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ABSTRACT 

 

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is genetic disorder characterized by a continuous 

muscle degeneration produced by the deficiency of dystrophin, which is a sarcolemmal 

protein. The disease is characterized by a rapidly progressive muscle weakness that 

appears at 5-7 years old involving the proximal muscles of the lower limbs. All patients 

lose the ambulation by the age of 12-15 and are completely dependent of their relatives 

after the 20 years of age. Cardiac and respiratory involvement is a constant, and they are 

the main causes of death. Unfortunately, there is not an effective treatment described so 

far that has changes substantially the natural history of the disease. From a 

pathophysiological point of view, dystrophin loss leads to sarcolemma damage, infiltrates 

of inflammatory cells and muscle fiber necrosis and replacement by fat and fibrotic tissue.  

Although several of the factors that contribute to this process have been revealed, the 

molecular pathways involved in the regeneration and degeneration of muscle are not 

completely known. Platelet derived growth factor (PDGF) belongs to a family of growth 

factors that regulate proliferation, migration, and differentiation of mesenchymal cells. 

While PDGF-AA isoform is associated to fibrosis, the role of PDGF-BB isoform in muscle 

regeneration in humans has not been studied.  

 

Platelet-Derived Growth Factor BB Influences Muscle  Regeneration in Duchenne 

Muscle Dystrophy 

Patricia Piñol-Jurado MSc, Eduard Gallardo PhD, Noemi de Luna PhD, Xavier Suárez-

Calvet PhD, Carles Sánchez-Riera PhD, Esther Fernández-Simón MSc, Clara Gomis MD, 

Isabel Illa MD PhD, and Jordi Díaz-Manera MD PhD. 

In this study it was analyzed the expression of PDGF-BB in muscle biopsy samples from 

controls and patients with DMD. Also, it was performed in vitro experiments to understand 
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the effects of PDGF-BB on myoblasts, which are cells involved in the pathophysiology of 

muscular dystrophies and in vivo, by treating the mdx murine model of DMD with repeated 

intramuscular injections of PDGF-BB. As a result, it was observed that PDGF-BB was 

expressed by regenerating and necrotic muscle fibers in muscle biopsy samples from 

DMD patients. In vitro, PDGF-BB activated proliferation and migration of myoblasts. The 

analysis of muscles samples from the animals treated with PDGF-BB showed an increase 

in the population of satellite cells (SCs) and in the number of regenerative fibers, with a 

decrease in the inflammatory infiltrates, compared with those vehicle-treated mice. Based 

on these results, we suggest that PDGF-BB may play a protective role in muscular 

dystrophies by enhancing muscle regeneration through activation of satellite cell 

proliferation and migration. 

 

Nintedanib decreases muscle fibrosis and improves m uscle function in a murine 

model of dystrophinopathy 

Patricia Piñol-Jurado MSc; Xavier Suárez-Calvet PhD; Esther Fernández MSc; Eduard 

Gallardo PhD; Natalia de la Oliva PhD; Anna Martínez-Muriana PhD; Pedro Gómez-

Gálvez MSc; Luis María Escudero PhD; Maria Pérez-Peiró MSc; Lutz Wollin PhD; Noemi 

de Luna PhD; Xavier Navarro PhD; Isabel Illa MD PhD, Jordi Díaz-Manera MD PhD. 

Several therapies have been developed to counteract the fibrotic process in muscle 

dystrophies and other diseases. In this study the effects of nintedanib, which is a triple 

tyrosine kinase inhibitor, in the mdx murine model of DMD were studied. Nintedanib 

reduced proliferation and migration of human fibroblasts in vitro and decreased the 

expression of fibrotic genes such as COL1A1, COL3A1, FN1, TGFB1 and PDGFA. Seven 

mdx mice were treated with 60 mg/kg/day nintedanib for 1 month. Electrophysiological 

studies showed an increase in the amplitude of the motor action potentials and an 

improvement of the morphology of motor unit potentials in the animals treated. Histological 
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studies demonstrated a significant reduction of the fibrotic areas present in the skeletal 

muscles. Analysis of mRNA expression from muscles of treated mice showed a reduction 

in Col1a1, Col3a1, Tgfb1, and Pdgfa. Western blot showed a reduction in the expression 

of collagen I in skeletal muscles. In conclusion, we observed that nintedanib slowed down 

the process of muscle fibrosis in a murine model of dystrophinopathy after 1 month of 

treatment, suggesting its potential role as a therapeutic agent in DMD patients. 

 

RESUMEN 

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es un tipo de distrofia muscular de origen 

genético que se caracteriza por una degeneración muscular a causa de la deficiencia 

distrofina, una proteína estructural del sarcolema. Esta enfermedad es caracterizada por 

una debilidad muscular rápida y progresiva que aparece a los 5-7 años e involucra los 

músculos proximales y las extremidades inferiores. El corazón y el sistema respiratorio 

también están afectados, resultando ser las principales causas de muerte. 

Desafortunadamente, no existe un tratamiento efectivo descrito hasta la fecha que haya 

cambiado sustancialmente la historia natural de la enfermedad. Desde el punto de vista 

fisiopatológico, la pérdida de distrofina lleva a un daño del sarcolema, infiltrados de células 

inflamatorias y necrosis de fibras musculares reemplazados por tejido adiposo y fibroso.  

Muchos factores contribuyen a este proceso, pero las vías moleculares relacionadas a la 

regeneración y la degeneración muscular no son completamente conocidas. Los factores 

de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF) pertenecen a una familia de factores de 

crecimiento que regulan la proliferación, migración y diferenciación de células 

mesenquimales. Mientras que la isoforma PDGF-AA está asociada a fibrosis, el papel de 

la isoforma PDGF-BB en la regeneración muscular en humanos no ha sido estudiado.  
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Platelet-Derived Growth Factor BB Influences Muscle  Regeneration in Duchenne 

Muscle Dystrophy 

Patricia Piñol-Jurado MSc, Eduard Gallardo PhD, Noemi de Luna PhD, Xavier Suárez-

Calvet PhD, Carles Sánchez-Riera PhD, Esther Fernández-Simón MSc, Clara Gomis MD, 

Isabel Illa MD PhD, and Jordi Díaz-Manera MD PhD. 

En este estudio se estudió la expresión de PDGF-BB en muestras de biopsia muscular de 

controles y pacientes con DMD. Para ello, se realizaron experimentos in vitro para 

entender los efectos de PDGF-BB en mioblastos, los cuales están involucrados en la 

patofisiología de las distrofias musculares. Estos resultados se confirmaron in vivo 

mediante el tratamiento del modelo murino mdx de DMD con inyecciones intramusculares 

repetidas de PDGF-BB durante 1 mes.  Como resultado, se observó que PDGF-BB estaba 

expresado en las fibras musculares necróticas y regenerativas en muestras de biopsias 

musculares de pacientes con DMD. In vitro, PDGF-BB activó la proliferación y migración 

de mioblastos. El análisis de muestras musculares de ratón de animales tratados con 

PDGF-BB mostró un incremento en la población de células satélite (SCs) y en el número 

de fibras regenerativas, con una reducción en los infiltrados inflamatorios, en comparación 

con los animales tratados con vehículo. Basado en estos resultados, sugerimos que 

PDGF-BB podría jugar un papel protector en las distrofias musculares al mejorar la 

regeneración muscular a través de la activación de la proliferación y migración de las 

células satélite. 

 

Nintedanib decreases muscle fibrosis and improves m uscle function in a murine 

model of dystrophinopathy 

Patricia Piñol-Jurado MSc; Xavier Suárez-Calvet PhD; Esther Fernández MSc; Eduard 

Gallardo PhD; Natalia de la Oliva PhD; Anna Martínez-Muriana PhD; Pedro Gómez-
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Gálvez MSc; Luis María Escudero PhD; Maria Pérez-Peiró MSc; Lutz Wollin PhD; Noemi 

de Luna PhD; Xavier Navarro PhD; Isabel Illa MD PhD, Jordi Díaz-Manera MD PhD. 

Muchas terapias se han desarrollado para combatir el proceso fibrótico en distrofias 

musculares y otras enfermedades. En este trabajo se estudiaron los efectos de 

nintedanib, un triple inhibidor tirosina cinasa, en un modelo murino de DMD, el ratón mdx. 

Nintedanib redujo la proliferación y migración de fibroblastos humanos in vitro y disminuyó 

la expresión de genes fibróticos como COL1A1, COL3A1, FN1, TGFB1 y PDGFA. Siete 

ratones mdx fueron tratados con 60 mg/kg/día con nintedanib durante 1 mes. Estudios 

electrofisiológicos mostraron un incremento en la amplitud de los potenciales de acción 

motora y un mejoramiento de la morfología de los potenciales de unidad motora en los 

animales tratados. Estudios histológicos demostraron una reducción significativa de las 

áreas fibróticas presentes en los músculos esqueléticos. El análisis de la expresión de 

mRNA de músculos de ratón tratado indicó una reducción en los genes de Col1a1, 

Col3a1, Tgfb1 y Pdgfa. El western blot (WB) manifestó una reducción en la expresión de 

proteína del colágeno I en los músculos tratados. En conclusión, nosotros observamos 

que nintedanib ralentizó el proceso fibrótico muscular en un modelo murino de 

distrofinopatía después de 1 mes de tratamiento, sugiriendo su potencial papel como 

agente terapéutico en pacientes DMD. 
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1.1. EL MÚSCULO ESQUELÉTICO 

 

Existen tres tipos de músculo según su función y características histológicas: estriado 

esquelético, estriado cardíaco y liso. El desarrollo del músculo se inicia en una etapa 

temprana de la embriogénesis, durante la gastrulación, y tienen su originen en el 

mesodermo, específicamente el músculo esquelético proviene del mesodermo paraxial 

somítico1. El músculo esquelético es el tejido más abundante del cuerpo humano 

comprendiendo más del 40% de la masa de éste en un adulto joven y algo menos del 

30% en adultos de edad avanzada. Está compuesto por fibras musculares, también 

llamadas miofibras, con propiedades contráctiles, entre otras, que le confieren al cuerpo la 

capacidad de moverse, mantener la postura y generar fuerza. Además, el músculo 

esquelético posee una gran habilidad para regenerarse2. 

1.1.1. ESTRUCTURA: LA FIBRA MUSCULAR Y LA MATRIZ EXTRACELULAR 

Los músculos, además de estar constituidos por fibras musculares y una matriz 

extracelular (ECM), poseen vasos sanguíneos y fibras nerviosas embebidos en la ECM, 

ya que para una función correcta del músculo es necesario que las fibras reciban los 

nutrientes necesarios y desechen los residuos mediante la vascularización, y que cada 

fibra muscular esté en contacto con una terminación nerviosa que regule su actividad3. 

1.1.1.1. La fibra muscular 

Durante la embriogénesis los precursores musculares mononucleados llamados 

mioblastos, se fusionan y forman miotubos multinucleados con núcleos centrales, que son 

estructuras inmaduras que preceden a la fibra muscular4. A nivel postnatal, las fibras 

musculares son largas con un diámetro que oscila entre 10 y 100 nm, con núcleos 

postmitóticos dispuestos en la periferia de la fibra, cerca de la membrana plasmática 

(sarcolema). El sarcoplasma es el citoplasma de las fibras musculares el cual está 

compuesto por miofibrillas que se disponen paralelamente al eje longitudinal de las fibras5. 
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Las miofibrillas están formadas por filamentos de actina y miosina necesarios para la 

contracción, mientras que el sarcómero es la unidad funcional del músculo que se repite a 

lo largo del eje de una miofibrilla6. Además, el sarcoplasma contiene reservas de 

glucógeno, lípidos, lisosomas, mitocondrias y un complejo tubular intermiofibrilar 

conformado por retículo sarcoplásmico y un sistema tubular transverso (túbulo T) formado 

por invaginaciones de la membrana plasmática, permitiendo el paso de la señal nerviosa 

(potencial de acción) durante la liberación de calcio desde el retículo sarcoplasmático 

necesario para la contracción, es decir, permite el acoplamiento entre excitación y 

contracción5 (Figura 1). La membrana plasmática está rodeada por una envoltura llamada 

lámina basal. Ambas estructuras están formados por múltiples proteínas que conectan el 

citoesqueleto del interior de las fibras con el espacio extracelular que le confieren 

estabilidad a la fibra, de manera que mutaciones en estas proteínas son la causa de 

diversas enfermedades musculares4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura de la fibra muscular. Imagen modificada de Tortora et al. 20167. 
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1.1.1.2. La matriz extracelular 

Las fibras musculares se organizan en fascículos y un grupo de fascículos conforman el 

músculo completo, de tal manera que cada estructura queda envuelta por una capa de 

tejido conectivo compuesto principalmente por una ECM, cada una de ellas 

interconectada: el endomisio, perimisio y epimisio, los cuales rodean cada fibra muscular, 

cada fascículo y un músculo determinado completo, respectivamente (Figura 2)8. 

 

Figura 2. Estructura del músculo esquelético. Imagen obtenida de Dunn et al. 20189. 

La ECM contiene fibroblastos y macrófagos, además de los capilares y nervios (Figura 2). 

Respecto a su función, la ECM ajusta los ciclos de contracción-relajación debido a su 

flexibilidad, les confiere soporte a las fibras musculares y también tiene un papel en la 

regeneración muscular10. 

Existen 4 tipos de proteínas que componen la ECM: colágenos, glicoproteínas no 

colagenosas, glicosaminoglicanos (GAGs) y proteoglicanos (PGs), sintetizados 

primordialmente por los fibroblastos. Los colágenos representan la fracción más grande 

de la ECM donde los colágenos de tipo I, III, V y XI son fibrilares capaces de formar 
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fibrilas. Entre ellos, el colágeno I es el principal tipo de colágeno del músculo, ejerciendo 

propiedades biomecánicas (Tabla 1). El colágeno VI, por otro lado, es una proteína 

microfibrilar que forma un entramado de filamentos finos11. 

  Endomisio Perimisio  Epimisio 

Nivel Rodea cada fibra 
Rodea cada grupo de 

fibras (fascículo) 
Rodea cada músculo 

Función 

- Mantiene la integridad 

muscular 

- Transmite tensión entre las 

fibras 

- Contiene vasos sanguíneos 

de pequeño diámetro 

 - Transmite la fuerza 

desde las fibras 

musculares a los 

tendones 

- Contiene vasos 

sanguíneos más grandes y 

nervios 

 

- Es continuo a los 

tendones y conecta 

músculos con huesos 

- Da acceso a los vasos 

sanguíneos principales y 

nervios que irrigan el 

músculo 

 

Composición 
mayoritaria 

Colágeno tipo I, III, IV, V y VI Colágeno tipo I y III Colágeno tipo I 

Tabla1. Componentes de la ECM del músculo esquelético. Tabla modificada de Mahdy et al. 20183.  

 

El endomisio o membrana basal está compuesto por la lámina basal, adyacente al 

sarcolema como se ha comentado anteriormente, y por una lámina reticular exterior. La 

lámina basal está formada principalmente por colágeno IV, pero también se pueden 

encontrar otras moléculas como laminina, entactina, fibronectina, perlecan y otros PGs, 

siendo la fibronectina y la laminina los más abundantes junto al colágeno IV9, 12. Las fibras 

reticulares de la lámina reticular, por otro lado, están compuestas por diferentes tipos de 

colágenos entre los que se encuentra el colágeno I, III, V, VI, IX y XI, PGs como decorina 

y versicano, y el GAG ácido hialurónico; de ellos destacan los colágenos I, III y VI9 (Figura 

3). Esta clasificación es tema de debate actualmente2. 

Las metaloproteasas de la matriz (MMPs) y los inhibidores de metaloproteasas de la 

matriz (TIMPs) juegan un papel importante en la regulación de la degradación de la ECM, 
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ya que las MMPs son enzmias que degradan los componentes de la ECM cuando es 

necesario y los TIMPs la inhiben13.  

 

 

Figura 3. Componentes de la ECM del endomisio. Imagen extraída de Mukund et al. 20192. 

 

1.1.2. LA REGENERACIÓN MUSCULAR 

Las células satélite (SCs) son las células madre encargadas de llevar a cabo la 

regeneración tras un daño muscular y también contribuyen al crecimiento muscular 

postnatal. En el último caso el número de fibras no aumenta, sino que las fibras aumentan 

su diámetro al incrementar el número de miofibrillas y el número de núcleos12.  

Las SCs fueron descritas por primera vez por Alexander Mauro y Bernard Katz en 1961, 

quienes observaron que estas células mononucleadas se encontraban situadas entre la 

lámina basal y el sarcolema de la fibra muscular14 (Figura 2 y 4).  

En el caso de la regeneración, las SCs, que en condiciones normales son mitóticamente 

inactivas, se activan en respuesta a estímulos como estrés inducido por trauma, empiezan 
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a proliferar y a diferenciar, y posteriormente o bien se fusionan con las células dañadas o 

bien producen nuevas fibras. Durante este proceso en el que pasan de ser células 

quiescentes a constituir fibras musculares maduras, las SCs son referidas en conjunto 

como progenitores miogénicos (MPs) o mioblastos que pueden ser identificados utilizando 

diferentes marcadores moleculares15 (Figura 4). Otros precursores con potencial 

miogénico de diferente origen están posiblemente involucrados en la regeneración 

muscular en alguna medida (ver sección 1.5.2. Terapia celular), pero la célula 

protagonista de la regeneración muscular son las SCs. 

Las SCs se activan a mioblasto o MP en respuesta al daño. Una vez activadas pueden 

replicarse a sí mismas y volver al estado de quienescencia para mantener el pool de SCs 

y también pueden generar una progenie funcional que se expandirá y diferenciará durante 

la regeneración mediante. Esta función es típica de las células madre ya que tienen la 

capacidad de dividirse asimétricamente. Durante el proceso, las SCs mantienen el factor 

de transcripción paired box 7 (Pax7) como marcador hasta antes de su diferenciación 

terminal, donde Pax7 es regulado negativamente y se expresan otros factores, como el 

factor de transcripción miogenina y la proteína 1 de diferenciación miogénica (MyoD)16 

(Figura 4).  

La comunicación de las SCs con el entorno hace que éstas se activen y proliferen. El 

entorno puede referirse a la fibra muscular dañada, la ECM (los componentes de la lámina 

basal pueden interactuar físicamente con las SCs y transmitir señales), las células 

inflamatorias y los fibroblastos. Por ejemplo, distintos factores de crecimiento originados 

en las propias SCs, fibras, células intersticiales, o en suero como son el factor de 

crecimiento de hepatocitos (HGF), el factor de crecimiento fibroblástico (FGF), el factor de 

crecimiento insulínico (IGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y distintas 

glicoproteínas Wnt contribuyen a este proceso12. 
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Figura 4. Activación, proliferación y diferenciación de las SCs. Imagen extraída de Tedesco FS et al. 201016.  

