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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 Pifiol-Jurado MSc, Eduard Gallardo PhD, Noemi de Luna PhD, Xavier Suéarez-
Calvet PhD, Carles Sanchez-Riera PhD, Esther Fernandez-Simén MSc, Clara Gomis MD,

Isabel Illla MD PhD, and Jordi Diaz-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 Pinol-Jurado MSc; Xavier Suarez-Calvet PhD; Esther Fernandez MSc; Eduard
Gallardo PhD; Natalia de la Oliva PhD; Anna Martinez-Muriana PhD; Pedro Gémez-
Galvez MSc; Luis Maria Escudero PhD; Maria Pérez-Peir6 MSc; Lutz Wollin PhD; Noemi

de Luna PhD; Xavier Navarro PhD; Isabel Illla MD PhD, Jordi Diaz-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, COL3Al, 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 mMRNA expression from muscles of treated mice showed a reduction
in Collal, Col3al, Tgfbl, and Pdgfa. Western blot showed a reduction in the expression
of collagen | 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 degeneracion muscular a causa de la deficiencia
distrofina, una proteina estructural del sarcolema. Esta enfermedad es caracterizada por
una debilidad muscular rapida y progresiva que aparece a los 5-7 afios e involucra los
musculos proximales y las extremidades inferiores. El corazon y el sistema respiratorio
también estan 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
fisiopatologico, la pérdida de distrofina lleva a un dafio 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 vias moleculares relacionadas a la
regeneracion y la degeneracion muscular no son completamente conocidas. Los factores
de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF) pertenecen a una familia de factores de
crecimiento que regulan la proliferacién, migracion y diferenciacion de células
mesenquimales. Mientras que la isoforma PDGF-AA esta asociada a fibrosis, el papel de

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

Muscle Dystrophy

Patricia Pifiol-Jurado MSc, Eduard Gallardo PhD, Noemi de Luna PhD, Xavier Suéarez-
Calvet PhD, Carles Sanchez-Riera PhD, Esther Fernandez-Simén MSc, Clara Gomis MD,

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

En este estudio se estudio la expresion 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 estan involucrados en la
patofisiologia 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 observo que PDGF-BB estaba
expresado en las fibras musculares necréticas y regenerativas en muestras de biopsias
musculares de pacientes con DMD. In vitro, PDGF-BB activé la proliferacion y migracion
de mioblastos. El andlisis de muestras musculares de raton de animales tratados con
PDGF-BB mostr6 un incremento en la poblacion de células satélite (SCs) y en el nimero
de fibras regenerativas, con una reduccion en los infiltrados inflamatorios, en comparacion
con los animales tratados con vehiculo. Basado en estos resultados, sugerimos que
PDGF-BB podria jugar un papel protector en las distrofias musculares al mejorar la
regeneracion muscular a través de la activacion de la proliferacion y migracion de las

células satélite.

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

model of dystrophinopathy

Patricia Pinol-Jurado MSc; Xavier Suarez-Calvet PhD; Esther Fernandez MSc; Eduard

Gallardo PhD; Natalia de la Oliva PhD; Anna Martinez-Muriana PhD; Pedro Gémez-
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Galvez MSc; Luis Maria Escudero PhD; Maria Pérez-Peir6 MSc; Lutz Wollin PhD; Noemi

de Luna PhD; Xavier Navarro PhD; Isabel llla MD PhD, Jordi Diaz-Manera MD PhD.

Muchas terapias se han desarrollado para combatir el proceso fibrético 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 raton mdx.
Nintedanib redujo la proliferacion y migracion de fibroblastos humanos in vitro y disminuyo
la expresion de genes fibréticos como COL1AL, COL3A1, FN1, TGFB1 y PDGFA. Siete
ratones mdx fueron tratados con 60 mg/kg/dia con nintedanib durante 1 mes. Estudios
electrofisiol6gicos mostraron un incremento en la amplitud de los potenciales de accién
motora y un mejoramiento de la morfologia de los potenciales de unidad motora en los
animales tratados. Estudios histoldégicos demostraron una reduccién significativa de las
areas fibroticas presentes en los musculos esqueléticos. El andlisis de la expresion de
MRNA de musculos de raton tratado indicO una reduccion en los genes de Collal,
Col3al, Tgfbl y Pdgfa. El western blot (WB) manifestdé una reduccion en la expresion de
proteina del coldgeno | en los muasculos tratados. En conclusion, nosotros observamos
gue nintedanib ralentizé el proceso fibrético muscular en un modelo murino de
distrofinopatia después de 1 mes de tratamiento, sugiriendo su potencial papel como

agente terapéutico en pacientes DMD.
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INTRODUCCION

1.1. EL MUSCULO ESQUELETICO

Existen tres tipos de musculo segun su funcion y caracteristicas histolégicas: estriado
esquelético, estriado cardiaco y liso. El desarrollo del musculo se inicia en una etapa
temprana de la embriogénesis, durante la gastrulacién, y tienen su originen en el
mesodermo, especificamente el musculo esquelético proviene del mesodermo paraxial
somitico’. El musculo esquelético es el tejido mas abundante del cuerpo humano
comprendiendo mas del 40% de la masa de éste en un adulto joven y algo menos del
30% en adultos de edad avanzada. Esta compuesto por fibras musculares, también
llamadas miofibras, con propiedades contractiles, entre otras, que le confieren al cuerpo la
capacidad de moverse, mantener la postura y generar fuerza. Ademas, el musculo

esquelético posee una gran habilidad para regenerarse?.

1.1.1. ESTRUCTURA: LA FIBRA MUSCULAR'Y LA MATRIZ EXTRACELULAR

Los musculos, ademas de estar constituidos por fibras musculares y una matriz
extracelular (ECM), poseen vasos sanguineos y fibras nerviosas embebidos en la ECM,
ya que para una funcién correcta del musculo es necesario que las fibras reciban los
nutrientes necesarios y desechen los residuos mediante la vascularizacion, y que cada

fibora muscular esté en contacto con una terminacion nerviosa que regule su actividad®.

1.1.1.1. La fibra muscular

Durante la embriogénesis los precursores musculares mononucleados Illamados
mioblastos, se fusionan y forman miotubos multinucleados con nucleos centrales, que son
estructuras inmaduras que preceden a la fibra muscular®. A nivel postnatal, las fibras
musculares son largas con un didmetro que oscila entre 10 y 100 nm, con nucleos
postmitéticos dispuestos en la periferia de la fibra, cerca de la membrana plasmética
(sarcolema). El sarcoplasma es el citoplasma de las fibras musculares el cual esta

compuesto por miofibrillas que se disponen paralelamente al eje longitudinal de las fibras®.
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INTRODUCCION

Las miofibrillas estan formadas por filamentos de actina y miosina necesarios para la
contraccién, mientras que el sarcomero es la unidad funcional del musculo que se repite a
lo largo del eje de una miofibrilla®. Ademas, el sarcoplasma contiene reservas de
glucégeno, lipidos, lisosomas, mitocondrias y un complejo tubular intermiofibrilar
conformado por reticulo sarcoplasmico y un sistema tubular transverso (tibulo T) formado
por invaginaciones de la membrana plasmatica, permitiendo el paso de la sefial nerviosa
(potencial de accién) durante la liberacion de calcio desde el reticulo sarcoplasmatico
necesario para la contraccién, es decir, permite el acoplamiento entre excitacion y
contraccion® (Figura 1). La membrana plasmatica esta rodeada por una envoltura llamada
lamina basal. Ambas estructuras estan formados por multiples proteinas 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 proteinas son la causa de

diversas enfermedades musculares®.

Reticulo sarcoplasmatico

Miofibrilla

Sarcoplasma

Sarcolema

Nucleo

Triada: Filamento grueso (miosina)
Filamento delgado (actina)

Tubulo transverso

Cisterna terminal

Mitocondria

Sarcémero

Disc Z

Figura 1. Estructura de la fibra muscular. Imagen modificada de Tortora et al. 2016”.
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INTRODUCCION

1.1.1.2. La matriz extracelular

Las fibras musculares se organizan en fasciculos y un grupo de fasciculos conforman el
musculo 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 fasciculo y un musculo determinado completo, respectivamente (Figura 2)2.

Capillaries

Bane Interstitial calls

Perimysium
Satellite cell

Musche fiber Endomysium

Figura 2. Estructura del musculo esquelético. Imagen obtenida de Dunn et al. 2018°.

La ECM contiene fibroblastos y macréfagos, ademas de los capilares y nervios (Figura 2).
Respecto a su funcién, la ECM ajusta los ciclos de contraccion-relajacién debido a su
flexibilidad, les confiere soporte a las fibras musculares y también tiene un papel en la

regeneracion muscular®®.

Existen 4 tipos de proteinas que componen la ECM: colagenos, glicoproteinas no
colagenosas, glicosaminoglicanos (GAGs) y proteoglicanos (PGs), sintetizados
primordialmente por los fibroblastos. Los colagenos representan la fraccion mas grande

de la ECM donde los colagenos de tipo I, lll, V y Xl son fibrilares capaces de formar
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fibrilas. Entre ellos, el colageno | es el principal tipo de coldgeno del musculo, ejerciendo
propiedades biomecanicas (Tabla 1). El coldgeno VI, por otro lado, es una proteina

microfibrilar que forma un entramado de filamentos finos?*.

Endomisio Perimisio Epimisio
. . Rodea cada grupo de ,
Nivel Rodea cada fibra ) , < Rodea cada musculo
fibras (fasciculo)
- Transmite la fuerza - Es continuo a los
- Mantiene la integridad desde las fibras tendones y conecta
muscular musculares a los musculos con huesos
Funcion - Transmite tension entre las  tendones - Da acceso a los vasos
fibras - Contiene vasos sanguineos principales y
- Contiene vasos sanguineos  sanguineos mds grandesy nervios que irrigan el
de pequeiio didmetro nervios musculo
Composicién
. Colageno tipo |, IlI, IV, Vy VI Colageno tipo I y llI Colageno tipo |
mayoritaria 8 pol, I, IV, V'y g poly g p

Tablal. Componentes de la ECM del musculo esquelético. Tabla modificada de Mahdy et al. 20182,

El endomisio o0 membrana basal esta compuesto por la lamina basal, adyacente al
sarcolema como se ha comentado anteriormente, y por una lamina reticular exterior. La
lamina basal esta formada principalmente por colageno IV, pero también se pueden
encontrar otras moléculas como laminina, entactina, fibronectina, perlecan y otros PGs,
siendo la fibronectina y la laminina los mas abundantes junto al colageno 1V® 12, Las fibras
reticulares de la lamina reticular, por otro lado, estan compuestas por diferentes tipos de
colagenos entre los que se encuentra el colageno I, Ill, V, VI, IX 'y XI, PGs como decorina
y versicano, y el GAG &cido hialurénico; de ellos destacan los colagenos |, Il y VI® (Figura

3). Esta clasificacion es tema de debate actualmente?.

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

matriz (TIMPS) juegan un papel importante en la regulacién de la degradacion de la ECM,

26



INTRODUCCION

ya que las MMPs son enzmias que degradan los componentes de la ECM cuando es

necesario y los TIMPs la inhiben?2,
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Figura 3. Componentes de la ECM del endomisio. Imagen extraida de Mukund et al. 20192,

1.1.2. LA REGENERACION MUSCULAR

Las células satélite (SCs) son las células madre encargadas de llevar a cabo la
regeneracion tras un dafio muscular y también contribuyen al crecimiento muscular
postnatal. En el Gltimo caso el nimero de fibras no aumenta, sino que las fibras aumentan

su diametro al incrementar el nimero de miofibrillas y el nimero de nucleos??.

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

lamina basal y el sarcolema de la fibra muscular'* (Figura 2 y 4).

En el caso de la regeneracion, las SCs, que en condiciones normales son mitéticamente
inactivas, se activan en respuesta a estimulos como estrés inducido por trauma, empiezan
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a proliferar y a diferenciar, y posteriormente o bien se fusionan con las células dafiadas o
bien producen nuevas fibras. Durante este proceso en el que pasan de ser células
guiescentes a constituir fibras musculares maduras, las SCs son referidas en conjunto
como progenitores miogénicos (MPs) o mioblastos que pueden ser identificados utilizando
diferentes marcadores moleculares®™ (Figura 4). Otros precursores con potencial
miogénico de diferente origen estan posiblemente involucrados en la regeneracion
muscular en alguna medida (ver seccion 1.5.2. Terapia celular), pero la célula

protagonista de la regeneracion muscular son las SCs.

Las SCs se activan a mioblasto o MP en respuesta al dafio. Una vez activadas pueden
replicarse a si mismas y volver al estado de quienescencia para mantener el pool de SCs
y también pueden generar una progenie funcional que se expandira y diferenciara durante
la regeneracion mediante. Esta funcion es tipica de las células madre ya que tienen la
capacidad de dividirse asimétricamente. Durante el proceso, las SCs mantienen el factor
de transcripcion paired box 7 (Pax7) como marcador hasta antes de su diferenciacion
terminal, donde Pax7 es regulado negativamente y se expresan otros factores, como el
factor de transcripcién miogenina y la proteina 1 de diferenciacién miogénica (MyoD)*®

(Figura 4).

La comunicacién de las SCs con el entorno hace que éstas se activen y proliferen. El
entorno puede referirse a la fibra muscular dafiada, la ECM (los componentes de la lamina
basal pueden interactuar fisicamente con las SCs y transmitir sefiales), 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 fibroblastico (FGF), el factor de
crecimiento insulinico (IGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y distintas

glicoproteinas Wnt contribuyen a este proceso*?.
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Figura 4. Activacion, proliferacion y diferenciacion de las SCs. Imagen extraida de Tedesco FS et al. 2010%.

Después de un dafio agudo, la reparacion normal del musculo empieza con la eliminacion
de las fibras dafiadas o muertas mediante células inflamatorias y después las SCs
reparan el tejido!’. Entrando en detalle, las SCs activadas liberan factores quimiotacticos
para atraer a los neutrdéfilos, que son los primeros en llegar al masculo dafiado y generar
citocinas quimioatrayentes para atraer monocitos y macréfagos?®® (Figura 5), aunque el
mecanismo molecular exacto por el que las células inflamatorias van a la zona dafiada es
un tema de estudio en la actualidad. Los macrofagos parecen jugar un papel importante
en la correcta regeneracién muscular, segun la naturaleza, duracién e intensidad de la
respuesta inflamatoria, la cual se solapa con un aumento temporal de la ECM'°. Existe
una poblacion heterogénea de macréfagos que juegan papeles opuestos: en estadios
tempranos del dafo, los macréfagos pro-inflamatorios (M1) producen niveles altos de
citocinas pro-inflamatorias, tal como el factor de necrosis tumoral a (TNFa), interleucina 13
(IL-1B) e interleucina 6 (IL-6). Diversos estudios han asociado a los macréfagos M1 a la
activacion y proliferacion de SCs, a la fagocitosis de las fibras dafiadas (Figura 5) y
también a la proliferacién de fibroblastos residentes®; mas tarde en el proceso de
regeneracion, se observa un cambio de macréfagos M1 a macréfagos anti-inflamatorios
(M2), los cuales secretan citocinas anti-inflamatorias, como el factor de crecimiento

transformante B1 (TGF B1), el cual activa a los fibroblastos a un fenotipo de miofibroblasto

29



INTRODUCCION

(fibroblasto diferenciado) e induce la diferenciacion de las células progenitoras
fibroadipogénicas (FAPs), descubiertas en 2010, a fibroblasto o miofibroblasto?!, asi como
estimula la produccidén de proteinas de la ECM por parte de estas células, como los
colagenos fibrosos tipo | y 1, y los colagenos IV y VI presentes en la lamina basal, de
forma controlada®?>. Este aumento de la ECM estad relacionado a una correcta
diferenciacién del mioblasto®, ademas de actuar como soporte para fibras durante el
proceso?. Esta fase orquestada por los macréfagos M2 también esta relacionada con la
supresion de la respuesta inflamatoria y la diferenciacion de mioblastos a miotubos
maduros por mediacion de IL-10, IL-4 e IL-13, citocinas segregadas por los linfocitos T

que favorecen la activacion de los macréfagos M2+ 2® (Figura 5).

Las FAPs, que proliferan durante el proceso de reparacion, también ayudan a los
mioblastos a diferenciarse y a reparar el musculo correctamente, al expresar diferentes
factores miogénicos, como IL-6%°. Finalmente, la ECM se degrada hasta llegar a los
niveles iniciales por acciéon de las MMPs?’ y la poblaciéon de FAPs vy fibroblastos también
disminuye, en parte debido a las sefiales apoptéticas de TNFa?8, generando un musculo

totalmente reparado.
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Figura 5. Papel de la inflamacion en la regeneracién muscular. Imagen extraida de Yang W et al. 2018%,
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1.2. LA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

1.2.1. DEFINICION Y CARACTERISTICAS PATOLOGICAS

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad neuromuscular genética
caracterizada por una atrofia muscular que causa una debilidad muscular progresiva en
nifios, como consecuencia de la degeneracidon de los musculos esqueléticos provocando
la pérdida de deambulacién tipicamente antes de los 13 afios, aunque los musculos lisos
y cardiacos también estan afectados®®. La muerte se da por problemas respiratorios o
cardiacos entre la segunda y tercera década de vida®l. La DMD se engloba dentro de las
distrofias musculares, que son un grupo de enfermedades asociadas a mutaciones en los
genes que codifican para proteinas implicadas en la estabilizacién estructural y funcional
de la fibra muscular, generando, como en el caso de la DMD, una atrofia y debilidad
muscular en distintos musculos. La severidad, aparicion y desarrollo de la enfermedad
depende del tipo de mutacién®. A nivel histopatoldgico, una distrofia muscular se describe
por una combinacion de regeneracién y necrosis, asociado a un aumento del tejido
conectivo intersticial, que va variando segun la etapa de evolucién de la enfermedad, lo
que hace que se diferencien de otras miopatias no distréficas, como las miopatias
metabdlicas, congénitas o inflamatorias®. Mas en detalle, tras una tincion del tejido con
hematoxilina y eosina se pueden apreciar los siguientes cambios distroficos: apariencia
redondeada y variacion del tamafio de las fibras, con fibras hipertroficas y atréficas,
necrosis con la consiguiente pérdida de la fibra y sustitucion posterior por tejido adiposo y
fibroso, fibras palidas (necrdticas), incremento del nimero de nucleos centrales, fibras
regenerantes con nudcleos centrales mas grandes, fibras hipercontracturadas, incremento
del tejido conectivo en el perimisio y endomisio, y a veces inflamacion intersticial (cuando

la degeneracion es rapida)** (Figura 6).
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Figura 6. Comparacion de secciones transversales tefiidas con eosina-hematoxilina de misculo control y musculo distréfico

de 3 pacientes con DMD con diferente grado de severidad. Imagenes modificadas de WB Saunders Co*~.

Otro signo patolégico es un aumento elevado de la proteina 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 deambulacién se presenta®.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) junto con la distrofia muscular de Becker (BMD)
forma el grupo de las distrofinopatias, que presentan una pérdida total o casi total (DMD)
0 una pérdida parcial de la proteina distrofina (BMD), por mutaciones en el gen del mismo
nombre encontrado en la posicién 21 del brazo corto del cromosoma X (xp21), por lo que
principalmente so6lo afecta a varones (en el caso de DMD la incidencia es del de cada
3500-6000 nacimientos)®®, aunque también se han observado algunas mujeres portadoras
sintométicas. Un tercio de los casos puede deberse a nuevas mutaciones y no a una
herencia ligada al cromosoma X%¢. El gen de la distrofina es uno de los mas grandes del
genoma con 79 exones (lo que equivale a 14 kilobases (Kb) de acido ribonucleico
mensajero (MRNA)) pudiendo sufrir deleciones, inserciones y mutaciones puntuales®’.

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 puntuales®. En la DMD,
las deleciones/inserciones estan asociadas a un cambio del marco de lectura y las
mutaciones puntuales suelen ser sin sentido o que implican una alteracion en el splicing
del exdn, en todos los casos, esto ocasiona una proteina truncada que es degradada
rapidamente. 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

region N-terminal®.

1.2.2. LA DISTROFINA Y FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

La distrofina es una proteina subsarcolemal descubierta en 1987 que forma parte del
complejo de distrofina-glicoproteina (DGC). Estas glicoproteinas son transmembrana o
bien se encuentran cercanas al sarcolema por la parte extracelular o citoplasmética y se
compone de distroglicanos, sarcoglicanos, distrobrevina, sintrofinas, entre otras. El DGC
tiene una funcién mecanica al mantener la integridad estructural del musculo y también
tiene una funcibn no mecénica al actuar como estructura para la sefalizacion de

diferentes vias tanto en misculo como en otros tejidos, como por ejemplo en cerebro“.

El gen posee promotores internos que dan lugar a isoformas mas cortas de la proteina
encontradas en otros tejidos. La isoforma larga, Dp427, se encuentra en el musculo
esquelético y su alteracion es la responsable de DMD o BMD, mientras que las otras

isoformas incluyen Dp260, Dp140, Dp116 y Dp71%.

En su funcibn mecénica del musculo la distrofina sirve de anclaje entre el aparato
contractil del citoesqueleto y la ECM, al interaccionar con el citoesqueleto, las
glicoproteinas 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
proteina y contiene secuencias de union a filamentos de actina y a microtdbulos; un

dominio rico en cisteina, que participa en la unién al B-distroglicano; y el extremo C-
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terminal, también involucrado en la unién al sarcolema, junto al dominio rico en cisteinas y
parte del dominio central, mediante la unién a distrobrevina y sintrofinas*?. La distrofina

también se expresa en la unién neuromuscular y en la miotendinosa*® (Figura 7).
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Figura 7. El complejo distrofina-glicoproteina. Imagen extraida de Gao Q et al. 2015,

Por lo tanto, la ausencia de distrofina causa una deslocalizacién del complejo y el papel
protector del DGC frente al estrés o dafio producido en el sarcolema durante la
contraccion muscular se pierde**. La entrada de calcio en condiciones fisioldgicas esta
muy bien controlada y el influjo hacia el citosol s6lo ocurre durante la contraccion
muscular, sin embargo, la falta de distrofina crea roturas en el sarcolema durante la
contracciéon y se genera una entrada anormal de calcio al interior de la célula®. La
persistencia de calcio en el citosol provoca por un lado la activacion de la proteasa
calpaina involucrada en la necrosis celular y por otro la disfuncion de la mitocondria y la
consecuente produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), ya que la mitocondria
recoge el calcio del citosol, se hincha, pierde la membrana interna y se produce el estrés
oxidativo*®®. ROS tiene distintos papeles en la DMD: puede provocar un dafio en el

sarcolema y conducir a necrosis 0 apoptosis, a su vez esto también activa a las células
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satélite para llevar a cabo la regeneraciéon®’; activa canales de calcio contribuyendo a la
entrada de calcio al citosol*®; y activa de forma crénica 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, TNFa, es decir por citocinas inflamatorias secretadas por células
inflamatorias reclutadas o residentes. NF-kB también esta activado en macréfagos del
musculo distréfico y esta involucrado en la transcripcion de diferentes citocinas, sobre
todo pro-inflamatorias, como TNFa, involucrado en la necrosis de la fibra muscular, por lo

tanto, NF-kB resulta clave en la modulacion de la inflamacion?*®: %9,

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

podria alterar la capacidad regenerativa en la DMD en estas células®?.

1.2.2.1. Degeneracion. Inflamacidn v fibrosis

En el caso de la DMD (o un dafio muscular crénico), las fibras musculares son
susceptibles a una degeneracién a causa del defecto molecular que las lleva a repetir
ciclos de regeneracién y degeneracién, lo que conlleva al establecimiento de una
respuesta inflamatoria crénica®® y a una fibrosis irreversible debido a la produccién
excesiva de proteinas de la ECM del endomisio y el perimisio, principalmente de colageno
| y colageno llI, y fibronectina en la ldmina basal, lo que provoca una disfuncion
muscular®. El proceso de degeneracion no sélo causa un aumento de la ECM (Figura 8)

sino que también disminuye la nutricién de las fibras y el agotamiento de las SCs®.

La fibrosis, ademéas de ser una caracteristica de las distrofias musculares, también se

puede encontrar en dafios severos, como en laceraciones o contusiones®.

El mecanismo molecular por el cual tiene lugar la degeneracién no esta completamente
esclarecido, pero es conocido gue la fibrosis esta estrechamente ligada con la respuesta
inflamatoria crénica, de modo que poder entender estos mecanismos es importante para

poder combatir la fibrosis?.
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Figura 8. Deposicion de la ECM durante la regeneracién muscular en un modelo murino de dafio agudo y crénico (mdx).
Imagen modificada de Mann et al. 20112,
En los ultimos afios se ha estudiado ampliamente el papel de los macréfagos M1 y M2,
asi como las citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias respecto a la generacién de
fibrosis en las distrofias musculares® 1. Los Ultimos estudios apuntan a que el equilibrio
entre macrofagos M1 y M2, y mas especificamente el balance entre TNFa y TGFB, asi
como una respuesta secuencial de macréfagos (M1 y posteriormente M2) son aspectos
cruciales para la correcta regeneracion, por lo tanto, el microambiente actuaria como
modulador de la respuesta inflamatoria?* 5. Tras un dafio agudo el nimero de macréfagos
M2 decrece al completar el proceso de reparacidén, sin embargo, en un ambiente
distréfico, como el que se produce en el modelo murino de distrofia muscular (ratbn mdx)
el nimero de macréfagos M2 aumenta con la edad®®. La persistente presencia de estos
macréfagos modifica el microambiente al producir grandes cantidades de TGFf, llevando
a un reemplazo progresivo de musculo por tejido fibrético y adiposo como resultado final,
pues como se ha comentado en el apartado 1.1.2 (regeneracion fisioldégica del musculo),
TGFp esta implicado en la produccién de la ECM mediante activacion de los fibroblastos y
diferenciacion de las FAPs. Ademas, en el musculo distrofico la ECM no se degrada, ya

gue TGFB también decrece la produccion de MMPs, por el contrario, es sintetizada
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persistentemente por la continua estimulaciéon con TGFR? (Figura 9). También se ha
reportado que este desequilibrio con TNFa produciria una inhibicién de la apoptosis de los
FAPs, a diferencia de la correcta regeneracion del masculo donde los FAPs regresan a

niveles normales®’.

La via de sefalizacion candnica estimulada por TGFB es mediante la fosforilacion y
activacion de Mothers Against Decantaplegic Homolog 2 y 3 (Smad2 y Smad3) actuando
como factor de transcripcién en conjuncidbn con Smad4, pero otras vias pueden estar
involucradas®®. TGFB ademas de ser expresado por macréfagos M2 puede ser expresado

por células mesenquimales, como FAPs y fibroblastos, asi como células miogénicas®.
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Figura 9. Factores pro-fibréticos en la degeneracion muscular. Imagen modificada de Mahdy et al. 20182,

Ademas de TGFB otros factores de crecimiento y citocinas pro-fibréticos pueden estar
involucrados en el proceso de fibrosis (Figura 9), asi como en el proceso normal de
reparacion muscular, aunque en este ultimo caso de forma regulada. Por ejemplo, IL-13
es una citocina derivada de linfocitos T colaboradores 2 (Th2) que activa macréfagos M2a
(reconocidos por expresar CD206) de forma importante en el musculo distrofico. Ademas,

IL-13 junto TGFB induce la expresion de arginasa | en estos macréfagos, la cual es

37



INTRODUCCION

responsable de la iniciacion de la sintesis de coldgeno en fibroblastos, al ser el
responsable de la produccion del aminoacido prolina necesario para la sintesis de
colageno®. IL-10, citocina secretada por célula Th2, también esta involucrada en la
activacion de un subtipo de macréfagos M2 llamados M2c que participan en el proceso de
fibrosis al producir arginasa I°%. Otra molécula es la fibrina, una proteina que se encuentra
en el torrente sanguineo y que extravasa a los tejidos inflamados. En el musuclo
distréfico, la fibrina activa a los macréfagos M1 (y la produccién de citocinas pro-
inflamatorias), cuya persistencia promueve la inflamacion crénica y también incrementa la
expresion de TGFB bajo estimulacién de IL-1B en estos macrofagos contribuyendo a la
activacion de macrofagos M2 productores de arginasa; y ademas su precursor, el
fibrinbgeno, activa a fibroblastos por unién al receptor av3 y promueve directamente la
produccién de colageno. En este sentido la activacion de la enzima que degrada la fibrina,
el plasmindgeno, y sus inhibidores (sistema de activaciéon de plasmin6geno) juegan
también un papel importante en el desarrollo de la fibrosis®2. Otro factor de crecimiento
gue contribuye en la fibrosis es el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), cuya
expresion es inducida por TGFB en fibroblastos®, aunque otras moléculas también
pueden regular su expresion como HGF, el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), entre otros®. Una de las caracteristicas de CTGF es que es un inductor de la
produccion de la ECM en varias enfermedades pro-fibréticas y durante el normal
desarrollo, y esta sobreexpresado en el musculo de pacientes con DMD y en el ratén mdx,
pudiendo replicar o amplificar los efectos de TGFB con relaciéon a la fibrosis®. La
miostatina es un inhibidor del musculo esquelético en desarrollo que pertenece a la familia
de TGFB, la cual se ha reportado que puede estimular la expresion de TGFS, la
produccién de la ECM vy la proliferacion de fibroblastos®. VEGF es un factor angiogénico
implicado en la neovascularizacién, y también se le ha atribuido a promover la produccién
de la ECM vy la diferenciacion de fibroblastos en un modelo murino de distrofia muscular®,

aungue no hay muchos estudios que corroboren esta afirmacion. FGF, por otro lado,
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induce proliferacion de fibroblastos en distintos tejidos y la migracién de miofibroblastos, y
su inhibicion se ha asociado con una reduccién de la deposicién de colageno®, ademas la
expresion de FGFb es inducida por TGFB en fibroblastos de pulmén®’. Otro factor de
crecimiento con efecto pro-fibrético que ha surgido en los Ultimos afios es el factor de

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

1.2.3. SINTOMAS CLINICOS

Los nifios con DMD desde bien temprana edad suelen mostrar un desarrollo motor o
global méas lento al resto de nifios y no suelen correr o saltar. La enfermedad avanza
rapidamente y el nifio empieza a caerse con frecuencia, le es dificil subir escaleras,
camina “en forma de pato” y puede presentar hipertrofia de las pantorrillas hasta que
pierde la deambulacion hacia los 10 afios de media. Muestra un patron de debilidad de
cinturas escapular y pélvica tipico de las distrofinopatias y las distrofias de cinturas (tipo
de distrofia muscular debido a mutaciones de diferentes proteinas que conforman el
DGC): primero muestran una afectacion de la cintura pélvica y las extremidades inferiores,
y posteriormente la cintura escapular y los miembros superiores. Tras perder la

deambulacién, se desarrolla una escoliosis progresiva y contracturas articulares®®,

Estos nifios suelen tener problemas respiratorios al tener el diafragma afectado. Ademas,
la escoliosis, estd relacionada directamente con una disminucién de la capacidad

respiratoria®®.

