la comparación se realizaba en las mismas regiones de la retina en los diferentes 

animales. Se analizaron 4 ratones KOc y 4 controles, y al menos 7 fotografías en cada 

animal obtenidas con el objetivo de 63×. El grosor de la CNE y la CPE se cuantificó usando 

el programa ImageJ v1.47 (NHI) a partir de un mínimo de 30 mediciones lineales en cada 

fotografía.  

El cálculo de la intensidad de la fluorescencia se realizó igualmente con el 

software ImageJ. Cada imagen fue capturada con el microscopio confocal, utilizando los 

mismos parámetros de potencia, ganancia, apertura del iris y tamaño. Se calculó el 

promedio de más de 20 imágenes para cada tipo de animal, (n=4). La intensidad relativa 

se definió como: (densidad integrada – área seleccionada) × intensidad media del fondo, 

así se obtuvo la intensidad relativa corregida. Para comparar los promedios obtenidos, 

se realizó el test t de Student para muestras independientes, utilizando el software Prism 

v.5.01 (GraphPad Software). Los datos se expresaron como la media ± error estándar de 

la media (SEM), y se consideró estadísticamente significativo un valor P<0,001.  
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4.3 Resultados 

 

Los resultados aquí descritos, constituyen parte de un trabajo multidisciplinar realizado 

entre tres grupos de investigación de la Universidad Autónoma de Madrid, la 

Universidad de Alcalá y la Universidad de Alicante. El objetivo común en este estudio 

fue la caracterización genética, morfológica y funcional de un animal modelo de 

distroglicanopatías: un ratón knockout condicional (KOc) para el gen Pomt1, que 

experimentaba una deleción intragénica específicamente en los fotorreceptores 

durante el desarrollo de la retina. 

4.3.1 Morfología de la retina de ratones Pomt1 KOc.   

Tras la caracterización genética y funcional de los animales Pomt1 KOc (ver 4.1 

introducción de este capítulo), se realizó un análisis morfológico de la retina. Para ello, 

se llevó a cabo una tinción con hematoxilina-eosina de secciones transversales de 

criostato de las retinas de ratones mutantes y controles. En la evaluación histológica de 

los animales control, se observaron todas las capas nucleares y plexiformes de la retina 

sin alteraciones apreciables, en la distribución de los cuerpos celulares, ni en el grosor 

aparente de las cinco capas, como se muestra en la Figura 4.3A. En el animal KOc, se 

observaron importantes alteraciones en la CNE, de mayor interés en este estudio ya que 

contiene las células en las que se inactivo el gen Pomt1, y en la CPE, donde establecen 

contacto las células fotorreceptoras con sus células postsinápticas (Figura 4.3B). La zona 

comprendida por la CNE, la CPE y la capa nuclear interna (CNI), presentó un elevado 

grado de desestructuración. Algunos de los núcleos de esta zona, correspondientes a los 

fotorreceptores, células bipolares y horizontales, y glía de Müller, aparecen desplazados 

de la CNE a la CPE y de la CNI a la CPE, ocupando en este desplazamiento la CPE, 

presentando así, esta última un menor espesor con respecto a los controles. En 

contraste, en la capa plexiforme interna (CPI) y la capa de células ganglionares (CCG) se 

destaca la preservación de la citoarquitectura retiniana tanto en la distribución como en 

la morfología de las células. 
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Figura 4.3. Análisis histológico de la retina de ratones control y Pomt1 KOc. Secciones transversales de 

la retina de ratones control (A) y Pomt1 KOc (B) teñidas con hematoxilina-eosina. En la retina de los 

ratones control se observa una distribución normal de las capas celulares y plexiformes. En la retina del 

ratón KOc se ve una clara desestructuración de las capas externas, zonas con desprendimiento de retina 

(cabezas de flecha) y disminución del espesor de la CPE (flechas). En los recuadros centrales se muestran 

secciones ampliadas de la retina de ambos animales. Barra de escala: 20 µm. Abreviaturas: CNE, capa 

nuclear externa; CPE, capa plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna; CPI, capa plexiforme interna. 

 

Con el objeto de cuantificar el espesor de las capas de la retina de los ratones 

Pomt1 KOc y controles, se utilizaron secciones transversales de dicho tejido, teñidas con 

el colorante nuclear DAPI (Figura 4.4A,B). A partir de un mínimo de 7 fotografías de cada 

sección de retina, se realizó la medición del espesor de la CNE, la CPE, la CNI, la CPI y la 

CCG en secciones cercanas al nervio óptico (Figura 4.4C). 

La CNE de los ratones Pomt1 KOc presentó un espesor menor (49,69 ± 0,53 µm) 

que la de los ratones control (60,72 ± 0,32 µm) (Figura 4.4A,B). Al igual que en la CNE, 

también se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p<0,001) en el 

espesor de la CPE, siendo más delgada en la retina de los animales KOc (6,19  ±  0,14 

µm) que en los controles (11,23 ± 0,15 µm) (Figura 4.4C). Sin embargo, el espesor de la 
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CNI (41,32 ± 0,49 µm), la CPI (47,80 ± 0,34 µm) y la CCG (12,10 ± 0,41 µm) en los ratones 

Pomt1 KOc, no mostró diferencias estadísticamente significativas con respecto al 

espesor de la CNI (43,24 ± 0,24 µm), la CPI (47,28 ± 0,44 µm) y la CCG (12,60 ± 0,40 µm), 

en la retina de los controles (Figura 4.4C). 