Después de un daño agudo, la reparación normal del músculo empieza con la eliminación 

de las fibras dañadas o muertas mediante células inflamatorias y después las SCs 

reparan el tejido17. Entrando en detalle, las SCs activadas liberan factores quimiotácticos 

para atraer a los neutrófilos, que son los primeros en llegar al músculo dañado y generar 

citocinas quimioatrayentes para atraer monocitos y macrófagos18 (Figura 5), aunque el 

mecanismo molecular exacto por el que las células inflamatorias van a la zona dañada es 

un tema de estudio en la actualidad. Los macrófagos parecen jugar un papel importante 

en la correcta regeneración muscular, según la naturaleza, duración e intensidad de la 

respuesta inflamatoria, la cual se solapa con un aumento temporal de la ECM19. Existe 

una población heterogénea de macrófagos que juegan papeles opuestos: en estadios 

tempranos del daño, los macrófagos pro-inflamatorios (M1) producen niveles altos de 

citocinas pro-inflamatorias, tal como el factor de necrosis tumoral α (TNFα), interleucina 1β 

(IL-1β) e interleucina 6 (IL-6). Diversos estudios han asociado a los macrófagos M1 a la 

activación y proliferación de SCs, a la fagocitosis de las fibras dañadas (Figura 5) y 

también a la proliferación de fibroblastos residentes20; más tarde en el proceso de 

regeneración, se observa un cambio de macrófagos M1 a macrófagos anti-inflamatorios 

(M2), los cuales secretan citocinas anti-inflamatorias, como el factor de crecimiento 

transformante β1 (TGF β1), el cual activa a los fibroblastos a un fenotipo de miofibroblasto 
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(fibroblasto diferenciado) e induce la diferenciación de las células progenitoras 

fibroadipogénicas (FAPs), descubiertas en 2010, a fibroblasto o miofibroblasto21, así como 

estimula la producción de proteínas de la ECM por parte de estas células, como los 

colágenos fibrosos tipo I y III, y los colágenos IV y VI presentes en la lámina basal, de 

forma controlada22. Este aumento de la ECM está relacionado a una correcta 

diferenciación del mioblasto23, además de actuar como soporte para fibras durante el 

proceso24. Esta fase orquestada por los macrófagos M2 también está relacionada con la 

supresión de la respuesta inflamatoria y la diferenciación de mioblastos a miotubos 

maduros por mediación de IL-10, IL-4 e IL-13, citocinas segregadas por los linfocitos T 

que favorecen la activación de los macrófagos M224, 25 (Figura 5).  

Las FAPs, que proliferan durante el proceso de reparación, también ayudan a los 

mioblastos a diferenciarse y a reparar el músculo correctamente, al expresar diferentes 

factores miogénicos, como IL-626. Finalmente, la ECM se degrada hasta llegar a los 

niveles iniciales por acción de las MMPs27 y la población de FAPs y fibroblastos también 

disminuye, en parte debido a las señales apoptóticas de TNFα28, generando un músculo 

totalmente reparado. 

 

 

Figura 5. Papel de la inflamación en la regeneración muscular. Imagen extraída de Yang W et al. 201829. 
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1.2. LA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE 

 

1.2.1. DEFINICIÓN Y CARACTERÍSTICAS PATOLÓGICAS 

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

caracterizada por una atrofia muscular que causa una debilidad muscular progresiva en 

niños, como consecuencia de la degeneración de los músculos esqueléticos provocando 

la pérdida de deambulación típicamente antes de los 13 años, aunque los músculos lisos 

y cardíacos también están afectados30. La muerte se da por problemas respiratorios o 

cardíacos entre la segunda y tercera década de vida31. La DMD se engloba dentro de las 

distrofias musculares, que son un grupo de enfermedades asociadas a mutaciones en los 

genes que codifican para proteínas implicadas en la estabilización estructural y funcional 

de la fibra muscular, generando, como en el caso de la DMD, una atrofia y debilidad 

muscular en distintos músculos. La severidad, aparición y desarrollo de la enfermedad 

depende del tipo de mutación32. A nivel histopatológico, una distrofia muscular se describe 

por una combinación de regeneración y necrosis, asociado a un aumento del tejido 

conectivo intersticial, que va variando según la etapa de evolución de la enfermedad, lo 

que hace que se diferencien de otras miopatías no distróficas, como las miopatías 

metabólicas, congénitas o inflamatorias33. Más en detalle, tras una tinción del tejido con 

hematoxilina y eosina se pueden apreciar los siguientes cambios distróficos: apariencia 

redondeada y variación del tamaño de las fibras, con fibras hipertróficas y atróficas, 

necrosis con la consiguiente pérdida de la fibra y sustitución posterior por tejido adiposo y 

fibroso, fibras pálidas (necróticas), incremento del número de núcleos centrales, fibras 

regenerantes con núcleos centrales más grandes, fibras hipercontracturadas, incremento 

del tejido conectivo en el perimisio y endomisio, y a veces inflamación intersticial (cuando 

la degeneración es rápida)34 (Figura 6).  
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Figura 6. Comparación de secciones transversales teñidas con eosina-hematoxilina de músculo control y músculo distrófico 

de 3 pacientes con DMD con diferente grado de severidad. Imágenes modificadas de WB Saunders Co34.  

Otro signo patológico es un aumento elevado de la proteína creatina cinasa (CK) y de las 

alanina y aspartato transaminasas (ALT y AST, respectivamente) en suero, como 

resultado de la necrosis o rotura de las fibras, excepto en estados avanzados cuando la 

pérdida de deambulación se presenta34. 

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) junto con la distrofia muscular de Becker (BMD) 

forma el grupo de las distrofinopatías, que presentan una pérdida total o casi total (DMD) 

o una pérdida parcial de la proteína distrofina (BMD), por mutaciones en el gen del mismo 

nombre encontrado en la posición 21 del brazo corto del cromosoma X (xp21), por lo que 

principalmente sólo afecta a varones (en el caso de DMD la incidencia es de1 de cada 

3500-6000 nacimientos)35, aunque también se han observado algunas mujeres portadoras 

sintomáticas. Un tercio de los casos puede deberse a nuevas mutaciones y no a una 

herencia ligada al cromosoma X36. El gen de la distrofina es uno de los más grandes del 

genoma con 79 exones (lo que equivale a 14 kilobases (Kb) de ácido ribonucleico 

mensajero (mRNA)) pudiendo sufrir deleciones, inserciones y mutaciones puntuales37. 

Alrededor del 70-80% de las mutaciones corresponden a deleciones e inserciones, entre 
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éstas el 60% son grandes deleciones, y el resto son mutaciones puntuales38. En la DMD, 

las deleciones/inserciones están asociadas a un cambio del marco de lectura y las 

mutaciones puntuales suelen ser sin sentido o que implican una alteración en el splicing 

del exón, en todos los casos, esto ocasiona una proteína truncada que es degradada 

rápidamente. Existen zonas denominadas puntos calientes donde las deleciones ocurren 

con mayor frecuencia, una de ellas se encuentra entre los exones 44 y 52 y otra en la 

región N-terminal39. 

1.2.2. LA DISTROFINA Y FISIOPATOLOGÍA DE LA ENFERMEDAD 

La distrofina es una proteína subsarcolemal descubierta en 1987 que forma parte del 

complejo de distrofina-glicoproteína (DGC). Estas glicoproteínas son transmembrana o 

bien se encuentran cercanas al sarcolema por la parte extracelular o citoplasmática y se 

compone de distroglicanos, sarcoglicanos, distrobrevina, sintrofinas, entre otras. El DGC 

tiene una función mecánica al mantener la integridad estructural del músculo y también 

tiene una función no mecánica al actuar como estructura para la señalización de 

diferentes vías tanto en músculo como en otros tejidos, como por ejemplo en cerebro40. 

El gen posee promotores internos que dan lugar a isoformas más cortas de la proteína 

encontradas en otros tejidos. La isoforma larga, Dp427, se encuentra en el músculo 

esquelético y su alteración es la responsable de DMD o BMD, mientras que las otras 

isoformas incluyen Dp260, Dp140, Dp116 y Dp7141. 

En su función mecánica del músculo la distrofina sirve de anclaje entre el aparato 

contráctil del citoesqueleto y la ECM, al interaccionar con el citoesqueleto, las 

glicoproteínas del DGC – que se unen a la laminina de la ECM - y el sarcolema. La 

distrofina normal posee 4 dominios: el N-terminal, que interacciona con la actina del 

citoesqueleto; un largo dominio central o rod domain, que constituye gran parte de la 

proteína y contiene secuencias de unión a filamentos de actina y a microtúbulos; un 

dominio rico en cisteína, que participa en la unión al β-distroglicano; y el extremo C-
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terminal, también involucrado en la unión al sarcolema, junto al dominio rico en cisteínas y 

parte del dominio central, mediante la unión a distrobrevina y sintrofinas42. La distrofina 

también se expresa en la unión neuromuscular y en la miotendinosa43 (Figura 7). 

 
Figura 7. El complejo distrofina-glicoproteína. Imagen extraída de Gao Q et al. 201542.  

Por lo tanto, la ausencia de distrofina causa una deslocalización del complejo y el papel 

protector del DGC frente al estrés o daño producido en el sarcolema durante la 

contracción muscular se pierde44. La entrada de calcio en condiciones fisiológicas está 

muy bien controlada y el influjo hacia el citosol sólo ocurre durante la contracción 

muscular, sin embargo, la falta de distrofina crea roturas en el sarcolema durante la 

contracción y se genera una entrada anormal de calcio al interior de la célula45. La 

persistencia de calcio en el citosol provoca por un lado la activación de la proteasa 

calpaína involucrada en la necrosis celular y por otro la disfunción de la mitocondria y la 

consecuente producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), ya que la mitocondria 

recoge el calcio del citosol, se hincha, pierde la membrana interna y se produce el estrés 

oxidativo46. ROS tiene distintos papeles en la DMD: puede provocar un daño en el 

sarcolema y conducir a necrosis o apoptosis, a su vez esto también activa a las células 
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satélite para llevar a cabo la regeneración47; activa canales de calcio contribuyendo a la 

entrada de calcio al citosol48; y activa de forma crónica al factor nuclear potenciador de las 

cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) que también puede ser activado 

por IL-1, IL-6, TNFα, es decir por citocinas inflamatorias secretadas por células 

inflamatorias reclutadas o residentes. NF-kB también está activado en macrófagos del 

músculo distrófico y está involucrado en la transcripción de diferentes citocinas, sobre 

todo pro-inflamatorias, como TNFα, involucrado en la necrosis de la fibra muscular, por lo 

tanto, NF-kB resulta clave en la modulación de la inflamación49, 50.  

Además, se ha demostrado que las SCs también expresan distrofina, y la pérdida de ésta 

podría alterar la capacidad regenerativa en la DMD en estas células51.  

1.2.2.1. Degeneración. Inflamación y fibrosis 

En el caso de la DMD (o un daño muscular crónico), las fibras musculares son 

susceptibles a una degeneración a causa del defecto molecular que las lleva a repetir 

ciclos de regeneración y degeneración, lo que conlleva al establecimiento de una 

respuesta inflamatoria crónica52 y a una fibrosis irreversible debido a la producción 

excesiva de proteínas de la ECM del endomisio y el perimisio, principalmente de colágeno 

I y colágeno III, y fibronectina en la lámina basal, lo que provoca una disfunción 

muscular53. El proceso de degeneración no sólo causa un aumento de la ECM (Figura 8) 

sino que también disminuye la nutrición de las fibras y el agotamiento de las SCs54. 

La fibrosis, además de ser una característica de las distrofias musculares, también se 

puede encontrar en daños severos, como en laceraciones o contusiones55. 

El mecanismo molecular por el cual tiene lugar la degeneración no está completamente 

esclarecido, pero es conocido que la fibrosis está estrechamente ligada con la respuesta 

inflamatoria crónica, de modo que poder entender estos mecanismos es importante para 

poder combatir la fibrosis24. 
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Figura 8. Deposición de la ECM durante la regeneración muscular en un modelo murino de daño agudo y crónico (mdx). 

Imagen modificada de Mann et al. 201124. 

En los últimos años se ha estudiado ampliamente el papel de los macrófagos M1 y M2, 

así como las citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias respecto a la generación de 

fibrosis en las distrofias musculares24, 51. Los últimos estudios apuntan a que el equilibrio 

entre macrófagos M1 y M2, y más específicamente el balance entre TNFα y TGFβ, así 

como una respuesta secuencial de macrófagos (M1 y posteriormente M2) son aspectos 

cruciales para la correcta regeneración, por lo tanto, el microambiente actuaría como 

modulador de la respuesta inflamatoria24, 51. Tras un daño agudo el número de macrófagos 

M2 decrece al completar el proceso de reparación, sin embargo, en un ambiente 

distrófico, como el que se produce en el modelo murino de distrofia muscular (ratón mdx) 

el número de macrófagos M2 aumenta con la edad56. La persistente presencia de estos 

macrófagos modifica el microambiente al producir grandes cantidades de TGFβ, llevando 

a un reemplazo progresivo de músculo por tejido fibrótico y adiposo como resultado final, 

pues como se ha comentado en el apartado 1.1.2 (regeneración fisiológica del músculo), 

TGFβ está implicado en la producción de la ECM mediante activación de los fibroblastos y 

diferenciación de las FAPs. Además, en el músculo distrófico la ECM no se degrada, ya 

que TGFβ también decrece la producción de MMPs, por el contrario, es sintetizada 
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persistentemente por la continua estimulación con TGFβ2 (Figura 9). También se ha 

reportado que este desequilibrio con TNFα produciría una inhibición de la apoptosis de los 

FAPs, a diferencia de la correcta regeneración del músculo donde los FAPs regresan a 

niveles normales57. 

La vía de señalización canónica estimulada por TGFβ es mediante la fosforilación y 

activación de Mothers Against Decantaplegic Homolog 2 y 3 (Smad2 y Smad3) actuando 

como factor de transcripción en conjunción con Smad4, pero otras vías pueden estar 

involucradas58. TGFβ además de ser expresado por macrófagos M2 puede ser expresado 

por células mesenquimales, como FAPs y fibroblastos, así como células miogénicas59. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Factores pro-fibróticos en la degeneración muscular. Imagen modificada de Mahdy et al. 20183. 

Además de TGFβ otros factores de crecimiento y citocinas pro-fibróticos pueden estar 

involucrados en el proceso de fibrosis (Figura 9), así como en el proceso normal de 

reparación muscular, aunque en este último caso de forma regulada. Por ejemplo, IL-13 

es una citocina derivada de linfocitos T colaboradores 2 (Th2) que activa macrófagos M2a 

(reconocidos por expresar CD206) de forma importante en el músculo distrófico. Además, 

IL-13 junto TGFβ induce la expresión de arginasa I en estos macrófagos, la cual es 
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responsable de la iniciación de la síntesis de colágeno en fibroblastos, al ser el 

responsable de la producción del aminoácido prolina necesario para la síntesis de 

colágeno60. IL-10, citocina secretada por célula Th2, también está involucrada en la 

activación de un subtipo de macrófagos M2 llamados M2c que participan en el proceso de 

fibrosis al producir arginasa I61. Otra molécula es la fibrina, una proteína que se encuentra 

en el torrente sanguíneo y que extravasa a los tejidos inflamados. En el músuclo 

distrófico, la fibrina activa a los macrófagos M1 (y la producción de citocinas pro-

inflamatorias), cuya persistencia promueve la inflamación crónica y también incrementa la 

expresión de TGFβ bajo estimulación de IL-1β en estos macrófagos contribuyendo a la 

activación de macrófagos M2 productores de arginasa; y además su precursor, el 

fibrinógeno, activa a fibroblastos por unión al receptor αvβ3 y promueve directamente la 

producción de colágeno. En este sentido la activación de la enzima que degrada la fibrina, 

el plasminógeno, y sus inhibidores (sistema de activación de plasminógeno) juegan 

también un papel importante en el desarrollo de la fibrosis62. Otro factor de crecimiento 

que contribuye en la fibrosis es el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), cuya 

expresión es inducida por TGFβ en fibroblastos63, aunque otras moléculas también 

pueden regular su expresión como HGF, el factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF), entre otros64. Una de las características de CTGF es que es un inductor de la 

producción de la ECM en varias enfermedades pro-fibróticas y durante el normal 

desarrollo, y está sobreexpresado en el músculo de pacientes con DMD y en el ratón mdx, 

pudiendo replicar o amplificar los efectos de TGFβ con relación a la fibrosis51.  La 

miostatina es un inhibidor del músculo esquelético en desarrollo que pertenece a la familia 

de TGFβ, la cual se ha reportado que puede estimular la expresión de TGFβ, la 

producción de la ECM y la proliferación de fibroblastos3. VEGF es un factor angiogénico 

implicado en la neovascularización, y también se le ha atribuido a promover la producción 

de la ECM y la diferenciación de fibroblastos en un modelo murino de distrofia muscular65, 

aunque no hay muchos estudios que corroboren esta afirmación. FGF, por otro lado, 
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induce proliferación de fibroblastos en distintos tejidos y la migración de miofibroblastos, y 

su inhibición se ha asociado con una reducción de la deposición de colágeno66, además la 

expresión de FGFb es inducida por TGFβ en fibroblastos de pulmón67. Otro factor de 

crecimiento con efecto pro-fibrótico que ha surgido en los últimos años es el factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (ver apartado 1.3). 

1.2.3. SÍNTOMAS CLÍNICOS  

Los niños con DMD desde bien temprana edad suelen mostrar un desarrollo motor o 

global más lento al resto de niños y no suelen correr o saltar. La enfermedad avanza 

rápidamente y el niño empieza a caerse con frecuencia, le es difícil subir escaleras, 

camina “en forma de pato” y puede presentar hipertrofia de las pantorrillas hasta que 

pierde la deambulación hacia los 10 años de media. Muestra un patrón de debilidad de 

cinturas escapular y pélvica típico de las distrofinopatías y las distrofias de cinturas (tipo 

de distrofia muscular debido a mutaciones de diferentes proteínas que conforman el 

DGC): primero muestran una afectación de la cintura pélvica y las extremidades inferiores, 

y posteriormente la cintura escapular y los miembros superiores. Tras perder la 

deambulación, se desarrolla una escoliosis progresiva y contracturas articulares68. 

Estos niños suelen tener problemas respiratorios al tener el diafragma afectado. Además, 

la escoliosis, está relacionada directamente con una disminución de la capacidad 

respiratoria69. 

Asimismo, los pacientes suelen mostrar signos de cardiopatía, definida como cualquier 

enfermedad del miocardio asociada con disfunción mecánica y/o eléctrica70, pero a partir 

de los 18 años todos muestran una cardiopatía71 detectable por cambios 

electrocardiográficos (como taquicardia y arritmias sinusales), función sistólica y diastólica 

alteradas, acompañado por un incremento de fibrosis72. Con la ecocardiografía también 

pueden detectarse los hallazgos típicos de una miocardiopatía dilatada encontrada en la 

mayoría de los pacientes y que es originada por una fibrosis producida en la pared 
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posterobasal del ventrículo izquierdo que da lugar a una dilatación e hipertrofia de dicho 

ventrículo73. Los síntomas se traducen en fatiga, disnea, dolor en el pecho y en estados 

tardíos pueden aparecer arritmias y fallos cardíacos ocasionando la muerte68. La 

intensidad de la miocardiopatía no está directamente relacionada con la severidad del 

músculo esquelético74. 

Dos tercios de los pacientes muestran retraso cognitivo, con una pérdida promedio de 20 

puntos de IQ en comparación a la población control, debido a que la distrofina posee 

diferentes isoformas que se expresan en el cerebro, y éstas pueden estar afectadas 

según la posición de la mutación68. 