Asimismo, los pacientes suelen mostrar signos de cardiopatia, definida como cualquier
enfermedad del miocardio asociada con disfuncién mecanica y/o eléctrica’, pero a partir
de los 18 afos todos muestran una cardiopatia’ detectable por cambios
electrocardiogréaficos (como taquicardia y arritmias sinusales), funcion sistélica y diastélica
alteradas, acomparfiado por un incremento de fibrosis’2. Con la ecocardiografia también
pueden detectarse los hallazgos tipicos de una miocardiopatia dilatada encontrada en la

mayoria de los pacientes y que es originada por una fibrosis producida en la pared
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posterobasal del ventriculo izquierdo que da lugar a una dilatacion e hipertrofia de dicho
ventriculo”. Los sintomas se traducen en fatiga, disnea, dolor en el pecho y en estados
tardios pueden aparecer arritmias y fallos cardiacos ocasionando la muerte®®. La
intensidad de la miocardiopatia no esta directamente relacionada con la severidad del

musculo esquelético™.

Dos tercios de los pacientes muestran retraso cognitivo, con una pérdida promedio de 20
puntos de IQ en comparacion a la poblacion control, debido a que la distrofina posee
diferentes isoformas que se expresan en el cerebro, y éstas pueden estar afectadas

segun la posicion de la mutacion®,

1.2.4. DIAGNOSTICO

El diagnodstico de DMD suele darse alrededor de los 5 afios, aunque se puede
diagnosticar mucho antes. Primero debe considerarse la sospecha del diagndstico y ésta
se basa en la exploracion fisica, el historial familiar y los resultados de laboratorio de los
niveles de CK, que a esa edad suele ser de 100 a 200 veces mas elevado de lo normal.
Dentro de las pruebas fisicas se realiza la maniobra de Gowers que consiste en ponerse
de pie desde el suelo: el ninio DMD/BMD se ayudara con los brazos y se trepara a si

mismo, aunque este signo no es exclusivo de DMD/BMD’®.

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 pequefias deleciones o

duplicaciones.

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 elevacion en los niveles de CK en suero y signos y sintomas de DMD
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pero el test genético es negativo, entonces se realizard una biopsia muscular. Las
pruebas clave que se hacen de la biopsia muscular para DMD son la inmunocitoquimica y
el western blot (WB) de la distrofina, y deben ser interpretadas por un patélogo’. Si las
pruebas son positivas se debe de confirmar mediante pruebas de ADN para determinar el

tipo de mutacion™.

Segun el tipo de mutacién encontrada en la prueba genética o bien la cantidad de
distrofina encontrada en las pruebas de histopatologia se determinara 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: neurdlogos,
rehabilitadores, ortopedistas, cardiélogos, neumdlogos, nutricionistas, anestesistas,

psicologos y genetistas.

Como tratamiento farmacolégico, los Unicos que han demostrado ser eficaces son los
glucocorticoides, al reducir la velocidad de deterioro en la fuerza muscular y en la funcién
motora a corto plazo, 1 afio para la funcion y 2 para la fuerza y, en consecuencia, los
nifios pueden mantener la deambulacién por un tiempo méas largo en comparacion a los
nifios no tratados. Existen dos tipos de glucocorticoides aprobados para la DMD:
prednisona y deflazacort, los cuales se cree que podrian actuar inhibiendo NF-kB'8. Estos
farmacos se evaluaron segun diferentes pruebas funcionales, que consistieron en medir
los tiempos en ponerse de pie, subir escaleras o caminar unos metros concretos’.
Ademas, los glucocorticoides pueden disminuir el riesgo de escoliosis y es aconsejable su
uso aun tras perder la deambulacion®. Sin embargo, los efectos secundarios a largo plazo
son considerables. Estos incluyen ganancia de peso con apariencia cushingoide, riesgo
de hipertension, formacion de cataratas, mas riesgo de roturas en las caidas por pérdida

de densidad 6sea, afectacion en el comportamiento de algunos pacientes, entre otros®. El
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inicio del tratamiento debe comenzar cuando el retraso del desarrollo motor comienza a

percibirse en el nifio, normalmente entre los 5y 7 afios™.

Las anomalias en la funcion ventricular del corazén mediante el estudio con
electrocardiograma deben tratarse con el uso de inhibidores de la enzima convertidora de
la angiotensina (inhibidor ACE) como primera linea®. La cirugia puede estar indicada para
corregir la escoliosis®. El tratamiento con ventilacién no invasiva para la mejora de la
funcion respiratoria, junto a la operacion de columna, ha ayudado a que la esperanza de

vida de los pacientes con DMD se vea incrementada en los Ultimos afios®.

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 afios 70 basandose en la reduccién del potencial mitogénico de suero preparado a
partir de plasma libre de células ejercido en fibroblastos® &, células musculares lisas®®
(SMCs) vy células gliales®” en cultivo en comparaciéon al potencial mitogénico de suero
procedente de sangre total, ya que el PDGF se encuentra en los granulos-a de las
plaquetas (de ahi su nombre) los cuales son desgranulados en el proceso de coagulacion
gue tiene lugar durante el proceso de obtencidbn de suero a partir de sangre total,
liberandose diversos factores, entre ellos el PDGF en el suero resultante; en cambio en el
plasma obtenido por plasmaféresis los granulos-a no se desgranulan por los
intermediarios de la coagulaciéon al no producirse ésta®®. PDGF posteriormente fue
purificado de plaquetas humanas, aunque mas adelante se demostré que PDGF, ademas,
era sintetizado por diferentes tipos celulares. Existen diferentes isoformas: PDGF-A y
PDGF-B fueron los primeros en ser caracterizados en los afos 80 y aproximadamente 15

afios después se descubrieron PDGF-C y PDGF-D8% %,
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1.3.1. ESTRUCTURA DE PDGF

Todos los subtipos de PDGF son dimeros de cadenas polipeptidicas unidas por un puente
disulfuro. Junto a los VEGFs forman la familia PDGF/VEGF, que esta estructural y
funcionalmente relacionada®!. Existen 4 tipos de cadenas de PDGF en mamiferos (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 proteinas de PDGF
biol6gicamente activas, ya que ademéas de los 4 homodimeros, existe un heterodimero
compuesto por una cadena de PDGF-A y otra de PDGF-B (PDGF-AB). Aln no se han
descrito otros tipos de heterodimeros.

Todos los miembros comparten un dominio “core” de factor de crecimiento que contiene
un grupo de 8 residuos de cisteina muy conservado. Este dominio es necesario para la
union al receptor y su activacion, asi como también para la union entre las cadenas de

PDGF, otorgandole una gran estabilidad®?.

Las cuatro cadenas de PDGFs son sintetizadas y ensambladas como dimeros en el
reticulo endoplasmatico como precursores inactivos que posteriormente serdn procesados
para su activacion. La forma madura de PDGF corresponde basicamente al dominio de
factor de crecimiento y se compone de aproximadamente 100 aminoacidos en todos los
casos. Evolutivamente, este dominio esta muy conservado en la familia PDGF/VEGF de
distintos organismos, vertebrados e invertebrados®®. PDGF-A mantiene una gran
homologia, alrededor del 50%, con PDGF-B. Asi mismo, PDGF-C presenta el mismo
grado de homologia respecto a PDGF-D, indicando que estos dos pares de PDGFs
surgieron por duplicacién de un gen antecesor durante la evolucién dando lugar a dos
genes ancestrales de PDGF que mas 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 gendmicas que codifican para PDGF-A y PDGF-B también

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

cadenas de PDGF.

PDGF-A, que es sintetizado como un polipéptido de 211 aminoacidos (o de 196 en el caso
de sufrir splicing alternativo segun el tipo celular), y PDGF-B, compuesto por 241
aminocidos, son procesados intracelular y proteoliticamente 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 aminoacidos 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 plasmindégeno (tPA), el activador de
plasmindgeno tipo urocinasa (uUPA), plasmina y matriptasa®" %4, liberando la molécula de
PDGF madura del dominio CUB presente en el extremo N-terminal. Este dominio novel
esta involucrado en la unién proteina-proteina o proteina-carbohidrato en la ECM, una vez
PDGF-C o PDGF-D son secretados. Por lo tanto, la funcion principal del dominio CUB es
impedir la unién y activacion del receptor al bloquear estéricamente la secuencia de union
al receptor del dominio de factor de crecimiento del PDGF hasta que actlen las proteasas
extracelulares. Se puede dar un procesamiento parcial liberando el dominio CUB de una
sola cadena (hemi-dimero), esto dara lugar a la union del receptor como un ligando
monovalente actuando como un antagonista de baja afinidad, ya que la posterior

dimerizacion del receptor no tendra lugar.

T PDGFA (short splice form) {(Mm, Hs, Gg, XI)
PDGFA (long splice form) (Mm, Hs, Gg, XI)
[ZZzZ7Am  PDGFB(Mm. Hs, Ga)

| AL
E

(
T 1T = PDGFC (Mm, Hs, Gg)
(

I ] PDGFD (Mm, Hs)

V1 PDGFIVEGF domain
[ Retention motif

| Cleavage site
[ CUB domain

Figura 10. Estructura de los ligandos PDGF. Hoch RV et al. 2003%.
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El proceso de secrecion de los PDGFs no esta regulado y éstos parecen ser secretados
constitutivamente, pero la ECM si juega un papel importante en la regulacion de la
difusion de los diferentes PDGFs en el tejido. PDGF-B y uno de los 2 transcritos de
PDGF-A poseen en su extremo C-terminal un motivo rico en aminoacidos béasicos llamado
motivo de retencién que favorece la unién 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 trdnscrito de PDGF-A activo sin el motivo de retencion y PDGF-B activo
con el motivo de retencion eliminado intracelularmente que podran difundir una vez
secretados, el trAnscrito de PDGF-A con el motivo de retencion y PDGF-B con este motivo
sin procesar seran 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 seran
retenidos en la ECM mediante el dominio CUB, antes de ser procesados. Por lo tanto, la
forma de PDGF-A mas corta (sin el motivo de retencién) y el dimero de PDGF-B
secretado sin el motivo de retencion tendran una mayor capacidad de difusion a través del
tejido y podran ejercer su funcion biolégica sobre células situadas a mas distancia de la
célula productora, mientras que las formas de PDGF-A y PDGF-B que pueden ser
retenidas en el espacio extracelular podran actuar en la propia célula o en células muy
proximas®. Los PDGFs se unen a varios tipos de colagenos®, trombospondina®, y BM-
40/osteopontina/SPARC®; sin embargo, el componente principal de la ECM involucrado

en la retencion de PDGF es el proteoglicano heparan sulfato (HSPG).

PDGF no sélo interactia con moléculas de la ECM sino que también lo hace con
proteinas solubles, por ejemplo PDGF-B se une a macroglobulina-a2!? regulando la
cantidad de PDGF disponible para la interaccion 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 unién a su
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receptor®®. En ambos casos, las moléculas de PDGF retenidas son liberadas cuando

disminuye el pH, como por ejemplos en lugares donde existe inflamacion®?,

1.3.2. LOS RECEPTORES PDGF Y SU UNION AL LIGANDO

Las diferentes isoformas ejercen su efecto celular por union y activacion a dos receptores
tirosina cinasa estructuralmente relacionados entre si, denominados receptor PDGF-a
(PDGFRa) y receptor PDGF-B (PDGFRp), cuyos genes residen en el cromosoma 4y 5 en
humanos y en el 5y 18 en ratones, respectivamente. Ambos receptores son los tipicos
receptores tirosina cinasa (RTKs): son proteinas transmembrana que poseen un dominio
extracelular de unién 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 especifical?®1%, El ligando dimérico es capaz de unirse a dos
receptores monoméricos simultdneamente y por lo tanto provoca la dimerizacion del
receptor, que da lugar a la yuxtaposicidén de la parte intracelular del receptor y permite la
autofosforilacion de los residuos tirosina en trans entre los dos receptores, iniciandose asi

la transduccién de sefial.

Dependiendo del tipo de ligando y del patrén de expresion de cada receptor se podran
formar diferentes dimeros (homodimeros de PDGFRa y PDGFRp y heterodimero formado
por una combinacion de éstos)® 1% 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
PDGFRa, mientras que PDGF-BB y PDGF-DD pueden unir y activar especificamente
PDGFRB. PDGF-AB, PDGF-BB y PDGF-CC, y PDGF-DD pueden también estimular el
complejo heterodimero PDGFRa/B. La respuesta celular cuando un receptor es activado
es normalmente indiferente a la isoforma de PDGF que lo activa'®’. VEGF-A también se
puede unir al recetor PDGF, pero sin lograr la dimerizacion de éste, por lo tanto, sin

activarlo eficientementel®8,
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La dimerizacion y activacion del receptor también acelera la internalizacion y degradacion
del receptor, terminando asi la sefalizacion. La vida media del receptor en estado inactivo
es mas de dos horas, sin embargo, en los receptores activados es de s6lo 5 y 30 min para

PDGFRa y PDGFB, respectivamentel®.

Demonstrated PDGF-PDGFR interactions in vifro
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Demonstrated PDGF-PDGFR interactions in vivo
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Figura 11. Especificidad de union de las cinco isoformas de PDGF. Andrae J et al. 2008%.

El receptor PDGFRa también se puede activar de una forma independiente a PDGF
(activacion indirecta). Los ligandos implicados son otras moléculas distintas a PDGF que
se unen a su receptor especifico y desencadenan una cascada de sefializacion
intracelular que activan al receptor de PDGF monomérico!®. Esta activacion es
persistente dado que la internalizacion del receptor es mas lenta en comparacion a la
activacion clasica, dependiente de PDGF (activacion directa) y ademas la activacion
indirecta induce un bucle de retroalimentacion positiva promoviendo la activacion del
receptor PDGF incluso después de que la sefial que activa al receptor no PDGF se haya

agotado®?®,
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El receptor PDGFRB, no obstante, no sufre este tipo de activacion, pero algunas
mutaciones en su receptor conducen a un mismo efecto, es decir, una activacion

continuada® 112,

El mecanismo de accién por el cual la activaciéon indirecta es la predilecta sobre la directa
es el siguiente: en la presencia de PDGF y moléculas no PDGF la activacion clasica
predomina sobre la indirecta, al dimerizarse el receptor. En cambio, en presencia de
VEGF en altas concentraciones, éste favorece la activacion indirecta del PDGFRa ya que
actla como un antagonista y deja méas receptores mondmeros libres necesarios para la

activacion indirectal?s.

Este tipo de activacion indirecta, asi como la clésica, esta implicada tanto en procesos

patogénicos (vitreoretinopatia proliferativa) como en fisiolégicos (hipoxia)%.

1.3.3. EXPRESION DE PDGFs/PDGFRs

El patron de expresion para cada molécula de PDGF en tejido a nivel de mRNA es Unico y
esta parcialmente solapado (Figura 12). En humanos, tanto el transcrito largo de PDGF-A
como el corto son ampliamente expresados en muchos tejidos, pero su expresion destaca
en corazon, pancreas y musculo esquelético. PDGF-B esta expresado en la mayoria de
los 6rganos analizados, con una predominancia en corazon y placenta. PDGF-C se
expresa primordialmente en corazoén, rindn y pancreas, y en menor medida en ovarios y
higado. La expresion PDGF-D en tejido es menor en comparacion con los demas PDGFs

pero detecta especificamente en corazén, pancreas y ovariot!“.
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Figura 12. Andlisis de la expresion de los cuatro tipos de mMRNA mediante Northern Blot. Frediksson et al. 2004,

A nivel celular, en estudios de embriogénesis en raton, se ha demostrado que
mayoritariamente la expresion de las moléculas no coincide con la expresién de sus
receptores, de manera que el modo de accibn de los PDGFs es principalmente

paracrinot>-118,

La formacién del heterodimero PDGF-AB no suele darse in vivo, excepto en plaguetas,
donde PDGF-AB parece ser especifico de humano’®, aunque su funcién es
desconocidal?®. Esto significa que en las plaguetas se forman las tres combinaciones
posibles entre PDGF-A y PDGF-B, mientras que en el resto de las células los patrones de
expresion, en lo que respecta a PDGF-A y PDGF-B, no suelen solaparse y por ende la
formacion PDGF-AB no se observa®. Por el contrario, in vitro, si se observa la produccion
de PDGF-AB en diferentes tipos celulares. Esto puede ser debido a diferentes estimulos
externos como la hipoxial?!, trombina'??, interleucinas y factores de crecimiento
(incluyendo los propios PDGF) que pueden aumentar los niveles de expresion de

PDGF%,

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

mesenquimales que expresan un solo tipo de receptor o los dos. Ademas, el nivel de
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expresion no se da en una forma constante, sino que se puede ver alterado. Por ejemplo,
en células del tejido conectivo el nivel de PDGFRp es bajo, pero puede aumentar durante
la inflamacion??* o tras explantacién a cultivo primario??®. Otros estimulos externos pueden
modular el nivel de receptores en la superficie celular como FGFb'?, lipopolisacaridos!?’,

IL-1'28 y TNF?® in vitro.

Por tanto, debido al bajo grado de solapamiento entre PDGF-A y PDGF-B y entre los
propios receptores, la especificidad de unién al receptor se ve alterado en el modelo in

vivo respecto al modelo in vitro (Figura 11).

1.3.4. VIAS DE SENALIZACION Y RESPUESTA CELULAR

La autofosforilacion del receptor lleva a un incremento de la actividad catalitica y a la
formacion 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 transduccion de sefial, como por ejemplo las fosfolipasa C-y (PLC-y), la
proteina activadora GTPasa (GAP) que inactiva a Ras, la proteina cinasa de la familia Src,
la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K), la familia de factor de transcripcion STAT y la proteina
SHP-2 o bien servir como adaptadores y hacer de puente entre el receptor y una molécula
efectora, como es la la proteina 2 unida a receptor de factor de crecimiento (Grb2) de la
via Ras/proteinas cinasas activadas por mitdbgenos (MAPK), el regulador de cinasa CT10
(crk), o la proteina adaptador de la region no catalitica de la tirosina cinasa 1 (Nck) y la
proteina Shc. De esta forma se generan diversas vias de sefializacion, cada una de ellas
puede dar lugar a diferentes respuestas celulares al generarse cambios en la trasncripciéon
génica (incluso un mismo efector puede activar diferentes sustratos downstream y
desembocar en distintas vias de sefalizacién), asi como una misma respuesta celular
puede estar desencadenada por mas de una via de sefializacion, es decir, una via de

sefalizacién no se traduce a una Unica funcién celular©®,
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Figura 13. Vias de sefializacion del receptor PDGF. Imagen modificada de Demoulin et al. 2014%,

Respecto a las respuestas celulares que se desencadenan, ambos, PDGFRa y PDGFR(
transducen potentes sefiales mitogénicas generando una proliferacion celular y también
estan implicados en quimiotaxis y diferenciacion. Basicamente cada una de las vias de
sefializacion, al menos las mas estudiadas como son la via PI3K-Akt, via de las MAK
cinasas y via de la PKC, participan en todas las funciones celulares mencionadas3!133,
En el caso de STAT, éste estd mas asociado a PDGFR y no se conoce demasiado su
funcion34. Las diferencias entre PDGFRa y PDGFR vienen en las respuestas celulares
inmediatas tras la activacién génica: mientras que los dos receptores estan involucrados
en la reorganizacion de actina, estimulando la formacion del edge ruffling (lamelipodio) y
la pérdida de fibras de estrés (asociadas a la formacién de adhesiones focales, esto es, la
unién del citoesqueleto con la ECM mediante integrinas), solo el receptor PDGFB media la
formacion de estructuras de actina circular en la superficie dorsal de la célula (implicadas
en motilidad celular)’*®*. Ademas de la reorganizacién de actina, la prevencién de la
apoptosis®®®, la inhibicion de las uniones gap o de hendidura entre células®®’ y la entrada
de calcio son otros de los efectos celulares inmediatos implicados en respuesta a la
activacion de los receptores PDGF. Respecto el receptor heterodimero no se conoce

mucho acerca de la transduccién de sefial en la que participa.
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Dado que se observa un alto grado de solapamiento de las vias de sefializacion que se
desencadenan a través de los receptores PDGFB y PDGFa (y de otros receptores tirosina
cinasa), asi como de las respuestas celulares y de los genes de expresion inmediata
temprana (IEGS)'® generados en las diferentes vias de sefializacién, es mas probable
gue la especificidad de la sefializacién para una determinada funcién biolégica dependa
de las diferencias cuantitativas en magnitud y de la duracion de las respuestas a
diferentes niveles de la sefializacion, asi como de la expresion de los PDGFR segun el

tipo celular y su contexto®.

Actualmente muchos estudios se focalizan en estudiar qué via de sefializacion y qué
combinacion de ligando/receptor es responsable para una respuesta celular determinada
en diferentes tipos celulares®® ya que, como se ha mencionado anteriormente la misma
respuesta celular puede ser sefalizada por diferentes vias de sefializacion o por

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

1.3.5. MODULACION DE LA SENALIZACION

La sefializacion 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 serian las integrinas. La mayoria de las células PDGFR
positivas poseen integrinas, que son receptores transmembrana para proteinas de la
ECM. La union integrina-ECM desencadena la formacion de uniones focales de la célula
con la ECM ya que la célula necesita de estas uniones para su crecimiento. La union de
los dos receptores mediante la transglutaminasa tisular (tTG) resulta en una mejor unién
del ligando PDGF a su receptor, una mejor activacion del receptor y una mejor

sefializacion downstream“°,

Existen varias vias que modulan negativamente la sefalizaciéon de los PDGFs. La

internalizacion es una de ellas. Normalmente, la union 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 lisosoma!#, aunque a veces el complejo se disocia y el
receptor se reutiliza. Ademas de la degradacion en los lisosomas, los receptores también
pueden sufrir degradacion citoplasmatica por proteasomas después de ubiquitinacion*2.
Por otro lado, también existen fosfatasas con dominio SH2 como la proteina SHP-2 que
inactiva el receptor al desfosforilar las tirosinas del dominio catalitico'*®. El efector GAP,
gue solo se une a PDGFRp, es un modulador negativo que inactiva a Ras, sin embargo,
la activacion de Ras dependerd de las sefales inhibidoras y las sefales estimuladoras
gue se dan simultdneamente durante la sefalizacion. Finalmente, algunas proteinas del
espacio extracelular mencionadas en el punto 1.3.1 modulan negativamente la

sefalizacion al secuestrar a PDGF.

La regulacion de la funcién celular mediada por PDGF, por tanto, es compleja y altamente

controladal**.

1.3.6. FUNCIONES BIOLOGICAS 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 inactivacion del gen de
cualquier PDGF clasico (PDGF-A y PDGF-B) asi como en cualquiera de los receptores en
ratones knock-out lleva a la muerte durante la embriogénesis o perinatalmente'®. Se han
generado una gran variedad de ratones knock-in para estudiar las células diana para la
sefalizacion de PDGF en el desarrollo embrionario y la formacion de 6rganos. Como
resultado, se ha demostrado que PDGF tiene un papel crucial en el desarrollo del rifién,
vasos sanguineos, pulmones y sistema nervioso central, entre otros érganos, al estimular
las células mesangiales del rifién, los pericitos 0 mesoangioblastos, los fibroblastos

alveolares y las células glia, respectivamente®: 106,
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En el adulto, la funcién fisiologica de PDGF esta méas limitada, pero tiene un papel
importante en la curacion de heridas, ya que estimula la mitogénesis y quimiotaxis de los
fibroblastos que intervienen en la reparacion tisular y de SMCs para la formacién de
nuevos vasos sanguineos (angiogénesis)'®. También tiene un papel en la inflamacién ya
gue estimula la quimiotaxis de los neutréfilos y los macréfagost?® y en la hipertrofia

fisiolégica del Gtero en el embarazo mediante la proliferacion de SMCs!®,

Existen algunos patrones definidos que relacionan la expresion diferencial de PDGF y sus
receptores con la funcién biologica: PDGF-A y PDGFRa son expresados en diversos sitios
de interaccion epitelial-mesenquimal durante el desarrollo embrionario, donde PDGF-A es
producido por células epiteliales y PDGFRa es expresado por las células mesenquimales
cercanas!®118 De forma similar, PDGF-B y PDGFRp son principalmente expresados en
el desarrollo del sistema vascular, donde PDGFRB es producido por células murales,
como por ejemplo pericitos/mesoangioblastos y células vasculares musculares lisas
(VSMC)¥8, PDGF-C es ampliamente expresado en muchos tipos de células y érganos
durante la embriogénesis murina, incluyendo somitas y sus derivados, algunos
precursores mesenquimales, cardiomiocitos, VSMC de algunas arterias principales,
cartilago y condrocitos hipertréficos, y células del sistema nervioso central**’. PDGF-D
también se expresa durante el desarrollo murino en el corazon, pulmon, rifién y algunos

derivados musculares®:.

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 sefializacion autocrina. Estas enfermedades se pueden clasificar en
3 grandes grupos: cancer, desordenes vasculares y distintas enfermedades que cursan
con fibrosis, donde fibroblastos y SMCs serian las principales células en responder a

PDGF*.
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1.3.7.1. PDGF v fibrosis

Existen una variedad de enfermedades fibréticas con érganos afectados como pulmon,
rifidn, higado, piel, corazén, intestino, etc. donde el denominador comun es un proceso de
fibrogénesis que incluye la proliferacion de células mesenquimales con un fenotipo
miofibroblastico y la consecuente deposicion de coldgeno y otras proteinas de la ECM,
como fibronectina y glicosaminoglicanos, dando lugar a la pérdida de funcion del 6rgano

involucrado®®.

Muchos mediadores polipeptidicos estan involucrados en el proceso fibréticos, aparte de
PDGF; el mas importante es TGFB1, que tiene un papel principal en estimular la
produccion de colageno por parte de los miofibroblastos y también la transdiferenciacion
de fibroblasto a miofibroblasto!*®. 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 més relevante
en promover la proliferacion y quimiotaxis de fibroblastos/miofibroblastos, aunque también
realizan otras funciones como promover la produccion de colageno, al igual que TGF, y
la adhesion celular (Figura 14). Sin embargo, el papel de las isoformas PDGF-CC y

PDGF-DD en relacién con la fibrogénesis no esta tan estudiado.

ECM production Migration

Ditferantiation

Figura 14. Papel de PDGFs en células mesenquimales. Donovan J et al. 201344,
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La actividad de PDGF también estd regulada por diferentes proteinas extracelulares,
glicoproteinas y proteinas de la ECM que aumentan durante el proceso de fibrosis (ver

apartado 1.3.1.)**.

Un punto en comun que tienen estas enfermedades es que la fibrosis se origina por un
estimulo determinado como puede ser un factor externo (toxico), un dafio agudo, una

inflamacién crénica, o bien una causa desconocida®?.

Un segundo punto en comun es que los niveles de PDGF aumentan correlacionandose
con la expansion de fibroblastos/miofibroblastos y dependiendo del 6érgano afectado
podemos encontrar mas 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 funcién ni en fibroblastos ni en otros tipos celulares que
participan en otras funciones biol6gicas o patolégicas'#4. Por otro lado, la fuente de
miofibroblastos puede provenir de diferentes tipos celulares incluso para el mismo 6rgano

(fibroblastos, pericitos, FAPSs, etc).

