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PS = Fosfatidilserina 
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GM1 = monosialotetrahexosilgangliosido 

S100A10 = proteína relacionada a S100. 
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1. RESUMEN 

 
Mutaciones en el gen que codifica para disferlina causan disferlinopatías. 

Disferlina es una proteína requerida para la reparación del sarcolema, cuya estructura 

consiste en una región C-terminal transmembranal y 7 dominios C2 citosólicos. Se ha 

propuesto que la región comprendida entre el dominio C-terminal y los dominios C2F y 

C2G son suficientes para permitir la reparación del sarcolema. Dicha región presenta 

semejanza con sinaptotagmina, un sensor de Ca2+ en procesos de exocitosis. Además, 

disferlina interactúa con las proteínas esenciales para la exocitosis: sintaxina-4, SNAP-

23 y anexina A2 (AA2), y resultados recientes indican que mioblastos deficientes en 

disferlina presentan una reducción en el número de eventos de exocitosis. No 

obstante, no se conoce qué regiones de disferlina son necesarias para ello. 

En esta tesis de magister se estudió la contribución de las regiones N- y C- 

terminal de disferlina al proceso de exocitosis y a la distribución de AA2, utilizando: 

mioblastos provenientes de individuos sin o con diagnóstico de disferlinopatía, el 

reportero IRAP-pHluorin junto a microscopía TIRF para visualizar eventos de exocitosis, 

y microscopía confocal para estudiar la distribución de AA2. Nuestros resultados 

indican que las regiones N- y C-terminal de disferlina no son suficientes para restituir 

los eventos de exocitosis ni la distribución de AA2 en mioblastos de paciente con 

disferlinopatía. Empero, disferlina completa si restaura la distribución de AA2. Por lo 

anterior, es probable que se requiera de la asociación entre esas regiones y/o la región 

media de disferlina para restablecer sus funciones. 

  

 
 

Palabras clave: Disferlinopatías, disferlina, Anexina A2, Exocitosis, IRAP-pHluorin. 

  



 

2. INTRODUCCIÓN 

 

Con el fin de mantener la integridad y sobrevivencia de los tejidos, las células han 

adquirido la capacidad de reparar ciertos daños tales como la ruptura por estrés 

mecánico del sarcolema en el músculo esquelético (1).  

El tejido muscular es un tejido considerado plástico que se adapta a las 

necesidades del individuo. Sin embargo, hay momentos en los que el estrés mecánico 

resultante es mayor a la velocidad de adaptación del músculo produciéndose daños en 

el sarcolema. Cuando esto ocurre, la entrada masiva de Ca2+ hacia el interior de las 

células desencadena una serie de procesos que involucra la activación de una gran 

maquinaria proteica. Si todo está en orden, esta ruptura es sellada y la célula continua 

con su ciclo de vida. Por el contrario, si alguna de las proteínas involucradas en el 

proceso de reparación no cumple su función, se activan procesos conducentes al estrés 

oxidativo (2, 3), alteraciones de la permeabilidad del sarcolema, disfunción 

mitocondrial y degeneración muscular (4 – 6). Esto puede ocurrir cuando mutaciones 

en las proteínas implicadas en este proceso alteran su expresión y/o función (5, 7).   

En esta tesis se estudiarán disferlina y anexina A2 (AA2), dos proteínas implicadas 

en los procesos de reparación del sarcolema y la exocitosis (4, 8, 9). 

A continuación, se presentarán algunos conocimientos obtenidos desde distintas 

investigaciones relacionadas a las distrofias musculares y a las funciones de disferlina y 

AA2. 

2.1 MIOPATÍAS ASOCIADAS A MÚSCULO ESQUELÉTICO 

 El músculo esquelético es un tejido esencial para el funcionamiento del 

organismo, no sólo porque permite el movimiento, la respiración, el mantenimiento de 

la postura y el desarrollo de la fuerza, sino también porque regula los niveles de 

glucosa plasmática, y secreta mioquinas, moléculas sintetizadas y secretadas por el 

músculo esquelético que regulan el metabolismo de otros tejidos (10,11). No obstante, 

el desarrollo del músculo esquelético puede verse afectado por factores genéticos, 

como es el caso de las miopatías hereditarias (12). Si bien estas afecciones 

comprenden más de 350 mutaciones en diferentes genes, muchos de los mecanismos 

que subyacen a estas patologías siguen sin ser conocidos (13). Entre las miopatías 



 

hereditarias se encuentran las distrofias musculares, caracterizadas por una debilidad 

muscular progresiva que afecta distintos grupos musculares en diferentes grados, 

entre ellos aquellos de las extremidades, los faciales y/o respiratorios, pudiendo 

alterar, en algunos casos, órganos como el cerebro (14). Sin embargo, la edad de 

inicio, la progresión y las complicaciones que conllevan, depende del tipo de proteína 

que causa la distrofia (15 – 17).  

Un tipo de distrofia muscular son las disferlinopatías, las cuales están asociadas a 

un déficit de disferlina (18). Los tres fenotipos de disferlinopatías conocidos son la 

distrofia muscular de cinturas tipo 2B (LGMD 2B), la miopatía distal de Miyoshi (MM) y 

la miopatía distal con inicio tibial anterior (DMAT). LGMD 2B es el fenotipo más común 

dentro de las disferlinopatías, junto con MM. Los músculos afectados son aquellos 

proximales a la cintura pélvica, dificultando al paciente a ponerse de pie, caminar o 

correr. Posteriormente, se ven afectados los músculos de la cintura escapular, pero de 

una manera más leve (19, 20). En la MM, los músculos afectados al comienzo son los 

distales a la cintura escapular y pélvica, incluyendo, primeramente, los músculos 

gastrocnemio y sóleo, lo cual dificulta que el individuo se ponga de puntillas. A medida 

que progresa la enfermedad además se afectan los músculos de los glúteos y otros 

proximales a la cintura escapular, entorpeciendo la fuerza de agarre o actividades 

básicas como caminar, correr o subir escaleras. Junto con LGMD 2B, MM es de 

progresión lenta (20 – 22). DMAT es un fenotipo mucho menos frecuente, en donde los 

músculos afectados también son los distales a la cintura escapular y pélvica, sin 

embargo, la enfermedad progresa rápidamente afectando los músculos tibiales 

anteriores (23) (Figura 1). La edad media de inicio en los tres fenotipos ronda los 14 – 

41 años y son enfermedades autosómicas recesivas (23, 24). 

 

 

Figura 1. Esquema demostrativo de los músculos 

afectados en los tres fenotipos de disferlinopatías. A 

la izquierda se observan los músculos afectados en LGMD 

2B y a la derecha los afectados en la MM y MDAT. 

 

 



 

Una característica sustancial en todos los tipos de disferlinopatías son los altos 

niveles séricos de creatina quinasa (CK) los cuales, en un inicio, están elevados entre 

10 – 100 veces lo normal, desde la fase asintomática temprana de la enfermedad (24) 

e indican daño del tejido muscular (25, 26). Sin embargo, el seguimiento de estas 

patologías a través de la CK no es lo mejor, pues a medida que progresa la 

enfermedad los niveles de CK tienden a normalizar (27, 28). Otra característica 

importante de mencionar es que los niveles de CK varían según el tipo de mutación y 

el fenotipo de la enfermedad, encontrándose niveles menores de CK para el caso de 

MM que para LGMD2B (26). 

2.2 DISFERLINA 

Disferlina es una proteína que pesa ~237 kDa, su gen, DYSF, se encuentra en 

el cromosoma 2p13 (29, 30). Disferlina pertenece a la familia de las ferlinas, familia 

proteica que se caracteriza por poseer múltiples dominios C2 y un dominio C-terminal, 

transmembranal altamente conservados (31). Es sabido que las proteínas con 

dominios C2 se unen a Ca2+ y fosfolípidos, y están involucradas en la transducción de 

señales y tráfico de membranas (21). Así, disferlina, está compuesta por un dominio 

C-terminal transmembrana de paso simple, una región N-terminal citosólica constituida 

por siete dominios C2, tres dominios Fer y cuatro dominios DysF (Figura 2).  

 

 

 

Figura 2. Esquema de la estructura de disferlina y sus dominios C2, DYSFN, 

DYSFC, FerI, FerA y FerB. 



 

Los dominios C2 de disferlina son independientes entre sí y constan de ~130 

aminoácidos (32, 33). Poseen uno o dos sitios de unión a Ca2+ con diferentes valores 

Kd que van entre 1.5 a 1000 µM (34). Con respecto al dominio C2A de disferlina, Davis 

y colaboradores en 2002, demostraron que en presencia de Ca2+, este dominio se une 

a liposomas que contienen gran cantidad de fosfatidilserina (PS) (35, 36). Además, 

Therrien y colaboradores agregaron que el dominio C2A tiene afinidad por 4-

fosfatidilinositol (PI) y por fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) (36, 37). Por otro lado, 

Marty y colaboradores reportaron que los dominios C2B y C2C tienen comportamientos 

similares al dominio C2A (38). Los otros dominios no presentan afinidad significativa a 

PS u otros fosfoinositidos, aun en presencia de Ca2+ en el medio (35 – 37). No 

obstante, Abdullah y sus colaboradores demostraron que los dominios C2A, E, F y G 

son capaces de aumentar su afinidad por fosfolípidos en presencia de Ca2+ (34). 

