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RESUMEN

Las distrofias musculares son enfermedades hereditarias caracterizadas por una
degeneracion progresiva de las fibras musculares que lleva a la destruccién del tejido
muscular esquelético, lo que conduce a una debilidad muscular que progresa en el
tiempo y se asocia a un grado de discapacidad variable. Por otro lado, las miopatias
metabdlicas, como la glucogenosis tipo Il 0o enfermedad de Pompe, también son
enfermedades hereditarias pero se caracterizan por tener alteraciones en el
metabolismo de la fibra muscular. La enfermedad de Pompe plantea algunas
similitudes clinicas con las distrofias musculares. A pesar de las similitudes clinicas, la
fisiopatologia de las distrofias y de la enfermedad de Pompe es muy diferente. En el
caso de las distrofias musculares no existe un tratamiento efectivo, mientras que en la
enfermedad de Pompe la terapia de substitucion enzimatica ha cambiado la historia
natural de la enfermedad, especialmente en las formas infantiles. Por tanto, es de
interés la blusqueda de nuevas aproximaciones terapéuticas en distrofias musculares.
Aunque la terapia génica se postula como el tratamiento mas efectivo y definitivo, los
tratamientos encaminados a frenar el proceso degenerativo del musculo podrian
ayudar a la efectividad de la terapia génica. Por este motivo, testar terapias que hayan
mostrado resultados positivos en otras distrofias y conocer mejor los mecanismos
moleculares involucrados en la fisiopatologia del musculo distréfico son temas que
necesitan ser estudiados. Por otra parte, es importante la busqueda de biomarcadores
que permitan conocer el estado del paciente tanto en distrofias musculares como en la
enfermedad de Pompe para poder conocer de forma sencilla y no invasiva su

respuesta a estas nuevas terapias.
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ABSTRACT

Muscular dystrophies are inherited diseases characterized by a progressive loss of
muscle fibers and its replacement by fibrotic and fatty tissue leading to muscle
weakness and disability that progresses over time. Metabolic myopathies are
hereditary diseases produced by mutations encoding enzymes participating in the
catabolic pathways required to obtain energy. Type Il glycogenosis, also known as
Pompe disease, shares some clinical similarities with muscular dystrophies, specially
the development of progressive weakness in proximal muscles of the limbs. Despite of
the clinical similarities, the pathophysiology of muscular dystrophies and Pompe
disease is different. In the case of muscular dystrophies, there is not an effective
pharmacological treatment, whereas in Pompe disease, enzyme replacement therapy
has improved the natural history of the disease. However, the search for new
therapeutic approaches in both diseases is a scientidic field of interest. Although gene
therapy is postulated as the most effective and potentially a definitive cure, new
treatments aimed to slow down the degenerative process of muscle could be helpful to
maintain the results obtained with gene therapy over time. For this reason, only a
complete understanding of the molecular mechanisms involved in the pathophysiology
of these diseases will allow us to propose new treatments or even repurpose already
existing ones in cellular and animal models of these diseases. On the other hand, the
identification of non-invasive biomarkers for the follow up of patients in muscular
dystrophies and Pompe disease is an unmet need especially relevant at the present

moment, when clinical trials with new generation treatments are under design.
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1. INTRODUCCION
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1.1. Miopatias hereditarias

Las miopatias hereditarias son un grupo de enfermedades de origen genético con una
serie de caracteristicas clinicas e histolégicas. La presencia de alteraciones en las
biopsias musculares nos ayuda a clasificar las diferentes enfermedades musculares.
La causa de estas enfermedades son mutaciones en genes que codifican proteinas
implicadas en la estructura o metabolismo del musculo esquelético. El diagnéstico se
basa en caracteristicas clinicas, resultados de la biopsia muscular, imagen
musculares, pero principalmente en analisis genéticos (1). Aunque su clasificacion
esta constantemente bajo revision debido a la identificacion de nuevos genes, por el

momento sigue basandose en las caracteristicas de la biopsia muscular (2).