Otra caracteristica seria la participacion de las células inflamatorias, principalmente
macrdéfagos activados, como fuente de PDGFs. Estas mismas células producen citocinas
u otros factores que promueven la sobreexpresion del receptor PDGF en células

mesenquimales!4®,

1.3.8. PDGF EN EL MUSCULO ESQUELETICO

El papel de los diferentes PDGF y sus receptores en el midsculo sano y en aspectos de
condicion fisiopatolégicas como son la regeneracion o la fibrosis muscular es un tema
actual de estudio. Mas concretamente, el cometido de PDGF-B estd menos esclarecido en
comparacion al de PDGF-A y su receptor PDGFa, los cuales estan relacionado a

procesos pro-fibroticos.
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En un estudio en ratones y ratas de diferentes edades se analiz6 la distribucion de los
receptores de tipo a y de tipo B en el tejido masculo-esquelético. Ambos receptores se
expresaban abundantemente en el masculo esquelético durante el periodo embrionario
pero dicha expresion disminuia hacia la etapa adulta, aunque se mantenia en células que
se identificaron como SCs del muasculo de animales adultos, sugiriendo que PDGF

participaria durante la regeneracion muscular que tiene lugar mediante las SCs*®2,

El musculo de pacientes que padecen una distrofia muscular muestra un patron de
expresion para PDGF-A y PDGF-B y sus receptores diferente y con una mayor intensidad
en comparaciéon al musculo sano. Mientras que en el musculo sano la expresion de
PDGF-A y B se limita a la zona de unién neuromuscular (y en los vasos sanguineos y en
el nacleo de las fibras musculares en el caso especifico de PDGF-B), en el musculo
distréfico los PDGFs se localizan marcadamente en los infiltrados de macréfagos en
células necroticas y del endomisio y en fibras regenerativas. Por otro lado, los receptores,
ademas de expresarse en macrofagos y células regenerativas, se expresa en la propia
célula necrdética, 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 practicamente. Estos datos indicarian que PDGF y ambos receptores
estarian involucrados en la fisiopatologia de enfermedades distréficas en mdasculo,
especificamente en la primera etapa de destruccién muscular y en la fase de iniciacién de
fibrosis, pero también podrian participar en la regeneracion muscular tanto en condiciones

normales como patolégicas*®:.
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Musculo sano Musculo DMD
Unién nueromuscular Infiltrado de macréfagos en células
PDGF-A X . ! necréticas y del endomisio,
musculo liso vascular . .
Fibras regenerativas
Infiltrado de macréfagos en células
Unidén nueromuscular, necroticas y del endomisio,
PDGF-B | Mdusculo liso vascular, Fibras regenerativas,
Ndcleo fibras musculares Musculo liso vascular,
Nucleo de las fibras no regenerativas
Fibroblastos del endomisio,
Macroéfagos de células necréticas y del
Unién neuromuscular CICL R
PDGFRa : ) ! Células necréticas,
Nucleo fibras musculares . .
Fibras regenerativas,
Sarcolema de algunas fibras,
Ndcleo fibras no regenerativas
Fibroblastos del endomisio,
PDGFR Unién neuromuscular, Macréfagos del endomisio,
Musculo liso vascular y capilares Fibras regenerativas
Tabla 2. Expresion PDGF/PDGFR en el mlsculo esquelético. Zhao et al. 20032,
1.3.8.1. PDGF-B

A pesar de que se ha relacionado a PDGF-B con la degeneracion muscular al encontrarse
expresado en fibras necréticas, asi como el receptor PDGF[, dos estudios adicionales del
afio 1990 muestran una participacion de PDGF-BB en la miogénesis in vitro. En uno de
ellos demuestran que PDGF-BB se une a la linea celular de mioblasto murino C2 con
mayor afinidad que PDGF-AA o PDGF-AB, indicando que los mioblastos expresan niveles
mas altos de PDGFRp, y que la adicion de PDGF-BB al cultivo promueve mejor la
proliferacion de mioblastos que patrticiparian en la regeneracién después de un dafo
muscular, aunque no la diferenciaciéon a miotubo®*. En un segundo estudio similar al
primero, observaron que la expresiéon del mMRNA de PDGF-A y de PDGFRp esta elevado
en la linea L6J1 de mioblastos y en musculo crudo de rata durante el proceso de
miogénesis, pero el efecto mitogénico de PDGF-BB sobre la linea celular no fue tan

claro®®. Sin embargo, se desconoce el papel que juega PDGF-B en el masculo humano.
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Tampoco se conoce cual es el papel que juega este factor de crecimiento en el proceso

de regeneracion muscular ni en modelos murinos ni en pacientes.

Ademas, en el masculo humano y murino, como ya se ha comentado y al igual que en
otros Organos, existen las células llamadas pericitos o mesoangioblastos, que son
positivas para el receptor PDGF tipo B. Mas alla de su implicacion en la formacion y
homeostasis de los vasos sanguineos, y de su contribucion a la fibrosis de diferentes
organos mediante la conversién a un fenotipo miofibroblastico, algunos pericitos pueden
ser células madre mesenquimales que se pueden diferenciar en adipocitos, cartilago,
hueso, y también, en mdusculo donde el receptor PDGF podria tener un papel

importante®®,

1.3.8.2. PDGF-A

Estudios mas recientes muestran que la via PDGFRa/PDGF-AA tiene el potencial de
inducir fibrosis en masculo. Por ejemplo, las células FAPs, que se encuentran en relativa
abundancia en el espacio intersticial en el musculo sano y que son positivas para
PDGFRa, promueven la diferenciacion de las células satélite durante la miogénesis tras
un dafio agudo, mientras que en condiciones de dafio crénico, diferencian a adipocitos o a
fibroblastos y contribuyen al proceso de proliferacion fibro-adiposa, como se ha
comentado en el apartado 1.2. Los FAPS estimulados in vitro con TGFR1 y PDGF-AA
expresan genes pro-fibréticos?®. Un estudio con ratones knock-in refuerza esta idea al
identificar a las células productoras del transgén colageno 1 - proteina verde fluorescente
(GFP) como fibroblastos positivos para PDGFRa que a su vez provienen de progenitores
PDGFRa+ (FAPS) que se amplifican en el inicio de la fibrosis en un modelo de ratbn mdx
0 durante la etapa de regeneracién en un modelo de dafio muscular en el ratén tipo
salvaje (WT). El ligando PDGF-AA, por su parte, se encuentra aumentado en las fibras
musculares del ratbn mdx o en pacientes DMD. Estas fibras en co-cultivos con

fibroblastos colagenol — GFP+ promueven mas la expresion de coladgeno de estas células
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(fibroblastos/FAPs) que las fibras WT, explicando asi la implicacion de la sefalizacion
paracrina de PDGF-A en la mediacidn de la fibrogénesis. Ademas, los mismos resultados
fueron observados tras la adicion al medio de PDGF-AA, no asi tras tratar los fibroblastos

con PDGF-BB™.

Este hallazgo, ademas, concuerda con el estudio de un raton knock-in condicional con
una mutacion que genera un receptor PDGF tipo a constitutivamente activado,
produciéndose asi un excesivo crecimiento del tejido conectivo que da lugar a una profusa
fibrosis crénica en mudltiples o6rganos del ratébn adulto, incluyendo el musculo

esquelético®®.

En resumen, todo parece indicar que la sobreexpresion de PDGF-AA que tiene lugar en el
caso de un dafio muscular crénico influenciaria el proceso fibrético del musculo

esquelético.

1.4. EL RATON mdx

El raton mdx, del inglés X-linked muscular dystrophy, es el modelo animal més
comunmente usado para el estudio de la fisiopatologia de la enfermedad de
Duchenne/Becker y sus posibles terapias. Conocido formalmente por el nombre de
C57BL/10ScSn-Dmd™, el raton mdx posee una mutacién puntual en la posicion 3185 del
exon 23 del gen de la distrofina en el cromosoma X. Esta mutacion se originé en 1981 de
forma espontadnea en un ratén de la cepa C57BL/10ScSn en un centro de investigacion en
Surrey, Reino Unido y consiste en un cambio del nucledtido citosina a timina resultando
en una forma truncada de la distrofina debido al cambio del codén que codifica para la

glutamina por un codén de terminacion®®.
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1.4.1. CARACTERISTICAS DEL RATON MDX

A nivel microscoépico, el ratbn mdx presenta como caracteristicas patolégicas una
inflamacién 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 varia segun la
edad y el tipo muscular®®. A las 3 semanas de edad empiezan a aparecer los primeros
signos de degeneracién muscular en los musculos de las extremidades, observados tanto
en el ensayo bioquimico, con el aumento de CK y de fosforilasa cinasa (PK), como en la
biopsia muscular con la detecciéon de macréfagos, fibras atréficas y un gran namero de
fibras totalmente necréticas en la semana 5. A partir de aqui se observa una fase de
estabilizacion como consecuencia de una respuesta regenerativa compensatoria a la
degeneracion que implica a las células satélite, la cual es mayor en comparaciéon a los
pacientes con DMD. Por lo tanto, en la biopsia se aprecia un aumento de células
regenerativas, las cuales son mas pequefas y presentan nucleos centrales de mayor
tamafio y también fibras hipertréficas, ademés de una leve fibrosis y algunas fibras
necroticas, pero no adipocitos. A pesar de la fase de regeneracion y de las pocas células
necréticas, los niveles de CK siguen siendo altos, indicando una degeneracion simultanea.
A partir de los 12 meses, se encuentran zonas con depoésitos de grasa y se observa un

desarrollo evidente del tejido endomisial fibrético®:.

A diferencia de los musculos de las extremidades, en el diafragma parece que no se da
una respuesta regenerativa significativa y se comporta mas como un musculo de paciente
humano, presentando un alto grado de fibrosis y debilidad a una edad mas temprana (3
meses aproximadamente), aunque de forma no tan severa, lo que contribuiria a la muerte

del ratén debido a un fallo respiratorio!®? (Figura 15).
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Young

Diaphragm

Figura 15. Evolucion de la fibrosis en el diafragma y tibial anterior (TA) de un raton joven (3 meses), adulto (9 meses) y viejo
(18 meses). Imagen modificada de Pessina P et al. 20141

No es hasta los de 12-15 meses de edad que los ratones mdx macho y hembras

homocigotas muestran signos clinicos de miopatia con una leve debilidad muscular,

escoliosis y finalmente, fallo coronario debido a una cardiomiopatia, mas 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 comparacion al 75%

de reduccién que sufren los pacientes®?,

1.4.2. SIMILITUDES Y DIFERENCIAS CON EL PACIENTE DMD

La degeneracion muscular del misculo esquelético es menor en el ratbn mdx, excepto en
el diafragma. Por ejemplo, la fibrosis no es tan evidente y solo algunas fibras son
reemplazadas por tejido adiposo en la edad adulta, como ya se ha comentado
anteriormente. Los ratones presentan una deambulacion normal y no presentan

contracturas en las articulaciones, ya que la union miotendinosa no estd muy afectada al
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contrario de lo que ocurre en pacientes!®®. EI modelo murino también presenta una
marcada cardiopatia, aunque menos severa que en el humano y por esta razon su
esperanza de vida no se ve tan reducida. El electrocardiograma (ECG) del ratdbn mdx a los
6 meses de edad presenta algunas anormalidades asociadas a cambios en el masculo
cardiaco como la fibrosis, visible a partir de la misma edad, y que progresa con el avance
de la enfermedad. La resonancia magnética cardiaca detecta cambios en el corazon en
estadios mas tempranos de la enfermedad. Por ejemplo, a diferencia del humano con
DMD, el ratbn mdx desarrolla primero (sobre los tres meses de edad) una disfuncién en el
ventriculo derecho, normalmente no presente en pacientes, y que se agrava con el
transcurso del tiempo, y después, sobre los 10 meses de edad, una disfuncion leve del
ventriculo izquierdo de tipo cardiomiopatia dilatada. Por todo ello, el raton mdx puede ser
un modelo adecuado para estudiar tanto los mecanismos moleculares y celulares de la

cardiopatia asociada a la falta de distrofina como el efecto de posibles terapias®®.

No se sabe la causa exacta por la cual el mdx tiene un fenotipo mas moderado, pero se
ha especulado con la idea de que las células satélites de raton tienen mas capacidad de
regeneracion!®’ o bien la ausencia de distrofina puede estar compensada por la proteina
homologa utrofina, la cual esta sobre-regulada en las fibras regenerativas del raton adulto.
De hecho, dos laboratorios generaron un doble knock out (dko) de las proteinas distrofina
y utrofinal®®, con el resultado de un ratén con un fenotipo mas severo que presentaba mas
degeneracion muscular que el raton mdx con un alto grado de fibrosis y tejido adiposo, lo
gue se traducia en una movilidad reducida, cifosis, contracturas articulares y
cardiomiopatia produciendo la muerte hacia las 20 semanas de edad?!®® % En pacientes
con DMD la utrofina también est& sobre-regulada y redistribuida en el sarcolema, pero a

un nivel menor no suficiente para ralentizar la progresion de la enfermedad?*’®.
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1.5. TERAPIAS EN ESTUDIO

Existen diversas estrategias terapéuticas para las distrofias musculares. Un grupo de las
mismas esta enfocado en conseguir restablecer la expresion de la distrofina (esto incluye
terapia génica y celular) o sobreexpresar otras proteinas que pueden compensar la
funcién 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 farmacos que intentan revertir algunos de los eventos patolégicos de la

enfermedad, como son la inflamacioén, fibrosis, pérdida de volumen muscular, etc®.

1.5.1. TERAPIA GENICA PARA EL GEN DE LA DISTROFINA

1.5.1.1. Transferencia génica

El objetivo de esta terapia consiste en restaurar la expresion de la distrofina mediante la
transferencia de un gen funcional utilizando diferentes vehiculos. 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 expresion del gen introducido en

los tejidos.

1. Transportador: Los vehiculos que mas se han utilizado han sido los virus. La tabla
3 muestra los diferentes tipos de virus utilizados, sus ventajas e inconvenientes. El
transportador ideal deberia tener una alta capacidad infectiva, asegurando la
colonizacién del maximo numero de fibras musculares posibles, una baja capacidad
inmunogénica (limitando al maximo la reacciéon inmunitaria), una gran capacidad de
transporte (que permitiese transportar genes de todos los tamafios posibles) y con una
limitada capacidad de insercién (evitando de este modo la insercién 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, asi como por su gran capacidad de infeccion en
musculo. Aunque no se integra en el genoma presenta una elevada persistencia (de
algunos afios) en, al menos, el masculo de ratén sano'’t. A parte de los vectores
virales se han testado otras sustancias con capacidad de transporte, como son, los

liposomas o microesferas en el ratdbn mdx con resultados limitados hasta el momento.

JOS . - Infenccion en Riesgo o
Tamafio limite de Integracion genoémica . .
) = células post- preocupacion
empaqguetamiento (expresion estable) L Sor
mitoticas principal
Retrovirus ~8 Kb Si No Leucemia
Leucemia,
Lentivirus ~8 Kb Si Si recombinacion
con VIH
Virus del ; -
herpes ~150 Kb No Si ﬁ:::z?:gcf:igija q
simple g
Adenovirus Inmunogenicidad
(helper- ~-30Kb No Si ; lg (osid
dependent) contra la capside
Virus adeno- Inhibido por
asociados ~4 Kb No Si anticuerpo
(AAV) neutralizantes

Tabla 3. Ventajas y desventajas de los virus utilizados en terapia génica para la DMD. Tabla modificada de Hotta et al.

201572,

2. Gen sintético: El gen de la distrofina no puede ser transportado de forma integra
por un AAV ya que tiene un tamafio que supera la capacidad de transporte de los
AAV. Para contrarrestar esta limitacion, se han probado diversas estrategias!’®. Una
de ellas fue transferir las isoformas mas cortas de la distrofina en el ratébn mdx, pero al
no conservar el N-terminal, el cual es necesario para la unibn a actina, no se
obtuvieron resultados suficientemente beneficiosos ni a nivel funcional ni histolégico’*
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 mas
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importantes de la proteina. Si bien no se conoce con exactitud cual es la expresion
minima necesaria de distrofina para obtener una mejoria clinica significativas, se
especula que ésta deberia estar alrededor del 20%, aunque algunos estudios en ratén
muestran que a partir de un 5% de expresion se pueden observar algunos beneficios a
nivel funcional'’®. Uno de los inconvenientes que se ha observado en ensayos pre-
clinicos con un modelo canino de la DMD es que tras la inyeccién intramuscular de

AAV portador de micro-distrofina se puede generar una fuerte respuesta celular, tanto
contra la capside como contra la distrofina, no observada en el modelo murino, sin
embargo este defecto es tratable con la supresion transitoria del sistema inmune!’”.
Mas tarde, dicha respuesta celular fue observada en nifios con DMD, incluso en los
que no expresaban la distrofinal’®. En los Ultimos afios 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 concatemerizacion
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 plasmidos!™ o bien la transferencia de una micro-distrofina sintética (las
cuales se han descrito mas de 30 constructos hasta la fecha) en un solo vector, con
resultados prometedores!®: 181,

3. Promotores: Los promotores son los elementos que van a asegurar una expresion
continuada de la proteina deficitaria. Pueden ser promotores ubicuos, con los que se
pretende obtener una expresién del gen por todos los tejidos del cuerpo, o promotores
especificos, es los que se pretende conseguir una expresion limitada a ciertos tejidos,
en este caso el musculo cardiaco 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 Gltimos afios. En

este momento se estan realizando ensayos clinicos en fase I/ll en pacientes con
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enfermedad de Duchenne con inyeccion de AAV que transportan un gen de la micro-

distrofinal®2.

1.5.1.2. Edicién del genoma

La edicion 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 Vvarias secuencias guia, complementarias a un fragmento de ADN vy la
endonucleasa Cas9 capaz de reconocer una secuencia especifica de este RNA y cortar la
doble cadena de ADN*83, Con esta técnica se puede saltar un exén (ver mas abajo exon
skipping) al delecionar una secuencia del sitio aceptor de empalme del pre-mRNA con una
secuencia guia o delecionar un fragmento del ADN al utilizar dos secuencias guias en la
zona del intron generandose una posterior recombinacion no homéloga; también se puede
delecionar un fragmento que contiene la mutacién y sustituirlo por el fragmento WT
mediante combinacién homéloga (aunque esta aplicacion esta limitada en células en fase
S y G2 del ciclo celular y las fibras musculares y cardiomiocitos se encuentran en fase
G1l); y finalmente, también es posible recuperar el marco de lectura al introducir una
pequefia delecién o insercién con una sola secuencia guia®*. Estudios in vitro e in vivo
utilizando vectores AAV han mostrado resultados positivos, pero por el momento adn no

se han desarrollado ensayos clinicos en pacientes®.

1.5.1.3. Modificadores del producto génico

1.5.1.3.1. Salto de exdn (exon-skipping)

Esta terapia consiste en alterar el ARN pre-mensajero en el lugar de corte y empalme de
un exoén de tal forma que un exdn 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
exén que contiene un coddn de terminacion, mediante el uso de oligonucledtidos

antisentido (AONs). De esta forma se estaria consiguiendo una proteina truncada pero
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parcialmente funcional (fenotipo Becker)®. Una mutacion tipica en DMD que causa un
cambio en el marco de lectura es la delecion de los exones 49-50, pero con el salto del
exén 51, el cual es diana para el farmaco Eteplirsen o Exondys 51, lo que se pretende es
recuperar el marco de lectura traduccional. Este farmaco se evalué en un ensayo clinico
en fase Il en pacientes con enfermedad de Duchenne. El objetivo primario del estudio, que
era el aumento de expresion de distrofina por las fibras musculares, se consiguié en todos
los pacientes tratados. Los objetivos secundarios, que eran una mejoria funcional, se
analizaron comparando los resultados en pacientes tratados con una cohorte histérica no
tratada. Este analisis mostré una mejoria en la distancia recorrida en el test de los 6
minutos (6MWT). Si bien la agencia americana del desarrollo farmacolégico (FDA o
Administracion de Alimentos y Medicamentos) aprob6 la comercializacion del farmaco,
aconsejé a la empresa con los derechos de desarrollo de eteplirsen realizar un nuevo
ensayo clinico en fase Ill 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 resultados!®’. A pesar de que en 2016 la FDA en Estados Unidos otorgé la
aprobacion acelerada a este tratamiento para aproximadamente el 13% de todos los
pacientes DMD, en Europa no ha sido admitido y se requieren mas estudios para mostrar

su eficacia'®.

Otros medicamentos se estan desarrollando con el fin de eliminar otros exones como son
los exones 53, 45 y 448, Por ejemplo, el farmaco Golodirsen, el cual “salta” el exén 53,

esta en tramites para ser aprobado por la FDA.

Las limitaciones del salto de exdn incluyen una baja eficiencia en masculos cardiacos, un
bajo nivel de penetracion celular en el propio musculo esquelético junto a un alto grado de
eliminacion de los AONs en sangre'®. Por este motivo actualmente se estan estudiando
una nueva generacion de AONSs, en los que se ha realizado una modificacién de la

estructura quimica del oligonucleétido afiadiendo una proteina sintética. Estos nuevos
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AON se conocen como péptidos de penetracion celular conjugados a un oligdbmero de
morfolino fosforodiamidato (PPMO) y en teoria tienen una mayor capacidad de
penetracion celular llegando a tejidos como el corazén e incluso, cruzando la barrera
hematoencefalica y llegando al cerebro. Existe un ensayo clinico en fase | en marcha en
pacientes con Duchenne con el ojetivo de valorar la seguridad y farmacocinética de estos

nuevos AONs!9% 192,

1.5.1.3.2. Supresién de codon de terminacion (Read-through)

Es la Unica estrategia que ayuda a restaurar la expresion de la distrofina basada en
farmacos, actuando sobre la traduccién. Ataluren, aunque se desconoce su mecanismo
de accién, es un farmaco que causa que el ribosoma se salte un coddn de terminacion
(generado por una mutacién puntual) permitiendo una tedrica y correcta traduccion de la
distrofina'®®. En ensayos clinicos, Ataluren, (conocido como Translarna en Europa),
mostro resultados inconsistentes en la prueba 6MWT, pese a una mejora de la expresion
de la distrofina en un 11% en las biopsias musculares de los pacientes, después de un
afio de tratamiento®. A pesar de los resultados poco claros y de una alta tasa de efectos
secundarios, Translarna es el Unico medicamento aprobado en Europa desde 2014
condicionado a pacientes DMD con una mutacién sin sentido y con capacidad de
deambulacion, con el fin de retrasar la evolucion de la enfermedad, mientras se sigue

investigando su eficacia!®.

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 basico de este tipo
de terapia consiste en la administracion células madre procedentes de un donante
(alogénicas) o del propio paciente (autélogas) pero corregidas genéticamente, con
capacidad de regenerar el musculo deficitario!®’. La célula madre ideal deberia tener las

siguientes caracteristicas: 1) ser de facil obtencion y expansion in vitro; 2) tener una gran
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capacidad de diferenciacion al tejido que se desee tratar una vez inyectada; 3) tener una
nula capacidad teratogénica; 4) tener una gran distribucion dentro del tejido diana; 5)
mantener la capacidad de diferenciacion después de numerosos ciclos de proliferacién; y
6) ser facilmente manipulable desde un punto de vista genético, lo que permitiria la

correccion de las mutaciones en las terapias con células autélogas.

Una limitacién de la terapia génica es que su efectividad es dependiente de la edad ya
gue con la progresion 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 podria solventar este problema al regenerar el misculo dafiado®®®.

La primera célula que se probo en el caso de la enfermedad de Duchenne fue la SC. En
los primeros ensayos se obtenian SCs de un donante emparentado del paciente, se
expandian in vitro y se inyectaban mediante inyeccion intramuscular en los pacientes a los
gue se administraba terapia inmunosupresora de forma concomitante para evitar un
rechazo. Si bien las biopsias musculares demostraron que las células inyectadas tenian
capacidad de unirse a fibras musculares residentes y reestablecer la expresion de
distrofina, el numero de fibras en que eso ocurria era tan pequefio que no se obtuvieron
cambios funcionales destacables en los pacientes tratados. Los Ultimos ensayos
realizados a principios de este siglo fracasaron, y a dia 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 mayoria de las células
inyectadas posiblemente por encontrarse en un tejido inflamado y fibrético, reaccion
inmunitaria contra las propias células, limitada capacidad de regenerar el musculo in vivo
después de ser expandidas en cultivo y limitada capacidad de migracion mas alla del
punto de inyeccion!®® 1% Por este motivo, se traté de administrar de forma fallida a las
células satélite mediante inyeccion intraarterial sin resultados efectivos, ya que las células

no eran capaces de salir de los capilares®®. Debido a estos problemas, otras células
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madre pluri 0 multipotenciales, que han demostrado potencial miogénico in vivo e in vitro
han sido estudiadas para el tratamiento de DMD. Entre ellas destacarian los progenitores
miogénicos derivados de la médula ésea (células madre hematopoyéticas (HSCs) y las
células madre mesenquimales (MSCs) que pueden dar lugar a todo tipo de tejido
mesenquimal (hueso, cartilago, grasa, musculo liso, cardiaco y esquelético). Estas células
se pueden expandir in vitro, diferenciar a precursores musculares y trasplantar
sistémicamente para regenerar los musculos del raton mdx?°*2%, De todas las células
madre mesenquimales estudiadas, los mesoangioblastos son los Unicos que se han
probado en ensayos clinicos en pacientes. Estas células son una subpoblacion de
pericitos asociados a los vasos sanguineos 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
sanguineos y colonizar el masculo diferenciando a miofibras, por lo que es posible disefiar
una estrategia con administracion sistémica?®*. En la década de 2000 a 2010 se realizaron
numerosos estudios pre-clinicos en modelos animales de diversas distrofias musculares
con inyeccion intraarterial de mesoangiolastos. En el modelo canino de DMD, se detectd
una alta expresion de distrofina y una mejoria de la estructura histolégica de los masculos
tratados asociada a una mejoria en la funcién muscular de los animales?®. Sin embargo,
en un ensayo clinico en fase I/ll con cinco pacientes DMD, la inyeccién intraarterial de
mesoangiolastos de donante emparentado no produjo ninguna mejoria funcional, ni
tampoco se evidenciaron niveles elevados de DNA de distrofina procedente del donante
en las fibras musculares estudiadas®®®. Otras células de estudio son las células madre
pluripotentes inducidas (iPS cells) ya que son una fuente ilimitada de células madre
autdloga y no generan respuesta inmunitaria, pero requieren de correccion genética antes

de ser transplantadas?’.
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1.5.3. TERAPIA BASADA EN LA SOBREEXPRESION DE LA UTROFINA

La utrofina comparte un alto grado de semejanza en su secuencia con la distrofina. Esta
proteina, 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 redundantes?®®, 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 solo en la unién neuromuscular?® y miotendinosa?!®. Se especula que
niveles elevados de esta proteina en muasculo de pacientes podrian ser un factor
modificador de la enfermedad, enlenteciendo el proceso degenerativo del masculo: por
ejemplo, los niveles de utrofina muscular se correlacionan con un retraso en el uso de silla
de ruedas por pacientes con DMD?!; 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 expresion de utrofina mediante diferentes estrategias como son la
terapia génica?'?, o la regulacién de la expresion de la utrofina endégena 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 especificas

tratables con estas estrategias?'®.