 

Figura 4.4. Espesor de las capas de la retina en ratones control y Pomt1 KOc.  Secciones transversales de 

la retina de ratones control (A) y  Pomt1 KOc (B) teñidas con el colorante nuclear DAPI. Se observa un 

destacado adelgazamiento de la CNE y la CPE en los ratones Pomt1 KOc en comparación con los ratones 

control. (C) Espesor de las capas de la retina de ratones control y Pomt1 KOc. Las barras corresponden a 

la media, y el valor SEM se muestra en rojo. Test t-Student: **p< 0,001. Abreviaturas: CNE, capa nuclear 

externa; CPE, capa plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna; CPI, capa plexiforme interna; CCG, capa 

de células ganglionares. Barra de escala: 20 µm. 
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4.3.2 Cambios morfológicos de la retina externa del ratón Pomt1 KOc. 

Dado que el ratón modelo Pomt1 KOc experimenta una deleción en el gen Pomt1 

selectivamente en los fotorreceptores, se realizaron estudios inmunohistoquímicos para 

determinar los cambios morfológicos en este tipo celular de la retina, en el cual tiene 

lugar el proceso de la fototransducción. Así mismo, se analizaron los contactos 

sinápticos establecidos entre estas y las células bipolares y horizontales en la CPE. Para 

ello, se realizaron inmunotinciones con anticuerpos contra dos proteínas específicas de 

los fotorreceptores: rodopsina (bastones) y c-arrestina (conos), junto a la recoverina, 

que se expresa en bastones y conos (Figura 4.5). 

 

Figura 4.5. Alteraciones estructurales de los fotorreceptores en la retina de ratones Pomt1 KOc. Doble 

inmunotinción de las proteínas c-arrestina (cArr; rojo) y rodopsina (Rod; verde) en la retina de ratones 

control (A) y Pomt1 KOc (B). La proteína cArr presenta inmunorreactidad en los segmentos externos (SE) 

e internos (SI) y en los cuerpos celulares de los conos y la proteína Rod únicamente en los SE de los 

bastones. Inmunotinción de la proteína recoverina (Rec; rojo) en la retina de ratones control (C) y  Pomt1 

KOc (D). En la mitad izquierda de cada micrografía, se muestran los núcleos teñidos con DAPI. 

Abreviaturas: SE, segmentos externos; SI, segmentos internos; CNE, capa nuclear externa; CPE, capa 

plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna. Barras de escala: 20 μm. 
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Los ratones control y Pomt1 KOc no mostraron alteraciones morfológicas 

importantes en los fotorreceptores. Presentaron un patrón normal en la distribución de 

la rodopsina, una proteína transmembrana implicada en la cascada de la transducción 

visual en los bastones, de la arrestina de conos, que se expresa específicamente en 

fotorreceptores de tipo conos y la glándula pineal (Figura 4.5A,B), y de la recoverina, 

presente en todo el cuerpo celular de los fotorreceptores (Figura 4.5C,D).  No obstante, 

se observó un cierto acortamiento de los SE de conos y bastones, así como de los axones 

de los conos (Figura 4.5B) en ratones Pomt1  KOc en comparación con los controles. 

 Con el fin de investigar posibles alteraciones en la estructura de las sinapsis 

establecidas entre los terminales de los axones de los fotorreceptores y las células 

horizontales, se realizó una doble inmunotinción con anticuerpos contra sinaptofisina, 

una proteína de la vesícula presináptica, y contra la calbindina, que marca las células 

horizontales. No se observaron diferencias evidentes entre las retinas de ratones control 

y Pomt1 KOc en el patrón de inmunotinción de sinaptofisina o en la morfología y el 

número de células horizontales (Figura 4.6A,B). También, con el objetivo de evaluar los 

contactos sinápticos en la CPE entre fotorreceptores y células bipolares, se utilizaron los 

anticuerpos contra Bassoon, una proteína asociada a la cintilla sináptica, y contra la 

proteína quinasa C (isoforma α), un marcador de células bipolares de bastón. Este doble 

inmunomarcaje no mostró diferencias en el patrón de asociación entre Bassoon y las 

dendritas de las células bipolares de bastón (Figura 4.6C,D). Sin embargo, sí se observó 

un crecimiento anormal (“sprouting”) de las dendritas de las células bipolares de bastón, 

hacia el interior la CNE. Este crecimiento anómalo ocurrió junto con la retracción de los 

terminales presinápticos de los fotorreceptores ya mencionada (Figura 4.5B).  

Continuando con la evaluación del efecto del “noqueado” condicional del gen 

Pomt1 sobre la estructura de la CPE de la retina, y dado que la proteína POMT1 participa 

en la ruta de O-glicosilación del α-DG, se realizó un análisis mediante microscopía 

confocal de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos contra algunos de los 

elementos constitutivos del complejo distrofina-glicoproteína y proteínas asociadas al 

mismo. En la retina de los ratones control, el β-DG se localizó en los terminales 

presinápticos de los fotorreceptores, mostrando un patrón punteado a lo largo de la CPE 
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(Figura 4.7A,C), como es esperable. Por el contrario, en la retina de los ratones Pomt1 

KOc  la  inmunorreactividad  del  β-DG  estaba  ausente  en  esta  capa  (Figura  4.7B,D).  