1.1.1.Distrofias musculares

Las distrofias musculares son enfermedades hereditarias caracterizadas por una
degeneracion progresiva de las fibras musculares que lleva a la destruccion del tejido
muscular esquelético (3). Esta degeneracion lleva al paciente a desarrollar una
debilidad muscular que progresa en el tiempo y produce un grado de discapacidad
variable, desde la necesidad de ayudas para la marcha hasta la dependencia total de
terceras personas para realizar cualquier actividad de la vida diaria. En el caso de las
distrofias musculares de cinturas la debilidad se inicia de forma tipica en la
musculatura proximal de las extremidades inferiores y superiores para ir progresando
con el tiempo afectando a musculatura distal y axial. El ritmo de evolucion es muy
variable, desde rgpido como en la distrofia muscular de Duchenne (DMD) a lento como
en la distrofia muscular por déficit de lamina (4). En muchas de estas enfermedades, el
musculo cardiaco se afecta y puede evolucionar de forma paralela a la debilidad
muscular, de modo que en algunos casos existe una afectacion cardiaca grave soélo en
fases avanzadas de las enfermedades, mientras que en otras enfermedades, la

afectacion cardiaca es temprana. La musculatura respiratoria también puede
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afectarse. En esos casos el paciente puede desarrollar sintomas como disnea de
esfuerzo, ortopnea o sintomas relacionados con hipoventilaciéon nocturna. Es
importante tener en cuenta que las causas cardiacas y respiratorias son el principal
motivo de muerte en las distrofias musculares (5).

El origen de las distrofias musculares son mutaciones en genes responsables de la
codificacién de proteinas estructurales de la célula muscular. La ausencia de estas
proteinas provoca la inestabilidad de la membrana celular una vez se somete al estrés
mecanico producido durante la contraccion muscular. Como resultado a la
inestabilidad celular se produce la ruptura de la célula (6). Genéticamente, las
distrofias musculares pueden clasificarse segun la herencia: autosémica dominante,
autosomica recesiva o ligada al cromosoma X (7), aunque actualmente, las distrofias
musculares se agrupan segun la similitud fenotipica de la enfermedad. Mientras que la
DMD vy la distrofia muscular de Becker (BMD) son enfermedades ligadas al
cromosoma X, las distrofias musculares de cinturas (LGMD) estan formadas por un
grupo de enfermedades heterogéneas que se clasifican segun si son dominantes (D) o
recesivas (R). El nimero que sigue a la letra de la herencia (D o R) pertenece al orden
de descubrimiento de la proteina afectada (Tabla 1) (8).

La biopsia muscular muestra las caracteristicas histologicas que definen las distrofias
musculares: presencia de variabilidad en el tamafio de las fibras, nucleos centrales,
fendmenos de degeneracion-regeneracion, necrosis o division de fibras, presencia de
infiltrados inflamatorios, aumento del tejido conectivo del perimisio y endomisio y

aumento del tejido graso (9).
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Old name Gene Proposed new nomenclature Reason for exclusion

LGMD 1A Myot Myofibrillar myopathy Distal weakness

LGMD 1B LMNA Emery-Dreifuss muscular dystrophy High risk of cardiac arrhythmias:

(EDMD) EDMD phenotype

LGMD 1C CAV3 Rippling muscle disease Main clinical features rippling
muscle disease and myalgia

LGMD 1D DNAJB6 LGMD D1 DNAIJB6-related

LGMD 1E DES Myofibrillar myopathy Primarily false linkage; distal
weakness and cardiomyopathy

LGMD IF TNPO3 LGMD D2 TNPO3-related

LGMD 1G HNRNPDL LGMD D3 HNRNPDL-related

LGMD 1H ? Not confirmed False linkage

LGMD 11 CAPN LGMD D4 calpain3-related

LGMD 2A CAPN LGMD R1 calpain3-related

LGMD 2B DYSF LGMD R2 dysferlin-related

LGMD 2C SGCG LGMD RS y-sarcoglycan-related”