Recientemente, se ha realizado un ensayo en fase Il con el compuesto Ezutromid, un
modulador transcripcional de la utrofina que pretedia aumentar la expresion de esta
proteina y mejorar la funcion 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 enfermedad?'4.
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1.5.3. TERAPIA FARMACOLOGICA

1.5.3.1 Agentes anti-flamatorios/antioxidantes

En el momento actual el Unico 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 si parece que deflazacort tiene una tasa mas 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 afios se estan desarrollando otros corticoides.
Por ejemplo, vamorolone (VBP15) es un analogo de corticoide que puede ofrecer
beneficios similares a los corticosteroides, pero con una menor tasa de efectos adversos.
En el raton mdx, vamorolone hace aumentar la fuerza muscular al inhibir la via de
sefalizacion de NF-kB y estabilizar la membrana, pero sin causar cambios hormonales ni
inmunosupresion?!®. Recientemente, dos ensayos clinicos, uno en fase | y otro en fase lla,
mostraron que el farmaco 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 Ilb esta actualmente en marcha?6 217,

Se han descrito una serie de dianas terapéuticas relacionadas con los mecanismos de
inflamacién en los musculos esqueléticos de DMD como serian los canales de calcio, la
produccion de ROS en el proceso de oxidacion, y la via de NF-kB. Una revision de la
Fundacion Cochrane publicada en 2010 mostré que de los farmacos bloqueadores de los
canales de calcio testados en la DMD en los ultimos afios sélo uno, verapamil, tenia un
efecto beneficioso aumentando la fuerza muscular, si bien dicho estudio se asocidé con
efectos secundarios cardiacos intolerables?'®, En la actualidad se esta estudiando el
efecto de rimeporide, un inhibidor del intercambiador de sodio-protones tipo 1 (NHE-1) el
cual esta implicado en la regulacién del nivel de sodio en la célula y a su vez modula los

niveles de calcio, ya que los niveles de ambos iones estan descompensados en pacientes
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con DMD y en el ratén mdx?°. En estudios pre-clinicos, rimeporide manifesté prevenir al
ratbn mdx del dafio muscular, como la inflamacién y fibrosis??®®. En un ensayo clinico en
fase | rimeporide ha mostrado ser seguro en nifios DMD de 6 a 14 afios??!. El principal
protagonista del estrés oxidativo son las moléculas ROS, las cuales aumentan tras la
acumulacion de calcio en la mitocondria dando lugar a una permeabilizacion de la
membrana®?. ldebenona es una benzquinona (analogo de la coenzima Q10) con
propiedades antioxidantes capaz de disminuir la producciéon de ROS??® y que retrasa la
aparicion del fallo respiratorio en DMD??** demostrado en un ensayo clinico en fase Il y Ill.
Actualmente hay un segundo estudio en fase Ill en marcha para pacientes tratados
también con corticosteroides??®. Compuestos previamente estudiados con propiedades
antioxidantes como N-acetilcisteina, extracto de té verde, melatonina y pentoxifilina han
generado resultados no concluyentes en ensayos clinicos??®. La combinacién de los
compuestos antioxidantes L-arginina y metformina??’ asi como L-citrulina y metformina??®
estan bajo estudio en pacientes BDM y DMD. Entre los inhibidores de NF-kB, cuya
sefalizacion esta elevada en fibras musculares y células del sistema inmune, destaca
CAT-1004 (edasalonexent), el cual inhibe NF-kB activado. Existe un estudio de seguridad
de CAT-1004 en fase I, donde éste disminuy¢é significativamente los niveles de NF-kB
después de dos semanas de tratamiento, con efectos secundarios leves, aunque estudios
mas elaborados se estan llevando a cabo en la actualidad??®. Otro farmaco de estudio es
flavocoxid, una mezcla de flavonoides derivado de plantas que en dmx demostrd tener
propiedades anti-inflamatiorias (al inhibir NF-kB) y antioxidantes, mejorando la

regeneracion y reduciendo la necrosis muscular®®,

1.5.3.2. Agentes anti-fibroticos

Los farmacos anti-fibréticos van dirigidos principalmente contra las citocinas pro-
inflamatorias como IL-6, TNFa y IL-13, las cuales estan incrementadas en el ratdbn mdx asi

como TGFB, PDGF y CTGF?#!. Muchos de los tratamientos se centran en inhibir la
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sefalizacion de la citocina pleiotrépica TGFB. 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-clinicos en modelos animales de
DMD. Esta molécula bloquea la activacion de Smad3 via TGFB y la consiguiente sintesis
de colageno. En un estudio pre-clinico realizado en el modelo de ratén mdx, halofuginona
redujo la fibrosis y mejoro la activacion de las SCs en el masculo esquelético y cardiaco
después de 10 semanas de tratamiento?®2. Sin embargo, el ensayo clinico en fase Il 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%2*. Losartan es un antagonista del receptor de
angiotensina Il (ARB), cuya hormona regula positivamente la actividad TGF y, por lo tanto,
el bloqueo de su receptor atenla la sefalizacion de TGFB. En comparacion a los
inhibidores de la ACE, como perindopril y enalapril, los ARB son de interés porque
deberian presentar un perfil de efectos secundarios mas bajo?**. En el modelo de ratén
mdx, los primeros estudios con losartan mostraron una reduccion de fibrosis en diversos
musculos y una mejoria de la funcién del muisculo esquelético y cardiaco?®, no obstante,
en estudios posteriores, losartan soOlo preservd la funcidbn cardiaca pero no la
esquelética?®. Otro farmaco de interés es tamoxifen, un antiestrogénico utilizado contra el
cancer de mama con propiedades anti-fibréticas que se cree que también actua inhibiendo
la via TGFB, ademéas de haber demostrado ser seguro para nifios en ensayos para otros
usos®*’. En el ratbn mdx, tamoxifen redujo la fibrosis del diafragma y del corazén
contribuyendo al retraso de la progresion de la enfermedad tras quince meses de
tratamiento?®®. En el momento actual, se estd estudiando la efectividad del farmaco en
pacientes en un ensayo clinico en fase I/ll. La fibrosis también se puede tratar con el uso
de inhibidores tirosina cinasa. Imatinib, una molécula efectiva para el tratamiento de la
leucemia mielégena crénica (CML) y los tumores gastrointestinales (GISTs), inhibe la

proteina con actividad tirosina cinasa c-abl, que puede interactuar con el mediador pro-
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fiborético Smadl en la via sefalizacion de TGFB?*, ademas de inhibir los receptores
PDGF. Imatinib es una molécula muy estudiada para entender mejor los mecanismos
moleculares subyacentes en diversas enfermedades tumorales, asi como en
enfermedades fibrogénicas que involucran diferentes érganos®. El tratamiento del ratén
mdx con imatinib redujo la fibrosis en diafragma y mejoré la funcion del musculo
esquelético, asi como la inflamacién®?. Otros inhibidores de PDGF tirosina cinasa son
nilotinib®” - que también bloquea el efecto de TGF al inhibir la actividad tirosina cinasa de
c-Abl- y crenolanib®®’. Estos farmacos reducen la fibrosis en el raton mdx, pero de
momento no hay ningun ensayo clinico en marcha en DMD con ningun inhibidor tirosina
cinasa. Otra estrategia anti-fibrética desarrollada recientemente es la de bloquear la via de
sefalizacion 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 mdx?*° y en la actualidad, un ensayo clinico en fase Il esta en proceso de

reclutamiento de pacientes.

1.5.3.3. Tratamiento de la isquemia muscular

La oxido nitrico sintasa neuronal (nNOS) es una enzima asociada al DGC en los musculos
liso y esquelético que produce oxido nitrico (NO) el cual cataliza la conversion de
guanosina trifosfato (GTP) a guanosina monofosfato ciclica (cGMP), estimulando la
vasodilatacion. La pérdida de distrofina causa una deslocalizacion de nNOS y por lo tanto
una reduccion de NO que, presumiblemente, da lugar a una isquemia muscular,
especialmente durante la realizacion de actividad fisica?*!. Aunque la pérdida d nNOS no
da lugar a un fenotipo distréfico, la isquemia asociada contribuye a la enfermedad y
tratarla podria aportar un beneficio para los pacientes?*?. PDE5 es una enzima hidrolasa
qgue actua sobre cGMP. Los inhibidores de PDE, por tanto, tienen un efecto vasodilatador
al bloguear la ruptura de cGMP, mejorando la isquemia en DMD. El tratamiento con los

inhibidores especificos de PDES5, tadalafil y sildenafil, fue beneficioso para el raton mdx.
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En el caso de sildenafil, éste mejord la funcion muscular del diafragma y redujo la
fibrosis?*. El otro inhibidor, tadalafil, mejoré la histopatologia muscular y redujo el dafio en
la fibra muscular inducida por contraccién?4. En ensayos clinicos, sin embargo, ninguno
de los dos farmacos ha mostrado tener eficacia al no encontrar efecto en el 6MWT, ni en

la funcién cardiaca ni en la calidad de vida entre los diferentes grupos de estudio?*® 246,

1.4.3.4 Reguladores del crecimiento v la regeneracion 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 miogénesis?*’. Por lo tanto, la inhibicién
de la miostatina es una estrategia terapéutica para mejorar la masa muscular en pacientes
DMD. Diversos ensayos clinicos contra la miostatina realizados en el pasado han
fracasado?*® 24°  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 ratbn mdx y un incremento del
volumen muscular en monos sanos?®°. Un estudio clinico en fase | mostré que
domagrozumab se tolera bien y como resultado del tratamiento se observé un incremento
de un 6% de media de la masa muscular®!. Por el contrario, un estudio en fase Il ha
terminado recientemente al no encontrar beneficios funcionales. Existe otro ensayo clinico
en fase Il en marcha con la molécula adnectina anti-miostatina RG6206 de administracion
subcutanea?? que demostré aumentar la masa muscular en un 5% aproximadamente en
sujetos sanos?3, La folistatina es un antagonista natural de la familia TGFB expresado
ubicuamente que ha mostrado ser mas eficaz que los anticuerpos dirigidos sélo a la
miostatina ya que, ademas de reducir la pérdida muscular en modelos murinos?*, produjo
un aumento de la masa muscular y una mejoria del 6BMWT en pacientes BMD tratados con
el gen de la folistatina mediante inyeccion intramuscular de AAVs en un ensayo clinico en
fase I/11°, motivo por el cual la misma estrategia se aplicd en pacientes DMD en un

estudio clinico en fase I/11®%, Otra estrategia es utilizar inhibidores de las histonas
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deacetilasas (HDAC) con el fin de descondensar los cromosomas y permitir la activacion
de la transcripcion génica al reducirse la capacidad de las histonas acetiladas de unirse al
DNAZ7 Givinostat es un inhibidor de la HDAC que en estudios pre-clinicos increment6 la
regeneracion muscular y disminuyé la fibrosis en el ratén mdx?®. En un ensayo clinico en
fase Il givinostat aumentd el area de la fibra muscular y redujo la fibrosis y el tejido
adiposo en pacientes DMD?%°. En el momento actual un nuevo ensayo con givinostat, esta
vez en fase lll, estd en marcha. El factor estimulante de colonias de granulocitos (GCSF)
es una citocina que liberan las células madre de la médula 6sea al torrente sanguineo
pudiendo llegar al musculo contribuyendo a la regeneracion, como se demostro en
modelos murinos de distrofia muscular?®. Un ensayo clinico en fase | con este farmaco en
nifios DMD esta actualmente en marcha?!. Otro compuesto de estudio es el factor de
crecimiento insulinico 1 (IGF-1), el cual es un mediador clave en la via anaerébica de la
produccion de masa muscular y esta involucrado en la diferenciacién de mioblastos,
pudiendo incrementar la masa y la fuerza muscular®®?, En este sentido, el ratdbn mdx
transgénico para IGF-1 especificamente en masculo (mdx:mligf.+) mostré un 40% mas de
masa muscular y un aumento similar de la fuerza en diferentes musculos en comparacion
al mdx, ademas de observarse una disminucion de la fibrosis en el diafragma del raton
adulto y de la necrosis muscular?3, En un estudio pre-clinico en el ratbn mdx se ha
investigado que IGF-1 administrado subcutdneamente cambia las fibras a un tipo mas
oxidativo, las cuales estan asociadas a una reduccion de dafio causado por la
contraccion, por lo tanto, IGF-1 podria ser Util para proteger a las fibras musculares?*. Sin
embargo, los resultados preliminares de un ensayo clinico en fase Il del IGF-1
recombinante (INCRELEX) en pacientes DMD?®, no demostraron una mejoria en la
funcion motora tras 6 meses de tratamiento. Un dato importante a considerar en los
ensayos clinicos es que un aumento de masa muscular no implica directamente un

aumento de la fuerza?®.
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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
proteinas 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 idiopatica (IPF) por su efecto anti-fibrético®’, después de
demostrarse su seguridad y eficacia. La IPF es una enfermedad devastadora de origen
desconocido caracterizada por la aparicion de fibrosis en el intersticio - esto incluye las
paredes alveolares, vasos sanguineos pulmonares y tejidos peribronquiales - que
progresa hasta dar lugar a una pérdida de funcion pulmonar y finalmente a un fallo
respiratorio. El tratamiento con nintedanib en un ensayo clinico en fase Ill de un afio de
duracién mostro la retardacion de la fibrosis en un 50% y, como consecuencia, la
disminucion de exacerbaciones agudas con un mismo porcentaje y una mejor funcién
pulmonar — por medicién de la capacidad vital forzada (FVC) — en comparacion al grupo
no tratado. Los efectos adversos mas comunes fueron el vomito, nauseas y dolor
abdominal y diarrea siendo ésta ultima la mas frecuente con una intensidad leve o
moderada?®’. Recientemente se ha concluido un ensayo clinico en fase lll para la
enfermedad intersticial pulmonar asociada a esclerosis sistémica (esclerodermia) con
resultados favorables, al reducir la pérdida de funcion pulmonar, con lo cual nintedanib

esta en vias de ser aprobado para esta indicacion?®.

El mecanismo de accién anti-fibrético de nintedanib no es conocido con exactitud, pero se
conoce que principalmente actta 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 union del ATP, inhibiéndose la autofosforilacion y las
consiguientes cascadas de sefializacion?® (Figura 16). En un primer momento, nintedanib

fue pensado para tratar la angiogénesis involucrada en el crecimiento y expansion de
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tumores ya que los receptores FGF-1 (FGFR-1) y VEGF-2 (VEGFR-2) son conocidos pro-
angiogénicos?’®, pero mas tarde, al inhibir también los receptores PDGF fue propuesto
como tratamiento anti-fibrtico para IPF. Ensayos in vitro han mostrado un efecto anti-
fibrotico de nintedanib al bloquear el gran efecto proliferativo y migratorio de las moléculas
PDGF y FGF tanto en fibroblastos controles como de pacientes, ademas de reducir la
diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos inducida por TGFB?"® 21 y la produccién

de proteinas de la ECM 272,

Kinase IC,, (nM)
VEGFR1 34415
VEGFR2 2113
VEGFR3 13x10
FGFR1 69+70
FGFR2 37+2
o /
“ (\N FGFR3 108+41
~o N j PDGFRu 59471
o © N PDGFRp 65+7
\ Q IGF1R >1,000
N = InsR >4,000
H O/N © Flt-3 26
O \ Lk 16+16
Src 156140
Nintedanib (BIEF 1120) Lyn 195+12
Chemical name: (Z)-methyl 3-((4-(N-methyl-2-(4-methylpiperazin-1-yl) EGFR, HER2, CDK1/2/4 >50,0UO
acetamido)phenylamino)(phenyl)methylene)-2-oxoindoline-6-carboxylate

Figura 16. Estructura y constante de inhibicion (IC50) in vitro de nintedanib. Imagen modificada de Awasthi N et al. 20157,

En estudios in vivo en un modelo de ratén de IPF, nintedanib no s6lo mostro tener un
efecto anti-fibrotico al disminuir los marcadores de fibrosis TGFB y colageno, sino que
también tuvo un poder anti-inflamatorio al reducirse diferentes células inflamatorias en el

tejido pulmonar?™ 274,

Debido a su efecto antiangiogéncio, como se ha comentado anteriormente, nintedanib
también esta indicado con el nombre de Vargatef® como tratamiento de segunda linea en
el cancer de pulmén no microcitico (NSCLC) localmente avanzado, metastasico o
localmente recurrente con histologia tumoral de adenocarcinoma después de la
guimioterapia de primera linea?’®. Asimismo, nintedanib estd siendo estudiado en
diferentes ensayos clinicos para evaluar su eficacia en otro tipo de tumores como son el
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cancer de ovario, el carcinoma de células renales, el cancer de prostata, el carcinoma

hepatocelular, el cancer colorectal y el cAncer de mama?’:.
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HIPOTESIS

2.1. HIPOTESIS

PDGF-BB tiene un papel importante en el proceso de regeneracion muscular
influenciando la proliferacién, migracién y diferenciacion de las células encargadas

del proceso de regeneracion 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

gue conduce a un enlentecimiento del proceso fibrético muscular.
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OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Estudiar la importancia de los receptores PDGF y sus ligandos en la degeneracion vy

regeneracion de la distrofia muscular de Duchenne.

2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

2.2.1. PAPEL DE PDGF-BB EN MUSCULO ESQUELETICO

1. Conocer la influencia de PDGF-BB en la proliferacion, migracion y diferenciacion de
los mioblastos humanos y su efecto como tratamiento de un modelo murino de

distrofia muscular de Duchenne

2. Conocer si la expresion de PDGF-BB y de su receptor (PDGFRB) se modifica en
pacientes con distrofia muscula de Duchenne con relacién a los controles sanos asi
como estudiar el papel de PDGF-BB en el proceso de regeneracién muscular tras un

dafio agudo y crénico en un modelo celular humano y en modelos murinos.

2.2.2. ESTUDIO DE NINTEDANIB COMO AGENTE ANTI-FIBROTICO

3. Estudiar el efecto de nintedanib en los procesos de proliferacion, migracién y
diferenciacién de fibroblastos musculares controles humanos.

4. Estudiar la posible eficacia de nintedanib como agente anti-fibrético en el raton mdx
de 9 meses de edad durante un mes tratamiento, mediante estudios funcionales,

analiticos e histologicos.
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Duchenne muscular dystrophy (DMD) is characterized by a progressive loss of muscle fibers, and their
substitution by fibrotic and adipose tissue. Many factors contribute to this process, but the molecular
pathways related to regeneration and degeneration of muscle are not completely known. Platelet-
derived growth factor (PDGF)-BB belongs to a family of growth factors that regulate proliferation,
migration, and differentiation of mesenchymal cells. The role of PDGF-BB in muscle regeneration in
humans has not been studied. We analyzed the expression of PDGF-BB in muscle biopsy samples from
controls and patients with DMD. We performed in vitro experiments to understand the effects of PDGF-
BB on myoblasts involved in the pathophysiology of muscular dystrophies and confirmed our results
in vivo by treating the mdx murine model of DMD with repeated i.m. injections of PDGF-BB. We observed
that regenerating and necrotic muscle fibers in muscle biopsy samples from DMD patients expressed
PDGF-BB. In vitro, PDGF-BB attracted myoblasts and activated their proliferation. Analysis of muscles
from the animals treated with PDGF-BB showed an increased population of satellite cells and an increase
in the number of regenerative fibers, with a reduction in inflammatory infiltrates, compared with those
in vehicle-treated mice. Based on our results, PDGF-BB may play a protective role in muscular dys-
trophies by enhancing muscle regeneration through activation of satellite cell proliferation and

migration. (Am J Pathol 2017, 187: 1814—1827; http://dx.doi.org/10.1016/j.ajpath.2017.04.011)

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a genetic disorder
produced by mutations in the dystrophin gene.' Patients
develop muscle weakness that progresses over years, pro-
ducing severe impairment of the patient’s mobility and
requiring help for all daily life activities. This clinical pro-
gression is the result of a continuous loss of muscle fibers
and their substitution by fibrotic and fat tissue.” The
persistent damage of muscles that occurs in muscular dys-
trophy exhausts the pool of satellite cells—the main pro-
tagonists of muscle regeneration—and enhances the
proliferation of fibro-adipogenic progenitor cells.” Several
growth factors and cytokines have been related to the pro-
cesses of muscle degeneration and regeneration. These
growth factors include transforming growth factor B: IL-1b:
IL-6; tumor necrosis factor «; and, more recently, platelet-
derived growth factors (PDGFs). "

Copyright © 2017 American Society for
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Pathology. Published by Elsevier Inc.

93

The family of PDGFs participates in several biological
functions, such as cell proliferation, migration, and differ-
entiation.” All PDGFs are secreted as dimers of disulfide
polypeptide chains by platelets, monocytes, endothelial
cells, and other cell types.” There are five types of PDGF
dimers: the homodimers PDGF-AA, -BB, -CC, and -DD
and the heterodimer PDGF-AB. Once released, these factors
have a paracrine effect on surrounding PDGF receptor
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Duchenne Parent Project Spain, Spanish Ministry of Health Fondo de
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(X.S.-C.), Fundacién Universia (C.S.-R.), and Fundaci6é Caixa Enginyers
(C.S.-R.).
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(PDGFR)-positive cells.” Mesenchyme-derived cells, such
as satellite cells or pericytes, express PDGFR.™” The two
PDGFR isoforms, « and B, each are capable of homo- or
heterodimerization in the presence of PDGF. PDGF-AA and
-CC activate PDGFRaa. homodimers, whereas PDGF-BB
and -DD activate PDGFRBB homodimers, in vive.'" Once
activated, PDGFR acquires tyrosine kinase activity, trig-
gering multiple downstream pathways, such as Ras/
mitogen-activated protein kinase (MAPK), phosphoinosi-
tide 3-kinase/protein kinase B (Akt), phospholipase Cy/
protein kinase C, or STATs that finally regulate gene
expression.”

PDGFs play a crucial role in early developmental pro-
cesses, such as the formation of the neural crest, the spread
of cells into growing tubular structures (eg, vessels or
brachial pouches), and the proliferation of tissue-specific
stromal cells (eg, dermal or renal fibroblasts)."' ' In adult
humans, increased PDGF signaling has been related to
several diseases, examples being atherosclerosis, cancer,
and fibrosis."* '

The role of PDGFs in normal or pathologic skeletal
muscle is not completely understood. It is known that
PDGF-AA and -BB are secreted by muscle fibers in DMD
patients.'” There is evidence to support a profibrotic role of
PDGF-AA in muscle dystrophies: i) perivascular PDGFRa.
fibro-adipogenic progenitor cells proliferate after a muscle
injury'®"”; ii) skeletal muscles from knock-in mice with
PDGFRa-activating mutations in which there is a constitu-
tive expression of PDGFRa, showed increased fibrotic
tissue”’; and iii) treatment of mdx mice in a murine model of
DMD—with PDGFR« antagonists—reduces skeletal mus-
cle fibrosis.”'

In contrast, the role of PDGF-BB in skeletal muscle has
not been clarified. Endothelial cells in healthy muscle ex-
press PDGF-BB, acting as a ligand for PDGFRp pericytes,
which confer structural support to the vessel wall.” The role
of PDGF-BB after muscle damage is unknown. It has been
reported that PDGF-BB influences the proliferation of sat-
ellite cells in several animal species.””" Based on this
previous finding, some authors have suggested that PDGF-
BB could be relevant in muscle regeneration in patients with
muscle diseases, but this concept has not been
demonstrated.”

Our aim was to study the possible role of PDGF-BB in
muscle regeneration through a series of in vitro and in vive
experiments.

Materials and Methods

Muscle Biopsy

Muscle biopsies were performed as part of the diagnostic
process in patients who visited the Neuromuscular Disorders
Unit at Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona,

Spain). We studied the expression of PDGF-BB in muscle
biopsy samples from patients with genetically confirmed
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DMD (n = 5) and from patients undergoing orthopedic
surgery but who were otherwise healthy (controls; n = 5).
All participants signed an informed-consent form, and all of
the procedures were in accordance with the principles set
forth in the Declaration of Helsinki.

Immunofluorescence and Western Blot

Muscle samples were frozen in liquid nitrogen—cooled
isopentane, and serial 7-mm sections were cut with a
cryostat (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

Cell cultures were washed three times with phosphate-
buffered saline and fixed with 4% paraformaldehyde at 4°C
for 10 minutes. Cells and tissue sections were processed for
microscopic evaluation as previously described.”’ Primary
antibodies used in the experiments were rabbit anti-CD56
(Abcam, Cambridge, UK), rabbit anti—PDGF-BB (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX), mouse anti-human em-
bryonic myosin heavy chain (Novocastra, Newcastle on
Tyne, UK), mouse anti-murine embryonic myosin heavy
chain (Hybridoma Bank, lowa City, IA), rabbit anti-
PDGFRpB (Cell Signaling Technology, Danvers, MA),
mouse anti-CD4 (Dako North America, Carpinteria, CA),
mouse anti-CD8 (Dako), mouse anti-CD68 (Dako), rabbit
anti—collagen I (Abcam), rabbit anti—neural/glial antigen 2
chondroitin sulfate proteoglycan (EMD Millipore, Billerica,
MA), mouse anti-desmin (Novocastra), mouse anti—o-
smooth muscle actin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),
mouse anti-paired box protein (Pax) 7 antibody (Hybridoma
Bank), rat anti-laminin (Abcam), and the lectin Ulex euro-
paeus (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Appropriate
Alexa-conjugated secondary antibodies were used.

Western blot analysis of cell cultures was performed as
previously described.”* We extracted proteins from the cell
pellets with a buffer containing 125 mmol/L Tris, 4% SDS,
4 M urea, 5% mercaptoethanol, 1% glycerol, bromophenol
blue 0.0002%, and protease inhibitor cocktail (Sigma-Al-
drich). The antibodies used for Western blot analysis were
mouse anti—phospho-STAT-1 and mouse anti—STAT-1
(Santa Cruz Biotechnology); rabbit anti-p44/42 MAPK
(Erk1/2), rabbit anti—phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2)
(Thr202/Tyr204), rabbit anti-Akt, and mouse anti—
phospho-Akt (Ser473) (Cell Signaling Technologies); rabbit
anti—collagen I (Abcam); and mouse anti—glyceraldehyde-
3-phosphate (Sigma-Aldrich).

Isolation of Satellite Cells from Human Muscle Biopsy
Samples

Human satellite cells were isolated from the muscle biopsy
samples of patients with DMD and controls (n = 3 per
group) as previously described.” Briefly, muscle biopsies
were minced into I- to 2-mm pieces, transferred onto
collagen type I (Sigma-Aldrich) coated dishes, and incu-
bated in proliferating medium at 37°C, 5% CO,, and 5% O,.
Proliferating medium consisted of a mixture of Iscove
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Dulbecco’s modified Eagle's medium and M-199 medium
(both from Lonza, Verviers, Belgium), in a 3:1 ratio, sup-
plemented with 15% fetal bovine serum (FBS; Lonza).
2 mmol/L L-glutamine (Lonza), 5 ng/mL basic fibroblast
growth factor (PeproTech, Rocky Hill, NJ), and 1% pen-
icillin—streptomycin (Lonza). After 5 to 7 days, cells started
to sprout from the muscle explants. We isolated myoblasts
using anti-CD56—coated microbeads (Miltenyi Biotec,
Gladbach, Germany) and confirmed that the purity of the
samples was >95% performing immunofluorescence (IF)
with antibodies anti-CD56 (Becton, Dickinson and Com-
pany, BD Biosciences, San Jose, CA) and anti-desmin
(Leica Biosystems, Newcastle, UK) (Supplemental
Figure S1). All experiments performed with myoblasts
were repeated with the cells isolated from all patients
(n = 3) and were replicated in triplicate.

Culture Studies: Myotubes and Wounding Assays

To obtain myotubes, human myoblasts were seeded at a
density of 2500 cells/cm” using growth medium containing
Dulbecco’s modified medium/M-199 (3:1), 1% glutamine,
15% FBS, and 1% penicillin—streptomycin. Once myo-
blasts were confluent, we substituted this medium with a
differentiation medium containing 2% FBS.

Several membrane-wounding assays were used for
damaging myotubes: i) incubation with 0.25 mmol/L. SDS
for 2 minutes, followed by two washes with Hanks’
balanced salt solution 1X (Lonza); ii) incubation with 5
pmol/L ionomycin (Sigma-Aldrich) for 5 minutes, followed
by two washes with Hanks’ balanced salt solution 1X; and
iii) incubation of plates with 50 mg of glass beads in Hanks’
balanced salt solution 1X medium (Sigma-Aldrich) on a
shaker for 5 minutes.

After damage, myotubes were incubated with Hanks’
balanced salt solution 1X medium for 10, 20, and 30 mi-
nutes. We measured the concentration of PDGF-BB in the
supernatants using enzyme-linked immunosorbent assay
(Human PDGF-BB Quantikine enzyme-linked immunosor-
bent assay; R&D Systems, Minneapolis, MN) following the
manufacturer’s instructions. To measure the concentration
of creatine kinase, supernatants were concentrated using
Centricon Plus filter devices with a 30-kDa molecular
weight cutoff (EMD Millipore) according to the manufac-
turer’s protocol. The samples obtained were analyzed in the
Biochemistry Laboratory at Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau using an architect ¢i16200 device (Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL).

Culture Studies: Transwell Assays

Myoblasts (40,000 cells in Opti-MEM 1 medium; Lonza)
were deposited into Falcon insert (3-um—diameter pores;
Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ) and
placed on top of a well containing PDGF-BB concentrations
of 10, 50, and 100 ng/mL (R&D Systems); PDGF-BB
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incubated previously with blocking anti—PDGF-BB anti-
body (EMD Millipore) for 1 hour at 37°C: or anti—PDGF-
BB antibody alone. The culture inserts were incubated at
37°C for 24 hours.

We counted the cells present in the lower well and in the
membrane. Chemotaxis toward Opti-MEM 1 medium was
considered as nonspecific. The cells present in the insert
were fixed in ethanol 70% for 10 minutes and stained for 30
minutes with crystal violet (Sigma-Aldrich). After three
washes with phosphate-buffered saline, filters were cut,
mounted onto a slide, and observed with an Olympus mi-
croscope (Olympus, Center Valley, PA).

Proliferation and Differentiation Assays

To study the specific influence of PDGF-BB on cell prolif-
eration, we plated myoblasts with a concentration of 3500
cells/em? and cultured them in a basal medium that contained
only 1% FBS. We added to the medium PDGF-BB (R&D
Systems) at a concentration of 10 nmol/L. Fresh PDGF-BB
was added to the medium every 24 hours for 6 days. In
parallel we also analyzed cell proliferation on an FBS-
enriched medium; we plated myoblasts with a concentra-
tion of 3500 cells’‘em” and cultured them in proliferating
medium with or without PDGF-BB at a concentration of 10
nmol/L. For studying the effect of nintedanib (kindly donated
by Boehringer Ingelheim, Rhein, Germany), a tyrosine kinase
inhibitor that blocks the PDGFR, it was added to the pro-
liferation medium at a concentration of 500 nmol/L. For
counting the cells, the cultures were trypsinized and cells
were stained with Trypan Blue. Living cells were counted in
a hemocytometer.

For studying differentiation, myotubes obtained from
three different conditions were compared: control myotubes,
myotubes obtained from a differentiation medium contain-
ing 10 ng/mL PDGF-BB, and myotubes obtained from a
differentiation medium containing 50 ng/mL PDGF-BB.
After 7 days in differentiation medium, cultures were fixed
and we performed IF using antibodies against develop-
mental myosin and DAPI for the nuclei. We obtained im-
ages of 10 areas randomly at 20x magnification from every
culture condition with the microscope. Images were
analyzed using Adobe Photoshop software version CS6
(Adobe Systems, San Jose, CA). We assessed the differ-
entiation rate by counting the total number of nuclei present
in developmental myosin-positive myotubes versus the total
number of nuclei.