1.2.4. DIAGNÓSTICO 

El diagnóstico de DMD suele darse alrededor de los 5 años, aunque se puede 

diagnosticar mucho antes. Primero debe considerarse la sospecha del diagnóstico y ésta 

se basa en la exploración física, el historial familiar y los resultados de laboratorio de los 

niveles de CK, que a esa edad suele ser de 100 a 200 veces más elevado de lo normal. 

Dentro de las pruebas físicas se realiza la maniobra de Gowers que consiste en ponerse 

de pie desde el suelo: el niño DMD/BMD se ayudará con los brazos y se trepará a sí 

mismo, aunque este signo no es exclusivo de DMD/BMD75. 

Si la sospecha es positiva el siguiente paso es realizar el estudio molecular en muestra de 

sangre con el fin de detectar deleciones, inserciones o mutaciones puntuales utilizando 

diferentes técnicas. Primero se estudian deleciones y duplicaciones y si resulta negativa 

se secuencia el gen para buscar mutaciones puntuales o pequeñas deleciones o 

duplicaciones76. 

Si la prueba genética pone de manifiesto mutaciones en el gen DMD no es necesario 

realizar la biopsia muscular confirmatoria, por los problemas que conlleva al paciente. Si el 

paciente presenta elevación en los niveles de CK en suero y signos y síntomas de DMD 
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pero el test genético es negativo, entonces se realizará una biopsia muscular. Las 

pruebas clave que se hacen de la biopsia muscular para DMD son la inmunocitoquímica y 

el western blot (WB) de la distrofina, y deben ser interpretadas por un patólogo77. Si las 

pruebas son positivas se debe de confirmar mediante pruebas de ADN para determinar el 

tipo de mutación75. 

Según el tipo de mutación encontrada en la prueba genética o bien la cantidad de 

distrofina encontrada en las pruebas de histopatología se determinará si el fenotipo es 

DMD o BMD. 

1.2.5. TRATAMIENTO 

Actualmente no existe un tratamiento eficaz para la cura de la DMD. El tratamiento es 

multidisciplinar y se encuentran implicados diferentes especialistas: neurólogos, 

rehabilitadores, ortopedistas, cardiólogos, neumólogos, nutricionistas, anestesistas, 

psicólogos y genetistas. 

Como tratamiento farmacológico, los únicos que han demostrado ser eficaces son los 

glucocorticoides, al reducir la velocidad de deterioro en la fuerza muscular y en la función 

motora a corto plazo, 1 año para la función y 2 para la fuerza y, en consecuencia, los 

niños pueden mantener la deambulación por un tiempo más largo en comparación a los 

niños no tratados. Existen dos tipos de glucocorticoides aprobados para la DMD: 

prednisona y deflazacort, los cuales se cree que podrían actuar inhibiendo NF-kB78. Estos 

fármacos se evaluaron según diferentes pruebas funcionales, que consistieron en medir 

los tiempos en ponerse de pie, subir escaleras o caminar unos metros concretos79. 

Además, los glucocorticoides pueden disminuir el riesgo de escoliosis y es aconsejable su 

uso aún tras perder la deambulación80. Sin embargo, los efectos secundarios a largo plazo 

son considerables. Éstos incluyen ganancia de peso con apariencia cushingoide, riesgo 

de hipertensión, formación de cataratas, más riesgo de roturas en las caídas por pérdida 

de densidad ósea, afectación en el comportamiento de algunos pacientes, entre otros81. El 
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inicio del tratamiento debe comenzar cuando el retraso del desarrollo motor comienza a 

percibirse en el niño, normalmente entre los 5 y 7 años75. 

Las anomalías en la función ventricular del corazón mediante el estudio con 

electrocardiograma deben tratarse con el uso de inhibidores de la enzima convertidora de 

la angiotensina (inhibidor ACE) como primera línea82. La cirugía puede estar indicada para 

corregir la escoliosis83. El tratamiento con ventilación no invasiva para la mejora de la 

función respiratoria, junto a la operación de columna, ha ayudado a que la esperanza de 

vida de los pacientes con DMD se vea incrementada en los últimos años84. 

 

1.3. FACTORES DE CRECIMIENTO DERIVADOS DE PLAQUETAS Y SUS 

RECEPTORES  
 

Los factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGFs) se descubrieron a mediados 

de los años 70 basándose en la reducción del potencial mitogénico de suero preparado a 

partir de plasma libre de células ejercido en fibroblastos81, 85, células musculares lisas86 

(SMCs) y células gliales87 en cultivo en comparación al potencial mitogénico de suero 

procedente de sangre total, ya que el PDGF se encuentra en los gránulos-α de las 

plaquetas (de ahí su nombre) los cuales son desgranulados en el proceso de coagulación 

que tiene lugar durante el proceso de obtención de suero a partir de sangre total, 

liberándose diversos factores, entre ellos el PDGF en el suero resultante; en cambio en el 

plasma obtenido por plasmaféresis  los gránulos-α no se desgranulan por los 

intermediarios de la coagulación al no producirse ésta88. PDGF posteriormente fue 

purificado de plaquetas humanas, aunque más adelante se demostró que PDGF, además, 

era sintetizado por diferentes tipos celulares. Existen diferentes isoformas: PDGF-A y 

PDGF-B fueron los primeros en ser caracterizados en los años 80 y aproximadamente 15 

años después se descubrieron PDGF-C y PDGF-D89, 90. 
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1.3.1. ESTRUCTURA DE PDGF  

Todos los subtipos de PDGF son dímeros de cadenas polipeptídicas unidas por un puente 

disulfuro. Junto a los VEGFs forman la familia PDGF/VEGF, que está estructural y 

funcionalmente relacionada91. Existen 4 tipos de cadenas de PDGF en mamíferos (PDGF-

A, PDGF-B, PDGF-C y PDGF-D) codificadas por 4 genes que residen en los cromosomas 

7, 22, 4 y 11 en humanos, respectivamente, dando lugar a 5 proteínas de PDGF 

biológicamente activas, ya que además de los 4 homodímeros, existe un heterodímero 

compuesto por una cadena de PDGF-A y otra de PDGF-B (PDGF-AB). Aún no se han 

descrito otros tipos de heterodímeros.  

Todos los miembros comparten un dominio “core” de factor de crecimiento que contiene 

un grupo de 8 residuos de cisteína muy conservado. Este dominio es necesario para la 

unión al receptor y su activación, así como también para la unión entre las cadenas de 

PDGF, otorgándole una gran estabilidad92. 

Las cuatro cadenas de PDGFs son sintetizadas y ensambladas como dímeros en el 

retículo endoplasmático como precursores inactivos que posteriormente serán procesados 

para su activación. La forma madura de PDGF corresponde básicamente al dominio de 

factor de crecimiento y se compone de aproximadamente 100 aminoácidos en todos los 

casos. Evolutivamente, este dominio está muy conservado en la familia PDGF/VEGF de 

distintos organismos, vertebrados e invertebrados93. PDGF-A mantiene una gran 

homología, alrededor del 50%, con PDGF-B. Así mismo, PDGF-C presenta el mismo 

grado de homología respecto a PDGF-D, indicando que estos dos pares de PDGFs 

surgieron por duplicación de un gen antecesor durante la evolución dando lugar a dos 

genes ancestrales de PDGF que más tarde se volvieron a duplicar dando lugar a PDGF-A 

y PDGF-B, por un lado, y PDGF-C y PDGF-D, por otro. En consecuencia con esto, las 

estructuras de las secuencias genómicas que codifican para PDGF-A y PDGF-B también 

son diferentes respecto a PDGF-C y PDGF-D, pero el número y tamaño de exones 
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involucrados en el dominio core de factor de crecimiento está muy conservado entre las 4 

cadenas de PDGF.  

PDGF-A, que es sintetizado como un polipéptido de 211 aminoácidos (o de 196 en el caso 

de sufrir splicing alternativo según el tipo celular), y PDGF-B, compuesto por 241 

aminoácidos, son procesados intracelular y proteolíticamente por su extremo N-terminal 

con el fin de eliminar el propéptido que los mantiene inactivos, durante el proceso de 

exocitosis (Figura 10). Sin embargo, PDGF-C y PDGF-D, de 345 y 370 aminoácidos de 

longitud, respectivamente, son secretados en una forma latente para luego ser 

procesados por el extremo N-terminal del dominio de factor de crecimiento por proteasas 

extracelulares, como el activador tisular del plasminógeno (tPA), el activador de 

plasminógeno tipo urocinasa (uPA), plasmina y matriptasa91, 94, liberando la molécula de 

PDGF madura del dominio CUB presente en el extremo N-terminal. Este dominio novel 

está involucrado en la unión proteína-proteína o proteína-carbohidrato en la ECM, una vez 

PDGF-C o PDGF-D son secretados. Por lo tanto, la función principal del dominio CUB es 

impedir la unión y activación del receptor al bloquear estéricamente la secuencia de unión 

al receptor del dominio de factor de crecimiento del PDGF hasta que actúen las proteasas 

extracelulares. Se puede dar un procesamiento parcial liberando el dominio CUB de una 

sola cadena (hemi-dímero), esto dará lugar a la unión del receptor como un ligando 

monovalente actuando como un antagonista de baja afinidad, ya que la posterior 

dimerización del receptor no tendrá lugar. 

 

Figura 10. Estructura de los ligandos PDGF. Hoch RV et al. 200395. 
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El proceso de secreción de los PDGFs no está regulado y éstos parecen ser secretados 

constitutivamente, pero la ECM sí juega un papel importante en la regulación de la 

difusión de los diferentes PDGFs en el tejido. PDGF-B y uno de los 2 tránscritos de 

PDGF-A poseen en su extremo C-terminal un motivo rico en aminoácidos básicos llamado 

motivo de retención que favorece la unión de PDGF con los componentes de la ECM. 

Este motivo puede ser eliminado en el caso de PDGF-B por proteasas en el interior de la 

célula o en el espacio extracelular mientras que en el caso de PDGF-A este motivo es 

eliminado en el espacio extracelular. Con lo cual, nos encontramos con diferentes 

situaciones: el tránscrito de PDGF-A activo sin el motivo de retención y PDGF-B activo 

con el motivo de retención eliminado intracelularmente que podrán difundir una vez 

secretados, el tránscrito de PDGF-A con el motivo de retención y PDGF-B con este motivo 

sin procesar serán secretados en una forma activa pero retenidos en la ECM hasta que 

sean procesados, y PDGF-C y PDGF-D que son secretados de forma inactiva y que serán 

retenidos en la ECM mediante el dominio CUB, antes de ser procesados. Por lo tanto, la 

forma de PDGF-A más corta (sin el motivo de retención) y el dímero de PDGF-B 

secretado sin el motivo de retención tendrán una mayor capacidad de difusión a través del 

tejido y podrán ejercer su función biológica sobre células situadas a más distancia de la 

célula productora, mientras que las formas de PDGF-A y PDGF-B que pueden ser 

retenidas en el espacio extracelular podrán actuar en la propia célula o en células muy 

próximas96. Los PDGFs se unen a varios tipos de colágenos97, trombospondina98, y BM-

40/osteopontina/SPARC99; sin embargo, el componente principal de la ECM involucrado 

en la retención de PDGF es el proteoglicano heparán sulfato (HSPG)100. 

PDGF no sólo interactúa con moléculas de la ECM sino que también lo hace con 

proteínas solubles, por ejemplo PDGF-B se une a macroglobulina-α2101 regulando la 

cantidad de PDGF disponible para la interacción con los receptores. PDGF-BB y PDGF-

AB también pueden unirse a SPARC (osteonectina) y adiponectina, las cuales pueden 

retener el factor de crecimiento en el espacio extracelular inhibiendo la unión a su 



INTRODUCCIÓN 
_______________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

46 

 

receptor99. En ambos casos, las moléculas de PDGF retenidas son liberadas cuando 

disminuye el pH, como por ejemplos en lugares donde existe inflamación102. 

1.3.2. LOS RECEPTORES PDGF Y SU UNIÓN AL LIGANDO 

Las diferentes isoformas ejercen su efecto celular por unión y activación a dos receptores 

tirosina cinasa estructuralmente relacionados entre sí, denominados receptor PDGF-α 

(PDGFRα) y receptor PDGF-β (PDGFRβ), cuyos genes residen en el cromosoma 4 y 5 en 

humanos y en el 5 y 18 en ratones, respectivamente. Ambos receptores son los típicos 

receptores tirosina cinasa (RTKs): son proteínas transmembrana que poseen un dominio 

extracelular de unión a ligando, en este caso compuesto de 5 dominios relacionados a 

inmunoglobulinas, y un dominio tirosina cinasa intracelular, que en la familia de receptores 

PDGF posee una secuencia específica103-105. El ligando dimérico es capaz de unirse a dos 

receptores monoméricos simultáneamente y por lo tanto provoca la dimerización del 

receptor, que da lugar a la yuxtaposición de la parte intracelular del receptor y permite la 

autofosforilación de los residuos tirosina en trans entre los dos receptores, iniciándose así 

la transducción de señal. 

Dependiendo del tipo de ligando y del patrón de expresión de cada receptor se podrán 

formar diferentes dímeros (homodímeros de PDGFRα y PDGFRβ y heterodímero formado 

por una combinación de éstos)96, 106. Las 5 isoformas diméricas del ligando PDGF 

muestran distintas preferencias para unirse a los dos receptores (Figura 11). Las 

isoformas PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB y PDGF-CC pueden unir y activar el receptor 

PDGFRα, mientras que PDGF-BB y PDGF-DD pueden unir y activar específicamente 

PDGFRβ. PDGF-AB, PDGF-BB y PDGF-CC, y PDGF-DD pueden también estimular el 

complejo heterodímero PDGFRα/β. La respuesta celular cuando un receptor es activado 

es normalmente indiferente a la isoforma de PDGF que lo activa107. VEGF-A también se 

puede unir al recetor PDGF, pero sin lograr la dimerización de éste, por lo tanto, sin 

activarlo eficientemente108.  
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La dimerización y activación del receptor también acelera la internalización y degradación 

del receptor, terminando así la señalización. La vida media del receptor en estado inactivo 

es más de dos horas, sin embargo, en los receptores activados es de sólo 5 y 30 min para 

PDGFRα y PDGFβ, respectivamente109. 

 

Figura 11. Especificidad de unión de las cinco isoformas de PDGF. Andrae J et al. 200896. 

El receptor PDGFRα también se puede activar de una forma independiente a PDGF 

(activación indirecta). Los ligandos implicados son otras moléculas distintas a PDGF que 

se unen a su receptor específico y desencadenan una cascada de señalización 

intracelular que activan al receptor de PDGF monomérico109. Esta activación es 

persistente dado que la internalización del receptor es más lenta en comparación a la 

activación clásica, dependiente de PDGF (activación directa) y además la activación 

indirecta induce un bucle de retroalimentación positiva promoviendo la activación del 

receptor PDGF incluso después de que la señal que activa al receptor no PDGF se haya 

agotado110.  
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El receptor PDGFRβ, no obstante, no sufre este tipo de activación, pero algunas 

mutaciones en su receptor conducen a un mismo efecto, es decir, una activación 

continuada111, 112.  

El mecanismo de acción por el cual la activación indirecta es la predilecta sobre la directa 

es el siguiente: en la presencia de PDGF y moléculas no PDGF la activación clásica 

predomina sobre la indirecta, al dimerizarse el receptor. En cambio, en presencia de 

VEGF en altas concentraciones, éste favorece la activación indirecta del PDGFRα ya que 

actúa como un antagonista y deja más receptores monómeros libres necesarios para la 

activación indirecta113.  

Este tipo de activación indirecta, así como la clásica, está implicada tanto en procesos 

patogénicos (vitreoretinopatía proliferativa) como en fisiológicos (hipoxia)108.  

1.3.3. EXPRESIÓN DE PDGFs/PDGFRs 

El patrón de expresión para cada molécula de PDGF en tejido a nivel de mRNA es único y 

está parcialmente solapado (Figura 12). En humanos, tanto el tránscrito largo de PDGF-A 

como el corto son ampliamente expresados en muchos tejidos, pero su expresión destaca 

en corazón, páncreas y músculo esquelético. PDGF-B está expresado en la mayoría de 

los órganos analizados, con una predominancia en corazón y placenta. PDGF-C se 

expresa primordialmente en corazón, riñón y páncreas, y en menor medida en ovarios y 

hígado. La expresión PDGF-D en tejido es menor en comparación con los demás PDGFs 

pero detecta específicamente en corazón, páncreas y ovario114. 
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Figura 12. Análisis de la expresión de los cuatro tipos de mRNA mediante Northern Blot.  Frediksson et al. 200491.  
 

A nivel celular, en estudios de embriogénesis en ratón, se ha demostrado que 

mayoritariamente la expresión de las moléculas no coincide con la expresión de sus 

receptores, de manera que el modo de acción de los PDGFs es principalmente 

paracrino115-118.  

La formación del heterodímero PDGF-AB no suele darse in vivo, excepto en plaquetas, 

donde PDGF-AB parece ser específico de humano119, aunque su función es 

desconocida120. Esto significa que en las plaquetas se forman las tres combinaciones 

posibles entre PDGF-A y PDGF-B, mientras que en el resto de las células los patrones de 

expresión, en lo que respecta a PDGF-A y PDGF-B, no suelen solaparse y por ende la 

formación PDGF-AB no se observa95. Por el contrario, in vitro, si se observa la producción 

de PDGF-AB en diferentes tipos celulares. Esto puede ser debido a diferentes estímulos 

externos como la hipoxia121, trombina122, interleucinas y factores de crecimiento 

(incluyendo los propios PDGF) que pueden aumentar los niveles de expresión de 

PDGF123.  

En cuanto a la expresión del receptor de PDGF, estos se expresan en células 

mesenquimales que expresan un solo tipo de receptor o los dos. Además, el nivel de 
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expresión no se da en una forma constante, sino que se puede ver alterado. Por ejemplo, 

en células del tejido conectivo el nivel de PDGFRβ es bajo, pero puede aumentar durante 

la inflamación124 o tras explantación a cultivo primario125. Otros estímulos externos pueden 

modular el nivel de receptores en la superficie celular como FGFb126, lipopolisacáridos127, 

IL-1128 y TNF129 in vitro.  

Por tanto, debido al bajo grado de solapamiento entre PDGF-A y PDGF-B y entre los 

propios receptores, la especificidad de unión al receptor se ve alterado en el modelo in 

vivo respecto al modelo in vitro (Figura 11). 