A pesar de que estos dominios son conocidos por poseer unión lipídica regulada 

por Ca2+, no todos ellos son igual de sensibles a Ca2+. Por otro lado, algunos poseen 

más interacciones proteína–proteína que interacciones proteína–lípidos (34, 39). 

Incluso se piensa que algunos dominios C2 actúan más como espaciadores entre 

dominios o simplemente para darle estructura a la proteína (34). 

 

Entre las otras regiones que componen a disferlina, están los cuatro dominios 

DysF, los que son denominados de acuerdo a su ubicación con respecto al extremo 

terminal de la proteína, así los dominios DysFN son más cercanos a la región N-

terminal y los DysFC están próximos a la región C-terminal. Este último se 

caracterizada por ser rico en residuos de arginina. También encontramos dominios Fer, 

los cuales contienen de 60-70 residuos (36). Se debe mencionar que la función de los 

dominios Fer y DysF aún no es conocida (21, 36, 40). Sin embargo, la presencia de 

FerA viene de la mano con un motivo DYSF, lo que sugiere que puede existir una 

relación funcional entre ellos (36). En 2018, Harsini y sus colaboradores demostraron a 

través de cromatografía de intercambio iónico que el dominio FerA de disferlina posee 

carga predominantemente negativa a pH fisiológico y que puede unirse a fosfolípidos 

de membrana y tal vez también podría insertarse en ella, unión que parece ser 

reforzada en presencia de Ca2+ (41).  

Como dato adicional, dentro de la familia de las ferlinas, se encuentra 



 

mioferlina, la cual está también ampliamente expresada en músculo esquelético, e 

involucrada en la fusión de mioblastos y regeneración de este tejido (42, 43). 

Mioferlina además cumple un rol en la reparación de la membrana en células tumorales 

(44). Otra ferlina importante es otoferlina, la cual se expresa principalmente en las 

células ciliadas internas del oído interno, en donde gracias a su función sensora de 

Ca+2 es capaz de regular la exocitosis mediada por el complejo SNARE (Receptor de 

Proteína de fijación soluble de NSF (Factor Sensible a N-etilmaleimida)) (45). Se sabe 

que mutaciones en el gen que codifica para otoferlina son causales de sordera no 

sindrómica (46). 

 

2.2.1 Localización y Función  

Disferlina se encuentra ampliamente distribuida en el músculo esquelético, 

corazón y placenta. También se expresa, pero en menor cantidad, en cerebro, hígado, 

pulmón, bazo, páncreas, riñones y leucocitos (20, 47). En monocitos se cree que 

puede modular la quimiotaxis y la adhesión celular (30, 47 - 49). 

En el músculo esquelético disferlina se encuentra en sitios específicos según las 

funciones que realiza: 

 

a. Sarcolema y vesículas de transporte: Hasta ahora, la función mejor descrita de 

disferlina es la reparación del sarcolema dañado por lesión mecánica (23, 50, 51). 

Estas lesiones conllevan a la entrada masiva de Ca2+ el cual gatilla el 

reclutamiento de vesículas ricas en disferlina en el sitio dañado. Estás vesículas se 

fusionan entre si formando un “parche” que sella la ruptura (Figura 3) (52 - 54). 

En ausencia de disferlina, el resellado se produce muy lentamente (4, 10). 

 



 

 

Figura 3. Esquema del mecanismo de reparación de las membranas en el 

músculo esquelético. A. Sarcolema intacto. B. Un daño en el sarcolema permite la 

entrada masiva de Ca2+ hacia el espacio intracelular, lo que lleva al reclutamiento de 

vesículas que contienen disferlina. C. La fusión entre vesículas y la membrana que 

permite el sellado de la disrupción (54). 

 

b. Red de Túbulos T: Disferlina se asocia a los canales de Ca2+ tipo L presentes en 

los túbulos-T y contribuye a la mantención de la homeostasis de Ca2+ (15, 21, 51, 

55). Esto queda demostrado, cuando se observó que fibras maduras deficientes de 

disferlina, luego de un estrés mecánico agudo, presentaron una homeostasis de 

Ca2+ alterada, daño en la red de túbulos T (50), y una morfología anormal (56). 

También se ha demostrado que disferlina participa en el desarrollo y 

mantenimiento de estas estructuras, pues se ha observado que una deficiencia de 

disferlina provoca anormalidades ultraestructurales en los túbulos T primarios (15, 

51, 55, 56).  

 

Disferlina también se expresa altamente en la membrana de monocitos de la 

sangre periférica, lo que al parecer se correlaciona con los niveles de disferlina en el 

músculo esquelético, ya sea en pacientes sanos como en pacientes que, por 

mutaciones causantes de distrofia, presentan deficiencia en esta proteína (57). 

 

También se ha demostrado que disferlina cumple un rol en la estabilidad de la 



 

membrana apical de los sinciciotrofoblastos, sugiriendo una función en el 

mantenimiento de la placenta humana y en la prevención de la preclamsia (58). 

 

2.2.2  Proteínas asociadas a disferlina y sus funciones 

La reparación de las membranas es un proceso bastante complejo y que debe 

ocurrir rápidamente. Para llevar a cabo la reparación de la membrana, disferlina 

interactúan con distintas proteínas a través de sus dominios C2. Entre las proteínas 

que se asocian a disferlina se encuentran:  

a. Mitsugumin 53 (MG53): Esta proteína está involucrada en la reparación de la 

membrana plasmática en diferentes tejidos. Ella media el reclutamiento de 

disferlina y vesículas a los sitios dañados (7). Se ha informado que MG53 se asocia 

al dominio C2A de disferlina (59). Este dominio C2A también permite la fusión de 

lisosomas con la membrana plasmática (60). 

b. AHNAK: Esta proteína está involucrada en la organización del citoesqueleto, 

regulación de los canales de Ca2+ tipo L, reparación de la membrana, tráfico 

vesicular y en el acoplamiento de la excitación y contracción del músculo 

esquelético (61 – 64). Se ha demostrado que en ausencia de disferlina, los niveles 

de AHNAK disminuyen drásticamente (65, 66). 

c. Caveolina-3 (Cav-3): Se ha descrito que Cav-3 es otra proteína clave para el 

mantenimiento de un buen resellado de la membrana pues recluta a disferlina 

hacia los sitios dañados en asociación con MG53 (7, 67 - 69). También permite la 

endocitosis de disferlina durante el proceso de reparación (68). 

d. Afixina (β parvina): Se ha sugerido que disferlina también interactúa con 

afixina, participando en la reorganización de la actina cortical, activando Rac1 a 

través de los factores de intercambio interactivos α y β PAK (PIX) (70, 71). 

e. Vinculina: Se ha descrito que junto a afixina permiten la unión de disferlina con 

integrinas apoyando su función en la reparación de los sarcolemas dañados (66, 

72, 73).  

f. α–tubulinas: Disferlina también interactúa a través de sus dominios C2A y C2B 

con α–tubulinas, permitiendo su transporte hacia los sitios de lesión del sarcolema 

(17, 73). 



 

g. Calpaína: Esta proteasa escinde a disferlina dando origen al péptido minidisferlina 

(mDysf) (74), el que está compuesto por los dominios C2F, C2G y la región 

transmembranal de disferlina. Este péptido restaura la capacidad de reparar las 

membranas de las fibras dañadas de músculo esquelético en ausencia de disferlina 

(74, 75). Calpaína induce la proteólisis de disferlina no sólo en el músculo, sino 

también en células endoteliales y astrocitos, entre otros (76). Si bien mDysf 

restituye la reparación de las membranas, no corrige el fenotipo propio de la 

enfermedad. Esto sugiere que los otros dominios de disferlina son claves en otras 

funciones musculares (75, 77). 

h. Anexinas: Disferlina interacciona y colocaliza con AA1 y AA2 de una manera 

dependiente de Ca2+ en la membrana plasmática de fibras musculares sanas, 

acción que no se observa en el músculo deficiente de disferlina (78). Se sugiere 

que la interacción entre disferlina y AA2 está mediada a través de los dominios C2 

N-terminales, sin embargo, se desconoce los dominios específicos que intervienen 

en esta unión (73, 79 - 81). 

  

Las anexinas son proteínas capaces de unirse a fosfolípidos cargados 

negativamente de una manera dependiente de Ca2+ (79, 82). Son conocidas por ser 

proteínas multifuncionales debido a que poseen roles en distintos procesos, como son 

la fusión de vesículas con la membrana dañada, el tráfico de membranas, el 

remodelamiento del citoesqueleto de actina, procesos de endocitosis y exocitosis, 

entre otras funciones (23, 79, 82 - 88). Algunas de estas funciones, incluyendo su 

participación en los procesos de reparación de la membrana plasmática, dependen de 

la capacidad de algunas anexinas de crear microdominios de membrana que facilitan 

las interacciones de proteínas con membranas (79, 86). En particular, a través de la 

formación de un complejo heterotetramérico con la proteína de unión a Ca2+ 

relacionada a S100, S100A10, AA2 es capaz de promover un ambiente lipídico 

propicio para proteínas del complejo de fusión SNARE al interactuar con los 

fosfolípidos PIP2, PS, GM1 (monosialotetrahexosilgangliosido) y F-actina, permitiendo 

el acoplamiento y fusión de las vesículas con la membrana dañada (23, 40, 78, 88) 

(Figura 4).  