Analysis of Intracellular Pathways

For these experiments, myoblasts were cultured overnight
with 1% FBS Dulbecco’s modified Eagle's medium. The
following day, cells were treated with 10 ng/mL. PDGF-BB
for 15 minutes and fixed. A group of cells were pretreated
with the tyrosine kinase inhibitor nintedanib at a concentration
of 500 nmol/L for 2 hours before PDGF-BB treatment.
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RNA Extraction and Reverse Transcription

Total RNA from cells was isolated using TRIzol following
the manufacturer’s instructions (InvitroGen, Carlsbad, CA)
and stored at —80°C. RNA was reverse-transcribed from 1|
pg of total RNA using the High-Capacity cDNA Reverse-
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA).

qPCR

Real-time quantitative (QPCR) of cDNA obtained from cells
and tissues was performed using TagMan Universal PCR
Master Mix and the 7900HT Fast Realtime PCR System
(both from Applied Biosystems). mRNA-specific fluores-
cein amidite—labeled primers/probe were purchased
from Applied Biosystems for detecting ¢cDNA from the
following genes: PDGFB (Hs00966522_ml), MYODI
(Hs00159528_ml), GAPDH (Hs99999905_m1), and Pdgfb
(Mm00440677_m1). All experiments were performed in
triplicate. Relative quantification was performed using the
comparative Ct method, and all results were compared with
the control samples for each treatment after normalization to
an endogenous control (glyceraldehyde-3-phosphate) using
the Relative Quantification Manager 7900 HT Fast Real-
Time PCR System software package version 2.4.1 (Applied
Biosystems). Data in bar graphs are expressed as the
means + SD of three independent samples.

In Vivo Treatment with Notexin

To investigate whether acute damage in skeletal muscle
could increase the expression of PDGF-BB, we treated 5-
month-old C57 (control) and mdx mice (n = 21 per group)
with a single i.m. injection of 50 pL of Notexin Np (Latoxan
S.A.S., Portes-1és-Valence, France) in the tibialis anterior
muscles. We obtained the muscles injected at 1 and 24 hours
and 3, 7, 15, and 21 days after damage (all time points, n =
3) and compared them with those from nontreated animals
(n = 3). We studied muscle structure using hematoxylin
and eosin staining and analyzed the expression of PDGF-
BB using IF. In parallel, we quantified PDGF mRNA
levels after damage as described in gPCR.

In Vivo Treatment with Repeated Injections
of PDGF-BB

We used 8-month-old mdx mice for the in vivo experiments.
Four mice were treated with repeated i.m. injections of
PDGF-BB. We injected 100 pL at 50 ng/mL concentration,
two times per week for | month in both tibialis anterior
muscles. In parallel, four mice were treated with repeated
i.m. injections of 100 pL of saline solution (vehicle) using
the same protocol. Four nontreated mdx mice were used as
controls. After treatment, the animals were sacrificed, and
both tibialis anterior muscles were isolated for histologic
analysis.
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Using an Olympus microscope at 20x magnification, we
obtained images of five random areas from each muscle
biopsy sample. Images were analyzed using Adobe Photo-
shop software (Adobe Systems). To estimate the number of
satellite cells, we performed double IF with the antibodies
anti-Pax7 and anti-laminin, adding DAPI to identify the
nuclei of the cells and myofibers. We counted the total
number of Pax7" cells and the total number of cells using
DAPI. Moreover, we counted the total number of myofibers.
The number of satellite cells was expressed as the ratio of
Pax7" cells to the total number of DAPI cells. We also
analyzed the ratio of Pax7" cells to the total number of fi-
bers. A cross-sectional area of muscle fibers was analyzed
using Imagel software version 1.49 (NIH, Bethesda, MD:
http:/fimagejnih.gov.ij). To analyze inflammation in the
muscles, we counted all F4/80% cells present in the
muscle sections. We expressed the result as the ratio of
F4/80" cells to the total number of DAPI nuclei. Finally
we analyzed the collagen I" area using ImageJ software.

Statistical Analysis

We used the r-test to compare quantitative measures be-
tween samples, and analysis of variance to study repeated
measures. Statistical significance was obtained at P < 0.05.
Statistical studies were performed with IBM SPSS Statistics
software version 21 (IBM, Armonk, NY). and graphics were
developed using DataGraph software version 4.0 (Visual
Data Tools; hitp:/www.visualdatatools.com/DataGraph).

Results

PDGF-BB Expression in Control Patients and in Patients
with DMD

In muscle biopsy samples obtained from controls (n = 5),
we observed that PDGF-BB was expressed in the vessel
wall of capillaries but not in muscle fibers (Figure 1, A and
C). Conversely, in muscle biopsy samples from DMD
patients, PDGF-BB was expressed in vessels but also in
the sarcoplasm of many muscle fibers (Figure 1, B and D)
and in inflammatory infiltrates (Figure 1, F—N). We
observed that both CD8" T cells and CD4" T cells and
also CD68" cells (macrophages) expressed PDGF-BB.
Satellite cells did not express PDGF-BB in vivo
(Supplemental Figure S2). qPCR showed an increased
expression of PDGF-BB in muscle biopsy samples from
patients with DMD compared with those from controls
(Figure 1E).

PDGF-BB Is Expressed in Regenerating Fibers and
Necrotic Fibers

We observed that, in many cases, several PDGF-BB*
muscle fibers were pale on hematoxylin and eosin staining,
suggesting that the fibers were necrotic (Figure 2, A and B).
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Figure 1  Platelet-derived growth factor (PDGF)-BB expression in healthy and pathologic muscle. The expression of PDGF-BB was studied using immu-
nohistochemistry analysis in biopsy samples from healthy muscle (A and C) and in Duchenne dystrophic muscle (DMD; B and D). In healthy muscle, PDGF-BB
was expressed in the vessel wall (boxed region from A is detailed in C). In muscle from DMD patients, PDGF-BB was also expressed in muscle fibers (boxed
region from B is detailed in D). The expression of PDGF-BB in inflammatory infiltrates in muscle biopsy samples from patients with DMD was detected: CD4™ T
cells (F—H), CD8™ T cells (I—K), and (D68 macrophages (L—N); real-time quantitative PCR performed on cDNA obtained from control (Ctrl) muscle and from
muscle of patients with DMD shows increased expression of PDGFB in DMD muscle biopsy samples (E). Data are expressed as means + SD (E). n = 4 per group
(E). **P < 0.01 (t-test). Scale bars: 200 um (A and B); 50 um (F—N).

However, we also observed that many PDGF-BB fibers and patients with DMD and differentiated them into myo-
expressed developmental myosin, a known marker of tubes. Using IF, we observed that myotubes expressed
regenerative fibers (Figure 2, C and D). To confirm this higher levels of PDGF-BB than did myoblasts (Figure 2,
observation in vitro, we cultured myoblasts from controls E—J). A significant increase in mRNA levels of PDGFB in
1818 ijp.amjpathol.org m The American Journal of Pathology
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Figure 2 Regenerating and necrotic myofibers and myotubes express platelet-derived growth factor (PDGF)-BB. A—D: PDGF-BB is expressed in vivo
by necrotic fibers (A and B) and by regenerative developmental myosin (MyoDev)-positive fibers (C and D). PDGF-BB is more highly expressed in
myotubes compared with undifferentiated myoblasts. E—J: Double immunofluorescence shows expression of PDGF-BB by multinucleated myotubes
(H=J) but not in nondifferentiated myoblasts (E and F) (the boxed region from I is detailed in J). Relative quantification of PDGFB mRNA in healthy
skeletal muscle cultures shows a 33-fold increase in PDGFB in myotubes compared with controls (G). K: Expression of PDGF-BB by enzyme-linked
immunosorbent assay in supernatants of myotubes obtained from DMD patients and controls after the induction of a chemical (SDS and ionomycin)
or a physical (glass beads) injury. L: Quantification of creatine kinase levels in supernatants of control damaged myotubes 10 and 30 minutes and 24
and 48 minutes after damage. M: Relative quantification of PDGFB mRNA in damaged myotube cultures obtained from control patients. Data are
expressed as means + 5D (G, K, and M). n = 5 (G, K, and L); n = 3 DMD patients (K). *P < 0.05, **P < 0.01. Scale bars: 50 um (A—D); 200 um (E, F,
H, and I); 100 pm (J). He-Eos, hematoxylin and eosin.

myotubes compared with those in undifferentiated myo- myotubes obtained from the myoblasts of controls and
blasts was observed using gPCR (n = 3; P = 0.045; r-test) DMD patients (n = 3 per group). We subsequently
(Figure 2G). analyzed PDGF-BB concentrations in culture supernatants
To investigate whether an injury can release PDGF-BB using enzyme-linked immunosorbent assay. We observed
from inside muscle fibers, we induced a chemical injury that the concentration of PDGF-BB was increased pro-
(SDS and ionomycin) or a physical injury (glass beads) in gressively in all samples after damage (Figure 2K). The
1819
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increase was significantly greater (P < 0.05; analysis of
variance) and occurred earlier in the myotubes from DMD
patients than in those from controls. Creatine kinase level in
the supernatant of cultures was increased just after damage
and returned to normal value at 48 hours after the initial
lesion (Figure 2L). PDGFB mRNA, however, remained
unchanged despite the damage (Figure 2M).

PDGFRp Is Expressed in Muscle Fibers, Pericytes, and
Satellite Cells in Muscle Biopsy Samples from Patients
with Muscular Dystrophies

It is well known that PDGF-BB has a paracrine effect on
PDGFRB" cells.” For this reason, we analyzed which cells
expressed PDGFRf} in muscle biopsy samples from controls
and DMD patients (n = 5 per group). PDGFRB was
expressed in vessel wall (Figure 3A) in controls. We iden-
tified PDGRP in vessel-associated cells (Figure 3, B—D)
expressing neural/glial antigen 2 (Figure 3, E—H) and
smooth muscle actin (Figure 3, I—L). These cells might be
pericytes, as they have been previously shown/demonstrated
to express PDGFRB." In patients with DMD, we found that
PDGFRf was expressed in vessels and also in the sarco-
lemma (Figure 3, M—QO) and sarcoplasm (Figure 3, M—0)
of some muscle fibers (Figure 3B). Satellite cells expressing
CD56" were also positive for PDGFRB (Figure 3, P—V).
Myoblasts isolated from muscle biopsy samples expressed
PDGFRB in culture (Supplemental Figure S2), supporting
the results obtained in vivo. CD4 and CD68 cells did not
express PDGFRP in vivo in muscle biopsy samples from
patients with DMD (Supplemental Figure S3).

Injection of Notexin into Skeletal Muscle of Control
Mice Increases Expression of Pdgf-BB

Acute damage after injection of notexin or cardiotoxin in
skeletal muscle has been widely studied.”” In wild-type
muscle, we observed widespread necrotic fibers 24 hours
after injection (Figure 4, A and B). After 3 days, inflam-
matory infiltrates coexisted with incipient regenerating fi-
bers (Figure 4C), which were more prominent at 7 days
(Figure 4D). At 21 days, muscle regeneration was complete
(Figure 4E). Sequence of muscle damage in mdx mice was
similar, although there were some differences. Inflamma-
tory infiltrates appeared earlier; at 24 hours, groups of
necrotic fibers were undergoing phagocytosis (Figure 4, K
and L). At 3 days, inflammatory cells coexisted with
regenerating fibers (Figure 4M), which were predominant at
7 days (Figure 4N). Pdgf-BB expression in skeletal muscle
was clearly increased after damage (Figure 4, F—J). Muscle
fibers [both necrotic (Figure 4, H and Q) regenerant
(Figure 4, T and R)] and inflammatory infiltrates produced
Pdgf-BB. In control muscles, Pdgfb progressively
increased, peaking at 3 days, which coincided with
maximum inflammatory infiltration and with the start of the
regeneration process (Figure 4U). Then, Pdgfb levels
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decreased progressively and returned to normal values at 21
days, when skeletal muscle regeneration was completed. In
mdx mice. Pdgfb levels started increasing earlier
(Figure 4U). We observed a first peak at 24 days, which
coincided with the inflammatory infiltration. The high
levels persisted at 3 days, when many incipient regenerat-
ing fibers could be detected, and then it progressively
decreased, returning to normal levels at 21 days after
damage.

Influence of PDGF-BB on Myoblast Proliferation,
Chemotaxis, and Differentiation

We analyzed the effects of PDGF-BB on proliferation,
migration, and differentiation of myoblasts isolated from
human skeletal muscles. PDGF-BB significantly increased
the proliferation of myoblasts after 4 and 6 days of treatment
at concentrations of 10 ng/mL both in proliferation medium
enriched with FBS (n = 3; P = 0.03; analysis of variance)
(Figure 5A) and in more demanding culture conditions, such
as a medium containing only 1% FBS and PDGF-BB
(P = 0.02: analysis of variance) (Figure 5B). Nintedanib
completely reversed the effect of PDGF-BB on myoblast
proliferation (Figure 5, A and B). PDGF-BB did not have
any effect on the differentiation of myoblasts to myotubes.
We detected a variation in neither the differentiation ratio
nor in the number of nuclei per myotube after adding 10 or
50 ng/mL PDGF-BB to the culture medium (Figure 5, C and
D and F—H). Moreover, we did not observe differences in
the mRNA levels of MYODI in myoblasts treated with 10
ng/mL. PDGF-BB for 24 hours (Figure 5E). PDGF-BB
produced a statistically significant increase in the chemo-
taxis of myoblasts in a dose-dependent manner (P < 0.05; -
test) (Figure 5I).

To explore the molecular basis of the biological effect
produced by PDGF-BB on myoblasts, we studied the
intracellular pathways activated by PDGF-BB after 15 mi-
nutes of treatment. We observed that 10 ng/mL of PDGF-
BB significantly increased phosphorylated (p)-AKT levels
in myoblasts (P = 0.001; t-test), whereas it had no effect on
the phosphorylation of ERK1/2 or STAT-1 (Figure 5, J and
K). Nintedanib blocked phosphorylation of Akt after treat-
ment with PDGF-BB.

Treatment of mdx Mice with PDGF-BB Enhances Muscle
Regeneration

We studied whether the treatment of mdx mice with i.m.
injections of PDGF-BB would induce an expansion of the
satellite cell pool in vive as a proof of principle. We treated
four mdx mice twice a week with i.m. injections of PDGF-
BB. After 1 month of treatment, muscles from PDGF-
BB—treated animals were clearly different from those of
vehicle-treated mice. We observed a clear reduction in
inflammatory infiltrates (Figure 6, A—D and M-P)
in muscles treated with PDGF-BB compared with those in
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PDGFR-B

Figure 3  Platelet-derived growth factor receptor (PDGFR)-[3 expression in control and dystrophic muscle biopsy samples. A—D: PDGFR-J is expressed
by perivascular cells in control muscle biopsy samples. Arrows in B—D show a PDGFR-B™ cell (C) close to a Ulex ™ capillary (B). E—0: PDGFR-B™ cells co-
express neural/glial antigen 2 (E—H) and smooth muscle actin (I-L), probably being pericytes. In Duchenne muscle biopsy samples, sarcolemma and
sarcoplasm in some muscle fibers were also stained (M—0). Arrows in M—0 show sarcolemma of a muscle fiber stained by laminin and PDGFR-B™.
Asterisks in M—0 show sarcoplasm of a muscle fiber stained with PDGFR-B . P—V: Satellite cells co-express CD56 and PDGFRP in Duchenne
muscle dystrophy patients. Arrowheads in P—R show two satellite cells co-expressing (D56 and PDGFR-B*. Scale bars: 50 um (A—D); 200 um (E—G, I,
K, and M—U); 100 pum (3).

controls (nontreated) and vehicle-treated muscles. The
population of Pax7" satellite cells was increased signifi-
cantly in muscle from PDGF-BB—treated mdx mice
compared with those from nontreated and vehicle-treated
mdx mice (P = 0.03; rtest) (Figure 6, E—H).
The increase in the population of satellite cells was

The American Journal of Pathology m ajp.amjpathol.org

100

associated with an increase in the number of regenerative
muscle fibers (11.8% in PDGF-BB—treated muscle versus
6.93% in vehicle-treated muscle) (P = 0.04; r-test)
(Figure 6, I-L) and a reduction in the cross-sectional area
of the fibers (P = 0.03; t-test) (Figure 5D). Collagen |
expression was not influenced by injection of PDGF-BB;
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Figure 4  Study of platelet-derived growth factor (PDGF)-BB expression after acute damage produced by notexin in healthy C57 and dystrophic mdx mouse models.
A—T: The panels show the process of muscle regeneration in healthy (57 (A—J) and dystrophic mdx (K—T) mouse models after notexin injection. A—E: Hematoxytin
and eosin (H&E) staining. A: Muscle structure at baseline, before notexin injection. B: Necrotic fibers and normal fibers 24 hours after injection, with no inflammation,
C: Widespread inflammatory infiltrates surrounding necrotic muscle fibers 3 days after injection. D: Several regenerating muscle fibers 7 days after injection, char-
acterized by basophilic intemal nuclei. E: Complete muscle regeneration 21 days after injection, but evidencing the presence of internal nuclei in many fibers, F—J:
PDGF-BB expression in muscles from control mice after notexin injection. F: Only vessels at baseline express PDGF-BB. G: PDGF-BB expression 24 hours after injection.
H: PDGF-BB expression by necrotic fibers, I and J: Regenerative muscle fibers with internal nuclei express PDGF-BB, K—0: Muscle structure of mdx mice after notexin
injection (H&E staining). K: Mild dystrophic changes, L: Inflammatory infiltrates surrounding necrotic fibers are clearly seen at 24 hours after injection. M: Scarce
inflammatory infiltrates are still observed at 3 days and are associated to many small regenerative fibers. N: Regenerative fibers are clearly observed at 7 days. 0:
Complete muscle regeneration is detected, although muscle structure is clearly dystrophic at 21 days after injection. P—T: PDGF-BB expression studied using
immunofluorescence in mdx mice. P: PDGF-BB is expressed by vessels and some muscle fibers at baseline. Q: Necrotic fibers express PDGF-BB at 24 hours after notexin
injection. R and S: Regenerative fibers express PDGF-BB at 3 and 7 days after the injection. T: At 21 days, PDGF-BB expression is evident in the sarcoplasm of some
muscle fibers. Pdgfb levels increase after muscle damage in both animal models. In (57 mice, levels peak at 3 days, whereas in the mdx mice, Pdgfb levels reach the
maximum at 24 hours. Uz In both cases, Pdgfb levels retumn to normal basal levels at 21 days after muscle damage. Data are expressed as means + SD (U). n = 3 (U).
*P < 0.05, **P < 0.01. Scale bars = 100 pm. NTX, notexin; WT, wild type.

we did not detect significant changes in the area covered Discussion

by collagen I in muscle tissue and we did not observe

differences in the expression of collagen I using Western Our study demonstrates that PDGF-BB may influence the
blot analysis (Supplemental Figure S4). process of muscle regeneration in patients with DMD. We
1822 ajp.amjpathol.org m The American Journal of Pathology
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Figure 5 Functional effect of platelet-derived growth factor (PDGF)-BB on myoblasts in culture. A and B: PDGF-BB enhances proliferation of myoblasts
both in 20% enriched proliferation medium (A) and in low serum (1% fetal bovine serum) conditions (B). Significant differences are observed at days 4 and 6
of culture in both cases. € and D: PDGF-BB does not have any effect on the differentiation of myoblasts to myotubes using the following parameters: dif-
ferentiation ratio (C) and mean number of nuclei per myotube (D). E: Expression of MyoDin myoblasts treated with PDGF for 24 hours is not significantly
different from that observed in nontreated myoblasts (t-test). F—H: Myotubes cultured in a differentiation medium not enriched with PDGF-BB (F), cultured in
a medium enriched with 10 ng/mL PDGF-BB (G), and cultured in a medium enriched with 50 ng/mL PDGF-BB (H). I: PDGF-BB enhances chemotaxis of
myoblasts in a dose-dependent manner (t-test). J and K: PDGF-BB activates protein kinase B (AKT) phosphorylation in myoblasts but does not have any effect
on phosphorylation of ERK or STAT-1. Data are expressed as means + SD (C—E, I). n = 3 (A—E, I, and K). *P < 0.05, **P < 0.01. P < 0.05 [B, days 4 and 6 (t-
test)]. Scale bars = 50 um (F—H). Myod, myogenic differentiation 1.

base our conclusion on the following key results: i) population of satellite cells and the number of regenera-
PDGF-BB was secreted by necrotic and regenerative fi- tive fibers.

bers and by inflammatory infiltrates in muscle biopsy We previously reported that the population of satellite
samples from patients with DMD; ii) myotubes expressed cells increases in biopsy samples from patients with DMD
higher levels of PDGF-BB than did undifferentiated and Becker muscle dystrophy.” To determine which factors
myoblasts in culture; iii) secretion of PDGF-BB from could influence this increase, we studied PDGFs because
damaged mature myotubes after chemical and physical they have been related to the proliferation of several
damage was detected; iv) PDGF-BB expression in mesenchymal cells.”"' We found that PDGF-BB was the
notexin-injured muscle was clearly increased, coinciding member of the PDGF family that displayed the highest level
with infiltration of inflammatory cells and muscle regen- of expression in muscle biopsy samples from DMD patients
eration; v) PDGF-BB activated myoblasts, inducing their (data not shown). Zhao et al'’ had already reported an
proliferation and migration; and vi) treatment of mdx increased expression of PDGF-BB in muscle fibers from
mice with Lm. injections of PDGF-BB increased the DMD patients, although their results were based only in IF
The American Journal of Pathology m ajp.amjpathol.org 1823

102



ARTICULOS

Pifiol-Jurado et al

Figure 6

% related to control
5 & 8
e 8 & 8

Rogeneating e

F4/80 vs Total DAP

Fa/B0

o

a

Pax7/DAPI ratio

Satellite calls

Treatment of mdx mice with platelet-derived growth factor (PDGF)-BB enhances muscle regeneration and proliferation of satellite cells and pericytes.

A—C: Muscle from mdx mice treated with an i.m. injection of PDGF-BB show significant histologic changes compared with vehicle-treated muscle. More regen-
erative fibers that are smaller, and fewer inflammatory cells, are observed. D: Cross-sectional area of muscle fibers is smaller in PDGF-BB—treated muscles. E—H: The
number of developmental myosin (DevMyo)-expressing fibers is significantly increased in PDGF-BB—treated muscles compared with nontreated (control) muscles
and vehicle-treated muscles. I-L: The population of inflammatory cells invading muscles treated with PDGF-BB decreases compared with that in vehicle-treated
muscles. M—P: The population of paired box 7 protein (Pax7) satellite cells significantly increases in PDGF-BB—treated muscles compared with that in nontreated
muscles and vehicle-treated muscles. @—V: Most of the Pax7 ' cells also express PDGF receptor (PDGFR)-[3. Data are expressed as means +SD(D, H, L, andP).n = 4
per group (D, H, L, and P). *P < 0.05; **P < 0.01. Scale bars = 50 um. Original magnification: x400 (T—W). Lam, laminin.

and were not confirmed using Western blot analysis, qPCR,
or in vitro studies as we performed in our study. We
observed that PDGF-BB™ muscle fibers expressed markers
of muscle regeneration, such as developmental myosin,
suggesting that PDGF-BB could have an effect in the pro-
cess of muscle regeneration in vive. Our in vitro results
supported this hypothesis: PDGFB increased during differ-
entiation from myoblast to myotubes. Moreover, we have
observed that PDGF-BB is quickly released by myotubes
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after chemical or physical damage and then can activate
surrounding cells. We have also observed that many
necrotic fibers expressed PDGF-BB in vivo, suggesting that
PDGF-BB could function as a regeneration signal released
by fibers after injury, as described in other tissues such as
bone or liver. " The results of our notexin-induced muscle
damage support this fact. PDGF-BB expression was clearly
increased after acute damage, coinciding with the inflam-
matory infiltrate and the start of the regeneration process
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mimicking that has been described with other well-known
promitotic factors, such as hepatic growth factor, fibro-
blast growth factor, and insulin growth factor.””**** PDGFs
act primarily as paracrine growth factors, so it is likely that
the release of PDGF-BB from regenerating muscle fibers
has an effect on surrounding cells expressing PDGFRJ,
such as pericytes or satellite cells.” "’

Satellite cells in a quiescent state are located beneath the
basal lamina of healthy muscle fibers.”'® After damage,
satellite cells are activated and then proliferate and differ-
entiate into myoblasts, fusing to injured muscle fibers and
contributing to muscle regeneration.”” Satellite cells are
activated in response to several signals from regenerative
microenvironment, such as adhesion molecules, necrotic
cues released from damaged fibers, and growth factors and
cytokines produced by neighboring cells. Several growth
factors, including hepatic growth factor, fibroblast growth
factor, IL-1, IL-6, insulin growth factor, influence the pro-
liferation of satellite cells.”” ** It is well known that PDGFs
are potent mitogens for a variety of mesenchymal cell
types.” It has been previously described that PDGF-BB
enhances the proliferation of myoblasts obtained from
several animal species, such as the mouse, rat, and chick-
en.”" " We have observed a homologous effect in human
myoblasts. The fact that this process seems to be conserved
along the vertebrate lineage, supports an important role of
PDGF-BB in proliferation of satellite cells. Phosphorylation
of PDGFRP activates several well-characterized intracel-
lular signaling pathways such as MAPK/ERK, phosphoi-
nositide 3-Kinase/Akt, and protein kinase C, which are
known to be involved in multiple cellular responses.”’ Some
of these pathways, including Akt, ERK1/2, and STATS,
have also been involved in the proliferation of
myoblasts.,”' ** Here, we observed that PDGF-BB
enhanced Akt phosphorylation, but in contrast it had no
effect on the MAPK/ERK or Janus kinase (JAK)/STAT
pathway.

To differentiate and fuse into damaged fibers, prolifer-
ating myoblasts must migrate and establish stable cell
contact.'” Cell migration is therefore essential for adult
muscle repair. The effect of several factors on myoblast
migration has been previously studied, yet the process of
cell migration is not completely understood. PDGF-BB has
a well-characterized role in the migration of many different
mesenchymal cells during organogenesis and in dis-
ease.”' """ In the case of skeletal muscle, PDGF-BB or-
chestrates the migration of murine embryonic myoblasts
from somites toward the limb."”’ Hereby we have shown that
PDGF-BB enhanced satellite cell migration in vitro in a
dose-dependent manner. Based on our observations it is
tempting to hypothesize that PDGF-BB released by regen-
erating muscle fibers activates satellite cell proliferation and
migration of these cells toward muscle fibers.

We have observed that PDGF-BB does not have any
effect on the differentiation of myoblasts in vitro. It has
been previously reported that PDGF-BB delayed and
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decreased the differentiation process of myoblasts
in vitro.”" However, Jin et al**"" reported that PDGFR
mRNA rapidly decreased once differentiation of rat
myoblasts started, suggesting that PDGF-BB acts only on
proliferating myoblasts and not on myoblasts undergoing
differentiation in vitro. Our results support this hypothe-
sis; we did not observe any effect in the differentiation
index of myoblasts in vitro. In contrast, we observed that
treatment of mdx mice with repeated i.m. injections of
PDGF-BB increased the number of satellite cells, con-
firming the positive effect on proliferation of PDGF-BB.
Consequently, the number of regenerative fibers
increased, suggesting that PDGF-BB did not decrease the
ability of satellite cells to differentiate in vivo.

We confirmed our in vitro results with an in vive model
of DMD as a proof-of-principle approach. We observed
that the treatment of mdx mice with repeated i.m. in-
jections of PDGF-BB produced increases in the popula-
tion of satellite cells and in the number of regenerative
fibers. Inflammatory infiltrates were also reduced and
muscle tissue fibrosis did not increase. These observations
demonstrate that PDGF-BB could promote muscle
regeneration in a murine model of DMD. Muscle degen-
eration in patients with muscular dystrophies is a complex
process produced by the confluence of different factors.”'
On one hand there is an expansion of fibrotic tissue; on the
other hand there is an impairment of the regenerative
process of skeletal muscle. It is well known that pro-
inflammatory  invading  macrophages  continuously
release profibrotic growth factors, such as transforming
growth factor B and PDGF-AA, which activates PDFRa.™
fibro-adipogenic progenitor cells. enhancing the expan-
sion of fibrotic tissue.”'”** Tyrosine kinase inhibitor
drugs, such as imatinib or crenolanib, block phosphory-
lation of several cell receptors, including PDGFRs. These
drugs have shown effectiveness in reducing fibrosis and
accordingly improving muscle function.”***" Based on
our results, we could hypothesize that tyrosine kinase in-
hibitors may impair muscle regeneration by blocking the
effects of PDGF-BB on satellite cells. This concept has
not been studied in any of the reports published. However,
satellite cell proliferation does not depend only on the
effects of PDGF-BB; other growth factors such as IL-6,
hepatic growth factor, and stromal cell—derived factor 1
influence it."" None of them are blocked by tyrosine ki-
nase inhibitor; therefore, expansion of satellite cells in a
tyrosine kinase—treated animal model may not be
compromised. It has also been suggested that damaged
muscle fibers could express factors that promote muscle
regeneration.” " Hereby we present data supporting a
role of PDGF-BB released by muscle fibers as a pro-
regenerative factor in patients with DMD.

In conclusion, our results support the hypothesis that
PDGF-BB would be released by muscle fibers to promote
muscle regeneration in dystrophic muscles by activating
the proliferation and migration of satellite cells to injured
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muscle fibers. Based on our results, we propose that
treatment with agonists of PDGFRP in animal models of
muscular dystrophy may result in an improvement in
muscle regeneration and, consequently, a reduction in
muscle loss.