1.3.4. VÍAS DE SEÑALIZACIÓN Y RESPUESTA CELULAR  

La autofosforilación del receptor lleva a un incremento de la actividad catalítica y a la 

formación de los sitios de acoplamiento para el sustrato del receptor a través de los 

dominios SH (Figura 13) que poseen dichos sustratos y que reconocen residuos de 

tirosina fosforilados. Estas moléculas pueden ser fosforiladas por el receptor y servir como 

efectores de la transducción de señal, como por ejemplo las fosfolipasa C-ɣ (PLC-ɣ), la 

proteína activadora GTPasa (GAP) que inactiva a Ras, la proteína cinasa de la familia Src, 

la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K), la familia de factor de transcripción STAT y la proteína 

SHP-2 o bien servir como adaptadores y hacer de puente entre el receptor y una molécula 

efectora, como es la la proteína 2 unida a receptor de factor de crecimiento (Grb2) de la 

vía Ras/proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK), el regulador de cinasa CT10 

(crk), o la proteína adaptador de la región no catalítica de la tirosina cinasa 1 (Nck) y la 

proteína Shc. De esta forma se generan diversas vías de señalización, cada una de ellas 

puede dar lugar a diferentes respuestas celulares al generarse cambios en la trasncripción 

génica (incluso un mismo efector puede activar diferentes sustratos downstream y 

desembocar en distintas vías de señalización), así como una misma respuesta celular 

puede estar desencadenada por más de una vía de señalización, es decir, una vía de 

señalización no se traduce a una única función celular106. 
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Figura 13. Vías de señalización del receptor PDGF. Imagen modificada de Demoulin et al. 2014130. 

 

Respecto a las respuestas celulares que se desencadenan, ambos, PDGFRα y PDGFRβ 

transducen potentes señales mitogénicas generando una proliferación celular y también 

están implicados en quimiotaxis y diferenciación. Básicamente cada una de las vías de 

señalización, al menos las más estudiadas como son la vía PI3K-Akt, vía de las MAK 

cinasas y vía de la PKC, participan en todas las funciones celulares mencionadas131-133. 

En el caso de STAT, éste está más asociado a PDGFRβ y no se conoce demasiado su 

función134. Las diferencias entre PDGFRα y PDGFRβ vienen en las respuestas celulares 

inmediatas tras la activación génica: mientras que los dos receptores están involucrados 

en la reorganización de actina, estimulando la formación del edge ruffling (lamelipodio) y 

la pérdida de fibras de estrés (asociadas a la formación de adhesiones focales, esto es, la 

unión del citoesqueleto con la ECM mediante integrinas), sólo el receptor PDGFβ media la 

formación de estructuras de actina circular en la superficie dorsal de la célula (implicadas 

en motilidad celular)135. Además de la reorganización de actina, la prevención de la 

apoptosis136, la inhibición de las uniones gap o de hendidura entre células137 y la entrada 

de calcio son otros de los efectos celulares inmediatos implicados en respuesta a la 

activación de los receptores PDGF. Respecto el receptor heterodímero no se conoce 

mucho acerca de la transducción de señal en la que participa. 

Proliferación 

Supervivencia 

Migración 

Diferenciación 
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Dado que se observa un alto grado de solapamiento de las vías de señalización que se 

desencadenan a través de los receptores PDGFβ y PDGFα (y de otros receptores tirosina 

cinasa), así como de las respuestas celulares y de los genes de expresión inmediata 

temprana (IEGS)138 generados en las diferentes vías de señalización, es más probable 

que la especificidad de la señalización para una determinada función biológica dependa 

de las diferencias cuantitativas en magnitud y de la duración de las respuestas a 

diferentes niveles de la señalización, así como de la expresión de los PDGFR según el 

tipo celular y su contexto96. 

Actualmente muchos estudios se focalizan en estudiar qué vía de señalización y qué 

combinación de ligando/receptor es responsable para una respuesta celular determinada 

en diferentes tipos celulares139 ya que, como se ha mencionado anteriormente la misma 

respuesta celular puede ser señalizada por diferentes vías de señalización o por 

diferentes efectores de una misma vía, y la diferencia la hace el tipo celular y su entorno.  

1.3.5. MODULACIÓN DE LA SEÑALIZACIÓN 

La señalización de PDGF puede ser modulada positiva y negativamente.  

Los receptores de PDGF pueden ser modulados por interacciones con otros receptores en 

la superficie celular, como serían las integrinas. La mayoría de las células PDGFR 

positivas poseen integrinas, que son receptores transmembrana para proteínas de la 

ECM. La unión integrina-ECM desencadena la formación de uniones focales de la célula 

con la ECM ya que la célula necesita de estas uniones para su crecimiento. La unión de 

los dos receptores mediante la transglutaminasa tisular (tTG) resulta en una mejor unión 

del ligando PDGF a su receptor, una mejor activación del receptor y una mejor 

señalización downstream140. 

Existen varias vías que modulan negativamente la señalización de los PDGFs. La 

internalización es una de ellas. Normalmente, la unión del ligando al receptor induce que 
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el complejo ligando-receptor sea internalizado por endocitosis y luego degradado tras 

fusionarse el endosoma con el lisosoma141, aunque a veces el complejo se disocia y el 

receptor se reutiliza.  Además de la degradación en los lisosomas, los receptores también 

pueden sufrir degradación citoplasmática por proteasomas después de ubiquitinación142. 

Por otro lado, también existen fosfatasas con dominio SH2 como la proteína SHP-2 que 

inactiva el receptor al desfosforilar las tirosinas del dominio catalítico143. El efector GAP, 

que sólo se une a PDGFRβ, es un modulador negativo que inactiva a Ras, sin embargo, 

la activación de Ras dependerá de las señales inhibidoras y las señales estimuladoras 

que se dan simultáneamente durante la señalización. Finalmente, algunas proteínas del 

espacio extracelular mencionadas en el punto 1.3.1 modulan negativamente la 

señalización al secuestrar a PDGF. 

La regulación de la función celular mediada por PDGF, por tanto, es compleja y altamente 

controlada144. 

1.3.6. FUNCIONES BIOLÓGICAS DE PDGF 

Estudios de mutagénesis dirigida del genoma en PDGF y sus receptores en ratones han 

mostrado que PDGF tiene importantes funciones en el desarrollo embrionario como factor 

de crecimiento paracrino y en ocasiones autocrino, ya que la inactivación del gen de 

cualquier PDGF clásico (PDGF-A y PDGF-B) así como en cualquiera de los receptores en 

ratones knock-out lleva a la muerte durante la embriogénesis o perinatalmente106. Se han 

generado una gran variedad de ratones knock-in para estudiar las células diana para la 

señalización de PDGF en el desarrollo embrionario y la formación de órganos. Como 

resultado, se ha demostrado que PDGF tiene un papel crucial en el desarrollo del riñón, 

vasos sanguíneos, pulmones y sistema nervioso central, entre otros órganos, al estimular 

las células mesangiales del riñón, los pericitos o mesoangioblastos, los fibroblastos 

alveolares y las células glía, respectivamente96, 106.  
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En el adulto, la función fisiológica de PDGF está más limitada, pero tiene un papel 

importante en la curación de heridas, ya que estimula la mitogénesis y quimiotaxis de los 

fibroblastos que intervienen en la reparación tisular y de SMCs para la formación de 

nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis)106. También tiene un papel en la inflamación ya 

que estimula la quimiotaxis de los neutrófilos y los macrófagos124 y en la hipertrofia 

fisiológica del útero en el embarazo mediante la proliferación de SMCs145. 

Existen algunos patrones definidos que relacionan la expresión diferencial de PDGF y sus 

receptores con la función biológica: PDGF-A y PDGFRα son expresados en diversos sitios 

de interacción epitelial-mesenquimal durante el desarrollo embrionario, donde PDGF-A es 

producido por células epiteliales y PDGFRα es expresado por las células mesenquimales 

cercanas115-118. De forma similar, PDGF-B y PDGFRβ son principalmente expresados en 

el desarrollo del sistema vascular, donde PDGFRβ es producido por células murales, 

como por ejemplo pericitos/mesoangioblastos y células vasculares musculares lisas 

(VSMC)146. PDGF-C es ampliamente expresado en muchos tipos de células y órganos 

durante la embriogénesis murina, incluyendo somitas y sus derivados, algunos 

precursores mesenquimales, cardiomiocitos, VSMC de algunas arterias principales, 

cartílago y condrocitos hipertróficos, y células del sistema nervioso central147. PDGF-D 

también se expresa durante el desarrollo murino en el corazón, pulmón, riñón y algunos 

derivados musculares91.   

1.3.7. PDGFs Y ENFERMEDAD 

Diversas enfermedades se han relacionado con un incremento de la actividad de PDGF y 

con un aumento de la señalización autocrina. Estas enfermedades se pueden clasificar en 

3 grandes grupos: cáncer, desórdenes vasculares y distintas enfermedades que cursan 

con fibrosis, donde fibroblastos y SMCs serían las principales células en responder a 

PDGF96.  
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 1.3.7.1. PDGF y fibrosis 

Existen una variedad de enfermedades fibróticas con órganos afectados como pulmón, 

riñón, hígado, piel, corazón, intestino, etc. donde el denominador común es un proceso de 

fibrogénesis que incluye la proliferación de células mesenquimales con un fenotipo 

miofibroblástico y la consecuente deposición de colágeno y otras proteínas de la ECM, 

como fibronectina y glicosaminoglicanos, dando lugar a la pérdida de función del órgano 

involucrado148.  

Muchos mediadores polipeptídicos están involucrados en el proceso fibróticos, aparte de 

PDGF; el más importante es TGFβ1, que tiene un papel principal en estimular la 

producción de colágeno por parte de los miofibroblastos y también la transdiferenciación 

de fibroblasto a miofibroblasto149. En cambio, se ha descrito que las diferentes isoformas 

de PDGF-A y PDGF-B (PDGF-AA, PDGF-BB y PDGF-AB) tienen un papel más relevante 

en promover la proliferación y quimiotaxis de fibroblastos/miofibroblastos, aunque también 

realizan otras funciones como promover la producción de colágeno, al igual que TGFβ, y 

la adhesión celular (Figura 14). Sin embargo, el papel de las isoformas PDGF-CC y 

PDGF-DD en relación con la fibrogénesis no está tan estudiado.  

 

Figura 14. Papel de PDGFs en células mesenquimales. Donovan J et al. 2013144. 
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La actividad de PDGF también está regulada por diferentes proteínas extracelulares, 

glicoproteínas y proteínas de la ECM que aumentan durante el proceso de fibrosis (ver 

apartado 1.3.1.)150.  

Un punto en común que tienen estas enfermedades es que la fibrosis se origina por un 

estímulo determinado como puede ser un factor externo (tóxico), un daño agudo, una 

inflamación crónica, o bien una causa desconocida151. 

Un segundo punto en común es que los niveles de PDGF aumentan correlacionándose 

con la expansión de fibroblastos/miofibroblastos y dependiendo del órgano afectado 

podemos encontrar más relevante a la hora de promover fibrosis una molécula de PDGF u 

otra, o uno de los dos tipos de receptor, aunque no se sabe con detalle qué isoforma y 

receptor es responsable de cada función ni en fibroblastos ni en otros tipos celulares que 

participan en otras funciones biológicas o patológicas144. Por otro lado, la fuente de 

miofibroblastos puede provenir de diferentes tipos celulares incluso para el mismo órgano 

(fibroblastos, pericitos, FAPs, etc).  

Otra característica sería la participación de las células inflamatorias, principalmente 

macrófagos activados, como fuente de PDGFs. Estas mismas células producen citocinas 

u otros factores que promueven la sobreexpresión del receptor PDGF en células 

mesenquimales148.  

1.3.8. PDGF EN EL MÚSCULO ESQUELÉTICO 

El papel de los diferentes PDGF y sus receptores en el músculo sano y en aspectos de 

condición fisiopatológicas como son la regeneración o la fibrosis muscular es un tema 

actual de estudio. Más concretamente, el cometido de PDGF-B está menos esclarecido en 

comparación al de PDGF-A y su receptor PDGFα, los cuales están relacionado a 

procesos pro-fibróticos. 
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En un estudio en ratones y ratas de diferentes edades se analizó la distribución de los 

receptores de tipo α y de tipo β en el tejido músculo-esquelético. Ambos receptores se 

expresaban abundantemente en el músculo esquelético durante el período embrionario 

pero dicha expresión disminuía hacia la etapa adulta, aunque se mantenía en células que 

se identificaron como SCs del músculo de animales adultos, sugiriendo que PDGF 

participaría durante la regeneración muscular que tiene lugar mediante las SCs152.  

El músculo de pacientes que padecen una distrofia muscular muestra un patrón de 

expresión para PDGF-A y PDGF-B y sus receptores diferente y con una mayor intensidad 

en comparación al músculo sano. Mientras que en el músculo sano la expresión de 

PDGF-A y B se limita a la zona de unión neuromuscular (y  en los vasos sanguíneos y en 

el núcleo de las fibras musculares en el caso específico de PDGF-B), en el músculo 

distrófico los PDGFs se localizan marcadamente en los infiltrados de macrófagos en 

células necróticas y del endomisio y en fibras regenerativas. Por otro lado, los receptores, 

además de expresarse en macrófagos y células regenerativas, se expresa en la propia 

célula necrótica, en fibroblastos del endomisio y en el sarcolema de un porcentaje elevado 

de fibras (Tabla 2). Sin embargo, en casos de fibrosis severa los PDGF y los receptores 

no se expresan prácticamente. Estos datos indicarían que PDGF y ambos receptores 

estarían involucrados en la fisiopatología de enfermedades distróficas en músculo, 

específicamente en la primera etapa de destrucción muscular y en la fase de iniciación de 

fibrosis, pero también podrían participar en la regeneración muscular tanto en condiciones 

normales como patológicas153.  
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  Músculo sano Músculo DMD 

PDGF-A 
Unión nueromuscular,  

músculo liso vascular 

Infiltrado de macrófagos en células 
necróticas y del endomisio,  
Fibras regenerativas 

PDGF-B 
Unión nueromuscular, 

Músculo liso vascular, 

Núcleo fibras musculares 

Infiltrado de macrófagos en células 
necróticas y del endomisio,  
Fibras regenerativas,  

Músculo liso vascular,  

Núcleo de las fibras no regenerativas 

PDGFRα 
Unión neuromuscular,  

Núcleo fibras musculares 

Fibroblastos del endomisio,  

Macrófagos de células necróticas y del 
endomisio,  
Células necróticas,  
Fibras regenerativas,  

Sarcolema de algunas fibras,  

Núcleo fibras no regenerativas 

PDGFRβ 
Unión neuromuscular, 

Músculo liso vascular y capilares 

Fibroblastos del endomisio,  
Macrófagos del endomisio,  
Fibras regenerativas 

 

 
Tabla 2. Expresión PDGF/PDGFR en el músculo esquelético. Zhao et al. 2003153. 

1.3.8.1. PDGF-B 

A pesar de que se ha relacionado a PDGF-B con la degeneración muscular al encontrarse 

expresado en fibras necróticas, así como el receptor PDGFβ, dos estudios adicionales del 

año 1990 muestran una participación de PDGF-BB en la miogénesis in vitro. En uno de 

ellos demuestran que PDGF-BB se une a la línea celular de mioblasto murino C2 con 

mayor afinidad que PDGF-AA o PDGF-AB, indicando que los mioblastos expresan niveles 

más altos de PDGFRβ, y que la adición de PDGF-BB al cultivo promueve mejor la 

proliferación de mioblastos que participarían en la regeneración después de un daño 

muscular, aunque no la diferenciación a miotubo154. En un segundo estudio similar al 

primero, observaron que la expresión del mRNA de PDGF-A y de PDGFRβ está elevado 

en la línea L6J1 de mioblastos y en músculo crudo de rata durante el proceso de 

miogénesis, pero el efecto mitogénico de PDGF-BB sobre la línea celular no fue tan 

claro155. Sin embargo, se desconoce el papel que juega PDGF-B en el músculo humano. 
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Tampoco se conoce cuál es el papel que juega este factor de crecimiento en el proceso 

de regeneración muscular ni en modelos murinos ni en pacientes. 

Además, en el músculo humano y murino, como ya se ha comentado y al igual que en 

otros órganos, existen las células llamadas pericitos o mesoangioblastos, que son 

positivas para el receptor PDGF tipo β. Más allá de su implicación en la formación y 

homeostasis de los vasos sanguíneos, y de su contribución a la fibrosis de diferentes 

órganos mediante la conversión a un fenotipo miofibroblástico, algunos pericitos pueden 

ser células madre mesenquimales que se pueden diferenciar en adipocitos, cartílago, 

hueso, y también, en músculo donde el receptor PDGF podría tener un papel 

importante156.  

1.3.8.2. PDGF-A 

Estudios más recientes muestran que la vía PDGFRα/PDGF-AA tiene el potencial de 

inducir fibrosis en músculo. Por ejemplo, las células FAPs, que se encuentran en relativa 

abundancia en el espacio intersticial en el músculo sano y que son positivas para 

PDGFRα, promueven la diferenciación de las células satélite durante la miogénesis tras 

un daño agudo, mientras que en condiciones de daño crónico, diferencian a adipocitos o a 

fibroblastos y contribuyen al proceso de proliferación fibro-adiposa, como se ha 

comentado en el apartado 1.2. Los FAPS estimulados in vitro con TGFβ1 y PDGF-AA 

expresan genes pro-fibróticos26. Un estudio con ratones knock-in refuerza esta idea al 

identificar a las células productoras del transgén colágeno 1 - proteína verde fluorescente 

(GFP) como fibroblastos positivos para PDGFRα que a su vez provienen de progenitores 

PDGFRα+ (FAPS) que se amplifican en el inicio de la fibrosis en un modelo de ratón mdx 

o durante la etapa de regeneración en un modelo de daño muscular en el ratón tipo 

salvaje (WT). El ligando PDGF-AA, por su parte, se encuentra aumentado en las fibras 

musculares del ratón mdx o en pacientes DMD. Estas fibras en co-cultivos con 

fibroblastos colágeno1 – GFP+ promueven más la expresión de colágeno de estas células 



INTRODUCCIÓN 
_______________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

60 

 

(fibroblastos/FAPs) que las fibras WT, explicando así la implicación de la señalización 

paracrina de PDGF-A en la mediación de la fibrogénesis. Además, los mismos resultados 

fueron observados tras la adición al medio de PDGF-AA, no así tras tratar los fibroblastos 

con PDGF-BB157. 

Este hallazgo, además, concuerda con el estudio de un ratón knock-in condicional con 

una mutación que genera un receptor PDGF tipo α constitutivamente activado, 

produciéndose así un excesivo crecimiento del tejido conectivo que da lugar a una profusa 

fibrosis crónica en múltiples órganos del ratón adulto, incluyendo el músculo 

esquelético158.  

En resumen, todo parece indicar que la sobreexpresión de PDGF-AA que tiene lugar en el 

caso de un daño muscular crónico influenciaría el proceso fibrótico del músculo 

esquelético. 