 

Figura 4.6. Alteraciones estructurales en la CPE de ratones Pomt1 KOc. Análisis inmunohistoquímico con 

anticuerpos contra la sinaptofisina (SIP; verde) y la calbindina (CB; rojo) en la retina de ratones control (A) 

y de ratones Pomt1 KOc (B). Doble inmunotinción de los contactos entre las terminales presinápticas, 

marcadas con el anticuerpo contra la proteína Bassoon (rojo) y las dendritas de las células bipolares, 

marcadas con el anticuerpo contra la isoforma alfa de la proteína quinasa C (PKCα, verde), en la retina de 

ratones control (C) y de ratones Pomt1 KOc (D). Las dendritas de las células bipolares de bastón muestran 

crecimiento “sprouting” invadiendo la CNE en la retina de ratones mutantes (D, flechas). Los núcleos 

teñidos con DAPI son mostrados en la mitad izquierda de cada micrografía. Abreviaturas: CNE, capa 

nuclear externa; CPE, capa plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna; CPI, capa plexiforme interna. 

Barras de escala: 20 μm. 

Adicionalmente, se observó una señal intensa de inmunofluorescencia del β-DG 

en los tres plexos vasculares de la retina: superficial, intermedio y profundo, que no 

mostró diferencias entre los ratones control y KOc, al igual que ocurría en la MLI, donde 

el β-DG mantuvo su distribución continua en ambos animales (Figura 4.7A,B). Con 

respecto a la distrofina, una proteína encargada de actuar como nexo de unión entre el 

β-DG y el citoesqueleto en los terminales presinápticos de conos y bastones, se encontró 

distribuida a lo largo de la CPE en forma de un patrón punteado, colocalizándose 

significativamente con el β-DG en la retina de los animales control (Figura 4.7C). En la 
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retina de los ratones KOc, el patrón de distribución de la distrofina fue esencialmente el 

mismo que en los controles. Sin embargo, se observó una cierta pérdida de alineamiento 

de los puntos inmunorreactivos para esta proteína (Figura 4.7D). En contraste, la 

inmunotinción observada para la pikachurina, una proteína de la MEC en la CPE, que se 

asocia al -DG glicosilado (Sato et al., 2008), mostró un patrón punteado en los ratones 

control (Figura 4.7E) que se encontraba totalmente ausente en los animales Pomt1 KOc  

 

Figura 4.7. Alteraciones en los elementos del DGC y proteínas asociadas, en la CPE de ratones Pomt1 

KOc. Secciones transversales de retina de ratones control (A,C,E) y Pomt1 KOc (B,D,F) se inmunomarcaron 

con anticuerpos contra el β-DG (A-D; verde), la distrofina (Dis: C,D; rojo), la pikachurina (Pika: E,F; verde) 

y CtBP2 (E,F; rojo). El β-DG y la pikachurina se encontraban ausentes en la CPE de ratones Pomt1 KOc, por 

el contrario, la distrofina y CtBP2 permanecían inalteradas en ambos animales. El β-DG no mostro 

diferencia en los vasos sanguíneos (A,B; cabezas de flecha) ni en la MLI de los ratones Pomt1 KOc, en 

comparación con los controles. Los núcleos teñidos con DAPI son mostrados en la mitad izquierda de cada 

micrografía. Abreviaturas: CNE, capa nuclear externa; CPE, capa plexiforme externa; CNI, capa nuclear 

interna; CCG, capa de células ganglionares; MLI, membrana limitante interna. Barras de escala: 10 μm, 

excepto en A y B: 20 μm. 
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(Figura 4.7F). Por el contrario, la proteína CtBP2, un marcador de la cintilla sináptica que 

presenta forma de herradura en el terminal sináptico de los fotorreceptores, no mostró 

cambios apreciables en su estructura, a juzgar por su patrón normal de inmunotinción 

en los mutantes Pomt1 KOc (Figura 4.7E,F). 

 

Figura 4.8. Alteraciones en los terminales pre- y postsinápticos en la CPE de ratones Pomt1 KOc.  

Secciones transversales de la retina de ratones control (A,C) y Pomt1 KOc (B,D) se inmunomarcaron con 

anticuerpos contra las proteínas CtBP2 (A-D; rojo), sinaptofisina (Sip; A,B; verde) y PKCα (C,D; verde), y 

con la lectina PNA (A-D; magenta). Los núcleos teñidos con DAPI aparecen en la mitad izquierda de cada 

micrografía. En la retina de los animales KOc  se observa una pérdida del normal alineamiento en la CPE 

entre las proteínas sinápticas ubicadas en la  mitad superior de esta capa (corchetes) y un crecimiento 

anormal (“sprouting”) de las dendritas de las células bipolares invadiendo la CNE (D, flechas). Los 

recuadros debajo de cada micrografía muestran los tres canales de fluorescencia por separado. 

Abreviaturas: CNE, capa nuclear externa; CPE, capa plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna. Barras 

de escala: 10 μm. 