 



 

 

Figura 4. Modelo esquemático de la participación de AA2 (AnxA2) en procesos 

de exocitosis. Se observa la generación de los dominios lipídicos que permiten el 

anclaje de la vesícula a la membrana plasmática para permitir la exocitosis. Esto se 

produce a través del complejo heterotetramérico formado por AA2 y S100A10 y la 

interacción de proteínas del complejo SNARE, PIP2 (fosfatidilinositol 4,5 bifosfato), 

GM1 (monosialotetrahexosilgangliosido) en conjunto con F-actina (88). 

 

 

 

A pesar de que se ha descrito que mDysf, parece suficiente para reparar la 

membrana dañada e interactúa con AA2 de una manera dependiente de calcio, como 

ya se mencionó, no corrige el fenotipo distrófico de la enfermedad, sugiriendo que los 

otros dominios C2 estarían involucrados en otras funciones igualmente importantes. 

Tales funciones deberían estar mediadas por la interacción con otras proteínas. Por lo 

tanto, se requieren de más estudios que permitan entender la función de los distintos 

dominios de disferlina. En la figura 5 se muestra un esquema que resume las funciones 

e interacciones de los distintos dominios C2. 

 



 

 

Figura 5. Esquema que muestra los posibles roles de los dominios de 

disferlina y su asociación con otras proteínas (Adaptada de 41). 

 

2.2.3 Disferlina y Exocitosis 

 La exocitosis es el proceso clave por el cual las células se comunican entre ellas 

y con los demás sistemas en un organismo. En el músculo esquelético, este proceso es 

esencial para la inserción de proteínas en la membrana plasmática, como es el caso del 

transportador de glucosa GLUT4 (89, 90), y la secreción de mioquinas (10, 11). 

 La exocitosis requiere varias etapas, las que incluyen la generación de vesículas 

que envuelven las moléculas que serán secretadas, la movilización de estas hasta la 

membrana plasmática, el remodelamiento del citoesqueleto y de lípidos que permite su 

anclaje con la membrana, la fusión de las bicapas de la membrana de la vesícula y la 

membrana plasmática, la formación de un poro de fusión y su expansión que permite 

la exposición del lumen de la vesícula al exterior de la célula (91). De manera 

interesante, se han reportado algunos hallazgos que sugieren la participación de 

disferlina en el proceso de exocitosis. En este contexto, se ha observado que la 

deficiencia de esta proteína genera una acumulación de vesículas en áreas 

subsarcolémicas (18, 92, 93), lo cual podría deberse a vesículas que no se fusionaron 

con la membrana plasmática. Por otro lado, se ha reportado que disferlina se asocia a 

sintaxina-4 y SNAP-23, dos proteínas del complejo SNARE que forman parte de la 

maquinaria de exocitosis de vesículas que transportan GLUT4 (94 - 97) y de lisosomas 



 

(60, 98) en el músculo esquelético. Con relación a ello, se ha observado que miocitos 

carentes de disferlina exhiben una menor exocitosis de lisosomas (98), una secreción 

disminuida de citoquinas (99) y un tráfico defectuoso de receptores (100). Más 

recientemente, Báez y colaboradores demostraron que la formación de filamentos de 

actina citoesqueletal, proceso necesario para la exocitosis de GLUT-4 en células del 

músculo esquelético (101), está disminuida en mioblastos deficientes de disferlina 

(102). 

 

 Es digno también de mencionar que mDysf se asemeja estructuralmente a 

sinaptotagmina, el sensor de Ca2+ para la exocitosis de vesículas secretoras en 

neuronas y células endocrinas (77). Al igual que sinaptotagmina, mDysf posee dos 

dominios C2 y una región transmembrana. La Figura 6 esquematiza la estructura de 

sinaptotagmina y su interacción con proteínas SNARE. 

 

 

 

Figura 6. Interacción de sinaptotagmina con proteínas del complejo SNARE. 

En la figura se evidencian sus dos dominios C2 citosólicos y un dominio 

transmembrana ubicado en una vesícula sináptica (103). 

 

En apoyo a todo lo antes expuesto, se ha demostrado recientemente en nuestro 



 

laboratorio que mioblastos inmortalizados obtenidos de biopsias de pacientes con 

disferlinopatías, presentan una reducción significativa del número de eventos de 

exocitosis, al ser comparados con una línea celular control, C25, proveniente de 

músculo esquelético de un individuo sin miopatía declarada. No obstante, no se conoce 

que región de disferlina es necesaria para restituir la exocitosis. De acuerdo con datos 

de Codding y colaboradores (98) tanto las regiones N- y C- terminal de disferlina 

interactúan con las proteínas SNARE SNAP-23 y sintaxina-4, y promueven la fusión 

entre vesículas de una manera dependiente de Ca2+. Por lo tanto, en esta tesis de 

magister se propone determinar la contribución de dos regiones de disferlina, el N-

terminal (constituido por los dominios C2A, C2B, FerI y C2C) y el C-terminal 

(compuesto por los dominios C2D, C2E, C2F, C2G y la región transmembranal) en el 

proceso de exocitosis en mioblastos humanos deficientes en disferlina.  

 

 

  Bajo la premisa de que disferlina cumple un rol en los procesos de exocitosis, 

es que pretendemos resolver la siguiente pregunta: “¿Son las regiones N- y C- 

terminal de disferlina capaces de restituir el proceso exocitosis y la 

distribución de AA2 en células del músculo esquelético deficientes de esta 

proteína?”.  

 

 
  



 

3. HIPÓTESIS 

Tanto la región N-terminal, que contienen los dominios C2A, C2B, FerI y C2C, como la 

región C-terminal que incluye la región transmembranal más los dominios C2D, C2E, 

C2F y C2G de disferlina son capaces de restaurar la exocitosis y la distribución de AA2 

en mioblastos derivados de un paciente con disferlinopatía. 

 

4. OBJETIVO GENERAL 

Estudiar si las regiones N- y C-terminal de disferlina contribuyen al proceso de 

exocitosis y la distribución de AA2 en mioblastos obtenidos de biopsia de músculo 

esquelético de un paciente con disferlinopatía. 

 

5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar la contribución de las regiones N- y C-terminal de disferlina a los 

eventos de exocitosis en mioblastos obtenidos de paciente con disferlinopatía. 

2. Estudiar la distribución de AA2 en mioblastos humanos disferlinopáticos y sanos. 

3. Determinar la contribución de disferlina (completa) y sus regiones N- y C- terminal 

a la distribución de AA2 en mioblastos de paciente con disferlinopatía. 

 

 

  



 

6. METODOLOGÍA 

Para un mayor entendimiento de cómo se realizó esta tesis, la metodología se 

subdividió de acuerdo a cada objetivo específico. Sin embargo, los aspectos generales 

se detallan al comienzo.  

6.1 ASPECTOS GENERALES 

6.1.1 Líneas Celulares 

 Para este estudio, se utilizó como control la línea celular C25 (células donadas 

por el Dr. Marc Bitoun, CNRS, Francia) correspondiente a mioblastos aislados desde 

biopsias del músculo semitendinoso de un individuo sano de 25 años. También se 

utilizó la línea celular DYSF3 (donada por el Dr. Vincent Mouly de Institute de Myologie, 

Hôspital de la Salpetrière, Paris) que corresponde a mioblastos aislados desde el 

músculo vasto lateral de una mujer de 36 años que presenta la disferlinopatía 

LGMD2B. Ambas líneas fueron inmortalizadas en el Instituto de Miología de la 

Universidad de París. 

 Las especificaciones de las líneas celulares que se utilizarán para este estudio se 

detallan a continuación (Tabla N1): 

 

Tabla N1. Líneas celulares utilizadas y sus características. 

Línea 

Celular 
Músculo Paciente Mutación 

Nivel de Expresión 

de Disferlina 

C25 Semitendinoso 
Hombre 

25 
Músculo sano Expresión Normal 

DYSF3 Vasto Lateral Mujer 36 

Exón 16: 

c.1448C>A, 

p.S483X 

Exón 55: 

c.*107T>A, 3’UTR 

Ausencia 

(104) 

 

6.1.2 Constructos y su amplificación 

 Las líneas celulares (C25 y DYSF3) fueron transfectadas como se indica, con la 

sonda IRAP-pHluorin y con uno de los siguientes constructos, según correspondiera en 



 

cada objetivo planteado: 

 

• Un constructo que contiene sólo la proteína GFP mCherry utilizada como control 

(denominado mCherry), 

• Un constructo que contiene la región N-terminal de disferlina que corresponde a 

los dominios C2A, C2B, FerI y C2C de disferlina fusionada a mCherry a través 

de su extremo C-terminal (denominado C-Terminal). 

• Un constructo que contiene la región C-terminal de disferlina, que corresponde 

a los dominios C2D, C2E, C2F, C2G y transmembrana (TM) de disferlina 

fusionada a mCherry a través de su extremo N-terminal (denominado N-

Terminal). 

 

 Los constructos C- y N-terminal fueron diseñados en el laboratorio, y los ADN 

fueron sintetizados por GenScript.  

 Por otra parte, se utilizó un plásmido que contiene disferlina completa, la cual 

tiene unido el tag HA en el extremo C-terminal (plásmido 29767 de Addgene), donado 

por la fundación Jain (www.jainfoundation.org) (denominado Dysf-full). 