 

1.4. EL RATÓN mdx 

 

El ratón mdx, del inglés X-linked muscular dystrophy, es el modelo animal más 

comúnmente usado para el estudio de la fisiopatología de la enfermedad de 

Duchenne/Becker y sus posibles terapias. Conocido formalmente por el nombre de 

C57BL/10ScSn-Dmdmdx, el ratón mdx posee una mutación puntual en la posición 3185 del 

exón 23 del gen de la distrofina en el cromosoma X. Esta mutación se originó en 1981 de 

forma espontánea en un ratón de la cepa C57BL/10ScSn en un centro de investigación en 

Surrey, Reino Unido y consiste en un cambio del nucleótido citosina a timina resultando 

en una forma truncada de la distrofina debido al cambio del codón que codifica para la 

glutamina por un codón de terminación159.  
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1.4.1. CARACTERÍSTICAS DEL RATÓN MDX 

A nivel microscópico, el ratón mdx presenta como características patológicas una 

inflamación y atrofia con pérdida de fibras musculares normales de forma similar al 

humano con DMD, sin embargo, el nivel de fibrosis es bastante menor y varía según la 

edad y el tipo muscular160. A las 3 semanas de edad empiezan a aparecer los primeros 

signos de degeneración muscular en los músculos de las extremidades, observados tanto 

en el ensayo bioquímico, con el aumento de CK y  de fosforilasa cinasa (PK), como en la 

biopsia muscular con la detección de macrófagos, fibras atróficas y un gran número de 

fibras totalmente necróticas en la semana 5. A partir de aquí se observa una fase de 

estabilización como consecuencia de una respuesta regenerativa compensatoria a la 

degeneración que implica a las células satélite, la cual es mayor en comparación a los 

pacientes con DMD. Por lo tanto, en la biopsia se aprecia un aumento de células 

regenerativas, las cuales son más pequeñas y presentan núcleos centrales de mayor 

tamaño y también fibras hipertróficas, además de una leve fibrosis y algunas fibras 

necróticas, pero no adipocitos. A pesar de la fase de regeneración y de las pocas células 

necróticas, los niveles de CK siguen siendo altos, indicando una degeneración simultánea. 

A partir de los 12 meses, se encuentran zonas con depósitos de grasa y se observa un 

desarrollo evidente del tejido endomisial fibrótico161.  

A diferencia de los músculos de las extremidades, en el diafragma parece que no se da 

una respuesta regenerativa significativa y se comporta más como un músculo de paciente 

humano, presentando un alto grado de fibrosis y debilidad a una edad más temprana (3 

meses aproximadamente), aunque de forma no tan severa, lo que contribuiría a la muerte 

del ratón debido a un fallo respiratorio162 (Figura 15). 
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Figura 15. Evolución de la fibrosis en el diafragma y tibial anterior (TA) de un ratón joven (3 meses), adulto (9 meses) y viejo 

(18 meses). Imagen modificada de Pessina P et al. 2014163 

No es hasta los de 12-15 meses de edad que los ratones mdx macho y hembras 

homocigotas muestran signos clínicos de miopatía con una leve debilidad muscular, 

escoliosis y finalmente, fallo coronario debido a una cardiomiopatía, más leve que en 

pacientes. De esta forma, su esperanza de vida se encuentra reducida en un 20% 

aproximadamente alcanzando de media los 22 meses de edad, en comparación al 75% 

de reducción que sufren los pacientes164. 

1.4.2. SIMILITUDES Y DIFERENCIAS CON EL PACIENTE DMD 

La degeneración muscular del músculo esquelético es menor en el ratón mdx, excepto en 

el diafragma. Por ejemplo, la fibrosis no es tan evidente y sólo algunas fibras son 

reemplazadas por tejido adiposo en la edad adulta, como ya se ha comentado 

anteriormente. Los ratones presentan una deambulación normal y no presentan 

contracturas en las articulaciones, ya que la unión miotendinosa no está muy afectada al 
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contrario de lo que ocurre en pacientes165. El modelo murino también presenta una 

marcada cardiopatía, aunque menos severa que en el humano y por esta razón su 

esperanza de vida no se ve tan reducida. El electrocardiograma (ECG) del ratón mdx a los 

6 meses de edad presenta algunas anormalidades asociadas a cambios en el músculo 

cardíaco como la fibrosis, visible a partir de la misma edad, y que progresa con el avance 

de la enfermedad. La resonancia magnética cardíaca detecta cambios en el corazón en 

estadios más tempranos de la enfermedad. Por ejemplo, a diferencia del humano con 

DMD, el ratón mdx desarrolla primero (sobre los tres meses de edad) una disfunción en el 

ventrículo derecho, normalmente no presente en pacientes, y que se agrava con el 

transcurso del tiempo, y después, sobre los 10 meses de edad, una disfunción leve del 

ventrículo izquierdo de tipo cardiomiopatía dilatada.  Por todo ello, el ratón mdx puede ser 

un modelo adecuado para estudiar tanto los mecanismos moleculares y celulares de la 

cardiopatía asociada a la falta de distrofina como el efecto de posibles terapias166. 

No se sabe la causa exacta por la cual el mdx tiene un fenotipo más moderado, pero se 

ha especulado con la idea de que las células satélites de ratón tienen más capacidad de 

regeneración167 o bien la ausencia de distrofina puede estar compensada por la proteína 

homóloga utrofina, la cual está sobre-regulada en las fibras regenerativas del ratón adulto. 

De hecho, dos laboratorios generaron un doble knock out (dko) de las proteínas distrofina 

y utrofina168, con el resultado de un ratón con un fenotipo más severo que presentaba más 

degeneración muscular que el ratón mdx con un alto grado de fibrosis y tejido adiposo, lo 

que se traducía en una movilidad reducida, cifosis, contracturas articulares y 

cardiomiopatía produciendo la muerte hacia las 20 semanas de edad168, 169. En pacientes 

con DMD la utrofina también está sobre-regulada y redistribuida en el sarcolema, pero a 

un nivel menor no suficiente para ralentizar la progresión de la enfermedad170. 
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1.5. TERAPIAS EN ESTUDIO 
 

Existen diversas estrategias terapéuticas para las distrofias musculares. Un grupo de las 

mismas está enfocado en conseguir restablecer la expresión de la distrofina (esto incluye 

terapia génica y celular) o sobreexpresar otras proteínas que pueden compensar la 

función de la distrofina, con el fin de preservar la integridad del sarcolema. Sin embargo, 

debido a las limitaciones técnicas de la terapia génica y celular, se han desarrollado una 

serie de fármacos que intentan revertir algunos de los eventos patológicos de la 

enfermedad, como son la inflamación, fibrosis, pérdida de volumen muscular, etc50.  

1.5.1. TERAPIA GÉNICA PARA EL GEN DE LA DISTROFINA 

 1.5.1.1. Transferencia génica 

El objetivo de esta terapia consiste en restaurar la expresión de la distrofina mediante la 

transferencia de un gen funcional utilizando diferentes vehículos. Los principales 

componentes de la terapia de transferencia génica son:  

1. Transportador o vector: elemento que transporta el gen sintético a los tejidos. 

2. Gen sintético: gen ideado para la transferencia 

3. Promotores: elementos que van a permitir la expresión del gen introducido en 

los tejidos.  

1. Transportador: Los vehículos que más se han utilizado han sido los virus. La tabla 

3 muestra los diferentes tipos de virus utilizados, sus ventajas e inconvenientes. El 

transportador ideal debería tener una alta capacidad infectiva, asegurando la 

colonización del máximo número de fibras musculares posibles, una baja capacidad 

inmunogénica (limitando al máximo la reacción inmunitaria), una gran capacidad de 

transporte (que permitiese transportar genes de todos los tamaños posibles) y con una 

limitada capacidad de inserción (evitando de este modo la inserción al azar en el DNA 

de las células). No existe un transportador perfecto, pero de todos los virus testados, 
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el que mejores resultados ha obtenido son los virus adenoasociados (AAV) por su baja 

patogenicidad e inmunogenicidad, así como por su gran capacidad de infección en 

músculo. Aunque no se integra en el genoma presenta una elevada persistencia (de 

algunos años) en, al menos, el músculo de ratón sano171. A parte de los vectores 

virales se han testado otras sustancias con capacidad de transporte, como son, los 

liposomas o microesferas en el ratón mdx con resultados limitados hasta el momento.  

  Tamaño límite de 
empaquetamiento 

Integración genómica 
(expresión estable) 

Infencción en 
células post-

mitóticas 

Riesgo o 
preocupación 

principal 

Retrovirus ̴ 8 Kb Si No Leucemia 

Lentivirus ̴ 8 Kb Si Si 

Leucemia, 

recombinación 

con VIH  

Virus del 
herpes 
simple 

̴ 150 Kb No Si 
Citotoxicidad e 

inmunogenicidad 

Adenovirus 
(helper-

dependent) 
̴ 30 Kb No Si 

Inmunogenicidad 

contra la cápside 

Virus adeno-
asociados 

(AAV) 
̴ 4 Kb No Si 

Inhibido por 

anticuerpo 

neutralizantes 

 
Tabla 3. Ventajas y desventajas de los virus utilizados en terapia génica para la DMD. Tabla modificada de Hotta et al. 

2015172. 

2. Gen sintético: El gen de la distrofina no puede ser transportado de forma íntegra 

por un AAV ya que tiene un tamaño que supera la capacidad de transporte de los 

AAV. Para contrarrestar esta limitación, se han probado diversas estrategias173. Una 

de ellas fue transferir las isoformas más cortas de la distrofina en el ratón mdx, pero al 

no conservar el N-terminal, el cual es necesario para la unión a actina, no se 

obtuvieron resultados suficientemente beneficiosos ni a nivel funcional ni histológico174, 

175. Con el objetivo de obtener distrofinas funcionales que quepan en los AAV, se han 

creado diferentes mini (distrofina que causa un fenotipo DMB) y micro-genes sintéticos 

de distrofina que codifican para las regiones imprescindibles o presumiblemente más 
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importantes de la proteína. Si bien no se conoce con exactitud cuál es la expresión 

mínima necesaria de distrofina para obtener una mejoría clínica significativas, se 

especula que ésta debería estar alrededor del 20%, aunque algunos estudios en ratón 

muestran que a partir de un 5% de expresión se pueden observar algunos beneficios a 

nivel funcional176. Uno de los inconvenientes que se ha observado en ensayos pre-

clínicos con un modelo canino de la DMD es que tras la inyección intramuscular de 

AAV portador de micro-distrofina se puede generar una fuerte respuesta celular, tanto 

contra la cápside como contra la distrofina, no observada en el modelo murino, sin 

embargo este defecto es tratable con la supresión transitoria del sistema inmune177. 

Más tarde, dicha respuesta celular fue observada en niños con DMD, incluso en los 

que no expresaban la distrofina178. En los últimos años se ha probado en modelos 

animales la transferencia de la isoforma larga de la distrofina o mini-distrofina 

utilizando 2 o incluso 3 AAV mediante una técnica conocida como concatemerización 

que permite unir en el interior de la célula transfectada los diversos fragmentos que 

codifican para el gen que se pretende reemplazar y que se encuentran separados en 

los distintos plásmidos179 o bien la transferencia de una micro-distrofina sintética (las 

cuales se han descrito más de 30 constructos hasta la fecha) en un solo vector, con 

resultados prometedores180, 181.  

3. Promotores: Los promotores son los elementos que van a asegurar una expresión 

continuada de la proteína deficitaria. Pueden ser promotores ubicuos, con los que se 

pretende obtener una expresión del gen por todos los tejidos del cuerpo, o promotores 

específicos, es los que se pretende conseguir una expresión limitada a ciertos tejidos, 

en este caso el músculo cardíaco y esquelético. Los promotores que se han estudiado 

en terapia génica para las distrofias musculares son el de la CK y el de la desmina.  

La terapia de transferencia génica ha mostrado avances notables en los últimos años. En 

este momento se están realizando ensayos clínicos en fase I/II en pacientes con 
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enfermedad de Duchenne con inyección de AAV que transportan un gen de la micro-

distrofina182. 

1.5.1.2. Edición del genoma 

La edición del genoma es posible con el revolucionario sistema CRISPR/Cas9 (RNA-

guided clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated 

enzyme protein 9) derivado de bacterias. La técnica consiste en introducir mediante AAV 

una o varias secuencias guía, complementarias a un fragmento de ADN y la 

endonucleasa Cas9 capaz de reconocer una secuencia específica de este RNA y cortar la 

doble cadena de ADN183. Con esta técnica se puede saltar un exón (ver más abajo exon 

skipping) al delecionar una secuencia del sitio aceptor de empalme del pre-mRNA con una 

secuencia guía o delecionar un fragmento del ADN al utilizar dos secuencias guías en la 

zona del intrón generándose una posterior recombinación no homóloga; también se puede 

delecionar un fragmento que contiene la mutación y sustituirlo por el fragmento WT 

mediante combinación homóloga (aunque esta aplicación está limitada en células en fase 

S y G2 del ciclo celular y las fibras musculares y cardiomiocitos se encuentran en fase 

G1); y finalmente, también es posible recuperar el marco de lectura al introducir una 

pequeña deleción o inserción con una sola secuencia guía184. Estudios in vitro e in vivo 

utilizando vectores AAV han mostrado resultados positivos, pero por el momento aún no 

se han desarrollado ensayos clínicos en pacientes185.  

 1.5.1.3. Modificadores del producto génico 

  1.5.1.3.1. Salto de exón (exon-skipping) 

Esta terapia consiste en alterar el ARN pre-mensajero en el lugar de corte y empalme de 

un exón de tal forma que un exón o varios se eliminan de la secuencia del mRNA con el 

fin de recuperar el marco de lectura ocasionado por deleciones, o bien para eliminar un 

exón que contiene un codón de terminación, mediante el uso de oligonucleótidos 

antisentido (AONs). De esta forma se estaría consiguiendo una proteína truncada pero 
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parcialmente funcional (fenotipo Becker)186. Una mutación típica en DMD que causa un 

cambio en el marco de lectura es la deleción de los exones 49-50, pero con el salto del 

exón 51, el cual es diana para el fármaco Eteplirsen o Exondys 51, lo que se pretende es 

recuperar el marco de lectura traduccional. Este fármaco se evaluó en un ensayo clínico 

en fase II en pacientes con enfermedad de Duchenne. El objetivo primario del estudio, que 

era el aumento de expresión de distrofina por las fibras musculares, se consiguió en todos 

los pacientes tratados. Los objetivos secundarios, que eran una mejoría funcional, se 

analizaron comparando los resultados en pacientes tratados con una cohorte histórica no 

tratada. Este análisis mostró una mejoría en la distancia recorrida en el test de los 6 

minutos (6MWT). Si bien la agencia americana del desarrollo farmacológico (FDA o 

Administración de Alimentos y Medicamentos) aprobó la comercialización del fármaco, 

aconsejó a la empresa con los derechos de desarrollo de eteplirsen realizar un nuevo 

ensayo clínico en fase III con pruebas funcionales como objetivo primario. Este ensayo, 

conocido como PROMOVI, se ha completa en Estados Unidos, si bien hasta la fecha no 

se conocen los resultados187. A pesar de que en 2016 la FDA en Estados Unidos otorgó la 

aprobación acelerada a este tratamiento para aproximadamente el 13% de todos los 

pacientes DMD, en Europa no ha sido admitido y se requieren más estudios para mostrar 

su eficacia188. 

Otros medicamentos se están desarrollando con el fin de eliminar otros exones como son 

los exones 53, 45 y 44189. Por ejemplo, el fármaco Golodirsen, el cual “salta” el exón 53, 

está en trámites para ser aprobado por la FDA. 

Las limitaciones del salto de exón incluyen una baja eficiencia en músculos cardíacos, un 

bajo nivel de penetración celular en el propio músculo esquelético junto a un alto grado de 

eliminación de los AONs en sangre190. Por este motivo actualmente se están estudiando 

una nueva generación de AONs, en los que se ha realizado una modificación de la 

estructura química del oligonucleótido añadiendo una proteína sintética. Estos nuevos 
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AON se conocen como péptidos de penetración celular conjugados a un oligómero de 

morfolino fosforodiamidato (PPMO) y en teoría tienen una mayor capacidad de 

penetración celular llegando a tejidos como el corazón e incluso, cruzando la barrera 

hematoencefálica y llegando al cerebro. Existe un ensayo clínico en fase I en marcha en 

pacientes con Duchenne con el ojetivo de valorar la seguridad y farmacocinética de estos 

nuevos AONs191, 192. 

  1.5.1.3.2. Supresión de codón de terminación (Read-through) 

Es la única estrategia que ayuda a restaurar la expresión de la distrofina basada en 

fármacos, actuando sobre la traducción. Ataluren, aunque se desconoce su mecanismo 

de acción, es un fármaco que causa que el ribosoma se salte un codón de terminación 

(generado por una mutación puntual) permitiendo una teórica y correcta traducción de la 

distrofina193. En ensayos clínicos, Ataluren, (conocido como Translarna en Europa), 

mostró resultados inconsistentes en la prueba 6MWT, pese a una mejora de la expresión 

de la distrofina en un 11% en las biopsias musculares de los pacientes, después de un 

año de tratamiento194. A pesar de los resultados poco claros y de una alta tasa de efectos 

secundarios, Translarna es el único medicamento aprobado en Europa desde 2014 

condicionado a pacientes DMD con una mutación sin sentido y con capacidad de 

deambulación, con el fin de retrasar la evolución de la enfermedad, mientras se sigue 

investigando su eficacia195.  

1.5.2. TERAPIA CELULAR 

La terapia celular con células madre fue una de las primeras terapias experimentales 

estudiadas en pacientes con la enfermedad de Duchenne. El concepto básico de este tipo 

de terapia consiste en la administración células madre procedentes de un donante 

(alogénicas) o del propio paciente (autólogas) pero corregidas genéticamente, con 

capacidad de regenerar el músculo deficitario197. La célula madre ideal debería tener las 

siguientes características: 1) ser de fácil obtención y expansión in vitro; 2) tener una gran 
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capacidad de diferenciación al tejido que se desee tratar una vez inyectada; 3) tener una 

nula capacidad teratogénica; 4) tener una gran distribución dentro del tejido diana; 5) 

mantener la capacidad de diferenciación después de numerosos ciclos de proliferación; y 

6) ser fácilmente manipulable desde un punto de vista genético, lo que permitiría la 

corrección de las mutaciones en las terapias con células autólogas.  

Una limitación de la terapia génica es que su efectividad es dependiente de la edad ya 

que con la progresión de la enfermedad la masa muscular se va sustituyendo por tejido 

fibroadiposo con lo cual queda poco tejido muscular para ser reparado. Sin embargo, la 

terapia celular podría solventar este problema al regenerar el músculo dañado196.  