LGMD 2D SGCA LGMD R3 «-sarcoglycan-related

LGMD 2E SGCB LGMD R4 S-sarcoglycan-related

LGMD 2F SGCD LGMD R6 §-sarcoglycan-related

LGMD 2G TCAP LGMD R7 telethonin-related

LGMD 2H TRIM32 LGMD R8 TRIM 32-related

LGMD 21 FKRP LGMD R9 FKRP-related

LGMD 2] TN LGMD RI10 titin-related

LGMD 2K POMTI LGMD R11 POMT]I-related

LGMD 2L ANOS LGMD R12 anoctaminS-related

LGMD 2M FKTN LGMD R13 Fukutin-related

LGMD 2N POMT2 LLGMD R14 POMT2-related

LGMD 20 POMGnTI1 LGMD RI15 POMGnTI-related

LGMD 2P DAGIT LGMD R16 a-dystroglycan-related

LGMD 2Q PLEC LGMD RI17 plectin-related

LGMD 2R DES myofibrillar myopathy Distal weakness

LGMD 28§ TRAPPCI] LGMD R18 TRAPPCI I-related

LGMD 2T GMPPB LGMD R19 GMPPB-related

LGMD 2U ISPD LGMD R20 ISPD-related

LGMD 2V GAA Pompe disease Known disease entity, histological
changes

LGMD 2W PINCH2 PINCH-2 related myopathy Reported in one family

LGMD 2X BVES BVES related myopathy Reported in one family

LGMD 2Y TORIAIP1 TORTAIPI related myopathy Reported in one family

LGMD 27 POGLUTI LGMD R21 POGLUT -related

Bethlem myopathy recessive

COL6AI, COL6A2,

LGMD R22 collagen 6-related

COL6A3
Bethlem myopathy dominant COL6AI, COL6A2, LGMD D5 collagen 6-related
COL6A3
Laminin a2-related muscular dystrophy LAMA2 LGMD R23 laminin o2-related
POMGNT2-related muscular dystrophy POMGNT2 LGMD R24 POMGNT2-related

Tabla 1. Comparacion de la clasificacion antigua de LGMD con la actual (8).

1.1.1.1. Distrofinopatias

La DMD y BMD se clasifican como distrofinopatias, ya que su causa es una pérdida
total (DMD) o parcial (BMD) de la proteina distrofina. La diferencia clinica entre la DMD
y la BMD se debe a la diferencia de expresién de la distrofina. La BMD se presenta
cuando el marco de lectura del gen se conserva, mientras que cuando no se conserva
tenemos una DMD (10). El gen codificante para la distrofina se encuentra en la
posicion 21 del brazo corto del cromosoma X (Xp21). Las deleciones en uno o
multiples exones son las mutaciones mas comunes, siendo el 60-70% de los casos en
la DMD y el 80-85% de los casos de BMD. Las mutaciones puntuales representan un
26% de casos en la DMD y un 13% en la BMD, mientras que las duplicaciones de
exones representan un 10-15% de los casos para la DMD y un 5-10% de los casos
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para la BMD (11). Un 33% de los casos se producen por nuevas mutaciones
(conocidas comunmente como mutaciones de novo) en el gen de la distrofina (12).
Como el gen de la distrofina se encuentra en el cromosoma X, las distrofinopatias
afectan a varones. Sin embargo, entre un 5 y un 10% de las mujeres portadoras
presentan algun grado de debilidad muscular que se puede manifestar ya en la
infancia o no ser evidente hasta la vida adulta.

La histologia del musculo en los pacientes con distrofinopatias presenta variaciones en
el tamafio de la fibra, ndcleos internos en las fibras, fibras regenerativas, necrosis,
invasion de macrofagos, células T y mastocitos en zonas necréticas, predominio de
fibras tipo 1, y finalmente sustitucién de tejido muscular por tejido graso y conectivo
(Figura 1). La gravedad clinica no puede ser juzgada en base a la histologia
exclusivamente, ya que no es posible distinguir una biopsia de DMD o BMD (9).

El déficit de distrofina en el mlsculo provoca la rotura de la membrana muscular, lo
que lleva a la pérdida de enzimas musculares, incluyendo la creatina quinasa (CK), la

cual se encuentra entre 50 y 100 veces mas elevada de lo normal (13).

| S P ":_ N Figura 1. Tincion de hematoxilina y eosina de un nifio de
R .:- - 9 afios con DMD. Se observan variacién del tamafio de
= 5 R 3 ;' ~ fibras separadas por un excesivo tejido conectivo, aumento

b g ,' ; RLY g T de nudcleos internos, fibras necréticas y fibras partidas (9).