Acknowledgments

We thank Miquel Navas for technical support with the ex-
periments and Luis Querol, Sonia Segovia, Juan Jesus
Vilchez, Carolyn Newey, Sergi Martinez-Ramirez, and Sara
DeGregorio for editorial comments.

PP.-J, N.dL. and X.S.-C. designed and performed ex-
periments, collected and analyzed data, and wrote the
manuscript; E.G. and J.D.-M. designed the experiments,
analyzed data, wrote the manuscript, and provided funding;
C.S.-R. designed the experiments, analyzed data, and wrote
the manuscript; E.F.-S. and C.G. performed experiments,
collected and analyzed data, and wrote the manuscript; and
L1 performed experiments, wrote the manuscript, and pro-
vided funding.

Supplemental Data

Supplemental material for this article can be found at
hitp://dx.doi.org/10.1016/j.ajpath.2017.04.011.

References

1. Bushby K, Finkel R, Bimkrant DJ, Case LE, Clemens PR, Cripe L.
Kaul A, Kinnett K, McDonald C, Pandya S, Poysky J, Shapiro F,
Tomezsko J, Constantin C: DMD Care Considerations Working
Group: Diagnosis and management of Duchenne muscular dystrophy,
part 1: diagnosis, and pharmacological and psychosocial manage-
ment. Lancet Neurol 2010, 9:77-93

2. Wallace GQ, McNally EM: Mechanisms of muscle degeneration,
regeneration, and repair in the muscular dystrophies. Annu Rev
Physiol 2009, 71:37—57

3. Saccone V, Consalvi S, Giordani L, Mozzeua C, Barozzi I,
Sandona M, Ryan T, Rojas-Munoz A, Madaro L. Fasanaro P,
Borsellino G, De Bardi M. Frige G, Termanini A. Sun X, Rossant J,
Bruneau BG, Mercola M, Minucci S, Puri PL: HDAC-regulated
myomiRs control BAF60 variant exchange and direct the functional
phenotype of fibro-adipogenic progenitors in dystrophic muscles.
Genes Dev 2014, 28:841—857

4. MacDonald EM, Cohn RD: TGFbelta signaling: its role in fibrosis
formation and myopathies. Curr Opin Rheumatol 2012, 24:628—634

5. Tedesco FS, Dellavalle A, Diaz-Manera J, Messina G, Cossu G:
Repairing skeletal muscle: regenerative potential of skeletal muscle
stem cells. J Clin Invest 2010, 120:11—19

6. Andrae J, Gallini R, Betsholtz C: Role of platelet-derived growth
factors in physiology and medicine. Genes Dev 2008, 22:1276—1312

7. Heldin CH, Westermark B: Mechanism of action and in vivo role of
platelet-derived growth factor. Physiol Rev 1999, 79:1283—1316

8. Dellavalle A, Sampaolesi M, Tonlorenzi R, Taghiafico E, Sacchetti B,
Perani L, Innocenzi A, Galvez BG, Messina G, Morosetti R, Li S,
Belicchi M, Peretti G, Chamberlain JS, Wright WE, Torrente Y,
Ferrari S, Bianco P, Cossu G: Pericytes of human skeletal muscle are
myogenic precursors distinct from satellite cells. Nat Cell Biol 2007,
9:255-267

1826

105

21

22,

23

26.

. Diaz-Manera J,

. Trojanowska M: Role of PDGF in fibrotic diseases and systemic

sclerosis. Rheumatology 2008, 47(Suppl 5):v2—v4

. Tallquist M, Kazlauskas A: PDGF signaling in cells and mice.

Cytokine Growth Factor Rev 2004, 15:205—-213

Li X, Ponten A, Aase K, Karlsson L, Abramsson A, Uutela M.
Backstrom G, Hellstrom M, Bostrom H, Li H, Soriano P, Betsholtz C,
Heldin CH. Alitalo K, Ostman A, Eriksson U: PDGF-C is a new
protease-activated ligand for the PDGF alpha-receptor. Nat Cell Biol
2000, 2:302—309

Enge M, Bjamegard M, Gerhardt H, Gustafsson E, Kalen M,
Asker N, Hammes HP, Shani M, Fassler R, Betsholtz C: Endothe-
lium-specific platelet-derived growth factor-B ablation mimics dia-
betic retinopathy. EMBO J 2002, 21:4307—-4316

. Armulik A, Abramsson A, Betsholtz C: Endothelial/pericyte in-

teractions. Circ Res 2005, 97:512—523

Gallini R, Lindblom P, Bondjers C. Betsholtz C, Andrae J: PDGF-A
and PDGF-B induces cardiac fibrosis in transgenic mice. Exp Cell
Res 2016, 349:282—290

Hu W, Huang Y: Targeting the platelet-derived growth factor sig-
nalling in cardiovascular disease. Clin Exp Pharmacol Physiol 2015,
42:1221—1224

. Appiah-Kubi K, Wang Y, Qian H, Wu M, Yao X, Wu Y, Chen Y:

Platelet-derived growth factor receptor/platelet-derived growth factor
(PDGFR/PDGF) system is a prognostic and treatment response
biomarker with multifarious therapeutic targets in cancers. Tumour
Biol 2016, 37:10053—10066

Zhao Y, Haginoya K, Sun G, Dai H, Onuma A, linuma K: Platelet-
derived growth factor and its receptors are related to the progression
of human muscular dystrophy: an immunohistochemical study. J
Pathol 2003, 201:149—159

. Joe AW, Yi L, Nawarajan A, Le Grand F, So L, Wang J,

Rudnicki MA. Rossi FM: Muscle injury activates resident fibro/adi-
pogenic progenitors that facilitate myogenesis. Nat Cell Biol 2010,
12:153—163

. Uezumi A, Fukada S, Yamamoto N, Takeda S, Tsuchida K: Mesen-

chymal progenitors distinct from satellite cells contribute to ectopic fat
cell formation in skeletal muscle. Nat Cell Biol 2010, 12:143—152
Olson LE, Soriano P: Increased PDGFRalpha activation disrupts
connective tissue development and drives systemic fibrosis. Dev Cell
2009, 16:303—313

Huang P, Zhao XS, Fields M, Ransohoff RM, Zhou L: Tmatinib at-
tenuates skeletal muscle dystrophy in mdx mice. FASEB J 2009, 23:
25392548

leronimakis N, Hays A, Prasad A, Janebodin K, Duffield JS,
Reyes M: PDGFRalpha signalling promotes fibrogenic responses in
collagen-producing cells in Duchenne muscular dystrophy. J Pathol
2016, 240:410—424

Armulik A, Genove G, Bewsholiz C: Pericytes: developmental,
physiological, and pathological perspectives, problems, and promises.
Dev Cell 2011, 21:193-215

. lin P, Sejersen T, Ringertz NR: Recombinant platelet-derived growth

factor-BB stimulates growth and inhibits differentiation of rat L6
myoblasts. J Biol Chem 1991, 266:1245—1249

Yablonka-Reuveni Z, Seifert RA: Proliferation of chicken myoblasts
is regulated by specific isoforms of platelet-derived growth factor:
evidence for differences between myoblasts from mid and late stages
of embryogenesis. Dev Biol 1993, 156:307—318

Yablonka-Reuveni Z, Balestreri TM, Bowen-Pope DF: Regulation of
proliferation and differentiation of myoblasts derived from adult
mouse skeletal muscle by specific isoforms of PDGF. J Cell Biol
1990, 111:1623—1629

Touvier T. Dellavalle A. Tonlorenzi R,
Tedesco FS, Messina G, Meregalli M, Navarro C, Perani L,
Bonfanti C, Illa I, Torrente Y, Cossu G: Partial dysferlin recon-
stitution by adult murine mesoangioblasts is sufficient for full
functional recovery in a murine model of dysferlinopathy. Cell
Death Dis 2010. l:e61

ajp.amjpathol.org m The American Journal of Pathology



ARTICULOS

PDGF-BB in Duchenne Muscle Dystrophy

31

32.

33

3s.

37.

41.

. de Luna N,

Gallardo E, § M, Dominguez-Perles R, de la
Tome C, Rojus-Garcia R, Garcia-Verdugo JM, Illa I: Absence of
dysferlin alters myogenin expression and delays human muscle dif-
ferentiation “in vitro™. J Biol Chem 2006, 281:17092—17098

. Hardy D, Besnard A, Latil M, Jouvion G, Briand D, Thepenier C,

Pascal Q, Guguin A, Gayraud-Morel B, Cavaillon JM, Tajbakhsh S,
Rocheteau P, Chretien F: Comparative study of injury models for
studying muscle regeneration in mice. PLoS One 2016, 11:¢0147198
Diaz-Manera J, Gallado E, de Luna N, Navas M, Soria L,
Garibaldi M, Rojas-Garcia R, Tonlorenzi R. Cossu G, Illa I: 'ﬂ)e
increase of pericyte population in human
supports their role in muscle regeneration in vivo. J Pathol 2012, 228:
544-553
Nazari M, Ni NC, Ludke A, Li SH, Guo J, Weisel RD, Li RK: Mast
cells promote proliferation and migration and inhibit differentiation of
hymal stem cells through PDGF. J Mol Cell Cardiol 2016, 94:
32-42
Hankenson KD, Gagne K, Shaughnessy M: E lular signali
lecules to p fr: healing and bone regeneration. Adv
Drug Deliv Rev 2015, 94:3—12
Adas G, Koc B, Adas M, Duruksu G, Subasi C, Kemik O, Kemik A,
Sakiz D, Kalayci M, Purisa S, Unal S, Karaoz E: Effects of mesen-
chymal stem cells and VEGF on liver regeneration following major
resection. Langenbecks Arch Surg 2016, 401:725—-740
Lm X Lm Y Zhao L, Zeng Z, Xiao W, Chen P: Macrophage
keletal muscle reg the roles of regulatory
fmm for muscle regeneration. Cell Biol Imt 2017, 41:228-238
Tatsumi R, Anderson JE, Nevoret CJ, Halevy O, Allen RE: HGF/SF
is present in normal adult skeletal muscle and is capable of activating
satellite cells. Dev Biol 1998, 194:114—128

. Yin H, Price F, Rudnicki MA: Satellite cells and the muscle stem cell

niche. Physiol Rev 2013, 93:23—67

Dellavalle A, Maroli G, Covarello D, Azzoni E, Innocenzi A, Perani L.,
Antonini S, Sambasivan R, Brunelli S, Tajbakhsh S, Cossu G: Peri-
cytes resident in postnatal skeletal muscle differentiate into muscle fi-
bres and generate satellite cells. Nat Commun 2011, 2:499

. Joanisse S, Parise G: Cytokine mediated control of muscle stem cell

function. Adv Exp Med Biol 2016, 900:27—44

. Miller KJ, Thaloor D, Matteson S, Pavlath GK: Hepatocyte growth

factor affects satellite cell activation and differentiation in regener-
ating skeletal muscle. Am J Physiol Cell Physiol 2000, 278:
C174-C181

. Kasmcr S. Elias MC, Rivera Al Yablonka-Reuveni Z: Gene

s of the fibroblast growth factors and their receptors
durmg myogenesis of rat satellite cells. J Histochem Cytochem 2000,
48:1079-1096
Han B, Tong J, Zhu MJ, Ma C, Du M: Insulin-like growth factor-1
(IGF-1) and leucine activate pig myogenic satellite cells through
lian target of rapamycin (mTOR) p y. Mol Reprod Dev
2008, 75:810-817

The American Journal of Pathology m ajp.amjpathol.org

106

42.

43,

45.

47,

51.

52,

53.

55,

. Jones NC, Fedorov YV,

Allen RE, Boxhom LK: Regulation of skeletal muscle satellite cell
proliferation and diff iation by I g growth factor-beta,
insulin-like growth factor I, and fibroblast growth factor. J Cell
Physiol 1989, 138:311-315

Faroogi AA, Siddik ZH: Platelet-derived growth factor (PDGF) sig-
nalling in cancer: rapidly ging signalling landscape. Cell Bio-
chem Funct 2015, 33:257-265

Rosenthal RS, Olwin BB: ERKIZ2 is
required for myoblast proliferation but is dispensable for muscle gene
expression and cell fusion. J Cell Physiol 2001, 186:104—115

Ho TC, Chiang YP, Chuang CK, Chen SL, Hsieh JW, Lan YW,
Tsao YP: PEDF-derived peptide p keletal muscle reg

tion through its mitogenic effect on muscle progenitor cells. Am J
Physiol Cell Physiol 2015, 309:C159—-C168

. Barzilai-Tutsch H, Bodanovsky A, Maimon H, Pines M, Halevy O:

Halofuginone promotes satellite cell activation and survival in
muscular dystrophies. Biochim Biophys Acta 2016, 1862:1—11
Goetsch KP, Myburgh KH Nlenlcr CU: In vitro myoblast motility
models: i g ics for the study of skeletal
muscle repair. J Mu‘cle Re! Cell Monl 2013, 34:333-347

. Andrac N, Kirches E, Hartig R, Haase D. Keilhoff G, Kalinski T,

Mawrin C: Sunitinib targets PDGF-receptor and FIt3 and reduces
survival and mig of human cells. Eur J Cancer
2012, 48:1831—1841

Webb SE, Lee KK: Effect of platelet-derived growth factor isoforms
on the migration of mouse embryo limb myogenic cells. Int J Dev
Biol 1997, 41:597—-605

. Yablonka-Reuveni Z, Rivera AJ: Influence of PDGF-BB on prolif-

eration and transition through the MyoD-myogenin-MEF2A expres-

sion program during is in mouse C2 myoblasts. Growth

Factors 1997, 15:1-27

Tabebordbar M., Wang ET, Wagers AJ: Skeletal muscle degenerative

i and for therapeutic muscle repair. Annu Rev Pathol

2013, 8: 44!—475

Burks TN, Cohn RD: Role of TGF-beta signaling in inherited and

acquired myopathies. Skelet Muscle 2011, 1:19

Lemos DR, Babaeijandaghi F, Low M, Chang CK, Lee ST, Fiore D,

Zhang RH, Natarajan A, Nedospasov SA. Rossi FM: Nilotinib re-

duces muscle fibrosis in chronic mnv:l: injury by promoting TNF-
diated is of fibro/adi i Nat Med 2015,

21:786—794

. Conboy IM, Conboy MJ, Smythe GM, Rando TA: Notch-mediated

restoration of regenerative potential to aged muscle, Science 2003,
302:1575—1577

Ratajczak MZ, Majka M, Kucia M, Drukala J, Pietrzkowski Z,
Peiper S, J ka-Wi k A: Ex of functional CXCR4
by muscle satellite cells and secretion of SDF-1 by muscle-derived

fibrobl is 1 with the p of bnlh muscle pro-
in bone and h itor cells in

muscles. Stem Cells 2003, 21:363-371
1827



ARTICULOS

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 ym.
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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)-B, as
demonstrated by immunofluorescence (E—-G) and Western blot analysis (H). Scale
bars: 50 um (A-D);100 um (E-G).
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Supplemental Figure S3

An analysis of the expression of platelet-derived growth factor receptor (PDGFR)-B in inflammatory cells of muscle biopsy samples from
patients with Duchenne muscle dystrophy. Neither cD8' T cells (A-D) nor CcD68’ macrophages (E—H) express PDGFRf. Scale bars = 50 pm.
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Supplemental Figure S4

Collagen | 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 ym (A-C).
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Nintedanib decreases muscle fibrosis and
improves muscle function in a murine
model of dystrophinopathy

Patricia Pifiol-Jurado’, Xavier Sudrez-Calvet@®'”, Esther Fernandez-Simon', Eduard Gallardo'?, Natalia de la Oliva™®*,
Anna Martinez-Muriana™, Pedro Gomez-Galvez’, Luis M. Escudera’, Maria Pérez-Peird’, Lutz Wollin®, Noemi de Luna'”,

Xavier Navarro@™, Isabel llla'” and Jordi Diaz-Manera'”

Abstract

Duchenne muscle dystrophy (DMD) is a genetic disorder characterized by progressive skeletal muscle weakness.
Dystrophin deficiency induces instability of the sarcolemma during muscle contraction that leads to muscle necrosis
and replacement of muscle by fibro-adipose tissue. Several therapies have been developed to counteract the fibrotic
process. We report the effects of nintedanib, a tyrosine kinase inhibitor, in the mdx murine model of DMD. Nintedanib
reduced proliferation and migration of human fibroblasts in vitro and decreased the expression of fibrotic genes such
as COLTAT, COL3A1, N1, TGFB1, and PDGFA. We treated seven mdx mice 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 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 Collal, Col3al, Tgfbl, and Pdgfa. Western blot showed a reduction in the expression of
collagen 1'in skeletal muscles. In conclusion, nintedanib reduced the fibrotic process in a murine model of
dystrophinopathy after 1 month of treatment, suggesting its potential use as a therapeutic drug in DMD patients.

Introduction

Duchenne muscle dystrophy (DMD) is a genetic dis-
order produced by mutations in the dystrophin gene.
DMD patients develop muscle weakness that usually
starts at an age of 5-7 years and progresses quickly. At
14 years of age, most of the patients have lost ambulation.
At 20 years, patients are completely dependent on care
givers or relatives owing to severe muscle weakness.
Respiratory muscle failure and/or myocardiopathy are
the main causes of mortality in these patients"?,

Correspondence: Jordi Diaz-Manera (jdiazm@santpau.cat)

"Neuromuscular disorders Unit, Neurology department, Universitat Autdnoma
de Barcelona, Hospital de la Santa Creu | Sant Pau, Barcelona, Spain

Centro de Investigacion Basica en Red en Enfermedades Raras (CIBERER),
Madrid, Spain

Full list of author information is available at the end of the article.

These authors contributed equally: Patricia Pifol-Jurado, Xavier Sudrez-Calvet.
Edited by M. Agostini

© The Author(s) 2018

Several therapeutic strategies have been tested in mur-
ine models of DMD, and some of them have also been
studied in linical trials in patients®. Cell therapy using
different stem cells, such as myoblasts or mesoangioblasts,
have been tested both in animals and in patients®,
Although results of animal experiments have shown
promising results, tests in humans have not lead to any
functional change in the patients treated®®. Gene-based
strategies, such as exon-skipping or readthrough of null
mutations have demonstrated to restore the expression
of dystrophin in muscles fibers both in mice and in
patients”®. Ataluren is at present commercialized in
Europe to treat patients with non-sense mutations, and
eteplirsen is being commercialized in USA to treat DMD
patients with skipping of the exon 51%'°, CRISPR-Cas9
is a promising genetic strategy, that could be useful in

Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 40 International License, which permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction
in any medium or format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license, and indicate if

changes were made. The images or other third party material in this article are included in the article’s Creative Commans license, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If
material is not included in the article’s Creative Commons license and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain
permission directly from the copyright holder. To view a copy of this license, visit htip//creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
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patients although it has only been tested in animal models
and cell cultures so far'"'%. Drugs interfering the process
of muscle degeneration are another potential strategy to
treat muscle dystrophies. The process of muscle degen-
eration in DMD patients has been thoroughly studied.
The absence of dystrophin weakens muscle membrane,
leading to contraction-induced muscle fiber damage
and death'®. Muscle fiber loss is associated to expansion
of fibro-adipose tissue producing muscle weakness'*,
Several cytokines and growth factors have been related
to skeletal muscle fibrosis, although it has been reported
that transforming growth factor p (TGF-B) is the most
important factor in this process'®~'”. Several therapeutic
strategies trying to decrease TGF-B activity have been
developed, which have been shown to reduce fibrous
tissue but also to increase inflammatory infiltration'®*?,
These results have promoted the investigation of other
growth factors involved in muscle fibrosis.

Platelet-derived growth factors (PDGFs) are associated
with multiple cellular processes such as proliferation,
migration, and cell differentiation’’. PDGF have been
implicated in a broad range of diseases such as cancer,
atherosclerosis and fibrosis. Several evidences supporting
a role on muscle fibrosis of PDGF-AA have been pub-
lished justifying therapeutic interventions targeting
the PDGF signaling cascade®**. Nintedanib is a tyrosine
kinase inhibitor (TKI) also targeting fibroblast growth
factor receptor (FGFR) 1 and 2, PDGF receptors «
and B and vascular endothelial growth factor receptor
(VEGFR)?®, Nintedanib is approved for the treatment
of patients with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), a
condition in which expansion of the fibrotic tissue is
crucial®***, The anti-fibrotic activity of nintedanib has
been confirmed in primary lung fibroblasts from patients
with IPF and in dermal fibroblasts from patients with
systemic sclerosis™ ¢,

In this study, we explored the effect of nintedanib on
human fibroblasts obtained from muscle biopsies and
on muscle fibrosis and function in the mdx mouse model
of DMD.

Results
Nintedanib reduced proliferation, migration, and mRNA
expression of fibrotic markers in human fibroblasts

In muscle dystrophies, activated fibroblasts proliferate
and express high levels of extracellular proteins leading
to the expansion of fibrotic tissue’””. We analyzed
whether nintedanib was able to decrease fibroblast
proliferation in vitro. Nintedanib significantly reduced
fibroblast proliferation in a dose-dependent manner
reaching the highest effect using a concentration of 0.4 pM
(Fig. 1a) without any cytotoxic effect measured by cell
viability and apoptosis assays (Fig. S1A, B). Accordingly,
the expression of the gene PT53 (tumor protein p53) and

Official journal of the Cell Death Differentiation Association
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the number of Ki-67+ cells, which are well known cell
cycle markers, were significantly lower in nintedanib-
treated cells than in control non-treated cells (Fig. S1C, D).
To study which growth factor signaling cascade targeted
by nintedanib affects more prominently fibroblasts pro-
liferation, we cultured human fibroblasts in the presence
of recombinant PDGF-AA, recombinant human basic
fibroblast growth factor (bFGEF), or recombinant human
vascular endothelial growth factor (VEGF)-A, with or
without nintedanib (Fig. 1b-d). In order to avoid possible
interferences with other growth factors present in the fetal
bovine serum (FBS), we cultured the cells with 1% FBS
only. PDGF-AA significantly increased fibroblast pro-
liferation at days 2, 4, and 6 (Fig. 1b) but not bFGF
or VEGF (Fig. 1¢, d). This increase was completely blocked
by the addition of nintedanib at 0.4 uM (Fig. 1b).

After muscle damage, activated fibroblasts gain migra-
tory capabilities that allow them to move to the site of
injury*®’, Using a scratch assay, we observed that nin-
tedanib blocked cell migration promoted by PDGE-AA,
bFGF, VEGF, and collagen tissue growth factor (CTGF)
(Fig. 1e). The highest effect of nintedanib on cell migra-
tion was observed when PDGF-AA was added to the
culture (Fig. le, f) and it was dose dependent (Fig. S2A, B).
Transwell experiments confirmed these results showing
that nintedanib reduced the effect of PDGF-AA in
migration (Fig. $2C). Furthermore, nintedanib reverted
significantly the effect of PDGF-AA on expression of the
genes related with cell migration such as ADAM-17
(ADAM metallopeptidase domain 17), TIMP-1 (tissue
inhibitor of metalloproteinase 1), and TIMP-2 (tissue
inhibitor of metalloproteinase 2) (Fig. 1g). No significant
differences were found in ADAM-12 (ADAM metallo-
peptidase domain 12), MMPI (metalloproteinase 1),
MMP2 (metalloproteinase 2), and MMP9 (metallopro-
teinase 9) (Fig. 1g). To know whether nintedanib treat-
ment modified mRNA expression of skeletal muscle
fibroblasts in vitro we analyzed the expression of genes
related with muscle fibrosis using Real-Time PCR after
4 days of culture. We observed that nintedanib at 0.4 pM
reduced significantly the expression of COLIA1 (Collagen
type I alpha 1 chain), COL3AI (collagen type III alpha 1
chain), FN1 (Fibronectin 1), CTGF (connective tissue
growth factor), PDGFA (platelet-derived growth factor A),
and TGFBI (transforming growth factor beta 1) (Fig. 1h).
In contrast, we did not observe significant differences in
the expression of ACTA-2 (actin, alpha 2, smooth muscle,
aorta) or PDGF-B (platelet-derived growth factor B).

Nintedanib had no effect on myoblast differentiation to
myotubes in vitro

To analyze whether nintedanib could interfere with
myoblast differentiation we cultured confluent human
myoblasts in differentiation medium with increasing
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Fig. 1 Effect of nintedanib on fibroblasts from healthy human muscle in vitro. Fibroblasts proliferation was analyzed after 2, 4, and 6 days
of culture (a-d). We cultured fibroblast with increasing concentrations of nintedanib in a culture containing 10% fetal bovine serum (FBS) and
we observed decreased fibroblast proliferation after 4 and 6 days in a dose-dependent manner (a). Fibroblasts were cultured in the presence of
platelet-derived growth factor AA (PDGF-AA, 10 ng/mL) (b), basic fibroblast growth factor (FGFb, 10 ng/mL),(c) or vascular endothelial growth factor
A (VEGF-A, 50 ng/mL) (d) with 1% FBS with or without nintedanib 0.4 pM. Only PDGF-AA increased cell proliferation, an effect that was reversed with
the addition of nintedanib to the culture. Fibroblast migration was analyzed using a scratch assay. Nintedanid treatment at 0.4 uM reverted the
promigratory effect of PDGF-AA, FGFb, VEGF, and CTGF (e). Representative images of this assay are shown in (f). Nintedanib treatment at 0.4 pM
(blue bars) reverted the effect of PDGF-AA in the expression of ADAM metallopeptidase domain 17 (ADAM-17), tissue inhibitor of metalloproteinase 1
{TIMP-1) and tissue inhibitor of metalloproteinase 2 (TIMP-2) (g). Nintedanib treatment at 0.4 puM (blue bars) produced a statistically significant
reduction of collagen type | alpha 1 chain (COLIAT), collagen type lll alpha 1 chain (COL3AT), fibronectin 1 (FNT), platelet-derived growth factor A
(PDGFA), connective tissue growth factor (CTGF), transforming growth factor beta 1 (TGFS1) expression compared with control samples (black bars)

analyzed by qPCR (h). Data are expressed as means £ SD. N =3 per group. *P< 0,05, ¥¥P <001, **P < 0005

doses of nintedanib for 7 days. No differences in differ-
entiation index between control myotubes and myotubes
treated with nintedanib were observed (Fig. S3A). In
addition, we did not find differences in the differentiation
index of myoblasts cultured in a medium containing
PDGEF-AA, b-FGF, or VEGEF-A with or without nintedanib
(Fig. S3B, C). We also studied whether myotubes treated
with nintedanib were more resistant to chemical damage
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using 0.25 mM sodium dodecyl sulfate (SDS), and we
did not see an effect of nintedanib on sarcolemma repair
(Figure S3D).

Nintedanib treatment improves electrophysiological tests
in mdx mice

We treated 10 months old mdx mice (# =7) with nin-
tedanib (from now on nintedanib-treated mdx mice) at a
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Fig. 2 Motor nerve conduction tests and electromyographic analysis of WT, mdx, and nintedanib-treated mdx mice after 4 weeks of
treatment. a-c Motor nerve conduction test showed that nintedanib administration preserved the compound muscle action potential (CMAP) i'n
the tibialis anterior (a), gastrocnemius (b), and plantar (c) muscles. d, e Electromyography (EMG) of tibialis anterior. AUC quantification of
electromyography (EMG) responses of the TA muscle after application of Von Frey filaments 5.47 to the ipsilateral hind paw (d). Percentage of MUAPS
from each type that were activated (e) and EMG showed a lower proportion of small pathologic motor unit action potentials (MUAPS) in nintedanib-
treated mdx mice. f-h Representative recordings of EMG bursts after nociceptive stimuli in WT (f), mdx (g), and nintedanib-treated mdx mice (h).
Note that mdx animals showed lower amplitude and shorter duration MUAPs compared with WT and nintedanib-treated mdx mice. 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. Data are expressed as means + SD. *P < 0.05, **P < 001, *** p < 0.0001

dose of 60 mg/kg/day orally for 1 month and compared
muscle function tests with 10 months old non-treated
midx mice (from now on mdx mice; n =5) and 10 months
old C57 wild-type mice (from now on WT mice; #=5).
We first performed a DigiGait analysis, which allows
identifying differences in the walking pattern of healthy
and dystrophic mice. We did not find differences between
WT mice, mdx mice, and nintedanib-treated mdx mice,
suggesting that the severity of weakness involving muscles
of the paws in this murine model at this age is not enough
to find differences using this technique (Fig S4).

We then used electrophysiological tests to analyze
compound muscle action potential (CMAP) amplitude
and morphology of the motor unit action potentials
(MUAPs). We detected a statistically significant increase
of the CMAP of the peroneus nerve registered at the
tibialis anterior muscle in nintedanib-treated mdx mice
compared with mdx mice (Fig. 2a). Moreover, we also
found a non-significant tendency to an increase of
CMAPs recorded in gastrocnemius (GM) and plantar
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interossei muscles (Fig. 2b, c). We did not identify chan-
ges in latency or conduction velocity. Electromyographic
studies showed a significant change in the morphology of
the MUAPs in the tibialis anterior muscle. WT muscles
contained a similar proportion of small and medium
MUAPs, whereas mdx mice had predominantly small
MUAPs. The analysis of nintedanib-treated mdx mice
revealed a significant decrease in the proportion of small
MUAPs and an increase in the proportion of medium and
large MUAPs, which was statistically significant compared
with mdx mice (Fig. 2d-g).