 La amplificación de los ADN se realizó a través de transformación bacteriana, 

utilizando la bacteria E. coli, cepa XL1–Blue. La purificación se realizó a través del Kit 

E.Z.N.A. Endo – Free Plasmid DNA Mini Kit II – Spin protocol. Finalmente, la medición 

de la concentración y pureza de los ADN se realizó a través de espectrofotometría UV-

Vis.  

 

6.1.3 Cultivo Celular 

 Las líneas celulares DYSF3 y C25 se mantuvieron en medio de cultivo KMEM 

compuesto por medio 199/DMEM (Life Technologies) y 20% de Suero Bovino Fetal 

(SBF)(Gibco), fetuina a 25 μg/mL (Life Technologies), factor de crecimiento de 

fibroblastos básico (bFGF) a 0,5 ng/mL (Life Technologies), factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) (Life Technologies) a 5 ng/mL, insulina 5 μg/mL (Sigma), y 

dexametasona (Choongwae Pharma Corp) a 0,2 μg/mL, ajustado a un pH de 7,4. Los 

cultivos celulares fueron mantenidos en una incubadora a 37ºC, 100% de humedad y a 

http://www.jainfoundation.org/


 

una presión atmosférica de 5% de CO2. 

 

6.1.4 Transfección de las líneas 

 Las células se sembraron en cubreobjetos tratados previamente con polilisina al 

1% (Sigma), en medio de cultivo KMEM y se mantuvieron en una incubadora a 37ºC, 

100% de humedad y a una presión atmosférica de 5% de CO2. 

  Se realizó una transfección doble para los experimentos de medición de 

exocitosis y una transfección simple para los objetivos que involucran la distribución de 

AA2. Para medir la exocitosis se utilizó el constructo IRAP-pHluorina (donado por la 

Dra. Jennifer Lippincott-Schwartz, Howard Hughes Medical Institute, Janelia Research 

Campus Joshua Zimmerberg (National Instituted of Health, (USA)), junto con los 

constructos que contienen la región N- o C-terminal de disferlina. Para los 

experimentos de AA2 se utilizaron los constructos N- o C-terminal y disferlina 

completa. Para llevar a cabo estos procedimientos, se utilizó Lipofectamina 2000 

(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

6.2 METODOLOGÍA SEGÚN OBJETIVOS. 

6.2.1 Objetivo Específico 1 (O.E.1): Determinar la contribución de las 

regiones N- y C-terminal de disferlina a los eventos de exocitosis en 

mioblastos obtenidos de paciente con disferlinopatía. 

 Para llevar a cabo este objetivo, se procedió a visualizar los eventos de 

exocitosis que presentaba la línea celular DYSF3 a través de una doble transfección. Se 

utilizó como reportero de exocitosis la aminopeptidasa regulada por insulina (IRAP) 

fusionada a pHluorin. IRAP es una proteína que se encuentra en la membrana de 

vesículas de transporte (105 - 109), mientras que pHluorin, es una proteína 

fluorescente verde (GFP) sensible a pH. Así, cuando el lumen de la vesícula que tienen 

un pH de ~5.0-6.0, entra en contacto con el medio extracelular y aumenta el pH, 

IRAP-pHluorin emite la fluorescencia (109) (Figura 7).  



 

 

Figura 7. Esquema explicativo que ilustra el comportamiento del reportero 

IRAP-pHluorin, que al entrar en contacto con el medio extracelular de pH 7.4 

emite fluorescencia (109). 

 Para monitorear la exocitosis, las células fueron mantenidas a temperatura 

ambiente en solución Tyrode, la cual contiene NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, MgCl2 1mM, 

CaCl2 1.8 mM, Na2HPO4 0.2 mM, NaHCO3 12 mM, Glucosa5.5 mM, 310 mOsm. Luego, 

la exocitosis fue inducida con ionomicina 1 µM, el cual fue agregado a los 30 segundos 

de comenzado el registro. Las muestras fueron observadas en un microscopio invertido 

(Eclipse Ti-E, Nikon, Tokio, Japón) que posee acoplado un sistema de adquisición de 

epifluorescencia, y un objetivo de inmersión en aceite TIRF APO 60x/1.49 A.N. (Nikon, 

Tokyo, Japón) para reflexión interna total (TIRF). Para la excitación del fluoróforo del 

constructo IRAP-pHluorin se utilizó un láser de 488 nm (Coherent, Santa Clara, CA) y 

para la excitación de los constructos que contienen mCherry se utilizó un láser de 545 

nm (Coherent, Santa Clara, CA). 

 Para los registros, se obtuvieron videos de 3 minutos de duración con 

adquisición de imágenes cada 300 ms con una cámara digital C11440 (ORCA-FLASH 

2.0; Hamamatsu Photonics, Hamamatsu City, Japan) y el programa NIS-Element 

viewer 4.3 (Nikon, Tokyo, Japan). Los videos se exportaron en formato AVI y se 

analizaron con el software ImageJ. 

 El análisis de los videos se llevó a cabo a través de un software personalizado, 

Anaconda, que discrimina las señales fluorescentes de los eventos de exocitosis de 

aquellos que no lo son, eliminando el background y el ruido (con 8 DS). De esta 



 

manera, los eventos fueron seleccionados a través de una región de interés (ROI) que 

tuviesen un tamaño de 2 píxeles de diámetro, obteniéndose los perfiles de 

fluorescencia correspondientes (Figura 8), desde los cuales se recogieron 5 parámetros 

distintos:  

1. Número de Eventos. 

2. Tiempo de latencia: Corresponde al tiempo en que se llega al punto máximo de 

fluorescencia; indica el tiempo que demora la vesícula en fusionarse con la 

membrana después del estímulo (Figura 8B.  - a). 

3. Amplitud: Corresponde a la altura de la espiga, y está determinada por la 

intensidad máxima de fluorescencia del evento. Por tanto, este dato se 

encuentra normalizado con respecto a la fluorescencia basal del registro. Este 

parámetro puede indicar la cantidad de IRAP-pHluorin presente en la vesícula 

y/o qué tan expuesta al medio extracelular esta sonda queda frente al estímulo 

(Figura 8B. a – b). 

4. Tiempo de permanencia (dwell-time): Se refiere al tiempo en que la membrana 

interna de la vesícula permanece expuesta al medio extracelular antes de su 

internalización (110, 111). En la espiga corresponde al tiempo que va desde la 

máxima intensidad de fluorescencia hasta antes de la fase de caída (Figura 

8B.b.). 

5. Duración: Tiempo en el cual la fluorescencia está por sobre el nivel basal 

(Figura 8B. a – c). 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 8. Esquema explicativo de la sección metodológica 6.2.1. A. Captura en 

microscopía TIRF de la fluorescencia de una célula DYSF3 en la cual se indujo 

exocitosis. Barra=10 µm. B. Perfil de fluorescencia representativo obtenido desde la 

circunferencia de A. La cabeza de flecha roja indica el momento en que la célula fue 

estimulada. a. Se observa un aumento abrupto en la fluorescencia, lo que indica la 

fusión de la vesícula con la membrana plasmática y la apertura del poro de fusión. Esto 

produce el punto máximo de fluorescencia del reportero IRAP-pHluorin. b. El lumen de 

la vesícula se encuentra expuesto al medio extracelular. c. La caída de la fluorescencia 

refleja la recaptura y reacidificación de la vesícula. Desde la cabeza de flecha roja 

hasta a. se obtiene el parámetro “Tiempo de latencia”. Durante b. se calcula el 

parámetro “Tiempo de permanencia”, tiempo que la membrana interna de la vesícula 

permanece expuesta al medio extracelular (110, 111). La “amplitud” corresponde a la 

intensidad máxima de fluorescencia del evento. b. La duración se obtiene desde a. 

hasta que finaliza c. Los esquemas pequeños en B indican el estado del evento de 

exocitosis registrado en A. El recuadro en el panel B ilustra las distintas etapas en un 

evento de exocitosis y los cambios de pH en la vesícula. 

 

 

 

 

 

 



 

 

6.2.2  Objetivo Específico 2 (O.E.2): Estudiar la distribución de anexina A2 en 

mioblastos humanos disferlinopáticos y sanos. 

 Para determinar la colocalización de AA2 con actina se realizaron ensayos de 

inmunofluorescencia incubando los mioblastos en tampón KGEP (Glutamato K+ 139 mM 

(Sigma-Aldrich), pipes 20 mM (Sigma-Aldrich), EGTA 5mM (Sigma-Aldrich), y ATP 

Mg2+ 2 mM (Sigma-Aldrich), pH 6,6 en presencia de G-actina conjugada con Alexa 

Fluor 488 0,3 µM (Thermo Fisher Scientific), digitonina 20 µM (Sigma-Aldrich)  y 10 µM 

de Ca2+ libre (112, 113), junto a un anticuerpo anti-AA2 (Santa Cruz Biotechnology) y 

el anticuerpo secundario conjugado CY3 goat anti-rabbit (H+L) (Jackson 

Immunoresearch) (Figura 9). 

 

 

 

Figura 9. Esquema de la metodología utilizada en O.E.2. Se muestra el 

procedimiento experimental llevado a cabo, en donde las células son permeabilizadas 

con tampón KGEP con la utilización de G-actina en verde, para posteriormente 

realizarles una inmunotinción con un anticuerpo fluorescente rojo para AA2. Luego, las 

muestras son fotografiadas para finalmente llevar a cabo los análisis pertinentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

6.2.3 Objetivo Específico 3 (O.E.3): Determinar la contribución de disferlina 

(completa) y de sus regiones N- y C- terminal a la distribución de AA2 en 

mioblastos de paciente con disferlinopatía. 