1.1.1.1.1. Distrofia muscular de Duchenne (DMD)

El desarrollo de los primeros sintomas en la DMD suele ser muy temprano, entre los 3
y 5 afios de edad. Los nifios muestran dificultades motoras, incluidas retraso en el
movimiento y mas tarde, en actividades como subir escaleras. Una de las
caracteristicas principales en nifios es la necesidad de realizar la maniobra de Gowers

para levantarse, la cual es compatible con una debilidad proximal de cintura pelviana
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(14). Esta maniobra se basa en levantarse usando los brazos para complementar la
debilidad de la cintura pélvica (15). La debilidad muscular es progresiva y comienza
afectando a la cintura pélvica, posteriormente a la musculatura axial y finalmente a la
distal de los miembros (16). A medida que avanza la enfermedad, los nifios necesitan
ayuda para el movimiento, y hacia los 12 afios aproximadamente acaban utilizando
una silla de ruedas. La afectacién pulmonar y cardiaca se desarrolla a medida que la
enfermedad avanza. Gracias a la mejoria en el soporte ventilatorio y cardiaco los
pacientes pueden llegar a vivir hasta los 30 afios (17). Ademas, hasta un 20% de los
pacientes presentan un coeficiente intelectual menor de 70 (18).

Las mutaciones en la DMD estan asociadas a un cambio de la pauta de lectura
causando codones de terminacion prematuros. El resultado son transcritos mutados
que son susceptibles a la degradacion y como consecuencia se produce ausencia de

proteina en las células (19).

1.1.1.1.2. Distrofia muscular de Becker (BMD)

En la BMD, la distribucién de la afectacién muscular es similar a la de la DMD, pero el
curso de la enfermedad es mas benigno, siendo la edad de inicio de los sintomas
hacia los 12 afios. La pérdida de ambulacion varia desde la adolescencia en adelante.
La supervivencia de los pacientes con BMD suele ser hasta la 5% década (20,21). A
pesar de la afectacion mas leve en el musculo esquelético, la insuficiencia cardiaca es
la causa mas comun de muerte. No es infrecuente que los pacientes desarrollen en
mayor o menor medida debilidad de la musculatura ventilatoria. Una proporcion de los
casos también presentan algin grado de discapacidad intelectual (22).

El gen responsable de la enfermedad también es la distrofina, pero a diferencia de la
DMD, en la BMD las mutaciones causantes son deleciones que mantienen el marco de
lectura, por tanto aunque se produce una proteina anormal, ésta no se degrada (13).

Ademas, también se han descrito mutaciones sin sentido (nonsense) que inducen un
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salto del ex6n (exon skipping) compatible con un marco de lectura respetado. El

resultado es una proteina truncada parcialmente funcional (20),(23).

1.1.1.1.3. Distrofina

La distrofina es una proteina del citoesqueleto de 427 kiloDaltons (kDa) que se
encuentra en la membrana de las células musculares, conecta el citoesqueleto
intracelular con la matriz extracelular y forma parte del complejo multimérico distrofina
glicoproteina (DGC) (11). Este complejo esta compuesto por proteinas de membrana
gque incluyen sarcoglicanos, sarcospanos, distroglicanos, distrobrevinas y sintrofinas.
El dominio N-terminal de la distrofina se une a la actina filamentosa del citoesqueleto.
La parte transmembrana de la distrofina se une al B-distroglicano que a la vez se une

al a-distroglicano para formar el subcomplejo distroglicano (Figura 2).

Protein Mitochondrial
degradation dysfunction

Membrane Macrophage

0y,
Sty, A 7
%, oxidation recruitment
//7

Figura 2. Complejo DGC. Interaccion de la distrofina con otras proteinas de membrana. El DGC
consiste en el conjunto de sarcoglicanos a, B, y, 8, biglicano y sarcospano (SSPN); Este subcomplejo se
asocia con la matriz extracelular gracias a su interaccién con el complejo distroglicano. La subunidad f3-
distroglicano se asocia directamente con la distrofina, y la distrofina se une directamente a la actina

filamentosa. El dominio C-terminal se asocia con la distrobrevina (Db) y sintrofina (Syn) (23).