La primera célula que se probó en el caso de la enfermedad de Duchenne fue la SC. En 

los primeros ensayos se obtenían SCs de un donante emparentado del paciente, se 

expandían in vitro y se inyectaban mediante inyección intramuscular en los pacientes a los 

que se administraba terapia inmunosupresora de forma concomitante para evitar un 

rechazo. Si bien las biopsias musculares demostraron que las células inyectadas tenían 

capacidad de unirse a fibras musculares residentes y reestablecer la expresión de 

distrofina, el número de fibras en que eso ocurría era tan pequeño que no se obtuvieron 

cambios funcionales destacables en los pacientes tratados. Los últimos ensayos 

realizados a principios de este siglo fracasaron, y a día de hoy no se considera a la SC 

como una terapia eficaz en esta enfermedad. Entre los factores que se manejan para 

explicar el fallo de esta terapia se encuentra: muerte precoz de la mayoría de las células 

inyectadas posiblemente por encontrarse en un tejido inflamado y fibrótico, reacción 

inmunitaria contra las propias células, limitada capacidad de regenerar el músculo in vivo 

después de ser expandidas en cultivo y limitada capacidad de migración más allá del 

punto de inyección198, 199. Por este motivo, se trató de administrar de forma fallida a las 

células satélite mediante inyección intraarterial sin resultados efectivos, ya que las células 

no eran capaces de salir de los capilares200. Debido a estos problemas, otras células 
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madre pluri o multipotenciales, que han demostrado potencial miogénico in vivo e in vitro 

han sido estudiadas para el tratamiento de DMD. Entre ellas destacarían los progenitores 

miogénicos derivados de la médula ósea (células madre hematopoyéticas (HSCs) y las 

células madre mesenquimales (MSCs) que pueden dar lugar a todo tipo de tejido 

mesenquimal (hueso, cartílago, grasa, músculo liso, cardíaco y esquelético). Estas células 

se pueden expandir in vitro, diferenciar a precursores musculares y trasplantar 

sistémicamente para regenerar los músculos del ratón mdx201-203. De todas las células 

madre mesenquimales estudiadas, los mesoangioblastos son los únicos que se han 

probado en ensayos clínicos en pacientes. Estas células son una subpoblación de 

pericitos asociados a los vasos sanguíneos que presentan una serie de ventajas sobre el 

resto de células madre mesenquimales: tienen capacidad miogénica in vitro en in vivo, 

pueden expandirse in vitro notablemente y pueden atravesar la pared de los vasos 

sanguíneos y colonizar el músculo diferenciando a miofibras, por lo que es posible diseñar 

una estrategia con administración sistémica204. En la década de 2000 a 2010 se realizaron 

numerosos estudios pre-clínicos en modelos animales de diversas distrofias musculares 

con inyección intraarterial de mesoangiolastos. En el modelo canino de DMD, se detectó 

una alta expresión de distrofina y una mejoría de la estructura histológica de los músculos 

tratados asociada a una mejoría en la función muscular de los animales205. Sin embargo, 

en un ensayo clínico en fase I/II con cinco pacientes DMD, la inyección intraarterial de 

mesoangiolastos de donante emparentado no produjo ninguna mejoría funcional, ni 

tampoco se evidenciaron niveles elevados de DNA de distrofina procedente del donante 

en las fibras musculares estudiadas206. Otras células de estudio son las células madre 

pluripotentes inducidas (iPS cells) ya que son una fuente ilimitada de células madre 

autóloga y no generan respuesta inmunitaria, pero requieren de corrección genética antes 

de ser transplantadas207. 
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1.5.3. TERAPIA BASADA EN LA SOBREEXPRESIÓN DE LA UTROFINA 

La utrofina comparte un alto grado de semejanza en su secuencia con la distrofina. Esta 

proteína, al igual que la distrofina, se expresa en la membrana muscular y también se 

asocia con los miembros del DGC, es por ello por lo que se cree que ambas tienen 

funciones redundantes208. La utrofina se trata de una forma fetal de la distrofina que deja 

de expresarse en el sarcolema de la fibra muscular del adulto en condiciones normales 

para expresarse sólo en la unión neuromuscular209 y miotendinosa210. Se especula que 

niveles elevados de esta proteína en músculo de pacientes podrían ser un factor 

modificador de la enfermedad, enlenteciendo el proceso degenerativo del músculo: por 

ejemplo, los niveles de utrofina muscular se correlacionan con un retraso en el uso de silla 

de ruedas por pacientes con DMD211; por lo tanto, el reto es que la utrofina se exprese en 

el sarcolema para cubrir la ausencia de la distrofina. Existen varios estudios que 

pretenden aumentar la expresión de utrofina mediante diferentes estrategias como son la 

terapia génica212, o la regulación de la expresión de la utrofina endógena a diferentes 

niveles: transcripcional, al activar el promotor, post-transcripcional, traduccional o post-

traduccional con diferentes compuestos. La ventaja del uso de esta terapia es que va 

dirigido a cualquier tipo de paciente, a diferencia del read-through o del exon-skipping que 

son terapias dirigidas a un grupo reducido de pacientes con mutaciones específicas 

tratables con estas estrategias213.  

Recientemente, se ha realizado un ensayo en fase II con el compuesto Ezutromid, un 

modulador transcripcional de la utrofina que pretedía aumentar la expresión de esta 

proteína y mejorar la función muscular de los pacientes tratados. Lamentablemente, los 

resultados de dicho ensayo no aportaron ninguna evidencia de que Ezutromid tenga un 

impacto significativo en retrasar el progreso de la enfermedad214.   
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1.5.3. TERAPIA FARMACOLÓGICA 

1.5.3.1 Agentes anti-flamatorios/antioxidantes 

En el momento actual el único tratamiento aprobado para la enfermedad de Duchenne y 

ampliamente usado son los corticoides. En el caso de los pacientes se administran dos 

tipos diferente, prednisona y deflazacort. No existen diferencias significativas entre ambos 

en cuanto a la eficacia, pero sí parece que deflazacort tiene una tasa más baja de efectos 

secundarios. A pesar de todo, la tasa de efectos adversos de estos medicamentos sigue 

siendo muy elevada, por lo que desde hace años se están desarrollando otros corticoides. 

Por ejemplo, vamorolone (VBP15) es un análogo de corticoide que puede ofrecer 

beneficios similares a los corticosteroides, pero con una menor tasa de efectos adversos. 

En el ratón mdx, vamorolone hace aumentar la fuerza muscular al inhibir la vía de 

señalización de NF-κB y estabilizar la membrana, pero sin causar cambios hormonales ni 

inmunosupresión215. Recientemente, dos ensayos clínicos, uno en fase I y otro en fase IIa, 

mostraron que el fármaco era igual de eficaz que la prednisona, pero con una menor tasa 

de efectos secundarios que los glucocorticoides tradicionales, mientras que un ensayo en 

fase IIb está actualmente en marcha216, 217.  

Se han descrito una serie de dianas terapéuticas relacionadas con los mecanismos de 

inflamación en los músculos esqueléticos de DMD como serían los canales de calcio, la 

producción de ROS en el proceso de oxidación, y la vía de NF-κB. Una revisión de la 

Fundación Cochrane publicada en 2010 mostró que de los fármacos bloqueadores de los 

canales de calcio testados en la DMD en los últimos años sólo uno, verapamil, tenía un 

efecto beneficioso aumentando la fuerza muscular, si bien dicho estudio se asoció con 

efectos secundarios cardíacos intolerables218. En la actualidad se está estudiando el 

efecto de rimeporide, un inhibidor del intercambiador de sodio-protones tipo 1 (NHE-1) el 

cual está implicado en la regulación del nivel de sodio en la célula y a su vez modula los 

niveles de calcio, ya que los niveles de ambos iones están descompensados en pacientes 
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con DMD y en el ratón mdx219. En estudios pre-clínicos, rimeporide manifestó prevenir al 

ratón mdx del daño muscular, como la inflamación y fibrosis220. En un ensayo clínico en 

fase I rimeporide ha mostrado ser seguro en niños DMD de 6 a 14 años221. El principal 

protagonista del estrés oxidativo son las moléculas ROS, las cuales aumentan tras la 

acumulación de calcio en la mitocondria dando lugar a una permeabilización de la 

membrana222. Idebenona es una benzquinona (análogo de la coenzima Q10) con 

propiedades antioxidantes capaz de disminuir la producción de ROS223 y que retrasa la 

aparición del fallo respiratorio en DMD224 demostrado en un ensayo clínico en fase II y III. 

Actualmente hay un segundo estudio en fase III en marcha para pacientes tratados 

también con corticosteroides225. Compuestos previamente estudiados con propiedades 

antioxidantes como N-acetilcisteína, extracto de té verde, melatonina y pentoxifilina han 

generado resultados no concluyentes en ensayos clínicos226. La combinación de los 

compuestos antioxidantes L-arginina y metformina227 así como L-citrulina y metformina228 

están bajo estudio en pacientes BDM y DMD. Entre los inhibidores de NF-κB, cuya 

señalización está elevada en fibras musculares y células del sistema inmune, destaca 

CAT-1004 (edasalonexent), el cual inhibe NF-κB activado. Existe un estudio de seguridad 

de CAT-1004 en fase I, dónde éste disminuyó significativamente los niveles de NF-κB 

después de dos semanas de tratamiento, con efectos secundarios leves, aunque estudios 

más elaborados se están llevando a cabo en la actualidad229. Otro fármaco de estudio es 

flavocoxid, una mezcla de flavonoides derivado de plantas que en dmx demostró tener 

propiedades anti-inflamatiorias (al inhibir NF-κB) y antioxidantes, mejorando la 

regeneración y reduciendo la necrosis muscular230.  

 1.5.3.2. Agentes anti-fibróticos 

Los fármacos anti-fibróticos van dirigidos principalmente contra las citocinas pro-

inflamatorias como IL-6, TNFα y IL-1β, las cuales están incrementadas en el ratón mdx así 

como TGFβ, PDGF y CTGF231. Muchos de los tratamientos se centran en inhibir la 
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señalización de la citocina pleiotrópica TGFβ. Halofuginona (HT-100) es un derivado 

halogenado sintético de febrifugina, un alcaloide de quinazolinona de origen natural que 

ha obtenido resultados prometedores en ensayos pre-clínicos en modelos animales de 

DMD. Esta molécula bloquea la activación de Smad3 vía TGFβ y la consiguiente síntesis 

de colágeno.  En un estudio pre-clínico realizado en el modelo de ratón mdx, halofuginona 

redujo la fibrosis y mejoró la activación de las SCs en el músculo esquelético y cardíaco 

después de 10 semanas de tratamiento232. Sin embargo, el ensayo clínico en fase II que 

se estaba realizando con esta molécula ha sido suspendido debido a los graves efectos 

adversos experimentados por los pacientes, pese a reducir significativamente la fibrosis y 

aumentar la fuerza muscular en un 11%233. Losartan es un antagonista del receptor de 

angiotensina II (ARB), cuya hormona regula positivamente la actividad TGF y, por lo tanto, 

el bloqueo de su receptor atenúa la señalización de TGFβ. En comparación a los 

inhibidores de la ACE, como perindopril y enalapril, los ARB son de interés porque 

deberían presentar un perfil de efectos secundarios más bajo234. En el modelo de ratón 

mdx, los primeros estudios con losartan mostraron una reducción de fibrosis en diversos 

músculos y una mejoría de la función del músculo esquelético y cardíaco235, no obstante, 

en estudios posteriores, losartan sólo preservó la función cardíaca pero no la 

esquelética236. Otro fármaco de interés es tamoxifen, un antiestrogénico utilizado contra el 

cáncer de mama con propiedades anti-fibróticas que se cree que también actúa inhibiendo 

la vía TGFβ, además de haber demostrado ser seguro para niños en ensayos para otros 

usos237. En el ratón mdx, tamoxifen redujo la fibrosis del diafragma y del corazón 

contribuyendo al retraso de la progresión de la enfermedad tras quince meses de 

tratamiento238. En el momento actual, se está estudiando la efectividad del fármaco en 

pacientes en un ensayo clínico en fase I/II. La fibrosis también se puede tratar con el uso 

de inhibidores tirosina cinasa. Imatinib, una molécula efectiva para el tratamiento de la 

leucemia mielógena crónica (CML) y los tumores gastrointestinales (GISTs), inhibe la 

proteína con actividad tirosina cinasa c-abl, que puede interactuar con el mediador pro-
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fibrótico Smad1 en la vía señalización de TGFβ239, además de inhibir los receptores 

PDGF. Imatinib es una molécula muy estudiada para entender mejor los mecanismos 

moleculares subyacentes en diversas enfermedades tumorales, así como en 

enfermedades fibrogénicas que involucran diferentes órganos96. El tratamiento del ratón 

mdx con imatinib redujo la fibrosis en diafragma y mejoró la función del músculo 

esquelético, así como la inflamación162. Otros inhibidores de PDGF tirosina cinasa son 

nilotinib57 - que también bloquea el efecto de TGFβ al inhibir la actividad tirosina cinasa de 

c-Abl- y crenolanib157. Estos fármacos reducen la fibrosis en el ratón mdx, pero de 

momento no hay ningún ensayo clínico en marcha en DMD con ningún inhibidor tirosina 

cinasa. Otra estrategia anti-fibrótica desarrollada recientemente es la de bloquear la vía de 

señalización del factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF): FG-3019 es un 

anticuerpo monoclonal contra CTGF que reduce la fibrosis tras dos meses de tratamiento 

en el modelo mdx240 y en la actualidad, un ensayo clínico en fase II está en proceso de 

reclutamiento de pacientes. 

 1.5.3.3. Tratamiento de la isquemia muscular 

La óxido nítrico sintasa neuronal (nNOS) es una enzima asociada al DGC en los músculos 

liso y esquelético que produce óxido nítrico (NO) el cual cataliza la conversión de 

guanosina trifosfato (GTP) a guanosina monofosfato cíclica (cGMP), estimulando la 

vasodilatación. La pérdida de distrofina causa una deslocalización de nNOS y por lo tanto 

una reducción de NO que, presumiblemente, da lugar a una isquemia muscular, 

especialmente durante la realización de actividad física241. Aunque la pérdida d nNOS no 

da lugar a un fenotipo distrófico, la isquemia asociada contribuye a la enfermedad y 

tratarla podría aportar un beneficio para los pacientes242. PDE5 es una enzima hidrolasa 

que actúa sobre cGMP. Los inhibidores de PDE, por tanto, tienen un efecto vasodilatador 

al bloquear la ruptura de cGMP, mejorando la isquemia en DMD. El tratamiento con los 

inhibidores específicos de PDE5, tadalafil y sildenafil, fue beneficioso para el ratón mdx. 
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En el caso de sildenafil, éste mejoró la función muscular del diafragma y redujo la 

fibrosis243. El otro inhibidor, tadalafil, mejoró la histopatología muscular y redujo el daño en 

la fibra muscular inducida por contracción244. En ensayos clínicos, sin embargo, ninguno 

de los dos fármacos ha mostrado tener eficacia al no encontrar efecto en el 6MWT, ni en 

la función cardíaca ni en la calidad de vida entre los diferentes grupos de estudio245, 246. 

 1.4.3.4 Reguladores del crecimiento y la regeneración muscular 

Una de las consecuencias de la ausencia de la distrofina es la pérdida de masa muscular. 

La masa muscular es regulada negativamente y de forma crucial por la miostatina, al 

regular negativamente genes importantes para la miogénesis247. Por lo tanto, la inhibición 

de la miostatina es una estrategia terapéutica para mejorar la masa muscular en pacientes 

DMD. Diversos ensayos clínicos contra la miostatina realizados en el pasado han 

fracasado248, 249, sin embargo, se siguen realizando estudios basados en este principio. El 

anticuerpo monoclonal anti-mioestatina domagrozumab (PF-06252616) ha mostrado un 

incremento del peso muscular y fuerza de agarre en el ratón mdx y un incremento del 

volumen muscular en monos sanos250. Un estudio clínico en fase I mostró que 

domagrozumab se tolera bien y como resultado del tratamiento se observó un incremento 

de un 6% de media de la masa muscular251. Por el contrario, un estudio en fase II ha 

terminado recientemente al no encontrar beneficios funcionales. Existe otro ensayo clínico 

en fase II en marcha con la molécula adnectina anti-miostatina RG6206 de administración 

subcutánea252 que demostró aumentar la masa muscular en un 5% aproximadamente en 

sujetos sanos253. La folistatina es un antagonista natural de la familia TGFβ expresado 

ubicuamente que ha mostrado ser más eficaz que los anticuerpos dirigidos sólo a la 

miostatina ya que, además de reducir la pérdida muscular en modelos murinos254, produjo 

un aumento de la masa muscular y una mejoría del 6MWT en pacientes BMD tratados con 

el gen de la folistatina mediante inyección intramuscular de AAVs en un ensayo clínico en 

fase I/II255, motivo por el cual la misma estrategia se aplicó en pacientes DMD en un 

estudio clínico en fase I/II256. Otra estrategia es utilizar inhibidores de las histonas 
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deacetilasas (HDAC) con el fin de descondensar los cromosomas y permitir la activación 

de la transcripción génica al reducirse la capacidad de las histonas acetiladas de unirse al 

DNA257. Givinostat es un inhibidor de la HDAC que en estudios pre-clínicos incrementó la 

regeneración muscular y disminuyó la fibrosis en el ratón mdx258. En un ensayo clínico en 

fase II givinostat aumentó el área de la fibra muscular y redujo la fibrosis y el tejido 

adiposo en pacientes DMD259. En el momento actual un nuevo ensayo con givinostat, esta 

vez en fase III, está en marcha.  El factor estimulante de colonias de granulocitos (GCSF) 

es una citocina que liberan las células madre de la médula ósea al torrente sanguíneo 

pudiendo llegar al músculo contribuyendo a la regeneración, como se demostró en 

modelos murinos de distrofia muscular260. Un ensayo clínico en fase I con este fármaco en 

niños DMD está actualmente en marcha261. Otro compuesto de estudio es el factor de 

crecimiento insulínico 1 (IGF-1), el cual es un mediador clave en la vía anaeróbica de la 

producción de masa muscular y está involucrado en la diferenciación de mioblastos, 

pudiendo incrementar la masa y la fuerza muscular262. En este sentido, el ratón mdx 

transgénico para IGF-1 específicamente en músculo (mdx:mIgf+/+) mostró un 40% más de 

masa muscular y un aumento similar de la fuerza en diferentes músculos en comparación 

al mdx, además de observarse una disminución de la fibrosis en el diafragma del ratón 

adulto y de la necrosis muscular263. En un estudio pre-clínico en el ratón mdx se ha 

investigado que IGF-1 administrado subcutáneamente cambia las fibras a un tipo más 

oxidativo, las cuales están asociadas a una reducción de daño causado por la 

contracción, por lo tanto, IGF-1 podría ser útil para proteger a las fibras musculares264. Sin 

embargo, los resultados preliminares de un ensayo clínico en fase II del IGF-1 

recombinante (INCRELEX) en pacientes DMD265, no demostraron una mejoría en la 

función motora tras 6 meses de tratamiento. Un dato importante a considerar en los 

ensayos clínicos es que un aumento de masa muscular no implica directamente un 

aumento de la fuerza266. 
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1.6. NINTEDANIB 

Nintedanib, formalmente conocido como BIBF-1120, es un inhibidor intracelular 

desarrollado por la farmacéutica alemana Boehringer Ingelheim que bloquea diferentes 

proteínas tirosina cinasa. En 2015 nintedanib, comercializado con el nombre de OFEV®, 

fue aprobado por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y la FDA como tratamiento 

de la fibrosis pulmonar idiopática (IPF) por su efecto anti-fibrótico67, después de 

demostrarse su seguridad y eficacia. La IPF es una enfermedad devastadora de origen 

desconocido caracterizada por la aparición de fibrosis en el intersticio - esto incluye las 

paredes alveolares, vasos sanguíneos pulmonares y tejidos peribronquiales - que 

progresa hasta dar lugar a una pérdida de función pulmonar y finalmente a un fallo 

respiratorio. El tratamiento con nintedanib en un ensayo clínico en fase III de un año de 

duración mostró la retardación de la fibrosis en un 50% y, como consecuencia, la 

disminución de exacerbaciones agudas con un mismo porcentaje y una mejor función 

pulmonar – por medición de la capacidad vital forzada (FVC) – en comparación al grupo 

no tratado.  Los efectos adversos más comunes fueron el vómito, náuseas y dolor 

abdominal y diarrea siendo ésta última la más frecuente con una intensidad leve o 

moderada267. Recientemente se ha concluido un ensayo clínico en fase III para la 

enfermedad intersticial pulmonar asociada a esclerosis sistémica (esclerodermia) con 

resultados favorables, al reducir la pérdida de función pulmonar, con lo cual nintedanib 

está en vías de ser aprobado para esta indicación268. 