 La línea celular DYSF3 fue transfectada con los constructos Dysf-full, N-terminal 

y C-terminal con el fin de estudiar la distribución de AA2. Las células transfectadas, 

fueron permeabilizadas con digitonina 20 µM en tampón KGEP en presencia de 10 µM 

de Ca2+ junto al anticuerpo primario anti-AA2 y la utilización del anticuerpo secundario 

conjugado CY2 goat anti-rabbit (H+L) (Jackson Immunoresearch) (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Esquema de la metodología experimental utilizada en O.E.3. Se 

observa el procedimiento llevado a cabo, en donde las células en una primera instancia 

son transfectadas con los distintos constructos (en rojo debido a la etiqueta mCherry), 

tratadas con solución KGEP, para posteriormente realizar una inmunotinción para AA2. 

Las muestras son fotografiadas para su posterior análisis. 

 

 Las observaciones de estos dos objetivos específicos se llevaron a cabo a través 

de la toma de microfotografías adquiridas desde un microscopio confocal, capturadas 

en el plano ecuatorial, analizadas y procesadas a través del sofware Image J (NIH, 

USA). La colocalización, ya sea entre AA2 y actina o AA2 y los distintos constructos 

utilizados, se llevó a cabo a través del coeficiente de correlación de Pearson obtenido 

mediante el plugin “coloc2” del mismo software. El análisis de colocalización entre las 

proteínas de interés, se realizó a través de 3 regiones celulares: membrana 

plasmática, citoplasma y núcleo, y se comparó a través de la construcción de un 

gráfico que indica el coeficiente de correlación de Pearson en cada caso. El análisis de 



 

distribución de AA2 se realizó mediante el marcaje del área total de la célula versus el 

área citoplasmática y se graficó la razón de la fluorescencia emitida por AA2 en dicha 

área. 

 

6.3 ESTADÍSTICA 

 Para los análisis estadísticos de los datos, se utilizó el software GraphPad Prism 

6.0. Para ello, se hizo un muestreo aleatorio de las células en cada cultivo:  

 

a. Análisis de distribución y colocalización de AA2: Se utilizó un mínimo de 10 células 

por cada condición de al menos tres cultivos diferentes. Se aplicó la prueba 

estadística de normalidad Shapiro Wilk. Para los datos con distribución paramétrica 

se utilizó el test de ANOVA de una vía seguido del test de comparaciones múltiples 

de Turkey, como post-hoc. La prueba paramétrica t-test fue utilizada cuando se 

compararon dos poblaciones independientes. Para los datos con distribución no 

paramétrica se utilizó el test Kruskal Wallis, seguido del test de comparaciones 

múltiples de Dunn. La prueba no paramétrica Mann Whitney se empleó para 

comparar dos poblaciones independientes. Los datos se presentan como medias ± 

el error estándar. 

 

b. Análisis de los eventos de exocitosis: Debido a que solo puede utilizarse una célula 

por cubreobjeto, se analizaron por lo menos 10 células de tres cultivos diferentes. 

En ellas se estudiaron distintos parámetros de los eventos de exocitosis. Al igual 

que en el caso anterior, se aplicaron las mismas pruebas de normalidad y análisis 

según fuese necesario. Los datos se presentan como medias ± el error estándar.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 El presente proyecto de tesis se encuentra enmarcado bajo el proyecto 

FONDECYT Nº1160495 titulado “Rol de disferlina en el Remodelamiento del 

Citoesqueleto de Actina y su impacto en el Tráfico de vesículas y Reparación Muscular 

en distrofia muscular asociada a mutaciones en disferlina” de la Dra. Ana María 

Cárdenas D., el cual cuenta con la aprobación del Comité Institucional de Bioética para 

la investigación con animales de la Universidad de Valparaíso, según se encuentra 

estipulado en el acta de evaluación bioética BEA080-2016. Además, también cuenta 

con la aprobación del Comité de Bioseguridad de la Universidad de Valparaíso según se 

estipula en el certificado de bioseguridad BS002/2016. Ambos documentos se 

encuentran adjuntos al presente trabajo en el apartado “Anexo”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

7. RESULTADOS 

7.1 OBJETIVO ESPECÍFICO 1 (O.E.1): Determinar la contribución de las 

regiones N- y C-terminal de disferlina en los eventos de exocitosis. 

En estudios anteriores del laboratorio de la Dra. Ana María Cárdenas, se 

observó una diminución en el número de eventos de exocitosis en distintas líneas 

celulares musculares provenientes de pacientes con disferlinopatía, en comparación a 

una línea celular control, proveniente de músculo esquelético de un paciente sano 

(datos no publicados). Por lo tanto, nos propusimos determinar si la transfección con 

los constructos de disferlina ya mencionados (N y C-terminal) eran capaces de restituir 

la exocitosis en la línea celular DYSF3. Utilizando IRAP-pHluorin como reportero, se 

adquirieron videos de 180 segundos, en los cuales los primeros 30 segundos 

corresponden a un estado de reposo (utilizado para la normalización de los eventos 

inducidos por el estímulo) y los 150 segundos restantes a un estado de estimulación 

con ionomicina 1 µM. A partir de estos videos se analizó el patrón de los eventos y 

distintos parámetros incluyendo el número de eventos de exocitosis, el tiempo de 

latencia, la amplitud de las espigas de fluorescencia, el tiempo de permanencia y la 

duración de cada evento. Los último cuatro parámetros analizados, se midieron solo en 

eventos del tipo transitorio. Experimentos controles incluyeron estimulación con DMSO 

(vehículo de ionomicina). 

 

La línea celular DYSF3 presenta 2 patrones de eventos de exocitosis: 

transitorios y persistentes. Los eventos del tipo transitorios son aquellos que poseen 

un aumento abrupto de la fluorescencia el que vuelve rápidamente a niveles de 

fluorescencia basales; al parecer la membrana de la vesícula es rápidamente 

internalizada después de la exocitosis (114 - 116) (Figura 11A). En los eventos del tipo 

persistente el nivel de fluorescencia aumenta, y se mantienen altos a lo largo del 

registro, se ha propuesto que la membrana de la vesícula permanece en la membrana 

plasmática sin ser internalizada, al menos durante el registro (116) (Figura 11B).  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Patrones de eventos de exocitosis observados en mioblastos 

DYSF3. A. Eventos del tipo transitorios. B. Eventos del tipo persistentes. Ambos se 

muestran junto con su perfil de fluorescencia característico. 

 

En la Figura 12A se muestran, en gráficos de torta, el porcentaje de eventos 

transitorios y persistentes en las condiciones de reposo y de estimulación con 

ionomicina, según los distintos constructos utilizados. Los mioblastos no presentan 

diferencias significativas entre el número de eventos transitorios o persistentes bajo 

una condición de reposo o de estimulación con ionomicina (Figura 12B y 12C, 

respectivamente). Tampoco se observan diferencias significativas entre los 

constructos. 
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Figura 12. Comparación de los eventos transitorios y persistentes de 

mioblastos DYSF3. A. Cuantificación en porcentajes de los eventos del tipo 

transitorios y persistentes por µm2 cuando son o no estimuladas con ionomicina. B. 

Comparación de los eventos transitorios y persistentes en las células DYSF3 que 

expresan los distintos constructos, en reposo (*p<0.05; test ANOVA de una vía y test 

de Turkey como post-hoc). C. Comparación de los eventos transitorios y persistentes 

en las células DYSF3 que expresan los distintos constructos, estimuladas con 

ionomicina (*p<0.05, **p<0.001; test Kruskal Wallis y test de Dunn como post-hoc). 

El número de células analizadas se muestran sobre las barras.  

A.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B.                        C. 
  

 

 

E
v

e
n

t
o

s
 

(


m
2
s

)
-

1

0 .0 0 0

0 .0 0 2

0 .0 0 4

0 .0 0 6

C h e r ry N -T e rm C -T e rm

(3 )

(3 )
(3 )

(3 )

(3 )

(3 )

 T r a n s ito r io s P e r s is te n te s

E
v

e
n

t
o

s
 

(


m
2
s

)
-

1

0 .0 0 0

0 .0 0 2

0 .0 0 4

0 .0 0 6

 T r a n s ito r io s P e r s is te n te s

(1 3 )

(1 3 )

(1 2 )

(1 2 )

(1 0 )

(1 0 )

C h e r ry N -T e rm C -T e rm



 

a) Número de Eventos:  

Al comparar la exocitosis antes versus durante la estimulación en las células 

DYSF3, se encontró que ionomicina 1 µM aumenta significativamente el número de 

eventos en células que expresan los constructos mCherry y C-terminal (p<0.001 y 

p<0.01, respectivamente;), pero no en aquellas transfectadas con el constructo N-

terminal (p<0.05) (Figura 13). Estos resultados indican que el N-terminal y el C-

terminal de disferlina no son suficientes para restaurar la exocitosis en los mioblastos 

DYSF3, incluso el constructo N-terminal parece disminuirla. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Número de eventos de exocitosis totales antes y durante el estímulo con 

Ionomicina 1 µM. Las barras negras corresponden a la condición de reposo (antes del 

estímulo) y las barras rojas a la condición de estimulación. El número de células 

analizadas se muestran sobre las barras. ***p<0.001, **p<0.01; test de Mann 

Whitney. 
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b) Tiempo de latencia: 

Al comparar los tiempos de latencia en las células DYSF3 en las diferentes 

condiciones de transfección o estimulación no se observan diferencias significativas 

(Figura 14). De esta manera, los constructos de disferlina parecen no influir en el 

tiempo requerido para que se active la exocitosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Tiempo de latencia de los eventos de exocitosis del tipo transitorios. A. 