Dadas las alteraciones observadas en la retina de los ratones Pomt1 KOc, como 

son: la cierta desestructuración general de la CPE (Figura 4.3B), la retracción de los SE y 

de los terminales presinápticos de los fotorreceptores  (Figura 4.5B y  Figura 4.6B,D), y 
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el crecimiento anormal de las dendritas de células bipolares de bastón hacia la CNE 

(Figura 4.6D), se realizaron dobles inmunomarcajes con anticuerpos contra proteínas 

seleccionadas de entre las presentes en los terminales axónicos de las células 

fotorreceptoras, con el objeto de identificar diferencias en la estructura de estas 

últimas. Mediante este análisis inmunohistoquímico se observó un desalineamiento de 

los terminales presinápticos, tanto de los conos como de los bastones, en la CPE de los 

ratones KOc, detectable utilizando anticuerpos contra las proteínas CtBP2 (Figura 

4.8A-D) y sinaptofisina (Figura 4.8A,B), además de la lectina PNA (Figura 4.8A-D), que se 

une a los terminales sinápticos de los conos. Esta anomalía se asoció con el crecimiento 

e invasión de la CNE por parte de las dendritas de las células bipolares de bastón en los 

ratones KOc, marcadas con PKCα, aunque sin pérdida aparente de los contactos 

sinápticos con las esférulas de los bastones en los ratones mutantes (Figura 4.8D; 

flechas).  

4.3.3 Cambios morfológicos en la retina interna del ratón Pomt1 KOc. 

Si bien la inactivación del gen Pomt1 en los animales KOc se diseñó para tener lugar en 

la retina externa, específicamente en los fotorreceptores, se estudió también el posible 

efecto de la pérdida de su producto proteico a nivel de la retina interna. Con el objeto 

de explorar esta última, en los ratones Pomt1 KOc, se utilizaron anticuerpos contra las 

proteínas calretinina, un marcador de células amacrinas y ganglionares de ratón; PKCα, 

que se expresa ampliamente en las células bipolares de bastón; CRALBP, un componente 

fundamental de las células gliales de Müller; y GFAP, que se expresa constitutivamente 

en los astrocitos y también en la glía reactiva durante procesos degenerativos, 

inflamatorios o infecciosos de la retina (Cuenca et al., 2014).  

La doble inmunotinción realizada con los anticuerpos contra la calretinina y la 

PKCα no mostró diferencias en la distribución e intensidad de estas proteínas entre los 

ratones KOc y los controles (Figura 4.9A-B). Con el anticuerpo contra la calretinina se 

observaron las células ganglionares y las células amacrinas con sus conexiones sinápticas 

en la CPI, y con el anticuerpo contra la proteína PKCα las células bipolares de bastón que 

se distribuyen en la CNI. Según estos resultados, la supresión del gen Pomt1 de forma 

condicional en la retina interna de los ratones KO, no altera la morfología y estructura 
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de las principales neuronas de la retina interna. Sin embargo, se observa de nuevo el 

alargamiento de las dendritas de las células bipolares invadiendo la CNE, como se ha 

mencionado antes (Figura 4.6D y Figura 4.8D) 

 

Figura 4.9. Alteraciones en las células de la retina interna en ratones Pomt1 KOc. Células marcadas con 

anticuerpos contra las proteínas calretinina (verde) y PKCα (rojo) en secciones de retina de ratón control 

(A) y Pomt1 KOc (B). No se encontraron diferencias en la expresión de estas dos proteínas entre ambos 

animales. En la mitad izquierda de cada micrografía se observan los núcleos teñidos con DAPI. 

Abreviaturas: CPE, capa plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna; CPI, capa plexiforme interna; CCG, 

capa de células ganglionares. Barras de escala: 20 μm. 

El inmunomarcaje de las proteínas CRALBP y GFAP se muestra en la Figura 4.10. 

En este se observó un aumento de inmunoreactividad de la GFAP en la CCG de la retina 

de los ratones mutantes, en comparación con la retina de los controles (Figura 4.10A-

B), mientras que el marcador CRALBP no mostró diferencias evidentes entre ambos 

animales. Con el objetivo de comparar la intensidad de ambos inmunomarcajes en los 

dos grupos de animales, se realizó un análisis cuantitativo de la intensidad de 

fluorescencia de cada proteína en la retina de ratones Pomt1 KOc y control. Este análisis 

mostró diferencias estadísticamente significativas para la proteína GFAP (Figura 4.10C; 

p<0,001) entre ambos animales, con una mayor intensidad relativa en la retina de los 

ratones Pomt1 KOc (154,86 ± 9,59) que en la retina de los ratones control (66,63 ± 2,91). 

La cuantificación de la fluorescencia de la proteína CRALBP no reveló diferencia 

estadísticamente significativa entre los ratones control y Pomt1 KOc (p=0,667). Dichos 

efectos podrían ser bien secundarios de la mutación, o bien el reflejo de una reacción 

inmunológica ante los defectos estructurales ocurridos en la retina externa 
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Figura 4.10. Alteraciones en la glía de Müller en la retina de ratones Pomt1 KOc. Doble inmunotinción 

de secciones de la retina de ratones control (A) y Pomt1 KOc (B) para CRALBP (verde) y GFAP (rojo). 