El mecanismo de acción anti-fibrótico de nintedanib no es conocido con exactitud, pero se 

conoce que principalmente actúa sobre los receptores del factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGFR), los receptores del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR) y los 

PDGFRs al unirse al sitio de unión del ATP, inhibiéndose la autofosforilación y las 

consiguientes cascadas de señalización269 (Figura 16). En un primer momento, nintedanib 

fue pensado para tratar la angiogénesis involucrada en el crecimiento y expansión de 
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tumores ya que los receptores FGF-1 (FGFR-1) y VEGF-2 (VEGFR-2) son conocidos pro-

angiogénicos270, pero más tarde, al inhibir también los receptores PDGF fue propuesto 

como tratamiento anti-fibrótico para IPF. Ensayos in vitro han mostrado un efecto anti-

fibrótico de nintedanib al bloquear el gran efecto proliferativo y migratorio de las moléculas 

PDGF y FGF tanto en fibroblastos controles como de pacientes, además de reducir la 

diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos inducida por TGFβ270, 271 y la producción 

de proteínas de la ECM 272.  

  

Figura 16. Estructura y constante de inhibición (IC50) in vitro de nintedanib. Imagen modificada de Awasthi N et al. 2015271. 

En estudios in vivo en un modelo de ratón de IPF, nintedanib no sólo mostró tener un 

efecto anti-fibrótico al disminuir los marcadores de fibrosis TGFβ y colágeno, sino que 

también tuvo un poder anti-inflamatorio al reducirse diferentes células inflamatorias en el 

tejido pulmonar271, 274. 

Debido a su efecto antiangiogéncio, como se ha comentado anteriormente, nintedanib 

también está indicado con el nombre de Vargatef® como tratamiento de segunda línea en 

el cáncer de pulmón no microcítico (NSCLC) localmente avanzado, metastásico o 

localmente recurrente con histología tumoral de adenocarcinoma después de la 

quimioterapia de primera línea275. Asimismo, nintedanib está siendo estudiado en 

diferentes ensayos clínicos para evaluar su eficacia en otro tipo de tumores como son el 
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cáncer de ovario, el carcinoma de células renales, el cáncer de próstata, el carcinoma 

hepatocelular, el cáncer colorectal y el cáncer de mama271. 
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2.1. HIPÓTESIS 

 

• PDGF-BB tiene un papel importante en el proceso de regeneración muscular 

influenciando la proliferación, migración y diferenciación de las células encargadas 

del proceso de regeneración muscular.  

• Nintedanib es efectivo como tratamiento de un modelo murino de distrofia muscular 

por déficit de distrofina (mdx) a través el del bloqueo de los receptores de PDGF lo 

que conduce a un enlentecimiento del proceso fibrótico muscular. 
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2.1. OBJETIVO PRINCIPAL 

Estudiar la importancia de los receptores PDGF y sus ligandos en la degeneración y 

regeneración de la distrofia muscular de Duchenne. 

 

2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS 

2.2.1. PAPEL DE PDGF-BB EN MÚSCULO ESQUELÉTICO 

1. Conocer la influencia de PDGF-BB en la proliferación, migración y diferenciación de 

los mioblastos humanos y su efecto como tratamiento de un modelo murino de 

distrofia muscular de Duchenne 

2. Conocer si la expresión de PDGF-BB y de su receptor (PDGFRβ) se modifica en 

pacientes con distrofia muscula de Duchenne con relación a los controles sanos así 

como estudiar el papel de PDGF-BB en el proceso de regeneración muscular tras un 

daño agudo y crónico en un modelo celular humano y en modelos murinos.  

2.2.2. ESTUDIO DE NINTEDANIB COMO AGENTE ANTI-FIBRÓTICO 

3. Estudiar el efecto de nintedanib en los procesos de proliferación, migración y 

diferenciación de fibroblastos musculares controles humanos.  

4.  Estudiar la posible eficacia de nintedanib como agente anti-fibrótico en el ratón mdx 

de 9 meses de edad durante un mes tratamiento, mediante estudios funcionales, 

analíticos e histológicos.  
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4.1. ARTÍCULO I 
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4.1.1 MATERIAL SUPLEMENTARIO 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplemental Figure S1  

Myoblasts were isolated from muscle biopsy samples from healthy volunteers and 
Duchenne muscle dystrophy patients, as described in the Materials and Methods. A–
C: Cells used in the experiments were identified as myoblasts by the co-expression of 
CD56 and desmin. Scale bars = 100 µm. 

Supplemental Figure S2 

Satellite cells do not express platelet-derived growth factor (PDGF)-BB in vivo in 
muscle biopsy samples from both controls and Duchenne muscle dystrophy patients 
(A–D; arrows ). In culture, myoblasts express PDGF receptor (PDGFR)-β, as 
demonstrated by immunofluorescence (E–G) and Western blot analysis (H). Scale 
bars: 50 µm (A–D);100 µm (E–G). 
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Supplemental Figure S3  

An analysis of the expression of platelet-derived growth factor receptor (PDGFR)-β in inflammatory cells of muscle biopsy samples from 

patients with Duchenne muscle dystrophy. Neither CD8
+
 T cells (A–D) nor CD68

+
 macrophages (E–H) express PDGFRβ. Scale bars = 50 µm. 
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Supplemental Figure S4  

Collagen I expression in tibialis anterior muscle of control (nontreated), vehicle-treated, and PDGF-BB–treated muscles were analyzed 
using both immunofluorescence (A–C) and Western blot (WB) analysis (E). Significant changes are not seen either in the area of fibrotic 
tissue (D) or in the levels of collagen expression on WB analysis (F). Scale bars = 100 µm (A–C). 
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4.2. ARTÍCULO II 
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4.2.1 MATERIAL SUPLEMENTARIO 
 

 
 
Supplemental Figure S1.  In vitro effects of nintedanid on proliferation and viability of fibroblasts. Treatment with nintedanib at increasing 
doses did not influence cell viability as analyzed using LIVE/DEATH viability kit with flow cytometry (A). Nintedanib did not induced apoptosis 
of fibroblasts treated at 0.4 M as analyzed using TUNEL assay (B). Nintedanib at 0.4 M significantly reduced PT53 expression by 
fibroblasts (C). The proportion of Ki67+ cells significantly decreased in a dose dependent manner (D). *P < 0.05, **P < 0.01, **** p<0.0001 
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Supplemental Figure S2.  Effect of nintedanib on fibroblast migration and chemotaxis. 
Fibroblast migration was analyzed using scratch assay. Nintedanid treatment significantly 
decreased constitutive fibroblasts migration in a dose dependent manner (A) and reverted 
the promigratory effect of PDGF-AA on fibroblasts in a dose dependent manner (B). 
Transwell migration assays to study chemotaxis showed that PDGF-AA at 10 ng/mL 
increased fibroblast migration, an effect reversed by nintedanib at 0.4 M (C). *P < 0.05, 
**P < 0.01, **** p<0.0001. 
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Supplemental Figure S3.  Effect of nintedanib on differentiation of myoblasts and repair of 
myotubes. Increasing doses of nintedanib did not influence differentiation of myoblasts in 
vitro measured by fusion index (A). We did not observe any effect of PDGF-AA, FGFb and 
VEGF-A on myoblasts differentiation (B). Representative pictures of myotubes cultured 
with PDGF-AA, FGF or VEGF with nintedanib are shown (C), Scale bar= 200 µm. Repair 
assay after chemical damage induced by SDS at 0.25mM in myotubes cultured with 
increasing doses of nintedanib. The number of propidium iodide (IP) cells did not differ 
compared to control (D), Scale bar= 100 µm. 
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Supplemental Figure S4.  Results of locomotion analysis (digigait). Digigait allows to 
study mouse locomotion analyzing digital video images of the underside (A). Different 
parameters can be studies such as stride, stance, swing, braking and propulsion (B). We 
did not observe significant differences in any of the parameters studied between wild type, 
mdx mice and nintedanib treated mdx mice. *P < 0.05. 
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Supplemental Figure S5.  Analysis of apoptosis on muscle biopsies from wild type, mdx 
mice and nintedanib treated mdx mice. Nintedanib treatment did not induced apoptosis in 
skeletal muscles of the treated mice analyzed using TUNEL assay. DNase I incubation of 
tissues were used as positive control. Scale bar= 100 µm. 
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Supplemental Figure S6. Nintedanib did not influence muscle vascularization. A-I: Representative pictures of immunofluorescence staining 
with cluster of differentiation 31(CD31) antibodies in quadriceps (A-C), diaphragm (D-F) and tibialis anterior (G-I) of WT, mdx and nintedanib 
treated-mdx mice. J-L: quantification of vessels per fiber mean in quadriceps (J), diaphragm (K) and tibialis anterior (L). Data are expressed 
as means ± SD. Genetic background mouse strain C57BL (WT); n = 5, mdx mice (mdx), n = 5; nintedanib treated mdx mice (mdx + Ninte), n 
= 7. *P < 0.05, **P < 0.01. Scale bar = 100 µm.  



ARTÍCULOS 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

131 

 

Supplemental Figure S7.  Representative pictures and quantification of immunofluorescence staining for collagen VI (A-D) and collagen III in 
heart (E-H) of WT, mdx and nintedanib treated mdx mice. Data are expressed as means ± SD. Scale bar = 100 µm. RT-qPCR studying 
mRNA expression of fibrosis related genes in heart: Col1a1 (I), Col3a1 (J), Fn1 (K), Pdgfa (L), Pdgfb (M),Ctgf (N), Tgfβ1 (O), and Adgre1 (P). 
Data are expressed as means ± SD. Genetic background mouse strain C57BL (WT); n = 5, mdx mice (mdx), n = 5; nintedanib treated mdx 
mice (mdx + Ninte), n = 7. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0
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5.1. RESUMEN DE LOS RESULTADOS ARTÍCULO I 

Los estudios de inmunofluorescencia realizados en biopsias controles detectó la presencia 

de PDGF-BB en las paredes de los capilares en el grupo control. Sin embargo, en 

biopsias de pacientes DMD, detectamos PDGF-BB no sólo en los vasos sanguíneos sino 

también en las fibras regenerativas (positivas para el marcador de la cadena pesada de la 

miosina embrionaria (eMHC)) y necróticas (fibras observadas más pálidas en una tinción 

eosina-hematoxilina), así como en los infiltrados inflamatorios (macrófagos, células T 

CD4+ y CD8+). Las células con capacidad de regenerar el músculo, las SCs, las cuales 

se identificaron con un anticuerpo contra el marcador pax7, no fueron positivas para 

PDGF-BB en ninguno de los grupos. Respecto al receptor PDGFβ, identificamos su 

presencia en pericitos adyacentes a los vasos sanguíneos de los controles, mientras que 

en los pacientes DMD, este receptor estaba expresado además de en los vasos 

sanguíneos, en el sarcolema y sarcoplasma de fibras musculares. Las SCs también 

expresaban el receptor, tanto en controles como en pacientes DMD. Para confirmar estos 

resultados in vitro, mioblastos (SCs en cultivo) de controles y pacientes se diferenciaron a 

miotubo, el modelo in vitro de una fibra muscular. Lo que se observó mediante 

inmunofluorescencia fue un incremento de la expresión de PDGF-BB muy significativa en 

los miotubos, confirmado también a nivel de mRNA. El receptor PDGFβ también fue 

observado en mioblastos en cultivo. 

Para investigar si un daño agudo en el músculo esquelético que conlleva a una 

regeneración muscular fisiológica podía incrementar la expresión de PDGF-BB, se indujo 

un daño tanto en un modelo in vitro como in vivo. In vitro, se trataron miotubos de 

pacientes control y DMD en 3 condiciones diferentes: con dos agentes químicos 

(dodecilsulfato sódico (SDS) e ionomicina), y con bolas de cristal produciendo un daño 

físico, a diferentes tiempos (10, 20 y 30 minutos). Se observó un incremento de la 

concentración de PDGF-BB en el sobrenadante de las células dañadas mediante la 
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técnica ELISA, en todas las condiciones respecto al basal (células no dañadas). Este 

incremento sólo se observó a los 30 minutos del daño celular en los miotubos control, 

mientras que en los miotubos DMD este aumento era mayor y ocurrió también antes, a los 

10 y 20 minutos de producirse el daño. Además, tratamos ratones WT y mdx de 5 meses 

de edad con inyecciones intramusculares de notexina en el tibial anterior en diferentes 

tiempos, mientras que un grupo control para cada cepa se trató con vehículo. Al igual que 

en el modelo in vitro, se detectó un aumento de PDGF-BB tras el tratamiento con notexina 

a nivel de expresión génica (mRNA) y a nivel proteico mediante la técnica qPCR (reacción 

en cadena de la polimerasa cuantitativa) y WB, respectivamente, tanto en el ratón WT 

como en el mdx. Las fibras musculares, tanto necróticas como regenerativas, junto al 

infiltrado inflamatorio produjeron PDGF-BB, que tuvo su pico de expresión al tercer día del 

daño muscular en el ratón WT y a las 24 horas en el ratón mdx, coincidiendo con el pico 

máximo del infiltrado inflamatorio y el inicio del proceso de regeneración, hasta volver a 

los niveles basales al completarse la regeneración (día 21). 

La evaluación de la influencia de PDGF-BB en el proceso de regeneración también se 

estudió in vitro e in vivo. En el primer caso se trataron mioblastos en cultivo con 10 ng/ml 

de PDGF-BB y se estudió su efecto en la proliferación, migración y diferenciación, 

mediante curvas de crecimiento tras 6 días de tratamiento, ensayos de migración 

Transwell y diferenciación a miotubo en cultivo, respectivamente. PDGF-BB incrementó la 

proliferación de mioblastos a partir del cuarto día de tratamiento e indujo su migración de 

un modo dosis-dependiente. Sin embargo, PDGF-BB no produjo ningún efecto en la 

diferenciación de mioblasto a miotubos. La vía de señalización activada tras inducir los 

mioblastos con PDGF-BB fue PI3K/Akt. Para estudiar el papel de PDGF-BB en el modelo 

distrófico mdx se trataron 4 ratones mdx de 8 meses de edad con inyecciones 

intramusculares de PDGF-BB en el tibial anterior, 2 veces por semana durante un mes. 

Después del análisis histológico se detectó una reducción de infiltrados inflamatorios y un 

aumento de células satélite y células regenerativas en el grupo de animales tratados con 
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PDGF-BB respecto al grupo tratado con vehículo, indicando una contribución de PDGF-

BB en la expansión del pool de las principales células implicadas en la regeneración 

muscular, como un proof of principle. El tratamiento con PDGF-BB tampoco aumentó el 

colágeno I del intersticio. 

 

5.2. RESUMEN DE LOS RESULTADOS ARTÍCULO II 

Los experimentos in vitro se realizaron para conocer mejor los mecanismos moleculares 

por los que nintedanib podría actuar como agente anti-fibrótico. Para ello, se diseñaron 

experimentos para estudiar la proliferación, migración y diferenciación de fibroblastos 

humanos control mediante curvas de proliferación, ensayos de herida o de rasguño 

(wound healing assay o scratch assay en inglés) y análisis de la expresión de genes pro-

fibróticos, respectivamente. Nintedanib fue testado en fibroblastos creciendo en un medio 

de cultivo rico en suero fetal bovino (FBS) durante 6 días lo que generó la proliferación de 

estas células. Nintedanib disminuyó la proliferación de una forma dosis-dependiente 

alcanzado su máximo potencial de inhibición a una concentración de 0,4 µM, y por lo tanto 

se utilizó esta concentración en los experimentos posteriores. También se evaluó qué 

factor de crecimiento cuyo receptor es diana de nintedanib podía ser responsable de la 

proliferación. Para ello se realizaron curvas de crecimiento en un medio de cultivo pobre 

en FBS pero rico en PDGF-AA, FGFb o VEGF-A. Sólo PDGF-AA produjo un aumento en 

la proliferación y nintedanib fue capaz de inhibir este efecto. El ensayo de rasguño se 

realizó en un medio rico en diferentes factores de crecimiento, como PDGF-AA, FGFb, 

VEGF-A, TGFβ y CTGF. Todos estos factores promovieron la migración de los 

fibroblastos a las 24 horas de cultivo. Nintedanib bloqueó la migración de los fibroblastos 

tratados con FGFb, VEGF-A, CTGF y PDGF-AA, siendo este último el más bloqueado 

hasta niveles basales. Este resultado con PDGF-AA también fue confirmado por un 

ensayo de migración Transwell. Además, se analizaron diferentes genes relacionados con 
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la migración en fibroblastos tratados con PDGF-AA y PDGF-AA y nintedanib durante 24 

horas. Los niveles de expresión de los genes ADAM17, TIMP1 y TIMP2 decrecieron con 

el tratamiento de PDGF-AA, pero se restablecieron tras el tratamiento de 

nintedanib/PDGF-AA. La expresión de genes pro-fibróticos analizados en el ratón mdx - 

COL1A1, COL1A3, FN1, PDGF-AA, CTGF y TGFB1 - también fueron disminuidos con el 

tratamiento de nintedanib durante 4 días en un medio de cultivo rico en FBS. 