Tiempos latencia de células expresando los distintos constructos en condiciones de 

reposo (barras negras), control DMSO (barras grises) o estimulación con ionomicina 

(barras rojas). B. Comparación del tiempo de latencia en células estimuladas con 

ionomicina. El número de células analizadas se muestran sobre las barras.  No se 

encontró diferencias significativas (test ANOVA de una vía seguida de test de 

comparaciones múltiples de Turkey como post-hoc). 
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c) Amplitud de las espigas de fluorescencia: 

Con respecto a este parámetro, no se observan diferencias significativas en 

ninguna de las condiciones estudiadas en mioblastos que expresan los distintos 

constructos (Figura 15). Por lo tanto, los constructos de disferlina no afectan la 

amplitud de las espigas. 

 

 

 

A
m

p
li

t
u

d
 d

e
 l

a
 E

s
p

ig
a

 (
U

A
)

C h e rry N - T e rm C - T e rm

0

1

2

3

4

R e p o s o D M S O Io n o m ic in a

(3 )

(3 )

(3 )

(3 )

(3 )
(3 )

(1 3 )
(1 1 )

(1 0 )

 

Figura 15. Amplitud de las espigas de fluorescencia. A. Amplitud de las espigas en 

células expresando los distintos constructos en condiciones de reposo (barras negras), 

control DMSO (barras grises) o estimulación con ionomicina (barras rojas). B. 

Comparación de la amplitud de las espigas en células estimuladas con ionomicina. El 

número de células analizadas se muestran sobre las barras. No se encontraron 

diferencias significativas (test ANOVA de una vía seguida por el test de comparaciones 

múltiples de Turkey). 
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d) Tiempo de permanencia: 

No se observan diferencias significativas en el tiempo de permanencia al comparar las 

situaciones de reposo, DMSO o estimulación con Ionomicina (Figura 16A) en 

mioblastos que expresan los distintos constructos. Al comparar mioblastos que 

expresan mCherry, N-terminal o C-terminal sólo en la condición de estimulación 

tampoco se observa diferencias significativas (Figura 16B). Por lo tanto, los 

constructos de disferlina no tuvieron efectos sobre el tiempo de permanencia de las 

vesículas en la membrana plasmática. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Tiempo de permanencia. A. Tiempos de permanencia en células 

expresando los distintos constructos en condiciones de reposo (barras negras), control 

DMSO (barras grises) o estimulación con ionomicina (barras rojas). No se observan 

diferencias significativas en ninguno de los casos. B. Comparación del tiempo de 

permanencia en células estimuladas con ionomicina. El número de células analizadas 

se muestran sobre las barras. No se encontraron diferencias significativas (Test ANOVA 

de una vía seguido del test post-hoc comparaciones múltiples de Turkey). 
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e) Duración de los eventos: 

Los constructos mCherry y N-terminal de disferlina no afectan de manera 

significativa la duración de los eventos al compararlos con las condiciones de reposo o 

DMSO (Figura 17A). Sin embargo, la duración de los eventos en mioblastos que 

expresan C-terminal aumenta cuando son estimulados con ionomicina con respecto al 

control DMSO. No se observan diferencias significativas en la duración de los eventos 

inducidos por ionomicina entre mioblastos que expresan mCherry, N-terminal y C-

terminal (Figura 17B). Se concluye que los constructos de disferlina no provocan 

cambios en la duración que tuvieron los eventos de exocitosis. 
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Figura 17. Duración de los Eventos de Exocitosis. A. Duración de los eventos 

transitorios en células expresando los distintos constructos en condiciones de reposo 

(barras negras), control DMSO (barras grises) o estimulación con ionomicina (barras 

rojas). B. Comparación de la duración de los eventos en células estimuladas con 

ionomicina. El número de células analizadas se muestran sobre las barras. No se 

encontraron diferencias significativas (test ANOVA de una vía seguido de test de 

comparaciones múltiples de Turkey como post-hoc). 
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7.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 2 (O.E.2): Estudiar la distribución de Anexina A2 

en mioblastos humanos disferlinopáticos y sanos. 

El remodelamiento del citoesqueleto de actina es un proceso clave para la 

exocitosis (117), y AA2 es una proteína implicada en este proceso (79, 81, 83, 85).  

Por esto se propuso comparar los cambios en la distribución de esta anexina en los 

mioblastos C25 y DYSF3. Para llevar a cabo este objetivo, se analizó la distribución del 

imunomarcaje de AA2 y su colocalización con filamentos de actina formados en 

presencia de 10 µM de Ca2+ en las células permeabilizadas. 

En la figura 18A se observa una imagen, adquirida en microscopia confocal, del 

inmunomarcaje de AA2 (en rojo) y de filamentos de actina (en verde). La fusión de las 

imágenes muestra colocalización de AA2 con filamentos de actina en mioblastos C25, 

pero no en los mioblastos DYSF3, en donde AA2 posee una mayor localización nuclear 

y perinuclear que citoplasmática. Esta observación se complementa con los perfiles de 

fluorescencia de la figura 18B. El análisis de correlación de Pearson también indica 

colocalización entre AA2 y filamentos actina en los mioblastos C25, pero no en los 

mioblastos DYSF3 (C25: 0.65±0.04; DYSF3: 0.34±0.03) (Figura 18C).  

Con la finalidad de identificar la región de la célula con mayor colocalización de 

AA2 con filamentos de actina, se realizó un análisis por regiones (membrana 

plasmática, citoplasma y núcleo) en una muestra representativa compuesta por el 30% 

de las células utilizando una elección aleatoria de células (118). En base a este análisis 

se encontró una colocalización significativa de AA2 con filamentos de actina en la 

región que comprende la membrana plasmática de los mioblastos C25 (Coef. Pearson 

= 0.63). No obstante, este análisis indica que no hay colocalización en el citoplasma y 

núcleo (Coef. Pearson: 0.43 y 0.35 respectivamente). En los mioblastos DYSF3, no se 

observa correlación en ninguna de las regiones, con coeficientes de Pearson de 0.50, 

0.38 y 0 para la membrana plasmática, citoplasma y núcleo, respectivamente (Figura 

18D). Con este análisis se concluye que AA2 colocaliza con filamentos de actina en los 

mioblastos C25, pero no en los mioblastos DYSF3 (Figura 18D). Por otra parte, 

comparamos la razón de distribución de AA2 en citoplasma versus el área total celular. 

Se encontró una razón citoplasma/área total de 0.80±0.02 en los mioblastos C25, y de 



 

0.60±0.03 en los mioblastos DYSF3 (Figura 18E). De esta manera se puede concluir 

que los mioblastos humanos disferlinopáticos DYSF3 presentan una menor distribución 

citosólica de AA2 y menor colocalización con filamentos de actina, en comparación a 

los mioblastos control C25. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Distribución de AA2 en mioblastos deficientes de disferlina versus 

mioblastos control. A. Inmunofluorescencia de AA2 (rojo) y filamentos de actina 

(verde) en mioblastos controles C25 y deficientes en disferlina DYSF3. Los paneles de 

la derecha muestran la fusión de ambas fluorescencias. Los recuadros más pequeños 

muestran un enfoque cercano en distintas zonas: N: Núcleo, C: Citoplasma y M: 

Membrana plasmática. Barra = 20 µm. B. Perfiles de fluorescencia en las células C25 

(panel superior) y DYSF3 (panel inferior) correspondiente a la línea blanca punteada 

mostrada en los paneles de la derecha en el panel A. C. Coeficiente de correlación de 

Pearson realizado en 56 células C25 y 54 células DYSF3 (****p<0.0001; t- test). D. 

A.                          B. 
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Coeficiente de correlación de Pearson por regiones: Membrana plasmática, citoplasma, 

y núcleo celular en 17 células C25 y 16 células DYSF3 (****p<0.0001; ***p<0.001; 

test de Kruskal Wallis, post-hoc test de Dunn). E. Razón de distribución de AA2 en 

citoplasma versus el total celular en 56 células C25 y 54 células DYSF3 (*p<0.05; t-

test). 

 

7.3 OBJETIVO ESPECÍFICO 3 (O.E.3): Determinar la contribución de 

disferlina (completa) y de sus regiones N- y C- terminal en la 

distribución de Anexina A2 de la línea mutante. 

En este objetivo investigamos si disferlina restablecía la distribución de AA2 en 

las células DYSF3. También se analizó la contribución de las regiones N- y C- terminal 

en este proceso. Para ello, las líneas celulares fueron transfectadas con el plásmido 

Dysf-full y con los constructos N- y C- terminal. Posteriormente se repitió la 

inmunofluorescencia en presencia de 10 µM de Ca2+. 