Cuantificación de la intensidad relativa de GFAP (C) y CRALBP (D), las barras representan la media de la 

intensidad relativa ± el error estándar de la media. La tinción con el anticuerpo contra la proteína CRALBP, 

muestra niveles de expresión similares en la retina de ambos animales (p=0,667). Por el contrario, se 

observa un gran aumento en los niveles de la proteína GFAP en la retina de ratones Pomt1 KOc, en 

comparación con los controles (***p<0,001). En la mitad izquierda de cada micrografía se muestran los 

núcleos teñidos con DAPI. Abreviaturas: MLE, membrana limitante externa, CNE, capa nuclear externa; 

CPE, capa plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna; CPI, capa plexiforme interna; CCG, capa de 

células ganglionares; MLI, membrana limitante interna. Barras de escala: 40 μm.  
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4.4 Discusión 

 

Las distroglicanopatias, recientemente designadas como distrofias musculares-

distroglicanopatias (MDDGs), son un grupo de distrofias neuromusculares congénitas 

recesivas causadas por mutaciones en 18 genes identificados hasta el momento (Endo, 

2015; Yoshida-Moriguchi & Campbell, 2015). Uno de los genes más conocidos y 

frecuentemente asociado a las MDDGs es POMT1. La proteína que codifica este gen es 

responsable del primer paso en la O-manosilación del α-DG, una glicoproteína que une 

la distrofina del citoesqueleto a la MEC en las células musculares y nerviosas, y que 

desempeña un papel fundamental en la formación y funcionamiento de la sinapsis en la 

retina  (Endo, 2015; Mercer & Thoreson, 2011; Yoshida-Moriguchi et al., 2010). Los 

pacientes que sufren MDDGs asociadas a mutaciones en POMT1, tales como WWS o 

MEB, usualmente presentan anomalías oculares graves, que en numerosos casos 

implican síntomas retinianos como son atrofia corioretinal, displasia retiniana, 

desprendimiento de retina, disgénesis vítreo-retinal y/o atrofia del nervio óptico 

(Beltrán-Valero de Bernabé et al., 2002; Cormand et al., 2001; Godfrey et al., 2007; 

Mercuri et al., 2009), lo cual subraya la importancia del DG y su glicosilación adecuada 

durante el desarrollo del ojo. En este contexto, se ha demostrado que el gen Pomt1 se 

expresa, durante la embriogénesis del ratón, en el sistema nervioso, el músculo y el ojo 

(Prados et al., 2007), coincidiendo con los tejidos más afectados en pacientes con WWS 

y otras MDDGs, donde se también se expresan el gen POMT2 (Lommel et al., 2008) y la 

proteína β-DG (Anderson et al., 2007). Se ha propuesto, así, que la deficiencia de la 

proteína POMT1 está relacionada con las anomalías oculares detectadas en los 

pacientes que sufren estas enfermedades.  

 En la retina adulta de mamíferos, el DG se encuentra presente como parte del 

DGC: i) en la CPE, donde los fotorreceptores forman sinapsis con las células horizontales 

y bipolares; ii) en la retina interna, donde los pies terminales de las células de Müller se 

unen para formar la MLI; y iii) en los vasos sanguíneos, responsables de nutrir y 

mantener la homeostasis de la retina (Dalloz et al., 2001; Drenckhahn et al., 1996; 

Haenggi & Fritschy, 2006; Mercer & Thoreson, 2011; Schmitz & Drenckhahn, 1997). En 
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la CPE la función del DG es crucial para la formación de la cintilla sináptica y la correcta 

conexión funcional entre los terminales presinápticos de los fotorreceptores y las 

dendritas de las células bipolares y horizontales (Haenggi & Fritschy, 2006; Omori et al., 

2012; Sato et al., 2008). Su apropiada glicosilación es fundamental para su unión a la 

pikachurina, la proteína de unión al DG mejor caracterizada en la retina, y exclusiva de 

este tejido (Hu et al., 2011; Kanagawa et al., 2010; Sato et al., 2008).  

La inactivación dirigida de los genes que codifican POMT1 (Willer et al., 2004) o 

fukutina (Takeda et al., 2003), causa la muerte embrionaria durante el desarrollo 

temprano en ratones, al igual que ocurre en los ratones con una mutación nula en el gen 

del DG (Williamson et al., 1997). Esto es atribuible a los efectos de la pérdida de 

glicosilación del α-DG sobre la formación e integridad de la membrana de Reichert, una 

estructura específica del desarrollo embrionario de los roedores, responsable de la 

separación de la circulación materna y fetal (Salamat et al., 1995). Para evitar este 

inconveniente, nuestro grupo colaborador en la Universidad Autónoma de Madrid ha 

desarrollado un ratón KO condicional, que experimenta una deleción de los exones 3 y 

4 del gen Pomt1 selectivamente en los fotorreceptores (ver introducción de este 

capítulo; Rubio-Fernández et al., 2016). Esta deleción causa la aparición en la retina de 

un transcrito de ARNm del alelo nulo de Pomt1, el cual contiene un codón de parada 

prematuro. En este ratón modelo Pomt1 KOc, el α-DG no presenta glicosilado el epítopo 

reconocido por el anticuerpo VIA4-1 y pierde su capacidad de unión a laminina en la 

retina (Figura 4.1C), comportándose el animal genética y bioquímicamente como se 

esperaba. Estos resultados demuestran la importancia de la actividad de POMT1 para la 

interacción del DG con la laminina en la retina, al igual que ha sido demostrada en el 

músculo (Akasaka-Manya et al., 2011; Martin, 2003; Sciandra et al., 2015) y en el cerebro 

(Prados et al., 2007). 