Además, se estudió el posible efecto tóxico de nintedanib en la diferenciación de 

mioblastos a miotubo y en la reparación del sarcolema. Después de tratar los mioblastos 

en confluencia con nintedanib durante 7 días, éstos no mostraron diferencias en cuanto al 

índice de diferenciación en comparación al experimento control. Tras un daño químico a 

los miotubos con SDS, éstos se repararon igual con o sin la presencia de nintedanib. Para 

testar el efecto de nintedanib in vivo se trataron siete ratones macho mdx de 10 meses de 

edad con 60 mg/kg/día de nintedanib durante un mes mediante la técnica de alimentación 

forzada utilizando una cánula gástrica, los cuales fueron comparados con cinco ratones 

mdx y cinco ratones WT de la cepa C57 no tratados. Tras este tiempo se realizaron 

estudios de la marcha sobre la plataforma DigiGait y estudios electrofisiológicos. Los 

resultados del DigiGait no mostraron ninguna diferencia entre las 3 poblaciones de 

estudio, por lo que esta técnica no fue informativa para sacar conclusiones. Las pruebas 

electrofisiológicas consistieron en estudios de conducción motora y de electromiografía 

(EMG). La conducción motora fue estudiada en el gastrocnemio, músculo plantar y tibial 

anterior. El ratón mdx mostró una disminución de la amplitud del potencial de acción 

muscular compuesto (CMAP) en comparación al animal WT. En el ratón mdx tratado la 

amplitud del CMAP aumentó en todos los músculos, hasta niveles normales y de forma 

significativa en el músculo tibial anterior. Por otro lado, el EMG en el tibial anterior mostró 

una normalización de la amplitud y morfología de los potenciales de acción de la unidad 

motora (MUAPs), encontrando una proporción similar de MUAPs pequeños y medianos 

entre el ratón WT y el ratón tratado, mientras que el mdx no tratado tenía un mayor 
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porcentaje de MUAPs pequeños. La disminución del porcentaje de MUAPs pequeños tras 

el tratamiento con nintedanib fue estadísticamente significativo. A continuación, 

sacrificamos a los animales y obtuvimos el diafragma, cuádriceps y tibial anterior, que son 

los músculos de estudio en adelante. El análisis histológico mediante la tinción con 

hematoxilina-eosina no mostró diferencias en el tamaño de las fibras ni en la proporción 

de núcleos centrales. Mediante el método de inmunohistoquímica se analizó el número de 

vasos por fibra (al ser VEGFR inhibido por nintedanib), el número de fibras regenerativas 

y la cantidad de colágeno VI por área analizada. El número de vasos marcados con el 

anticuerpo anti-CD31 por fibra mostró una tendencia a revertir el aumento observado en el 

ratón mdx tras el tratamiento con nintedanib en el cuádriceps y diafragma. Se observó que 

el número de fibras regenerativas, marcadas con el anticuerpo contra el marcador 

temprano de la regeneración eMHC, aumentó considerablemente en los músculos del 

ratón mdx, sin embargo, en el ratón mdx tratado el número de estas fibras disminuyó en 

comparación al ratón mdx no tratado, más marcadamente en el cuádriceps, donde esta 

disminución fue significativa. El colágeno VI presente en el espació intersticial se encontró 

disminuido en el ratón tratado con nintedanib, de forma significativa en cuádriceps y 

diafragma y con una tendencia en el tibial anterior, indicando una reducción del área del 

tejido fibroso. A nivel de expresión génica, numerosos genes de proteínas de la ECM 

(Col1a1, Col3a1 y Fn1) y factores de crecimiento pro-fibróticos (Pdgf, Tgfb1 y Ctgf), así 

como el gen Adgre1, marcador de macrófagos, se encuentran sobre-regulados en los 

músculos del ratón mdx. El tratamiento con nintedanib provocó una disminución de la 

expresión de la mayoría de estos genes -de una forma más contundente y 

estadísticamente significativa en el tibial anterior- excepto de Ctgf en los tres músculos y 

de Fn1 en cuádriceps y diafragma. Cabe destacar que en todos los casos nintedanib 

causó una disminución de Pdgfa y Pdgfb estadísticamente significativa y que Col1a1 fue 

marcadamente reducido de forma significativa en el tibial anterior y con una p<0.1 en el 

caso del cuádriceps. La disminución en la expresión génica de colágeno I fue confirmada 
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a nivel proteico por WB. Los tres músculos de estudio mostraron un aumento visible del 

colágeno I en el ratón mdx, mientras que en el ratón tratado se observó una disminución 

significativa en el tibial anterior y una tendencia en el diafragma. También se estudió la 

fibrosis en el corazón mediante el análisis del mRNA de los genes mencionados 

anteriormente y estudios de inmunohistoquímica del colágeno III y VI. En la 

inmunohistoquímica los niveles de colágeno III y colágeno VI disminuyeron levemente en 

el ratón mdx tratado con nintedanib pero sin cambios significativos, sin embargo, en los 

estudios de expresión génica, el colágeno III, junto al gen Adgre1, se encontró disminuido 

patentemente de forma significativa en dicha población en comparación al corazón del 

ratón mdx. 
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En esta tesis hemos analizado el papel de las moléculas PDGF en el proceso de 

regeneración y degeneración muscular en diversos modelos in vitro e in vivo de distrofia 

muscular. Con anterioridad a nuestros estudios, otros trabajos ya habían relacionado 

PDGF-BB y el receptor PDGFβ tanto con el proceso de miogénesis como con el proceso 

de fibrosis en distrofias musculares152 y en otras enfermedades de otros órganos147. En el 

presente estudio se realizó por primera vez una evaluación de la expresión de PDGF-B en 

miotubos humanos control y ensayos del tipo daño-reparación in vitro en miotubos de 

pacientes y de personas sanas e in vivo en ratones mdx y WT. Otra innovación que aporta 

este estudio es el tratamiento con PDGF-BB en el modelo murino mdx, así como en 

mioblastos obtenidos de pacientes control - a diferencia de investigaciones anteriores, 

basadas en la utilización de mioblastos de rata o ratón153, 276 - de forma que con este 

estudio obtenemos un mejor conocimiento del papel de PDGD-BB en el músculo humano. 
Nuestros resultados sostienen que PDGF-BB promueve la proliferación y migración de 

mioblastos humanos aunque no la diferenciación a miotubo. Basamos esta conclusión 

tanto en los resultados in vitro como en los resultados in vivo en ratón, donde la 

administración de PDGF-BB causó un aumento de las células satélite, las células madre 

protagonistas de la regeneración muscular, precursoras de los mioblastos. El hecho de 

que PDGF-BB no aumente la diferenciación a miotubo – resultado también observado en 

otro estudio sobre mioblatos de rata154 - no significa que éste no tenga un papel pro-

regenerativo, ya que la proliferación y la migración de las SCs forman parte de las 

primeras fases de la regeneración muscular, antes de que se dé lugar la fusión de estas 

células con las fibras musculares dañadas o se diferencien a miocito. Además, el número 

de fibras regenerativas en el ratón mdx aumenta tras el tratamiento con PDGF-BB, por lo 

que es posible que PDGF-BB al aumentar el número de SCs tenga una influencia positiva 

en el proceso de regeneración muscular.  
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En resumen, y en concordancia con los resultados obtenidos, en la DMD, PDGF-BB sería 

liberado por las fibras regenerativas, necróticas e infiltrados inflamatorios en el inicio de la 

fase de la regeneración al coincidir su pico de máxima expresión con la aparición de los 

infiltrados inflamatorios. PDGF-BB actuaría de forma paracrina sobre las células satélite 

provocando su proliferación y migración, lo que llevaría a una regeneración muscular más 

efectiva.  

Respecto a la evaluación de un inhibidor tirosina cinasa como agente anti-fibrótico en un 

modelo murino de distrofia muscular, este estudio representa el primer estudio del agente 

anti-fibrótico aprobado para la IPF, nintedanib, en un modelo animal de distrofia muscular. 

El proceso de fibrosis suele ser similar entre diferentes órganos, y tal como esperábamos, 

el tratamiento del ratón mdx con nintedanib mostró una disminución de la fibrosis y una 

mejora en los patrones electrofisiológicos. Sin embargo, la prueba del DigiGate no fue 

informativa al no encontrar diferencias en el patrón de la marcha entre el ratón mdx y WT. 

Estos efectos en la electrofisiología podrían ser explicados por una reducción de la 

proliferación, migración y cambio del patrón de la expresión génica en los fibroblastos 

residentes del músculo esquelético, que llevarían a cambios tempranos en la estructura 

del músculo antes de que se observen los síntomas clínicos e incluso antes de que se 

observe un alto grado de fibrosis en los estudios histológicos. 

Otros inhibidores tirosina cinasa, tal como imatinib161, crenolanib156 y nilotinib56 bloquean 

varias proteínas con actividad tirosina cinasa, entre ellas los receptores PDGFs, pero 

ninguno de ellos bloquea FGFR o VEGFR. Estas drogas han mostrado ser eficaces en 

reducir la fibrosis y en mejorar la función muscular en el modelo mdx, sin embargo, 

ninguno de ellos ha sido probado para una enfermedad fibrótica en humanos, a excepción 

de imatinib que fue testado en pacientes con IPF sin obtener los resultados esperados en 

un ensayo clínico en fase II277. Además, los efectos secundarios de estas moléculas en 

humanos como tratamiento contra distintos tipos de cáncer son mayores respecto a los 
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efectos secundarios de nintedanib tanto en su aplicación contra el cáncer de pulmón como 

en el tratamiento contra la IPF, según los datos recogidos por la EMA, a excepción de 

crenolanib que, aunque todavía está bajo diferentes estudios clínicos, parece ser bien 

tolerado. 

El mecanismo por el cual nintedanib reduce la fibrosis no es completamente conocido, ya 

que cualquiera de los tres receptores que bloquea podría estar involucrado. Nuestros 

resultados muestran que PDGF-AA es el responsable de la proliferación in vitro y tiene un 

mayor peso en la migración, además de todos los estudios citados previamente en la 

introducción que indican que una sobreexpresión de PDGF-A o del receptor PDGF tipo α 

está relacionada directamente con la fibrosis muscular y de otros tejidos. Sin embargo, los 

cambios en la expresión de genes pro-fibróticos en nuestro estudio in vitro en fibroblastos 

no fueron evaluados en presencia de PDGF-AA específicamente, por lo tanto, estos 

cambios in vitro e in vivo podrían ser debido a la inhibición de los otros receptores que 

bloquean nintedanib, como por ejemplo los receptores FGF, que también están asociados 

al proceso de fibrosis muscular. Además, FGFb regula la expresión positivamente de 

PDGFRα en VSMCs125, un indicativo de que podría ocurrir tal evento en fibroblastos. La 

inhibición de los receptores FGF, por lo tanto, sería doblemente ventajosa para el 

tratamiento contra la fibrosis. 

Src (Stored Response Chain) es una proteína tirosina cinasa citosólica que también es 

inhibida por nintedanib y que participa en la señalización de PDGF y TGFβ (mediante el 

receptor TGFβ tipo II (TβRII)) actuando como efector. Respecto a la señalización de 

TGFβ, la activación de esta vía está asociada a la activación del TβRII y a la posterior 

activación de las proteínas cinasas activadas por mitógeno p38 (p38 MAPK)239, las cuales 

regulan la biosíntesis de citocinas pro-inflamatorias y también están involucradas en la 

supervivencia, proliferación, migración y diferenciación en distintos tipos celulares272. En 

un estudio en IPF, se estudió la influencia de nintedanib en la señalización de TGFβ en 
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fibroblastos de pulmón y como resultado se obtuvo que nintedanib inhibió la diferenciación 

de fibroblastos inducida por TGFβ, a nivel molecular inhibió la fosforilación de TβRII y, en 

consecuencia, de p38 MAK273. La vía Src es alternativa a la vía clásica que involucra la 

activación de Smad en la señalización de TGFβ, por lo que esto podría explicar los 

mínimos efectos secundarios de nintedanib en comparación a los inhibidores de los 

receptores de TGFβ, que podrían asociarse a un aumento de los infiltrados inflamatorios, 

según un estudio de 2006274. 

El bloqueo de una o varias de estas tirosinas cinasas, provoca una disminución de la 

expresión de diferentes genes en nuestro estudio, entre los que se encuentra TGFβ. Es 

sabido que TGFβ regula la expresión positivamente de PDGFRα en fibroblastos de 

diferente origen275, por lo que este acontecimiento (la disminución de TGFβ por 

nintedanib) tendría un efecto sinérgico, además del beneficio de disminuir uno de los 

principales factores de crecimiento en inducir fibrosis.   

El receptor VEGF1, el cual es activado por VEGF-A y VEGF-B, está altamente expresado 

en macrófagos, además de en células endoteliales, promoviendo la migración de estas 

células270, en el caso de los macrófagos, de los vasos sanguíneos al tejido conjuntivo del 

músculo. Esto podría explicar la disminución del marcador de macrófagos F4/80 (gen 

Adgre1 en ratón) en nuestros resultados y, en consecuencia, la disminución de la 

inflamación, lo cual a su vez favorece la disminución de la fibrosis. Además, los PDGFRs 

también se expresan en macrófagos (ver sección 1.3.), y su inhibición también podría 

explicar la disminución de la migración de macrófagos hacia el músculo. Otro factor en 

este sentido, puede ser una mejor homeostasis del músculo con el tratamiento: nintedanib 

reduce el proceso fibrótico, por lo que el proceso de regeneración muscular puede ser 

más efectivo mejorando la situación estructural del músculo, lo que lleva a una menor 

inflamación.  
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Cabe mencionar también que en nuestro estudio la proteína de la ECM fibronectina no se 

ve disminuida en dos de los músculos de estudio. Teniendo en cuenta que el colágeno es 

la proteína más representativa de la ECM en las tres capas de tejido conjuntivo3, la 

observación de que el colágeno I, uno de los principales subtipos de colágeno expresado 

en la ECM, se encuentra disminuido en el músculo tratado del mdx tanto a nivel proteico 

como a nivel de mRNA es un resultado positivo.  

En resumen, las vías PDGF-AA/PDGFRα y PDGF-BB/PDGFRβ actuarían sobre células 

mesenquimales -predominantemente fibroblastos y mioblastos/SCs del músculo 

esquelético, respectivamente- influyendo en su proliferación, migración y/o diferenciación 

y participando de esta forma en diferentes procesos como son la fibrosis y regeneración 

muscular en DMD y en otras condiciones patológicas. Nintedanib también bloquea el 

receptor PDGFβ y podría provocar la inhibición de la proliferación de las SCs observada 

en nuestro estudio, pero es conocido que otras moléculas, como IL-6, IL-1, IGF y HGF, 

cuyos receptores no son diana de nintedanib, contribuyen a la proliferación de estas 

células y, por lo tanto, nintedanib no alteraría la proliferación de las SCs y la consiguiente 

regeneración muscular12.  

A pesar del efecto positivo en la reducción de la expresión de algunos genes pro-fibróticos 

tras el tratamiento con nintedanib in vivo, estos resultados deben tomarse con cautela ya 

que se aprecia sólo un porcentaje de reducción del colágeno del 4-5% a nivel proteico. 

Existen diversas explicaciones para este resultado. Por un lado, puede ser debido a que la 

fibrosis ya está establecida (sobre todo en diafragma) y, por otro, a que el tiempo de 

tratamiento ha sido demasiado corto. Por este motivo sería interesante en un futuro: 1) 

tratar animales más jóvenes que aún no hayan desarrollado fibrosis o que tengan poca 

fibrosis, 2) realizar un tratamiento más prolongado, donde el momento final de tratamiento 

sobrepase el inicio de la aparición de la fibrosis en ratones controles mdx no tratados para 

asegurar que la fibrosis debería estar ya establecida y 3) tratar una población de ratones 
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mayor para obtener un mayor poder estadístico. Si estos resultados fueran más 

contundentes en cuanto al porcentaje de reducción de fibrosis que correlacione con 

pruebas funcionales, entonces se podría plantear probar nintedanib en niños con DMD en 

fases iniciales de la enfermedad en un ensayo clínico. Creemos que, en todo caso, 

nintedanib debería servir como co-tratamiento junto a la terapia génica o terapia celular 

(con el fin de restaurar la distrofina), ya que es conocido que la fibrosis reduce la eficacia 

de estos tratamientos, actuando de barrera para las partículas víricas o células. Por lo 

tanto, tratar la fibrosis podría mejorar la efectividad de los tratamientos que como objetivo 

tienen restaurar de la distrofina. En los últimos tiempos diversos estudios pre-clínicos se 

mueven en esta línea: terapia génica/celular combinada con un tratamiento contra alguno 

de los eventos patológicos causados por la ausencia de distrofina con resultados 

favorables276. Otro potencial rol de nintedanib como tratamiento de la enfermedad de 

Duchenne puede ser el de preservar al máximo la estructura muscular, una vez el 

paciente ha sido tratado con terapia génica. Los primeros resultados obtenidos con terapia 

génica han mostrado que hasta el 80% de las fibras expresan distrofia (Comunicación Dr. 

Mendel, WMS 2018). Si bien este es un resultado excelente, implica que un 20% de las 

fibras no expresan distrofina y son susceptibles de degenerar, por lo que la distrofia 

muscular como tal no está curada. Tratamientos como nintedanib puede tener un papel en 

mantener el músculo en las mejores condiciones, incluso en estos pacientes. Además, 

pacientes con otro tipo de distrofia muscular también se podrían beneficiar de los efectos 

de nintedanib ya que el mecanismo de fibrosis producido en diferentes distrofias 

musculares debe ser muy similar. Para ello también se podrían realizar previamente 

ensayos pre-clínicos en el modelo animal adecuado. 

En el caso de la fibrosis cardíaca observamos cambios significativos en la reducción de 

expresión génica del colágeno III y del receptor F4/80 presente en los macrófagos. Sin 

embargo, no se observó una disminución significativa de la fibrosis en los estudios 

histológicos, aunque sí hay una tendencia a la reducción tanto del colágeno VI como del 
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III, en un porcentaje similar al observado en el músculo esquelético. Una vez más, se 

debería aumentar el número de animales y tratarlos antes y durante más tiempo ya que, 

diferentes estudios señalan que la fibrosis en el corazón mdx se establece hacia los 6 

meses de edad166. Serían necesarios ensayos funcionales para estudiar más a fondo la 

respuesta del corazón a nintedanib. Como dato, este fámaco se probó en un estudio en 

un modelo murino de hipertensión pulmonar, que lleva a la hipertrofia del ventrículo 

derecho del corazón asociada a fibrosis de la pared miocárdica. El estudio no demostró un 

efecto beneficioso sobre la hipertensión pulmonar, pero sí tuvo efectos favorables en la 

remodelación del ventrículo derecho277. 
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• PDGF-BB contribuye de forma positiva en el proceso de regeneración muscular al 

observarse un incremento de su expresión in vitro e in vivo: en miotubos humanos, 

biopsias de pacientes Duchenne, así como en un modelo murino de daño agudo. 

Además, el tratamiento con PDGF-BB en mioblastos y en el modelo murino de 

distrofia muscular, el ratón mdx, genera un aumento de la proliferación y migración de 

mioblastos y del número de las principales células encargadas de la regeneración 

muscular, las células satélite. 

 

 

• Nintedanib ralentiza la progresión de la fibrosis en diferentes músculos del ratón mdx 

al disminuir la proliferación, la migración de fibroblastos y la expresión de genes pro-

fibróticos mediante el bloqueo, principalmente, del receptor PDGFα. Además, 

nintedanib reduce los infiltrados inflamatorios presentes en los músculos distróficos.  
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Los resultados de la tesis representan el inicio de varias vías de trabajo que están en 

marcha en el laboratorio de Enfermedades Neuromusculares del Hospital de la Santa 

Creu i Sant Pau: 

1. Por un lado, el estudio de las vías de señalización y mecanismos moleculares de 

los factores de crecimiento de la familia PDGF, con aproximaciones in vitro que 

incluyen técnicas de cultivo celular y proteómica. 

2. Aislamiento de precursores fibroadipogénicos (FAPs) desde biopsias de músculo 

de controles sanos y de pacientes con distrofias musculares para caracterizar su 

función biológica y estudiar el potencial adipogénico in vitro. 

3. En vista de los resultados obtenidos sobre la fibrosis muscular en el modelo 

murino de DMD utilizando el fármaco nintedanib, se están tratando otros modelos 

murinos de distrofias musculares que cursan con fibrosis, como son el modelo de 

déficit de la proteína α-sarcoglicano y el modelo de déficit de la proteína 

disferlina. De obtener resultados positivos en la línea de los que se presentan en 

esta tesis, se podría plantear en un futuro el diseño de ensayos clínicos en 

pacientes con distrofias musculares, ya que nintedanib ya está aprobado en la 

IPF, y por la tanto ya ha pasado los requerimientos de seguridad para su 

utilización en humanos. 
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