Nintedanib treatment reduces muscle fibrosis in mdx mice

The analysis of muscle histology after 1 month of
treatment revealed significant differences between
nintedanib-treated and non-treated mdx mice without
any effect on apoptosis in the muscle of the animals
(Fig. S5). We analyzed the diaphragm, which has been
reported to be the most affected muscle in mdx mice®,
the quadriceps and the tibialis anterior of WT, mdx mice,
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Fig. 3 Histological analysis of muscle samples of WT, mdx and nintedanib-treated mdx mice. Hematoxylin and eosin (H&E) staining of
muscle samples obtained (a-i). Representative examples of cross-sectional muscle fibers within quadriceps (a—c), diaphragm (d-f), and tibialis
anterior (g-i) of WT, mdx and nintedanib-treated mdx mice. Schematic representation of the fiber mean area in quadriceps (j), diaphragm (k), and
tibialis anterior (I) showed no differences on the size of the muscle fibers, Analysis of the proportion of central nucleated fibers in quadriceps (m),
diaphragm (n), and tibialis anterior (o) did not present significant differences after 1 month of treatment with nintedanib (60 mg/kg). 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. Data are expressed as means £ SD. *P< 005, **P< 001 and **F< 0001. Scale bar= 100 ym
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and nintedanib-treated mdx mice. Hematoxilin—eosin
staining showed no differences either on the size of the
muscle fibers or in the proportion of central nucleated
fibers between mdx mice and nintedanib-treated mdx
mice (Fig. 3). As nintedanib blocks the VEGF receptor,
we also analyzed muscle vascularization. Although we did
not find differences in the ratio of CD31-positive vessels
per fiber among the three groups of mice, nintedanib
treatment tended to reverse the increase observed in
the ratio vessels/muscle fibers observed in the mdx
mice (Fig.56). To investigate in vivo the effect of ninte-
danib in the muscle, we quantified the number of eMHC-
positive muscle fibers, which is an early marker of muscle
regeneration. We observed a decrease in the number of
muscle fibers expressing eMHC, in nintedanib-treated
mdx mice compared with mdx mice (Fig. 4). We then
analyzed the area of fibrotic tissue present in the skeletal
muscles by quantifying collagen VI expression (Fig. 5).
We observed a statistically significant reduction in the
collagen VI area in the diaphragm (—5.6%), the quad-
riceps (—8.4%) and in the tibialis anterior muscles
(—4.1%) of nintedanib-treated mdx mice compared with
mdx mice (Fig. 5).

The mRNA expression of the extracellular matrix
proteins Collal, Col3al, and Fnl, of the growth
factors Pdgfa, Pdgfb, Ctgf and Tgfbl, and of Adgrel
(Adhesion G protein-coupled receptor E1) encoding
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F4/80, a protein expressed by murine macrophage
populations, were significantly increased or showed a
tendency to increase in mdx mice compared with WT
mice (Fig. 6). The mRNA expression of Collal, Col3a,
Tgfbl, Pdgfa, and Pdgfb in quadriceps (Fig. 6d, e),
diaphragm (Fig. 6l, m), and tibialis anterior muscles
(Fig. 6t, u) of nintedanib-treated mdx mice was reduced
compared with mdx mice. Adgrel mRNA expression was
decreased by nintedanib in tibialis anterior and quad-
riceps muscles (Fig. 60, r, w, y) from nintedanib-treated
mdx mice compared with mdx mice. Surprisingly, ninte-
danib significantly increased Cigf in the tibialis anterior
muscles of mdx mice (Fig. 6v). A similar trend was also
detected in the other muscles.

We confirmed the reduced expression of Collal and
Col3al by WB, with a significant decrease of collagen-1
in the tibialis anterior (p<0.05) and a trend in the
diaphragm (»=0.08) of nintedanib-treated mdx mice
compared with mdx mice (Fig. 7).

Effect of nintedanib in heart fibrosis of the mdx mouse
We quantified the collagen VI and collagen III content
in heart sections of WT, midx mice, and nintedanib-
treated mdx mice. We did not observe a significant dif-
ference in the area positive for collagen VI between W'T
and non-treated mdx mice (Fig. S7A-D). In contrast,
collagen III was increased in mdx mice but it was not
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Fig. 4 Nintedanib reduced the number of regenerative muscle fibers in mdx mice. Immunostaining of eMHC and quantification of positive
fibers in muscle samples of WT, mdxand nintedanib-treated mdx mice (a-l). The number of eMHC-positive fibers (green) is reduced in quadriceps,
diaphragm and tibialis anterior in mdx mice treated with nintedanib. Background in red is shown to localize the positivity within the muscle.
Data are expressed as means + SD. *P < 0.05 and **P < 0.01. Scale bar = 100 um
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modified by nintedanib (Fig. S7E-H). However, gene
expression showed a significant decrease in the Col3al
mRNA expression in nintedanib-treated mdx mice
compared with non-treated mdx (Fig. S7]). mRNA
expression of the Collal, Fnl, Pdgfa, Pdgfb, Cigf, Tgfbl,
and of Adgrel was also studied. We only observed a
decrease in the expression of the Adgrel gene after
treatment with nintedanib (Fig. S7I-P).

Discussion

In the present study, we show that nintedanib reduces
skeletal muscle fibrosis of 10 months old mdx mice
after 4 weeks of treatment. The decrease in fibrotic tissue
was associated with an improvement of muscle function
evidenced by electrophysiological tests. In vitro experi-
ments showed that nintedanib decreased fibroblasts
proliferation and migration and reduced expression of
fibrotic genes, supporting an anti-fibrotic effect of
the drug.

Pharmacological approaches to treat muscle dystrophies
aim to target the complex mechanism of fiber necrosis
and fibrotic and fatty tissue deposition by restoring
the proper expression of the mutated gene or by inter-
fering with the pathological fibrotic cascade triggered
by the lack of specific proteins®. Advances in the
understanding of the fibrotic process have been recently
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achieved®***. Continuous muscle fiber damage is asso-
ciated with chronic infiltration of skeletal muscles by
inflammatory cells, mainly macrophages. These cells
release cytokines that contribute to the fibrotic process by
activating fibro-adipogenic progenitor cells and fibro-
blasts resident in the skeletal muscle®®?, Among these
cytokines, the growth factors of the PDGF family may
have an important role. A series of evidences from the
literature suggest that PDGF-AA has a profibrotic role
in muscle dystrophies®* ™", Treatment of mdx mice with
imatinib, a TKI inhibiting v-Abl, c-kit, and PDGFRa,
decreases muscle fibrosis*”. The role of PDGF-BB is not
so clearly established. Whereas it seems that PDGF-BB
could have a role in the fibrosis observed in a number of
tissues, several authors suggest that it can also play an
important role in muscle regeneration in vivo*42,
Nintedanib was shown to inhibit fibroblast proliferation
and migration in vitro and to exert anti-fibrotic activity
in different animal models of lung fibrosis™?*. We
observed that muscle fibrosis was reduced in mdx
mice after 4 weeks of treatment with nintedanib. This
effect is probably explained by a decreased rate of fibro-
blasts proliferation, migration and by a reduction of
the expression of different components of the extra-
cellular matrix. Skeletal muscle fibrosis in DMD is caused
by accumulation of different types of collagens, such as
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Fig. 5 Nintedanib reduced skeletal muscle fibrosis in mdx mice. Representative pictures of immunofluorescence staining for collagen VI in
quadriceps {a—¢), diaphragm (d—f), and tibialis anterior (g—i) of WT, mdx, and nintedanib-treated mdx mice. Endomysial collagen deposition
increased in all mdx muscles compared with WT group and decreased in nintedanib-treated mdx muscles, significantly in quadriceps (j) and
diaphragm (k) but not in tibialis anterior (I) compared with non-treated madx mice, 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. Scale bar of quadriceps and tibialis
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type I, III, and VI and also by fibronectin. We focused
on collagen VI and III because they are the major com-
ponents of the extracellular matrix and their levels cor-
relates with muscle destruction®?****  We have
observed a reduction in the expression of these extra-
cellular matrix components both in vive and in vitro.
Moreover, we also observed a decrease in the expression
of profibrotic growth factors such as PDGF-AA or TGF-§,
which can certainly contribute to an attenuation of the
fibrotic process in the treated mice. However, we observed
an increase in CTGF levels in muscles of nintedanib-
treated mdx mice, which could be explained by an
enhanced fibrotic pathway not inhibited by our drug. This
effect suggests that treatment with a combination of drugs
blocking different pathways could have a more powerful
anti-fibrotic effect. Using cell culture conditions with
only 1% FBS, fibroblast proliferation was stimulated
most prominently by PDGF-AA compared with VEGF
or bFGF, which had no effect in those culture conditions.
Hence, drugs targeting PDGFRa, the main receptor acti-
vated by PDGF-AA may be useful in the treatment of
muscle dystrophies.

The preclinical investigation of new drugs to treat DMD
is hampered by the lack of an animal model, which

Official journal of the Cell Death Differentiation Association

mimics the severity of muscle degeneration and natural
history of the disease in patients. In the mdx mouse model
we used, it has been shown that significant changes in
muscles cannot be observed until 8~10 months of age*.
Moreover, despite the presence of clear myopathic
changes, mice do not present functional impairment until
later in their life. Similar findings would apply to heart
involvement. This might explain the absence of differ-
ences that we have observed in the Digigait test when
comparing healthy C57 mice and non-treated mdx mice.
Electrophysiology is an objective test that does not need
the collaboration of the mice, providing valuable data
about muscle integrity*®, We observed significant changes
in the amplitude of the CMAPs and in the morphology
of the MUAPs using electrophysiological tests that were
restored with treatment. These results are probably
the consequence of early changes in the muscle structure
produced by nintedanib that occur before clinical
symptoms are observed.

The effect of specific TKIs, such as nintedanib, on the
amount of fibrotic tissue present in the skeletal muscles
of the patients may also improve muscle homeostasis.
It is well known that muscle microenvironment is
important for proper tissue regeneration47. In the process
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(see figure on previous page)

Fig. 6 RT-qPCR studying mRNA expression of fibrosis-related genes. Collagen type | alpha 1 chain (Collal), Collagen type lll alpha 1 chain
(Col3al), Fibronectin 1 (FnT), Platelet-derived growth factor A (Pdgfa), Platelet-derived growth factor B (Pdgfb), Connective tissue growth factor (Ctgf),
Transforming growth factor beta 1 (Tgf31), and Adhesion G protein-coupled receptor E1 (Adgrel) showed changes in relative abundance following
nintedanib in quadriceps (a-h), diaphragm (i-p), and tibialis anterior (g-y). Collal, Col3al, Pdgla, Tgfb1, and Adgrel gene expression was increased in
mdx mice compared with WT. Collal, Col3al, Pdgfa, Pdgfb, Tgfbl, and Adgrel expression was reduced in all muscles analyzed from nintedanib-
treated mdx mice compared with mdx mice. In contrast, Ctgf expression was increased in muscles from nintedanib-treated mdx mice compared with
mdyx mice. 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 <001, **P < 0.005
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Fig. 7 Nintedanib decreased collagen | expression in mdx muscles. Western blotting of Collagen | in quadriceps (a), diaphragm (b), and tibialis
anterior (¢) showed a reduction in the protein expression in diaphragm (e) and tibialis anterior (f) but not in quadriceps (d) of nintedanib-treated mdx
mice compared with mdx mice by quantification of Collagen | normalized to a-tubulin levels. Data are expressed as means + SD. Genetic background

mouse strain C57BL (WT); n =4, mdx mice (mdx), n =4; nintedanib-treated mdx mice (mdx + Ninte), n=4. *P< 005 and *P< 001

of muscle degeneration, there is an imbalance between
proregenerative and prodegenerative processes. The
increase in fibro-adipous tissue and the presence of
chronic inflammation seem to impinge satellite cell pro-
liferation, differentiation, and eventually muscle regen-
eration**®. We hypothesize that nintedanib treatment
could have a double benefit: (1) it reduces the amount of
fibrotic tissue and (2) it could indirectly, restore the
balance between proregenerative and prodegenerative
processes. Our results support this hypothesis. We
observed that nintedanib did not interfere with the dif-
ferentiation ability of myoblasts in vitro or the resistance
of myotubes to chemical damage. However, we did not
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see an increase in the number of regenerative muscle
fibers in the animals treated suggesting that a reduction
of the fibrotic process preserves skeletal muscle structure.
Indeed, electromyograhy (EMG) studies showing
restoration of MUAPs morphology indicate that muscle
structure is more preserved in the treated animals sup-
porting this hypothesis. It is important to take into
account that we have observed a reduction of fibrotic
tissue in an old animal, in which the fibrotic process has
already developed. Treatment of younger animals for
longer periods of time could result in a more sustained
effect, although this needs to be confirmed in further
experiments.
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Different TKIs have been recently tested in murine
models of muscle dystrophy. Imatinib has been tested
in the mdx model producing a reduction in fibrotic
tissue and in muscle fiber necrosis®***", However,
this drug, that is commonly used as a therapy for
chronic myeloid leukemia and gastrointestinal tumors, is
potentially associated with cardiac toxicity®'~>*, Nilotinib
has been shown to reduce fibrosis in the mdx model
through a mechanism related to the activation of
apoptosis of FAP cells mediated by TGE-B ** Nilotinib
has been approved for the treatment of chronic myeloid
leukemia and has been also tested in patients with
dermal fibrosis®*®. Crenolanib is a TKI that inhibits
selectively PDGFRa being tested in phase Il clinical trials
of gastrointestinal tumors®, melanomas®, or even acute
myeloid leukemia®, This drug was tested in the mdx
murine model and produced a reduction in collagen
expression in the diaphragm of mdx mice®. Our pro-
mising results reinforce the potential role of specific
TKIs such as nintedanib in the treatment of patients
with muscle dystrophies. Nintedanib seems advantageous
for a clinical exploration in DMD owing to its proven
anti-fibrotic  activity in patients with idiopathic
pulmonary fibrosis, the fact that it has been approved
for clinical use and its good safety profile’***, However
clinical experience is only available in patients with
idiopathic pulmonary fibrosis, which are much older
than patients with DMD. The potential impact of ninte-
danib as VEGFR inhibitor on bone and teeth formation
during development in childhood is a safety concern
that has to be carefully considered in a clinical testing
scenario®.

In summary, nintedanib attenuated the fibrosis of
skeletal muscles of mdx mice and induced a functional
muscular improvement. The reduction of fibroblast
proliferation and chemotaxis and the decreased expres-
sion of profibrotic genes by nintedanib may explain
the mechanism of action of this drug. The data
presented in this proof of concept study should be
confirmed in larger preclinical studies before supporting
a future test of nintedanib in a clinical trial in DMD
patients. However, because of the lack of experience
in young patients with nintendanib, a clinical trial to
test safety, tolerability, and efficacy of the drug is
certainly challenging.

Material and methods
Muscle biopsies

Muscle biopsies were obtained from patients who
underwent orthopedic surgery. All participants signed an
informed consent form and all the procedures were
in accordance with the Helsinki Declaration. All in vitro
experiments were performed in fibroblasts (proliferation,
migration, and mRNA expression studies) and myoblasts
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(differentiation analysis) isolated from control muscle
biopsies (n = 3).

Isolation and culture of myoblasts and fibroblasts from
human muscle biopsies

Human myoblasts and fibroblasts were isolated from
muscle biopsies of three healthy muscles from control
donors. In brief, muscle biopsies were minced into 1-2
mm pieces, transferred onto collagen type 1 (Sigma, St.
Louis, MO)-coated dishes, and incubated in proliferation
medium containing Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) and M-199, in a 3:1 proportion, with 15% FBS, 2
mM L-glutamine (all from Lonza, Verviers, Belgium)
(Lonza), 5ng/ml basic fibroblast growth factor (Pepro-
tech, Rocky Hill, NJ), and 1% penicillin—streptomycin
(Lonza). After 5-7 days, cells started to sprout from
the muscle explants. We isolated myoblasts using anti-
CD56 coated microbeads (MiltenyiBiotec, Bergisch-
Gladbch, Germany) and confirmed that the purity of
the samples was higher than 95% performing immuno-
fluorescence with antibodies against CD56 and desmin.
Purified human myoblasts were cultured in proliferation
medium. Fibroblasts were isolated from the CD56-
negative fraction. We confirmed that >95% of them
were fibroblasts using anti-TE7 antibody (Millipore,
Billerica, MA) by immunofluorescence. Fibroblasts were
maintained in DMEM supplemented with 10% FBS,
2mM glutamine, and 100 U/ml penicillin—streptomycin.
All experiments performed with myoblasts and fibroblasts
were repeated with cells isolated from all patients (7 =3)
and were replicated in triplicate.

Differentiation and repair assay of human myotubes
Myoblasts were seeded in gelatin-coated cover slips,
grown until confluence in proliferation media and then
cells were switched to low serum medium (2% of FBS)
to induce differentiation in the presence of increasing
doses of nintedanib (0.1, 0.2, 0.3, or 0.4uM). In the
repair assay, different doses of Nintedanib were added
to untreated myotubes after 7 days of differentiation
and incubated overnight and 2h prior to the assay to
ensure an effective inhibition of the TKI. After washing
with Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (Lonza) we
added the injury solution (HBSS with 0.25mM SDS
(Sigma) and 1.8 mM CaCl, (Sigma)) for 2 min. Control
cells were treated with HBSS and 1.8 mM CaCl, without
SDS. Then, cells were washed with HBSS + 1.8 mM CaCl,
and incubated in recovery solution consisting of pro-
liferation media at two time points: 90 s and 10 min. After
that cells were exposed for 2 min to propidium iodide
(Sigma) (20 pg/ml in HBSS) that stains nuclear DNA
only if when the cell membrane is injured. Finally cells
were washed with HBSS, fixed with 4% of paraformalde-
hyde (Sigma) in phosphate-buffered saline (PBS) and
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stained with Hoechst (100 pg/ml in PBS) (Invitrogen,
Carlsbad, CA). The total number of nuclei and
immunoprecipitation-positive nuclei were counted using
Fiji software.

Cell proliferation, viability, and cell death

To study the influence of nintedanib on cell pro-
liferation, we seeded fibroblasts at 2000 cells/cm? and
cultured in growth medium containing 15% FBS. In
these culture conditions, fibroblasts were treated
daily with different concentrations of nintedanib (0.1,
0.2, 0.3, and 0.4 pM) (kindly provided by Boehringer-
Ingelheim, Ingelheim, Biberach, Germany). To know
which of the growth factors inhibited by nintedanib had
a significant effect on fibroblast growth we analyzed cell
proliferation on a medium that contained only 1% FBS.
We added to the medium 10ng/ml PDGF-AA (R&D
Systems, Minneapolis, MN), 50 ng/ml VEGF-A (Pepro-
Tech, INC, Rocky Hill, NJ) or 10 ng/ml bFGF (Pepro-
Tech) with or without 0.4pM nintedanib. Absolute
cell numbers and viability, using LIVE/DEAD viability/
cytoxicity kit (Invitrogen), were analyzed at days 2, 4,
and 6 using MACS flow cytometer analyzer 10
(Miltenyi Biotech). Basal background was established
using non-stained cells. To analyze cell death we
performed a terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling assay in fibroblasts treated
with nintedanib and in muscle sections from the animal
studies using in situ cell death detection kit (Sigma)
following the manufacturer’s instructions. DNase I
(Invitrogen) treatment was used as a positive control.

Scratch and transwell assays

Migration of human fibroblasts was assessed using
a scratch assay. In brief, human fibroblasts were
seeded in proliferation medium until 90% confluence.
In one set of experiments medium was changed to
DMEM O/N, while in the other set, proliferation medium
was maintained. The day after, cultures were scratched
with a 0.2ml pipette sterile tip to create a wound
and washed in PBS and photographed. We assessed the
effect of different doses of nintedanib (0.1, 0.2, 0.3,
and 0.4 pM) on cell migration of proliferating fibroblasts
after 24h. In the set of experiments containing
DMEM alone, nintedanib (0.4 pM) was incubated for
2h. Then, PDGF-AA (20ng/ml), TGFb (5ng/ml),
CTGF (55 ng/ml), bFGF 10 mg/ml, or VEGF (20 mg/ml)
were added, incubated for 24h, and photographed.
Migration was quantified using Image ] software. Inhibi-
tion of migration was expressed considering 100%
as the amount of migration in the conditions without
nintedanib. Three pictures of each replicate (#=3) and
each condition were taken using an inverted microscope
(Olympus).

Official journal of the Cell Death Differentiation Association

Page 11 of 15

Transwell assays were performed in fibroblasts treated
with or without 0.4 pM nintedanib for 2h in a T75 flask.
Then, cells were seeded into 8-pm pore-size transwell filters
(Corning Incorporated, Corning, NY) at 4 x 10* cells/well
in 200 pl of OPTIMEM. In total, 600 ul of OPTIMEM with
10 ng/mL PDGEF-AA or vehicle was added to the lower
chamber. After 24h of treatment at 37°C, cells on the
topside of the filter were removed by scrubbing twice with
a cotton swab, and cells on the bottom side of the filter
and cells in the well (migrating cells) were counted. Cells
present in the insert membranes were fixed with methanol
70% for 10min and stained for 30min with Hoechst
(Invitrogen). After three washes with PBS, filters were
cut, mounted onto a slide, and observed with an Olympus
fluorescence microscope. Chemotaxis toward Opti-MEM
medium was considered as nonspecific chemotaxis.

Fibroblast gene expression

To study fibroblasts mRNA expression, we seeded
3000 fibroblasts per cm® and cultured them in growth
medium. Fibroblasts were treated every 24 h with 0.4 yM
nintedanib for 4 days and cell pellets were snap frozen
with liquid nitrogen for the subsequent RNA processing.

Mouse model

All animal procedures were performed according to
the National Institutes of Health Guidelines for the
Care and Use of Laboratory Animals and were approved
by the Ethical Committee of the Universitat Autonoma
de Barcelona. All mice used in the study were male
and 10 months old at the start of the treatment period.
Nintedanib was solubilized in sterile ultra-pure water
(Braun, Rubi, Spain) and delivered to the animals using
gavage. We treated seven C57BL/10ScSn-Dmdmdx mice
with 60 mg/kg of nintedanib once daily for 4 weeks. As
controls we used five untreated C57BL/10ScSn-Dmdmdx
mice and five C57BL healthy mice.

After treatment, motor functional and electro-
physiological studies were performed. Immediately after
functional studies, the animals were euthanized and the
diaphragm, tibialis anterior, quadriceps, and heart mus-
cles were collected and frozen.

Motor functional analysis: Digigait assay

Locomotion analysis was performed using the Digigait
Imaging system (Mouse Specifics, Quincy, MA). In brief,
digital video images of the underside of the mouse were
collected with a high-speed video camera (80 frames/s)
from below the transparent belt of a motorized treadmill.
Each mouse was allowed to explore the treadmill com-
partment, with the motor speed set to zero, for 5 min.
Then, the motor speed was set to 20 cm/s to collect the
videos. A minimum of 200 images was collected for each
walking mouse so that five to seven strides were captured
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in each run. Video images of 12.5ms duration were
digitized and the area (in pixels) of the paws was calcu-
lated with the DigiGait software.

Motor nerve conduction studies

Motor nerve conduction studies were performed at
10 months of age in all the animals used in the study as
previously described®’. The sciatic nerve was percuta-
neously stimulated through a pair of needle electrodes
placed at the sciatic notch, by means of single pulses of
0.02 ms duration (Grass S88). The CMAP was recorded
from the tibialis anterior, plantar interossei, and GM
muscles with microneedle electrodes™. All potentials
were amplified and displayed on a digital oscilloscope
(Tektronix 450S) at settings appropriate to measure the
amplitude from baseline to the maximal negative peak and
the latency from stimulus to the onset of the first negative
deflection, to the maximal negative peak and to the end
of the wave. The recording needles were placed under
microscope, guided by anatomical landmarks, to ensure
reproducibility of needle location on all animals. During
the tests, the mouse skin temperature was maintained
between 34 and 36 °C using a thermostat heating pad. The
observers were blinded to the experimental groups.

Electromyography

Electromyography (EMG) recordings of MUAPs were
obtained from the tibialis anterior muscle following a
similar protocol to that previously described®®. With the
mice under anesthesia, EMG recordings were obtained in
resting condition and following light noxious stimuli
delivered to the ipsilateral paw to provoke bursts of EMG
activity. Signals were digitized (Powerlab 6 T; ADInstru-
ments) and fed into Chart software for post hoc analysis.
MUAPs were then categorized into small, medium, and
large amplitude as a representation of the three main
types of motor units (S, FR, FF)®, and the amplitude and
percentage of MUAPs from each class were measured.
Von Frey (VF) monofilaments applied to the hind paw
were also used to evoke bursts of EMG activity in the
ipsilateral muscle. Since the force imposed by the filament
is fairly constant, two different VF monofilaments were
used to evoke responses, one with a known force of 10g
and 5.07 size and the other with a force of 26 g and a size
of 5.46. The EMG responses recorded from the tibialis
anterior muscle in response to those mechanical stimuli
were recorded and analyzed to measure the area under
the curve of each response using Chart software. At least,
three different responses for each Von Frey filament were
assessed per mouse.

Immunostaining

Muscle samples were frozen in liquid nitrogen-cooled
isopentane and serial 7mm sections were cut with a
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Leica cryostat (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).
For histological description diaphragm, tibialis anterior,
quadriceps, and heart were stained with haematoxylin
and eosin. Tissue sections were blocked with PBS con-
taining 2% bovine serum albumin and fixed with acetone
at room temperature for 10 min. After three washes
with PBS, tissue sections were incubated with rabbit
polyclonal anti-Collagen type VI (Millipore, Billerica, MA),
rabbit anti-Collagen type III (Abcam, Cambridge, UK),
mouse monoclonal anti-embryonic Myosin Heavy Chain
(eMHC) (DSHB, lowa City, IA), and rabbit polyclonal
CD31 (Abcam). Appropriate Alexa-conjugated secondary
antibodies were used. Fibroblasts from cell proliferation
studies were stained with anti-Ki-67 (Abcam). In brief,
cells were fixed in methanol, washed in PBS, and blocked
with 5% goat serum for 1h. Anti-Ki-67 (1/1000) was
incubated for 1h at room temperature (RT) and after
washing steps with PBS, cells were incubated with goat
anti-mouse Alexa594 for 1h at RT. Positive cells were
quantified compared with the total number of present
cells. Pictures were taken with Olympus BX51 coupled to a
DP72 camera. Five random pictures were taken per con-
dition per triplicate.

Collagen content quantification and muscle fibers
geometric features extraction

Collagen content was labeled and was used to identify
the contours of muscle fibers (darker regions). Aiming
to avoid possible artefacts from the samples we took
regions of interest (ROIs) with circular shape from each
image. The ROIs were selected in regions where the
tissue was not altered or broken. To calculate the collagen
content in the images we took a maximum of three
circular ROIs per image with a diameter of 700 pixels. An
adaptive threshold was used to differentiate collagen and
muscle fibers, binarizing each image depending of theirs
levels of intensity.

To calculate geometric characteristics from the muscle
fibers, we used an unique circular ROI with 2200 pixels
of diameter. For this procedure, we selected 10 circular
ROIs from each type of muscle for each category of
mouse. The segmentation procedure and geometric fea-
tures extraction was similar to the used in previous
publications®. In this case, we only extracted eight geo-
metrical features from the muscle fibers: mean area,
standard deviation area, mean minor axis, mean major
axis, mean relation between axis, standard deviation
relation between axis, mean convex hull, and standard
deviation convex hull. A manual correction step process
was introduced to perfectly complete the identification of
the fibers outlines. This was done using Adobe Photoshop
CS6, followed by the final segmentation process. This final
image was used to extract the eight geometric char-
acteristics from all the cells into the ROI of each image.
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RNA extraction and reverse transcription

Total RNA was extracted from snap frozen fibroblast
pellets and muscle samples of treated, non-treated mdx
and control mice using RNeasy® Micro Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) and TRIzol (Invitrogen) respectively,
following manufacturer’s instructions and stored at —80 °C.
Contaminating DNA was digested with DNase I (invi-
trogen). RNA was quantified using a nanodrop ND-1000
spectrophotometer (Nanodrop Technologies Inc., Wil-
mington, DE, USA) and integrity was checked by 1%
agarose gel electrophoresis. In all, 1 pug of total RNA was
reverse-transcribed to complementary DNA (cDNA)
using the High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Real-time quantitative PCR (TagMan) analysis

Real-Time PCR (qPCR) of ¢DNA obtained from cells
and mouse tissues was performed using the TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) and a 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, CA). All mRNA-
specific FAM-labeled primers/probe were purchased
from Applied Biosystems and detected ¢cDNA from
the following genes: Crgf (Mm01192933_gl), Pdgfa
(Mm01205760_m1), Pdgfb (Mm00440677 ml), Tgfbl
(Mm01178820_m1), Collal (Mm00801666 gl), Col3al
(Mm01254476_m1), Fni (Mm01256744_ml), Adgrel
(Mm00802529 ml), PDGFA (Hs00964426 ml), CTGF
(Hs01026927_gl), PDGFB (Hs00966522_ml), TGFBI
(Hs00998133_m1), COLIAI (Hs00164004_ml), COL3Al
(Hs00943809_m1), FN1 (Hs01549976_ml), ACTA
(Hs00426835_gl), MMP9 (Hs00957562_m1l), MMP2
(Hs01548727_ml), MMPI (Hs00899658 ml), TIMP-1
(Hs99999139_m1), TIMP-2 (Hs00234278 ml), ADAM-
12 (Hs01106101_m1), ADAM-17 (Hs01041915_m1),
TP53 (Hs01034249_m1). All the experiments were per-
formed in triplicate. Relative quantification was per-
formed using the comparative Ct method and all results
were compared with the control samples for each treat-
ment after normalizing to an endogenous control
(GAPDH (Hs99999905_m1) in the case of human fibro-
blasts and Tubada (Mm00849767_s1) in the case of
mice using the Relative Quantification Manager software
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Data in bar
graphs are presented as mean + standard deviation of
three independent samples in the case of fibroblasts,
five in the case of C57 and mdx and seven in the case of
treated mdx mice.