En este trabajo se ha estudiado la retina del ratón Pomt1 KOc mediante técnicas 

de microscopía óptica utilizando las tinciones con hematoxilina-eosina y DAPI para los 

análisis morfométricos, y la técnica microscopía confocal de inmunofluorescencia para 

el estudio morfológico y estructural de este tejido. En el análisis histológico se apreció 

una cierta desorganización de las capas celulares de la retina, específicamente, un 

adelgazamiento en el espesor de la CNE y la CPE en los ratones Pomt1 KOc, el cual fue 
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confirmado estadísticamente mediante el análisis morfométrico de secciones 

transversales de retina teñidas con el colorante DAPI. Los cambios en el espesor de las 

capas de la retina han sido reportados anteriormente en diferentes modelos animales 

de DGPs, tales como el ratón Pomgnt1 KO (Liu et al., 2006) y el ratón KO espontáneo 

Largemyd (Lee et al., 2005), los cuales presentaban una reducción en el número de células 

ganglionares, y una desorganización y adelgazamiento de las capas nucleares externa e 

interna y de la CPE. Estos cambios en la citoarquitectura de la retina confirman el daño 

estructural causado por la inactivación de algunos de los genes implicados en la ruta de 

O-glicosilación del α-DG sobre la correcta formación de los fotorreceptores y otras 

estructuras de la retina.  

La capa de fotorreceptores de la retina de los ratones Pomt1 KOc mostró 

alteraciones en su organización, como son la retracción de los SE y el acortamiento 

axonal de los fotorreceptores. Un comportamiento similar ha sido descrito por otros 

autores en la retina de mutantes de Drosophila en el gen del DG (Dg), donde se observa 

un acortamiento en las células R (fotorreceptores) que es revertido por la sobrexpresión 

del gen Dg (Zhan et al., 2010). Este comportamiento podría estar relacionado con un 

papel del DG en la mediación de la migración axonal, como se infiere de los defectos en 

la orientación axonal descritos en el cerebro de ratones mutantes para Dag1 o en dos 

de los genes necesarios para la glicosilación del α-DG: B3gnt1 e Ispd43 (Constantin, 

2014; Wright et al., 2012). Por tanto, dicho papel parece ser dependiente no sólo del 

propio α-DG, sino también de su adecuada glicosilación, necesaria para su interacción 

con Slit, una proteína que participa en la guía axonal de neuronas en el cerebro (Wright 

et al., 2012). Aunque la expresión del DG no afecta el desarrollo neuronal en sí, podría 

regular la adhesión axónica de los fotorreceptores y la migración de las neuronas 

durante la diferenciación celular en la retina, (Shcherbata et al., 2007; Zhan et al., 2010). 

En este contexto, sería posible especular que la O-manosilación del α-DG mediada por 

POMT1 en la retina juega un papel importante en la orientación y el crecimiento axonal 

de los fotorreceptores durante el desarrollo de la retina. 

En la primera sinapsis, establecida entre fotorreceptores y células bipolares, los 

ratones Pomt1 KOc presentaron un crecimiento anormal de las dendritas de las células 

bipolares de bastón con invasión de la CNE. Este fenómeno, llamado en inglés 
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“sprouting”, ha sido descrito en ratones de edad avanzada, poniendo de manifiesto la 

plasticidad de la retina asociada al envejecimiento normal (Liets et al., 2006), así como 

en ratones KO para Bassoon (Dick et al., 2003), un componente integral de la cintilla 

sináptica en los fotorreceptores. Este último modelo animal, además de presentar 

defectos estructurales en la retina, también mostraba una reducción en la amplitud de 

la onda b del ERG, y un tiempo implícito prolongado, resultados consistentes con los 

observados en las pruebas fisiológicas del nuestro modelo Pomt1 KOc, el cual exhibía 

ambas deficiencias en los ERGs (Figura 4.2A-C,F), tanto en condiciones escotópicas como 

en condiciones fotópicas (Rubio-Fernández et al., 2016). Estas alteraciones deben 

interpretarse como derivadas de un defecto en la transmisión de la información visual 

entre los fotorreceptores (conos y bastones) y sus neuronas postsinápticas (células 

bipolares) en el ratón Pomt1 KOc. 