En la Figura 19A se muestran imágenes de la inmunofluorescencia realizada 

luego de las transfecciones. La Figura 19B muestra los correspondientes perfiles de 

fluorescencia. Se puede observar que la expresión de Dysf-Full en DYSF3 cambia el 

patrón de distribución de AA2 apreciándose en menor cantidad en el área nuclear y 

pequeñas acumulaciones perinucleares. Por otro lado, al transfectar los mioblastos C25 

con Dysf-Full también cambia la distribución de AA2, siendo similar a la observada en 

la línea deficiente de disferlina (Figura 19, paneles Dysf-Full). La expresión de los 

constructos N- y C- terminal de disferlina no provocan cambios visibles en la 

distribución de AA2, con respecto a la expresión de mCherry (Figura 19A, paneles 

DysfN y DysfC).  

 

 

 

  

 



 

 

 

 

 

Figura 19. Distribución de AA2 en mioblastos que expresan los diferentes 

constructos de disferlina. A. Inmunofluorescencia de AA2 (verde) con los 

A.                        B. 



 

constructos Dysf-full, mCherry, N- y C-terminal (DysfN y DysfC) (en rojo) en 

mioblastos C25 y DYSF3. Los paneles de la derecha muestran la fusión de ambas 

fluorescencias. Los recuadros más pequeños muestran un acercamiento de las zonas 

indicadas en el panel de la derecha (N: núcleo, C: citoplasma, M: membrana 

plasmática). Barra = 20 µm. B. Perfiles de fluorescencia correspondientes a línea 

segmentada en A. 

 

Para cuantificar estos resultados, se incluyó una situación control, MOCK, que 

corresponde a células que fueron tratadas con los reactivos de transfección, pero en 

ausencia de los constructos. Como se muestra en Figura 20, se analizó la distribución 

de AA2 en el citoplasma con respecto a su distribución en toda la célula (razón 

citoplasma/área total celular de la intensidad de fluorescencia que emitía AA2). La 

razón citoplasma/área total de AA2 en mioblastos DYSF3 fue de 0.64±0.03 (Figura 

20A). Esta razón aumenta significativamente en los mioblastos DYSF3 que expresan 

Dysf-Full (0.76±0.03), llegando a niveles similares a los observados en las células C25 

(0.81±0.02). Por el contrario, y de manera interesante, la sobreexpresión de Dysf-Full 

en las células C25 disminuye significativamente la razón citoplasma/área total celular 

de AA2 (0.46±0.03). Por otra parte, la expresión de los constructos N- y C-terminal de 

disferlina no cambian significativamente la distribución de AA2 (razón citoplasma/área 

total de AA2 de 0.68±0.02, 0.70±0.04, 0.74±0.05 y 0.77±0.02 para MOCK, mCherry, 

N-terminal y C-terminal, respectivamente) (Figura 20B). Por lo tanto, a diferencia de la 

disferlina completa, las regiones N-terminal y C-terminal de disferlina no restauran la 

distribución de AA2 en los mioblastos DYSF3. 

 

Por otro lado, no se observa colocalización de los constructos mCherry, N-

terminal y C-terminal con AA2; los valores del coeficiente de correlación de Pearson 

fueron todos menor a 0.5 (Tabla N2). 

 

 

 

 

 



 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Distribución de AA2 en mioblastos que expresan los distintos 

constructos de disferlina. A. Comparación de la distribución de AA2 en células que 

no expresan (MOCK) o expresan Dysf-Full (****p<0.0001, t-test). B. Comparación de 

la distribución de AA2 en mioblastos que no expresan o expresan los constructos N- o 

C-terminal. No se encontraron diferencias significativas (Test ANOVA de una vía 

seguido de test de Turkey como post-hoc). 

 

 

Tabla N2. Tabla que indica los coeficientes de correlación de Pearson de los distintos 

constructos utilizados en este estudio versus la AA2. 

 

Dysf Full Cherry Dysf Full Cherry N-Terminal C-Terminal

C. Pearson 0.402 0.366 0.202 0.376 0.287 0.178

n 39 17 37 45 22 45

C25 DYSF3
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8. DISCUSIÓN 

 Las disferlinopatías son un grupo de distrofias musculares de carácter 

hereditarias causadas por mutaciones en el gen que codifica para disferlina, proteína 

localizada en el sarcolema de células del músculo esquelético, en donde posee una 

función reparadora de esta estructura debido a los daños mecánicos de origen natural 

(51, 52). Dos fenotipos de estas distrofias son la miopatía distal de Miyoshi y la 

distrofia muscular de cinturas tipo 2B. La calidad de vida de los pacientes que padecen 

esta enfermedad se afecta a una edad temprana. Muchos de ellos terminan postrados, 

y deben depender por completo del cuidado de otras personas debido a que para estas 

afecciones no hay una cura establecida. Desentrañar el mecanismo que subyace a esta 

enfermedad y la identificación de regiones de la proteína implicadas permitirá no sólo 

esclarecer las funciones de esta proteína, sino también dará pista para encontrar 

nuevas estrategias terapéuticas.  

 

 En esta tesis de magister se propuso estudiar los efectos que poseen 2 

dominios N- y C- terminal de disferlina, y la disferlina completa (Dysf-full), en la línea 

celular DYSF3 obtenida de músculo esquelético de un paciente con disferlinopatía 

(104). Considerando el hallazgo de nuestro laboratorio, el cual indica que los 

mioblastos DYSF3 presentan una disminución en el número de eventos de exocitosis 

(datos no publicados) se decidió investigar si los dominios N- y C- terminal eran 

capaces de revertir este defecto. Además, se estudió como tales regiones de disferlina 

contribuían a la distribución de AA2, proteína que juega un rol importante en la 

exocitosis (85), y que presenta una distribución alterada en los mioblastos DYSF3 

(101). 

 

8.1 Las regiones N- y C-terminal de disferlina no restauran, por sí solas, la 

exocitosis en mioblastos DYSF3. 

En esta tesis se esperaba que las regiones N- y/o C-terminal de disferlina 

tuviesen una contribución en la recuperación de la exocitosis disminuida en la línea 

celular DYSF3. Nuestra hipótesis se basaba en la capacidad de estas regiones de 



 

favorecer la fusión de liposomas in vitro (93). Sin embargo, nuestra hipótesis no se 

cumplió. Por el contrario, la expresión de la región N-terminal en los mioblastos DYSF3 

parece disminuir la exocitosis dependiente de Ca2+, ya que a diferencia de la expresión 

de mCherry o de la región C-terminal, no aumenta el número de eventos inducidos por 

ionomicina, con respecto a la situación de reposo (Figura 13). Una explicación para 

estos resultados podría ser que estas regiones requieran estar asociadas para 

restablecer la exocitosis. Por ejemplo, el constructo N-terminal de disferlina está 

compuesta por los dominios C2A, C2B, FerI y C2C de disferlina sin poseer un dominio 

de transmembrana, a diferencia del constructo C-terminal, el cual sí lo posee. Se sabe 

que los distintos dominios C2 de disferlina exhiben diferentes afinidades por Ca2+, con 

valores de Kd que van de 1.5 a 1000 µM (35). La concentración de Ca2+ citosólico en 

reposo varía de 50 a 100 nM, y puede aumentar 20 veces frente a un estímulo en el 

músculo esquelético (119). El dominio C2B de sinaptotagmina-1, el sensor de Ca+2 

para la exocitosis sincrónica en neuronas, tiene una Kd por Ca+2 cercana a los 200 µM 

(120). El dominio C2A de disferlina presenta dos sitios unión a Ca2+ con Kd de 3.7 ± 

0.7 y 80 ± 2 µM, y el dominio C2C también posee dos sitios de unión Ca2+ con Kd de 

1.5 µM y 178.2 ± 12.2 µM. Los otros dominios C2 de disferlina tienen sitios que sensan 

Ca2+ a mayores concentraciones (35). Por otra parte, el dominio C2A, a diferencia de 

los otros dominios, presenta alta afinidad por PS y PIP2 (36, 37, 38), fosfolípidos que 

juega un papel importante en la exocitosis (121, 122). Por lo tanto, los dominios C2A y 

C2C podría jugar un papel importante en la exocitosis, pero quizás ellos deben estar 

asociado a una región de membrana. 

 En sus estudios Codding y colaboradores (98) demostraron que constructos de 

disferlina similares a los utilizados en esta tesis eran capaces de acelerar la fusión de 

liposomas de una manera dependiente de SNAREs y Ca2+. Sin embargo, esos 

experimentos fueron realizados en presencia de Ca2+ en una concentración de 500 µM. 

Por lo tanto, habría que estudiar la contribución de los diferentes dominios C2 a la 

exocitosis inducida por diferentes concentraciones de Ca2+ citosólico.   

 

 



 

8.2 La distribución de AA2 se ve alterada en mioblastos humanos 

deficientes o con sobreexpresión de disferlina. 