Western blot

Total proteins from diaphragm, tibialis anterior,
and quadriceps muscles were extracted in radio-
immunoprecipitation assay lysis buffer (Sigma, St. Louis,
MO) supplemented with 1% protease inhibitor cocktail
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(Roche, Indianapolis, IN) and 1% phosphatase inhibitor
cocktail (Roche). The protein levels were measured
using the bicinchoninic acid protein assay (Thermo-
scientific, Rockford, IL). Protein samples (50 pg) were
denatured and separated on 10% sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis before transfer onto
a polyvinylidene difluoride membrane and blocked with
casein (Thermofisher, Rockford, IL). The blots were
probed using different rabbit polyclonal anti-Collagen I
antibodies (Abcam, Cambridge, UK). The blots were
further incubated with secondary antibodies conjugated
to fluorophores (LI-COR, Lincoln, Nebraska) and visua-
lized using an Odyssey Imaging System (LI-COR). Protein
levels were expressed relative to a-tubulin. Mouse
monoclonal anti-a-tubulin antibody was purchased from
Sigma (St. Louise, MO).

Statistics

We used Student’s ¢ test to compare quantitative mea-
sures between samples and analysis of variance to study
repeated measures. Statistical significance was obtained
at p < 0.05. Statistical studies were performed with SPSS®
Statistics software version 21 from IBM® and graphics
were developed using GraphPad Prism 5.01 software
(La Jolla, CA).
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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 [IM as analyzed using TUNEL assay (B). Nintedanib at 0.4 UM 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 [JM (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 um. 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 um.
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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 | incubation of
tissues were used as positive control. Scale bar= 100 pum.
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Supplemental Figure S6. Nintedanib did not influence muscle vascularization. A-l: 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 um.

130



ARTICULOS

MDX MDX + Ninte

o

Average Collagen (ROIs)

Collagen VI

MDX MDX + Ninte.

0.204

Collagen Il

Average Collagen (ROls)

MDX DX+ Ninte

WT
J

Coltal Col3al Fnt FPdafa

(@)
-~
I
.l,

Relative MRNA levels

PR

8 % & 2 & B
Relative MRNA levels

s - 0w @ =
Relative mRNA levals

s = » o
Relative mRNA levels

g & 8 » B

’__r_‘

WT MDK MDX + Ninte. wr MDX MDX + Ninte. WwT MDX MDX + Ninte. WT MDX MDX + Ninte,

=
=
o
o

g

S

g

Relative mRNA levels

& 4 0N oW s
Relative mRNA levels

o ®» B o o
Relative mRNA levels

s e - = 0w

8 @ B @ 8

il

wT MDX MDX + Ninte, WT MDX MDX + Ninte. WT

Relative mRNA levels
B

g

Pdgf ctgf Tt Adgre?
MDX

MOX + Ninte. WT MDX MDX + Ninte,

Supplemental Figure S7. Representative pictures and quantification of immunofluorescence staining for collagen VI (A-D) and collagen Il in
heart (E-H) of WT, mdx and nintedanib treated mdx mice. Data are expressed as means + SD. Scale bar = 100 pm. RT-gPCR studying
MRNA expression of fibrosis related genes in heart: Collal (l), Col3al (J), Fnl (K), Pdgfa (L), Pdgfb (M),Ctgf (N), TgfB1 (O), and Adgrel (P).
Data are expressed as means + SD. Genetic background mouse strain C57BL (WT); n = 5, mdx mice (mdx), n = 5; nintedanib treated mdx
mice (madx + Ninte), n = 7. *P < 0.05, *p < 0.01, P < 0
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SINTESIS DE LOS RESULTADOS

5.1. RESUMEN DE LOS RESULTADOS ARTICULO |

Los estudios de inmunofluorescencia realizados en biopsias controles detecto 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 sélo en los vasos sanguineos sino
también en las fibras regenerativas (positivas para el marcador de la cadena pesada de la
miosina embrionaria (eMHC)) y necraéticas (fibras observadas mas pélidas en una tincién
eosina-hematoxilina), asi como en los infiltrados inflamatorios (macréfagos, células T
CD4+ y CDB8+). Las células con capacidad de regenerar el musculo, 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 PDGF, identificamos su
presencia en pericitos adyacentes a los vasos sanguineos de los controles, mientras que
en los pacientes DMD, este receptor estaba expresado ademas de en los vasos
sanguineos, 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 observd mediante
inmunofluorescencia fue un incremento de la expresiéon de PDGF-BB muy significativa en
los miotubos, confirmado también a nivel de mRNA. El receptor PDGFB también fue

observado en mioblastos en cultivo.

Para investigar si un dafio agudo en el mudsculo esquelético que conlleva a una
regeneracion muscular fisioldgica podia incrementar la expresiéon de PDGF-BB, se indujo
un dafio 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 quimicos
(dodecilsulfato sédico (SDS) e ionomicina), y con bolas de cristal produciendo un dafio
fisico, a diferentes tiempos (10, 20 y 30 minutos). Se observé un incremento de la

concentracion de PDGF-BB en el sobrenadante de las células dafiadas mediante la
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técnica ELISA, en todas las condiciones respecto al basal (células no dafiadas). Este
incremento solo se observd a los 30 minutos del dafio celular en los miotubos control,
mientras que en los miotubos DMD este aumento era mayor y ocurrié también antes, a los
10 y 20 minutos de producirse el dafio. Adema4s, 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 tratd con vehiculo. Al igual que
en el modelo in vitro, se detecté un aumento de PDGF-BB tras el tratamiento con notexina
a nivel de expresién génica (MRNA) y a nivel proteico mediante la técnica qPCR (reaccion
en cadena de la polimerasa cuantitativa) y WB, respectivamente, tanto en el ratobn WT
como en el mdx. Las fibras musculares, tanto necréticas como regenerativas, junto al
infiltrado inflamatorio produjeron PDGF-BB, que tuvo su pico de expresion al tercer dia del
dafio muscular en el ratdn WT y a las 24 horas en el ratbn mdx, coincidiendo con el pico
méximo del infiltrado inflamatorio y el inicio del proceso de regeneracion, hasta volver a

los niveles basales al completarse la regeneracion (dia 21).

La evaluacion de la influencia de PDGF-BB en el proceso de regeneracion también se
estudio in vitro e in vivo. En el primer caso se trataron mioblastos en cultivo con 10 ng/ml
de PDGF-BB y se estudié su efecto en la proliferaciéon, migracion y diferenciacion,
mediante curvas de crecimiento tras 6 dias de tratamiento, ensayos de migracion
Transwell y diferenciacién a miotubo en cultivo, respectivamente. PDGF-BB incrementd la
proliferacion de mioblastos a partir del cuarto dia de tratamiento e indujo su migracion de
un modo dosis-dependiente. Sin embargo, PDGF-BB no produjo ningun efecto en la
diferenciacién de mioblasto a miotubos. La via de sefalizacion activada tras inducir los
mioblastos con PDGF-BB fue PI3K/Akt. Para estudiar el papel de PDGF-BB en el modelo
distréfico 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 andlisis histologico se detectd una reduccion 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 vehiculo, indicando una contribucion de PDGF-
BB en la expansion del pool de las principales células implicadas en la regeneracion
muscular, como un proof of principle. El tratamiento con PDGF-BB tampoco aumenté el

colageno | del intersticio.

5.2. RESUMEN DE LOS RESULTADOS ARTICULO Il

Los experimentos in vitro se realizaron para conocer mejor los mecanismos moleculares
por los que nintedanib podria actuar como agente anti-fibrético. Para ello, se disefiaron
experimentos para estudiar la proliferacién, migracion y diferenciacion de fibroblastos
humanos control mediante curvas de proliferacion, ensayos de herida o de rasgufio
(wound healing assay o scratch assay en inglés) y analisis de la expresion de genes pro-
fibréticos, respectivamente. Nintedanib fue testado en fibroblastos creciendo en un medio
de cultivo rico en suero fetal bovino (FBS) durante 6 dias lo que genero la proliferacion de
estas células. Nintedanib disminuyd la proliferacion de una forma dosis-dependiente
alcanzado su maximo potencial de inhibicién a una concentracion de 0,4 UM, y por lo tanto
se utilizé esta concentracion en los experimentos posteriores. También se evalué qué
factor de crecimiento cuyo receptor es diana de nintedanib podia ser responsable de la
proliferacion. Para ello se realizaron curvas de crecimiento en un medio de cultivo pobre
en FBS pero rico en PDGF-AA, FGFb o VEGF-A. S6lo PDGF-AA produjo un aumento en
la proliferacion y nintedanib fue capaz de inhibir este efecto. El ensayo de rasgufio se
realizé6 en un medio rico en diferentes factores de crecimiento, como PDGF-AA, FGFb,
VEGF-A, TGFB y CTGF. Todos estos factores promovieron la migracion de los
fibroblastos a las 24 horas de cultivo. Nintedanib bloque6 la migracién de los fibroblastos
tratados con FGFb, VEGF-A, CTGF y PDGF-AA, siendo este Ultimo el mas blogueado
hasta niveles basales. Este resultado con PDGF-AA también fue confirmado por un

ensayo de migracion Transwell. Ademas, se analizaron diferentes genes relacionados con
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la migracion en fibroblastos tratados con PDGF-AA y PDGF-AA y nintedanib durante 24
horas. Los niveles de expresion 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 expresion de genes pro-fibréticos analizados en el ratén mdx -
COL1A1, COL1AS, FN1, PDGF-AA, CTGF y TGFB1 - también fueron disminuidos con el

tratamiento de nintedanib durante 4 dias en un medio de cultivo rico en FBS.

Ademas, se estudié el posible efecto téxico de nintedanib en la diferenciacion de
mioblastos a miotubo y en la reparacion del sarcolema. Después de tratar los mioblastos
en confluencia con nintedanib durante 7 dias, éstos no mostraron diferencias en cuanto al
indice de diferenciacion en comparacion al experimento control. Tras un dafio quimico 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/dia de nintedanib durante un mes mediante la técnica de alimentacion
forzada utilizando una canula gastrica, 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 electrofisiolégicos. 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
electrofisiolégicas consistieron en estudios de conduccion motora y de electromiografia
(EMG). La conducciéon motora fue estudiada en el gastrocnemio, musculo plantar vy tibial
anterior. El ratbn mdx mostré una disminucién de la amplitud del potencial de accién
muscular compuesto (CMAP) en comparacion al animal WT. En el ratén mdx tratado la
amplitud del CMAP aumenté en todos los musculos, hasta niveles normales y de forma
significativa en el masculo tibial anterior. Por otro lado, el EMG en el tibial anterior mostro
una normalizacion de la amplitud y morfologia de los potenciales de accion de la unidad
motora (MUAPS), encontrando una proporcion similar de MUAPs pequefios y medianos

entre el raton WT y el raton tratado, mientras que el mdx no tratado tenia un mayor
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porcentaje de MUAPs pequefios. La disminucién del porcentaje de MUAPSs pequefios tras
el tratamiento con nintedanib fue estadisticamente significativo. A continuacién,
sacrificamos a los animales y obtuvimos el diafragma, cuédriceps y tibial anterior, que son
los musculos de estudio en adelante. El analisis histolégico mediante la tincion con
hematoxilina-eosina no mostré diferencias en el tamafio de las fibras ni en la proporcién
de nudcleos centrales. Mediante el método de inmunohistoquimica se analiz6 el niumero de
vasos por fibra (al ser VEGFR inhibido por nintedanib), el nUmero de fibras regenerativas
y la cantidad de colageno VI por area analizada. El nUmero de vasos marcados con el
anticuerpo anti-CD31 por fibra mostré una tendencia a revertir el aumento observado en el
ratbn mdx tras el tratamiento con nintedanib en el cuadriceps y diafragma. Se observé que
el nimero de fibras regenerativas, marcadas con el anticuerpo contra el marcador
temprano de la regeneracion eMHC, aumentd considerablemente en los muasculos del
raton mdx, sin embargo, en el raton mdx tratado el numero de estas fibras disminuyé en
comparacion al ratbn mdx no tratado, mas marcadamente en el cuadriceps, donde esta
disminucion fue significativa. El colageno VI presente en el espacio intersticial se encontrd
disminuido en el raton tratado con nintedanib, de forma significativa en cuadriceps y
diafragma y con una tendencia en el tibial anterior, indicando una reduccién del area del
tejido fibroso. A nivel de expresion génica, numerosos genes de proteinas de la ECM
(Collal, Col3al y Fnl) y factores de crecimiento pro-fibréticos (Pdgf, Tgfbl y Ctgf), asi
como el gen Adgrel, marcador de macréfagos, se encuentran sobre-regulados en los
musculos del raton mdx. El tratamiento con nintedanib provocé una disminucion de la
expresion de la mayoria de estos genes -de una forma mas contundente y
estadisticamente significativa en el tibial anterior- excepto de Ctgf en los tres musculos y
de Fnl en cuddriceps y diafragma. Cabe destacar que en todos los casos nintedanib
causo una disminucién de Pdgfa y Pdgfb estadisticamente significativa y que Collal fue
marcadamente reducido de forma significativa en el tibial anterior y con una p<0.1 en el

caso del cuadriceps. La disminucién en la expresion génica de colageno | fue confirmada
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a nivel proteico por WB. Los tres musculos de estudio mostraron un aumento visible del
colageno | en el ratbn mdx, mientras que en el raton tratado se observé una disminucién
significativa en el tibial anterior y una tendencia en el diafragma. También se estudi6 la
fibrosis en el corazon mediante el andlisis del mRNA de los genes mencionados
anteriormente y estudios de inmunohistoquimica del colageno 1l 'y VI. En la
inmunohistoquimica los niveles de colageno Il y coldgeno VI disminuyeron levemente en
el ratdbn mdx tratado con nintedanib pero sin cambios significativos, sin embargo, en los
estudios de expresion génica, el colageno lll, junto al gen Adgrel, se encontr6 disminuido
patentemente de forma significativa en dicha poblacion en comparacion al corazén del

ratbn mdx.
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En esta tesis hemos analizado el papel de las moléculas PDGF en el proceso de
regeneracion y degeneracion muscular en diversos modelos in vitro e in vivo de distrofia
muscular. Con anterioridad a nuestros estudios, otros trabajos ya habian relacionado
PDGF-BB y el receptor PDGFf tanto con el proceso de miogénesis como con el proceso
de fibrosis en distrofias musculares!®? y en otras enfermedades de otros 6rganos!*’. En el
presente estudio se realizd por primera vez una evaluacion de la expresion de PDGF-B en
miotubos humanos control y ensayos del tipo dafio-reparacion in vitro en miotubos de
pacientes y de personas sanas e in vivo en ratones mdx y WT. Otra innovacion que aporta
este estudio es el tratamiento con PDGF-BB en el modelo murino mdx, asi como en
mioblastos obtenidos de pacientes control - a diferencia de investigaciones anteriores,
basadas en la utilizacién de mioblastos de rata o ratéon'®* 26 - de forma que con este

estudio obtenemos un mejor conocimiento del papel de PDGD-BB en el musculo humano.

Nuestros resultados sostienen que PDGF-BB promueve la proliferacién y migracion de
mioblastos humanos aunque no la diferenciacion a miotubo. Basamos esta conclusion
tanto en los resultados in vitro como en los resultados in vivo en ratén, donde la
administracion de PDGF-BB caus6 un aumento de las células satélite, las células madre
protagonistas de la regeneracion muscular, precursoras de los mioblastos. ElI hecho de
gue PDGF-BB no aumente la diferenciacion a miotubo — resultado también observado en
otro estudio sobre mioblatos de rata’® - no significa que éste no tenga un papel pro-
regenerativo, ya que la proliferacion y la migracion de las SCs forman parte de las
primeras fases de la regeneracion muscular, antes de que se dé lugar la fusiéon de estas
células con las fibras musculares dafiadas o se diferencien a miocito. Ademas, el nimero
de fibras regenerativas en el ratbn mdx aumenta tras el tratamiento con PDGF-BB, por lo
gue es posible que PDGF-BB al aumentar el nimero de SCs tenga una influencia positiva

en el proceso de regeneracion muscular.

143



RESUMEN GLOBAL DE LA DISCUSION

En resumen, y en concordancia con los resultados obtenidos, en la DMD, PDGF-BB seria
liberado por las fibras regenerativas, necroticas e infiltrados inflamatorios en el inicio de la
fase de la regeneracion al coincidir su pico de maxima expresion con la aparicion de los
infiltrados inflamatorios. PDGF-BB actuaria de forma paracrina sobre las células satélite
provocando su proliferacion y migracion, lo que llevaria a una regeneracion muscular mas

efectiva.

Respecto a la evaluacién de un inhibidor tirosina cinasa como agente anti-fibrético en un
modelo murino de distrofia muscular, este estudio representa el primer estudio del agente
anti-fibrético aprobado para la IPF, nintedanib, en un modelo animal de distrofia muscular.
El proceso de fibrosis suele ser similar entre diferentes 6érganos, y tal como esperabamos,
el tratamiento del raton mdx con nintedanib mostré una disminucion de la fibrosis y una
mejora en los patrones electrofisiolégicos. Sin embargo, la prueba del DigiGate no fue
informativa al no encontrar diferencias en el patron de la marcha entre el raton mdx y WT.
Estos efectos en la electrofisiologia podrian ser explicados por una reduccion de la
proliferacion, migracion y cambio del patrén de la expresion génica en los fibroblastos
residentes del masculo esquelético, que llevarian a cambios tempranos en la estructura
del masculo antes de que se observen los sintomas clinicos e incluso antes de que se

observe un alto grado de fibrosis en los estudios histolégicos.

Otros inhibidores tirosina cinasa, tal como imatinib!®!, crenolanib®® y nilotinib® bloquean
varias proteinas 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 funcion muscular en el modelo mdx, sin embargo,
ninguno de ellos ha sido probado para una enfermedad fibrética en humanos, a excepcién
de imatinib que fue testado en pacientes con IPF sin obtener los resultados esperados en
un ensayo clinico en fase 11?”7. Ademas, los efectos secundarios de estas moléculas en

humanos como tratamiento contra distintos tipos de cancer son mayores respecto a los
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efectos secundarios de nintedanib tanto en su aplicacion contra el cancer de pulmén como
en el tratamiento contra la IPF, segun los datos recogidos por la EMA, a excepcion de
crenolanib que, aunque todavia esta bajo diferentes estudios clinicos, 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 podria estar involucrado. Nuestros
resultados muestran que PDGF-AA es el responsable de la proliferacion in vitro y tiene un
mayor peso en la migracion, ademas de todos los estudios citados previamente en la
introduccion que indican que una sobreexpresion de PDGF-A o del receptor PDGF tipo a
esta relacionada directamente con la fibrosis muscular y de otros tejidos. Sin embargo, los
cambios en la expresion de genes pro-fibréticos en nuestro estudio in vitro en fibroblastos
no fueron evaluados en presencia de PDGF-AA especificamente, por lo tanto, estos
cambios in vitro e in vivo podrian ser debido a la inhibicion de los otros receptores que
bloguean nintedanib, como por ejemplo los receptores FGF, que también estan asociados
al proceso de fibrosis muscular. Ademéas, FGFb regula la expresion positivamente de
PDGFRa en VSMCs!#?, un indicativo de que podria ocurrir tal evento en fibroblastos. La
inhibicibn de los receptores FGF, por lo tanto, seria doblemente ventajosa para el

tratamiento contra la fibrosis.

Src (Stored Response Chain) es una proteina tirosina cinasa citosoélica que también es
inhibida por nintedanib y que participa en la sefializacion de PDGF y TGFB (mediante el
receptor TGFB tipo Il (TBRII)) actuando como efector. Respecto a la sefializacion de
TGFB, la activacion de esta via estd asociada a la activacion del TBRII y a la posterior
activacion de las proteinas cinasas activadas por mitdbgeno p38 (p38 MAPK)Z°, las cuales
regulan la biosintesis de citocinas pro-inflamatorias y también estan involucradas en la
supervivencia, proliferacién, migracion y diferenciacion en distintos tipos celulares?’?. En

un estudio en IPF, se estudid la influencia de nintedanib en la sefalizacion de TGFf en
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fibroblastos de pulmén y como resultado se obtuvo que nintedanib inhibio la diferenciacion
de fibroblastos inducida por TGF[, a nivel molecular inhibi6 la fosforilacion de TRRIl y, en
consecuencia, de p38 MAK?"3, La via Src es alternativa a la via clasica que involucra la
activacion de Smad en la sefalizacion de TGF(, por lo que esto podria explicar los
minimos efectos secundarios de nintedanib en comparacién a los inhibidores de los
receptores de TGFfB, que podrian asociarse a un aumento de los infiltrados inflamatorios,

segun un estudio de 2006274,

El bloqueo de una o varias de estas tirosinas cinasas, provoca una disminucion de la
expresion de diferentes genes en nuestro estudio, entre los que se encuentra TGFB. Es
sabido que TGFB regula la expresion positivamente de PDGFRa en fibroblastos de
diferente origen?’®, por lo que este acontecimiento (la disminucion de TGFB por
nintedanib) tendria un efecto sinérgico, ademas 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, est4 altamente expresado
en macrofagos, ademés de en células endoteliales, promoviendo la migracién de estas
células?™®, en el caso de los macréfagos, de los vasos sanguineos al tejido conjuntivo del
musculo. Esto podria explicar la disminucion del marcador de macrofagos F4/80 (gen
Adgrel en ratén) en nuestros resultados y, en consecuencia, la disminucién de la
inflamacién, lo cual a su vez favorece la disminucién de la fibrosis. Ademas, los PDGFRs
también se expresan en macrofagos (ver seccién 1.3.), y su inhibicion también podria
explicar la disminucién de la migracién de macrdfagos hacia el musculo. Otro factor en
este sentido, puede ser una mejor homeostasis del musculo con el tratamiento: nintedanib
reduce el proceso fibrético, por lo que el proceso de regeneracion muscular puede ser
mas efectivo mejorando la situacién estructural del muasculo, lo que lleva a una menor

inflamacion.
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Cabe mencionar también que en nuestro estudio la proteina de la ECM fibronectina no se
ve disminuida en dos de los musculos de estudio. Teniendo en cuenta que el colageno es
la proteina mas representativa de la ECM en las tres capas de tejido conjuntivo®, la
observacion de que el colageno I, uno de los principales subtipos de colageno expresado
en la ECM, se encuentra disminuido en el masculo tratado del mdx tanto a nivel proteico

como a nivel de mRNA es un resultado positivo.

En resumen, las vias PDGF-AA/PDGFRa y PDGF-BB/PDGFRfB actuarian sobre células
mesenquimales -predominantemente fibroblastos y mioblastos/SCs del musculo
esquelético, respectivamente- influyendo en su proliferacion, migracion y/o diferenciacion
y participando de esta forma en diferentes procesos como son la fibrosis y regeneracion
muscular en DMD y en otras condiciones patolégicas. Nintedanib también bloquea el
receptor PDGF[ y podria provocar la inhibiciéon de la proliferacion 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 proliferacion de estas
células y, por lo tanto, nintedanib no alteraria la proliferacion de las SCs y la consiguiente

regeneracion muscular'?,

A pesar del efecto positivo en la reduccion de la expresion de algunos genes pro-fibréticos
tras el tratamiento con nintedanib in vivo, estos resultados deben tomarse con cautela ya
que se aprecia sélo un porcentaje de reduccion del coldgeno del 4-5% a nivel proteico.
Existen diversas explicaciones para este resultado. Por un lado, puede ser debido a que la
fibrosis ya esta establecida (sobre todo en diafragma) y, por otro, a que el tiempo de
tratamiento ha sido demasiado corto. Por este motivo seria interesante en un futuro: 1)
tratar animales mas jévenes que aun no hayan desarrollado fibrosis o que tengan poca
fibrosis, 2) realizar un tratamiento mas prolongado, donde el momento final de tratamiento
sobrepase el inicio de la aparicién de la fibrosis en ratones controles mdx no tratados para

asegurar que la fibrosis deberia estar ya establecida y 3) tratar una poblacion de ratones
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mayor para obtener un mayor poder estadistico. Si estos resultados fueran mas
contundentes en cuanto al porcentaje de reduccion de fibrosis que correlacione con
pruebas funcionales, entonces se podria plantear probar nintedanib en nifios con DMD en
fases iniciales de la enfermedad en un ensayo clinico. Creemos que, en todo caso,
nintedanib deberia 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 particulas viricas o células. Por lo
tanto, tratar la fibrosis podria mejorar la efectividad de los tratamientos que como objetivo
tienen restaurar de la distrofina. En los ultimos tiempos diversos estudios pre-clinicos se
mueven en esta linea: terapia génica/celular combinada con un tratamiento contra alguno
de los eventos patolégicos causados por la ausencia de distrofina con resultados
favorables?’®. Otro potencial rol de nintedanib como tratamiento de la enfermedad de
Duchenne puede ser el de preservar al maximo 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 (Comunicacion Dr.
Mendel, WMS 2018). Si bien este es un resultado excelente, implica que un 20% de las
fiboras no expresan distrofina y son susceptibles de degenerar, por lo que la distrofia
muscular como tal no esté curada. Tratamientos como nintedanib puede tener un papel en
mantener el musculo en las mejores condiciones, incluso en estos pacientes. Ademas,
pacientes con otro tipo de distrofia muscular también se podrian 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 podrian realizar previamente

ensayos pre-clinicos en el modelo animal adecuado.

En el caso de la fibrosis cardiaca observamos cambios significativos en la reduccion de
expresion geénica del colageno Il y del receptor F4/80 presente en los macrofagos. Sin
embargo, no se observé una disminucion significativa de la fibrosis en los estudios

histolégicos, aunque si hay una tendencia a la reduccion tanto del colageno VI como del
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[ll, en un porcentaje similar al observado en el musculo esquelético. Una vez mas, se
deberia aumentar el numero de animales y tratarlos antes y durante mas tiempo ya que,
diferentes estudios sefialan que la fibrosis en el corazén mdx se establece hacia los 6
meses de edad'®®. Serian necesarios ensayos funcionales para estudiar mas a fondo la
respuesta del corazon a nintedanib. Como dato, este famaco se probé en un estudio en
un modelo murino de hipertensién pulmonar, que lleva a la hipertrofia del ventriculo
derecho del corazon asociada a fibrosis de la pared miocardica. El estudio ho demostré un
efecto beneficioso sobre la hipertensién pulmonar, pero si tuvo efectos favorables en la

remodelacion del ventriculo derecho?””.

149



RESUMEN GLOBAL DE LA DISCUSION

150



/. CONCLUSIONES






CONCLUSIONES

PDGF-BB contribuye de forma positiva en el proceso de regeneracion muscular al
observarse un incremento de su expresién in vitro e in vivo: en miotubos humanos,
biopsias de pacientes Duchenne, asi como en un modelo murino de dafio agudo.
Ademas, el tratamiento con PDGF-BB en mioblastos y en el modelo murino de
distrofia muscular, el raton mdx, genera un aumento de la proliferacién y migracion de
mioblastos y del nimero de las principales células encargadas de la regeneracion

muscular, las células satélite.

Nintedanib ralentiza la progresion de la fibrosis en diferentes masculos del ratébn mdx
al disminuir la proliferacion, la migracion de fibroblastos y la expresion de genes pro-
fibréticos mediante el bloqueo, principalmente, del receptor PDGFa. Ademas,

nintedanib reduce los infiltrados inflamatorios presentes en los masculos distréficos.
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LINEAS DE FUTURO

Los resultados de la tesis representan el inicio de varias vias de trabajo que estan 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 vias de sefalizaciébn y mecanismos moleculares de
los factores de crecimiento de la familia PDGF, con aproximaciones in vitro que

incluyen técnicas de cultivo celular y protedmica.

2. Aislamiento de precursores fibroadipogénicos (FAPs) desde biopsias de musculo
de controles sanos y de pacientes con distrofias musculares para caracterizar su

funcién bioldgica 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 farmaco nintedanib, se estan tratando otros modelos
murinos de distrofias musculares que cursan con fibrosis, como son el modelo de
déficit de la proteina a-sarcoglicano y el modelo de déficit de la proteina
disferlina. De obtener resultados positivos en la linea de los que se presentan en
esta tesis, se podria plantear en un futuro el disefio de ensayos clinicos en
pacientes con distrofias musculares, ya que nintedanib ya esta aprobado en la
IPF, y por la tanto ya ha pasado los requerimientos de seguridad para su

utilizacion en humanos.
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