Con el fin de analizar posibles alteraciones en los componentes del DGC en la CPE 

de los ratones Pomt1 KOc, se realizaron análisis de microscopia confocal de 

inmunofluorescencia. La proteína de la matriz extracelular que interacciona con el α-DG 

en la retina, la pikachurina, se encontró totalmente ausente en los ratones Pomt1 KOc, 

de forma similar a lo que ocurre en otros modelos de MDDGs (Hu et al., 2011; Kanagawa 

et al., 2010) y en el ratón DG KOc (Omori et al., 2012). Por otra parte el componente 

intracelular del complejo, la distrofina, no mostraba alteración en su distribución en los 

ratones KOc para Pomt1, al igual que en los modelos DG KOc y pikachurina KO (Omori 

et al., 2012), aunque sí en los mutantes Pomgnt1 KO (Takahashi et al., 2011) y Largevls 

(Lee et al., 2005). Finalmente, la subunidad transmembrana β-DG estaba ausente en la 

CPE de nuestros ratones KOc, en concordancia con los modelos KO de distrofina (Dalloz 

et al., 2001; Kameya et al., 1997), DG KOc y pikachurina KO (Omori et al., 2012), aunque 

en desacuerdo con las observaciones en los ratones Largemyd y Pomgnt1 KO (Hu et al., 

2010; Kanagawa et al., 2010). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la 

O-manosilación del α-DG es necesaria para la acumulación adecuada de pikachurina en 

la CPE, y que dicha modificación post-traduccional podría ser más relevante que otras 

glicosilaciones posteriores del α-DG, para la correcta localización del β-DG en los 

terminales presinápticos de los fotorreceptores.  



109 

 

En la retina de los ratones Pomt1 KOc se encontró una alineación anómala de los 

terminales sinápticos de conos y bastones en la CPE en las secciones de la retina 

inmunomarcadas con anticuerpos frente a la distrofina, CtBP2 o sinaptofisina, o con 

PNA. Esta anormalidad se asoció con un crecimiento invasivo hacia el interior de la CNE, 

por parte de las dendritas de células bipolares, de forma concomitante con una 

retracción de las terminales presinápticas de ambos tipos de fotorreceptores. 

Observaciones mediante microscopia electrónica realizadas en el grupo del Dr. Pedro de 

la Villa en la Universidad de Alcalá, han permitido concluir que las dendritas de las 

células bipolares y horizontales no se encontraban correctamente insertadas dentro de 

la invaginación característica de la sinapsis en cinta. Además, los complejos sinápticos 

estaban ausentes en aquellas esférulas de los bastones que se encontraban más alejadas 

de la CPE (Rubio-Fernández et al., 2016). Estos defectos son más similares a los que 

presenta el modelo KO de la pikachurina (Sato et al., 2008) que a los encontrados en el 

modelo KOc del DG, donde las terminaciones dendríticas de las células horizontales se 

insertan con normalidad en las invaginaciones presinápticas de los fotorreceptores 

(Omori et al., 2012) y subyacen a las anomalías en la onda b del ERG (amplitud y tiempo 

implícito) que se observaron en el análisis fisiológico de nuestros ratones Pomt1 KOc 

(Figura 4.2).  

Aunque en los análisis mediante ERG no se evidenciaron defectos en la segunda 

sinapsis, ya que los potenciales oscilatorios de ambos animales no presentaron 

diferencias estadísticamente significativas (datos no mostrados), se realizó un estudio 

inmunohistoquímico de la retina interna del ratón Pomt1 KOc. Las neuronas de tercer 

orden (células amacrinas y ganglionares) y las células de Müller no se encontraron 

afectadas en la retina de los ratones Pomt1 KOc. Por el contrario, la inmunorreactividad 

de GFAP, una proteína expresada constitutivamente en los astrocitos, se vio 

drásticamente aumentada en la retina de los ratones mutantes, al igual que se ha 

descrito en un ratón modelo de retinosis pigmentaria (Huttl, 2005) y en los modelos de 

DGPs, DG KOc y Pomgnt1 KO (Satz et al., 2009; Takahashi et al., 2011). Es destacable 

aquí, que la astrogliosis es una respuesta común a procesos neurodegenerativos en los 

que se presenta pérdida de comunicación entre células, ruptura de la MEC o aumento 

en la producción de ATP (Langmann, 2007). 
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En conclusión, la perdida de función de la primera enzima que actúa en la 

glicosilación del α-DG, POMT1, impide la correcta formación de los complejos sinápticos 

en la CPE durante el desarrollo de la retina, como se ha evidenciado en este trabajo. En 

consecuencia, la transmisión de las señales visuales de conos y bastones a las células 

bipolares, se ve gravemente afectada, probablemente debido a una pérdida de 

interacción entre el α-DG y proteínas de la MEC como la pikachurina y la laminina, para 

lo cual es crucial la correcta O-manosilación del α-DG. Estos resultados indican que 

POMT1 es una O-manosiltransferasa de proteínas clave tanto para la formación y 

mantenimiento como para la función de las sinapsis entre los fotorreceptores y sus 

células postsinápticas. La inactivación condicional del gen Pomt1 en los fotorreceptores 

mimetiza así, en buena parte los síntomas que exhiben los pacientes con WWS y otras 

MDDGs asociadas al gen POMT1.  

 

Parte de los resultados presentados en este capítulo han sido ya enviados para su 
publicación:  

 

Rubio-Fernández, M.*, Uribe, M.L.*, Vicente-Tejedor, J.*, Germain, F., Susín-Lara, C., 

Montoliu, L., de la Villa, P., Martín-Nieto, J., Cruces, J. (2016) Impairments of 

photoreceptor synapses in a Pomt1 conditional knockout model of dystroglycanopathy. 