Existe una relación funcional entre AA2, disferlina y filamentos de actina 

durante la restauración del sarcolema (4, 41, 52, 75, 79, 81, 123, 124). En nuestro 

objetivo específico 2 se demostró que los mioblastos DYSF3 y C25 exhiben diferencias 

importantes en la distribución de AA2, coincidente con lo reportado por Lennon y 

colaboradores en 2003 (79). La importancia de disferlina en la distribución de AA2 se 

ve reforzada al expresar disferlina completa (Dysf-full) en los mioblastos DYSF3, 

observándose un aumento en la distribución citosólica de AA2 (Figura 20A). En cambio, 

la expresión de disferlina completa en la línea control C25 disminuyó significativamente 

la distribución citosólica de AA2. Estos resultados nos indican que un aumento en el 

nivel de expresión de disferlina también es capaz de alterar la distribución de AA2 y 

acercarla al patrón aberrante observado en la condición de disferlinopatía. Glover y 

colaboradores en el año 2010 (125) reportaron que una sobreexpresión de disferlina 

en ratones produce una distrofia progresiva no necrótica. En esos animales trangénicos 

hDYSF Tg la expresión de disferlina está aumentada por sobre 30 veces. A nivel 

celular, los análisis ultraestructurales indican que la integridad de la membrana 

plasmática se conserva, sin embargo, la expresión de AA2 está aumenta 5.6 veces por 

sobre lo observado en una condición normal (Figura 21) (125).  

 

Figura 21. Análisis densitométrico de la intensidad de las bandas de proteínas 

obtenidas de músculo esquelético y analizadas mediante Western Blot 

normalizadas a β-tubulina. Los valores están expresados con respecto a los niveles 

de expresión de proteínas del ratón salvaje (WT). Los datos corresponden a las medias 



 

± error estándar (*p<0.05; ** P <0.01; *** P <0.001, prueba t no emparejada). 

Adaptación de la figura 4C del estudio de Glover y colaboradores (125). 

Se ha sugerido que los dominios C2 N-terminales de disferlina interactúan con 

AA2 para promover la reparación de la membrana plasmática dañada (73, 79 – 81). 

Cuando determinamos qué región de disferlina estaba implicada en la reorganización 

de la distribución de AA2, no se observaron diferencias significativas entre mioblastos 

que expresaban las regiones N- o C- terminal de disferlina, con mCherry o el control 

MOCK. Sin embargo, al comparar con la prueba de t-test se pudo observar que la 

razón de distribución de AA2 en mioblastos que expresaban la región C-terminal, era 

significativamente diferente a la situación MOCK perteneciente a la situación deficiente 

de disferlina (p<0.05). Por lo tanto, no se puede descartar que el dominio C-terminal 

podría contribuir en algún grado a la regulación de la distribución de AA2 y requerir de 

algún dominio de la región media de disferlina, la cual no fue incluida en este estudio. 

Sin embargo, tampoco podemos descartar que los distintos dominios C2 de disferlina 

actúan de manera cooperativa y complementaria y que por ello no se observaron 

cambios en la distribución de AA2 al utilizar el dominio N-terminal, como se podría 

esperar dada la interacción sugerida en otros trabajos (73, 79 – 81). Por lo tanto, más 

estudios deberían realizarse para poder esclarecer este mecanismo. 

Por otro lado, también se observó que en los mioblastos C25 había una 

colocalización entre AA2 y filamentos de actina, que no era observada en los 

mioblastos DYSF3, evento que se producía mayoritariamente en las zonas 

correspondientes con la membrana plasmática (Figura 18D). Nuestros resultados se 

correlacionan con lo anteriormente reportado por Hayes y colaboradores en el año 

2006, pues ellos indican que AA2 colocaliza con actina en zonas de remodelamiento 

activo del citoesqueleto (126). En la membrana plasmática se encuentra el 

citoesqueleto cortical celular que está activamente remodelándose para desempeñar 

importantes funciones celulares como lo son la exocitosis y el tráfico vesicular, entre 

otros (127 – 129). El hecho que en mioblastos DYSF3 no se observe dicha 

colocalización, podría explicar una asociación de los roles de disferlina en el 

remodelamiento del citoesqueleto de actina (101) y la distribución de AA2. Sin 

embargo, se requieren investigaciones adicionales para demostrar este mecanismo. 



 

9. CONCLUSIONES 

Como conclusiones de este trabajo, se tiene lo siguiente: 

1. Las regiones N- o C- terminal de disferlina, por sí solas, no restablecen la 

exocitosis de mioblastos DYSF3. No obstante, estudios adicionales son requeridos 

para determinar su contribución a este proceso celular. 

2. La distribución de AA2 está alterada en mioblastos provenientes de músculo 

esquelético de paciente con disferlinopatía. 

3. Las regiones N-terminal y C-terminal, por sí solas, no restauran la distribución 

anormal de AA2 en los mioblastos DYSF3. 

 

  



 

10. RESPUESTAS A LOS COMENTARIOS DE LOS REVISORES 

 

En este apartado se detalla la inclusión o rechazo de las correcciones realizadas 

por cada uno de los miembros de la comisión evaluadora de esta tesis de magister. Se 

agradece desde ya el tiempo y dedicación aportados por cada uno de ellos en este 

trabajo.  

A continuación, se informará sobre los cambios se efectuados: 

 

1.  Correcciones realizadas por el Profesor Pablo Caviedes: 

• Se aceptan los cambios mediante control de cambios de las páginas 11, 15, 20, 

22, 44 y 50. 

• Se corrige el tamaño de los insets de la Figura 8. 

• Se corrige contraste y tamaño de la Figura 18 A y B. 

• Se acepta comentario acerca del artículo científico mencionado sobre interacciones 

entre AA2 y disferlina y se agrega a la discusión del trabajo. 

 

2. Correcciones realizadas por el Profesor Álvaro Ardiles: 

• Se acepta comentario y se añade información sobre la interacción de los dominios 

de C2 de disferlina con AA2, en la página 18.  

• Se acepta comentario y se añade información acerca del parámetro de amplitud en 

la página 28 del escrito. 

• Se acepta corrección realizada mediante control de cambios en las páginas 35, 43, 

45, 50 y 51 

• Se acepta comentario de las Figuras 12 y 13 y se corrige el nombre del eje y 

números. 

• Se corrige error en página 40, acerca del nivel de significancia. 

• Se cambia imagen a una más representativa en Figura 19A, panel DysfN. 

• No se logra incorporar imagen del inmunomarcaje de disferlina endógena en C25 

para comparar con el marcaje con mCherry en Figura 19, debido a que esos datos 

se encuentran en computadores del laboratorio en la región de Valparaíso y yo me 

encuentro en Rancagua. Viajar en su búsqueda o solicitar que me las envíen no es 



 

posible en estos momentos, dadas las condiciones sanitarias y de cuarentena en 

que nos encontramos por la pandemia, Covid-19.  

 

3. Correcciones realizadas por el Profesor Agustín Martínez: 

• Se indica: Creo que se explicó poco el fenotipo de los distintos tipos de 

disferlinopatías, en particular de la del paciente de la línea celular DYSF3. Se 

acepta comentario y se agrega más información sobre las disferlinopatías y acerca 

de la disferlinopatía que padece el paciente de la línea celular DYSF3 (ver último 

párrafo en página 13 y en sección de metodología). 

• Se indica por el profesor lo siguiente: En el objetivo 1 se hace mención al efecto 

de los constructos del NT y CT de la disferlina sobre la línea celular DYSF3, pero no 

se hace comparación con la línea celular control, por lo que no se puede contestar 

la pregunta de si los tratamientos recuperan la exocitosis. Al respecto, debe 

aclararse que anteriormente en el laboratorio de la profesora Ana María Cárdenas, 

ya se había realizado un estudio, tesis de Hugo Almarza (datos aún no 

publicados), en donde se demostró que distintas líneas celulares deficientes de 

disferlina presentaban una disminución significativa en el número de eventos de 

exocitosis al ser comparadas con la misma línea celular control C25, utilizada en 

este estudio y los mioblastos pertenecientes a la línea DYSF3 fueron los que 

presentaron mayor disminución. En base a esto, en esta tesis de magister se 

utilizó como control el constructo mCherry en la línea DYSF3, de manera de 

observar si el número de eventos pueden aumentar de manera significativa al 

utilizar los constructos N- y C-terminal de disferlina. Es por ello que no se utilizó 

nuevamente la línea C25, pues ese dato ya es conocido con anterioridad.  

• El profesor indica lo siguiente: El gráfico 18D parece inconsistente con las 

imágenes ya que en las imágenes DYSF3 se ve más marca nuclear de AA2 y el 

gráfico no lo representa. Al respecto se debe señalar que el gráfico 18D no 

muestra el análisis de distribución de AA2, si no que muestra el análisis de 

colocalización que existe entre AA2 y G-Actina en las regiones de membrana, 

citoplasma y núcleo. En el trabajo se explica y muestra que las proteínas se ubican 

en regiones distintas y por ello no hay colocalización.  



 

• Se indica por el profesor: En la Figura 19 se habla en la descripción de densidad de 

marca, pero para hablar de densidad se requiere medir la intensidad de la marca 

por área nuclear, el perfil solo muestra una línea a través de la célula. Se acepta 

comentario y se corrige el texto referido a la Figura 19, en la página 45 del escrito. 

• El profesor indica: En la discusión eliminar o precisar el subtítulo ya que los 

resultados de la tesis no lo sustentan; “La distribución de AA2 en mioblastos 

humanos depende del nivel de expresión de disferlina”. Al respecto, se acepta 

corrección y se cambia el subtítulo por “La distribución de AA2 se ve alterada en 

mioblastos humanos deficientes o con sobreexpresión de disferlina”. 
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12. ANEXOS 

 A continuación, se adjuntan las Actas de aprobación del Comité de Bioética 

animal, y del Comité de Bioseguridad según corresponde a este proyecto.  

 



 
 