Nat. Neurosci. (enviado para su publicación)  

* Igual contribución al artículo. 
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CAPÍTULO 5 

 

 

Conclusiones 

 

 En este trabajo hemos puesto de manifiesto expresión de los genes asociados a 

distroglicanopatías POMT1, POMT2, POMGNT1, FKTN (fukutina) y FKRP, tanto a nivel 

de ARNm como de proteína, en la retina de todas las especies estudiadas, desde 

roedores hasta primates. Asimismo, hemos detectado expresión de LARGE a nivel de 

ARNm en la retina de dichas especies. 

 Las proteínas POMGnT1 y FKRP se localizan en el aparato de Golgi de los 

fotorreceptores en la retina de ratón, mientras que la fukutina se localiza 

parcialmente en las mitocondrias. 

 El análisis bioinformático de POMGnT1 y POMGnT2 revela que estas proteínas 

presentan dominios estructurales y funcionales muy conservados entre las distintas 

especies del filo Cordados, presentando presumiblemente cada una de ellas un 

ancestro común separado.  

 La mutación KO condicional del gen Pomt1 en la retina origina en el ratón 

alteraciones estructurales y funcionales, tanto en la retina externa (conectividad 

sináptica entre los fotorreceptores y sus neuronas posinápticas) como en la retina 

interna (astrogliosis), que mimetizan los síntomas retinianos de pacientes con 

distroglicanopatías. 

 

 

 



112 
 

 

 

 

Conclusions 

 

 In this work we have shown expression of dystroglycanopathy-associated genes 

POMT1, POMT2, POMGNT1, FKTN (fukutin) and FKRP, at both mRNA and protein 

levels, in the retina of all species studied, from rodents to primates. We have also 

detected expression of LARGE at mRNA level in these species. 

 Proteins POMGnT1 and FKRP are located in the Golgi apparatus of photoreceptors 

in the mouse retina, while fukutin partially locates in the mitochondria. 

 Bioinformatic analyses of POMGnT1 and POMGnT2 reveal that these proteins exhibit 

structural and functional domains highly conserved across species of the phylum 

Chordata, each presumably having a separate, common ancestor. 

 A conditional KO mutation of the Pomt1 gene in the retina causes in the mouse 

structural and functional alterations in both the outer retina (synaptic connectivity 

between photoreceptors and their postsynaptic neurons) and the inner retina 

(astrogliosis), which mimic retinal symptoms exhibited by dystroglycanopathy 

patients. 
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Tabla S2.1 Anticuerpos empleados para microscopía de inmunofluorescencia. 

Antígeno 
Región del antígeno, 
especie  

Origen 
Casa comercial, nº de 
catálogo 

POMT1 Región C-terminal (670-719),  
humano 

policlonal de conejo Sigma, SAB2101845  

Región interna (286-596), 
humano  

policlonal de conejo Dr. Jesús Cruces, Universidad 
Autónoma de Madrid, C1 

Región interna (286-317; 
382-391; 514-596), humano  

policlonal de conejo Dr. Jesús Cruces, Universidad 
Autónoma de Madrid, C2 

Región interna (510-524), 
humano 

policlonal de conejo Eurogentec, SP26 

Región interna (409-426), 
humano 

monoclonal de ratón Santa Cruz Biotechnology, 
clon G-10, sc-390451 

Región interna (285-595), 
humano 

policlonal de conejo Proteintech 15382-1-ap 

POMT2 Región interna (311-447), 
humano 

policlonal de conejo Sigma, HPA003663 

Región interna, humano  policlonal de cabra Santa Cruz Biotechnology,  
sc-48919 

Región N-terminal (1-52), 
humano 

monoclonal de ratón Santa Cruz Biotechnology, 
clon G-3, sc-393487 

Región interna (483-581), 
humano 

monoclonal de ratón Sigma, clon 1D9, 
WH0029954M1 

LARGE Región interna (137-300), 
humano 

policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology,  
sc-99164 

Región C-terminal, humano policlonal de cabra Santa Cruz Biotechnology,  
sc-33435 

Región interna (421-463), 
humano 

policlonal de cabra Sigma, SAB2501652 

En la 1ª columna se indica la proteína antigénica, en la 2ª la región del antígeno contra el que fue diseñado 

(los aminoácidos si hay información de ellos) y la especie de origen, en la 3ª la especie en que fue 

desarrollado, en la 4ª la casa comercial de la que se obtuvo y su número de catálogo (y también el nº del 

clon para los anticuerpos monoclonales). 

 

Tabla S3.1 Proteínas homólogas a POMGnT1 y POMGnT2 humana, resultados 

obtenidos en la búsqueda con BlASTp 

Figura S3.1 Múltiple alineamiento de proteínas homólogas a POMGnT1 humana 

Figura S3.2 Múltiple alineamiento de proteínas homólogas a POMGnT2 humana 

 

Las tablas y figuras complementarias pueden ser consultadas en el siguiente vínculo: 

https://www.dropbox.com/sh/e2d81w5vj4hy42m/AAByORso0zpNFJkG__xuFlNca?dl=0 

https://www.dropbox.com/sh/e2d81w5vj4hy42m/AAByORso0zpNFJkG__xuFlNca?dl=0