Para completar el eje de unién del citoesqueleto a la matriz extracelular (ECM), la
proteina a-distroglicano se une a la laminina en la lamina basal. Las distrobrevinas y

sintrofinas son proteinas citoplasmaticas que estan unidas a la distrofina por el
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dominio C-terminal. Tanto la distrobrevina como sintrofina interactian entre ellas y
ademas, la sintrofina también se une al 6xido nitrico sintasa (NOS) (23). Su funcion es
la de estabilizar la membrana durante la contraccibn muscular para prevenir el dafio
inducido por las contracciones. Ademas también regula la adhesion celular y
transduccién de la fuerza mecénica. Mutaciones en el gen de la distrofina provocan la
desestabilizacion del complejo DGC produciendo un dafio en el sarcolema cada vez

que se realiza una contraccion muscular (25).

1.1.1.2. Distrofia muscular de cinturas

Las distrofias musculares de cinturas estan causadas por mdltiples genes que
codifican proteinas del sarcolema, citosol o nacleo de los miocitos. Las formas
autosémicas dominantes son muy raras (representan un 5-10% de todas las LGMD) y
generalmente menos severas que las autosémicas recesivas (26).

La edad de inicio de las distrofias de cinturas suele ser entre la segunda y tercera
década pero a veces también durante la mediana edad. Existen méas de 30 subtipos de
LGMD identificadas, caracterizados por una debilidad muscular proximal simétrica,
problemas respiratorios, cardiomiopatias y en ocasiones arritmias cardiacas. Todos los
subtipos presentan heterogeneidad tanto clinica como genética (27).

En la mayoria de los subtipos de LGMD, la causa de la enfermedad es la inestabilidad
de la membrana muscular lo que conlleva la degeneracion de la fibra muscular, de

forma similar a lo que ocurre en las distrofinopatias (28).

1.1.1.2.1. Distrofia muscular de cintura recesiva tipo 2 (LGMD-R2)

Las disferlinopatias son un grupo de enfermedades musculares producidas por
mutaciones en el gen de la disferlina (DYSF) de herencia autosomica recesiva. El gen
DYSF se encuentra situado en el brazo corto del cromosoma 2. Del total de variantes
patogénicas descritas, un 66% de los casos corresponde a mutaciones puntuales, un

20% a deleciones, un 10% a duplicaciones, un 2% a inserciones y otro 2% a la
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combinacién de insercién/duplicacion (29). La edad de inicio de los sintomas suele ser
entre la segunda y tercera década de vida, aunque hay algunos casos descritos con
inicio infantil y tardio (30,31). Existen diferentes fenotipos dentro de las
disferlinopatias, pero los mas comunes son la distrofia muscular de cinturas R2
(LGMD-R2) y la enfermedad de Miyoshi. Ambas se caracterizan por presentar niveles
altos de CKs en sangre, entre 10 y 150 veces mas de lo normal (32).

En la LGMD-R2, la musculatura que se afecta inicialmente es la proximal, aunque
posteriormente se afecta la musculatura de la cintura escapular y la distal posterior de
las piernas y cuando la enfermedad ya estd avanzada se presenta una debilidad
muscular generalizada con un componente axial. No hay habitualmente afectacion
cardiaca ni respiratoria (27). La histologia muscular de la LGMD-R2 presenta las
caracteristicas comunes de las distrofias musculares (variabilidad del tamafio de la
fibra, necrosis y regeneracion, nucleos internos y aumento del tejido conectivo).
Ademas, la presencia de infiltrados inflamatorios es una caracteristica comun en las

biopsias de LGMD-R2 (9).

1.1.1.2.2. Disferlina

La disferlina esta compuesta por 55 exones que codifican una proteina de 230 kDa.
Esta se expresa en varios tejidos como en el rifiébn, masculo cardiaco, musculo
esquelético e incluso monocitos de sangre periférica (33).

La disferlina es una proteina de membrana que pertenece a la familia de las ferlinas,
un grupo de proteinas compuestas por varios dominios C2 sensibles al calcio que
estan implicados en la fusion de vesiculas y en la reparacion de la membrana. En el
caso de la disferlina, ésta tiene un dominio transmembrana y 7 dominios C2 con
distinta afinidad por el calcio y los fosfolipidos de membrana y ademas regula la unién
a otros complejos proteicos (34,35). La disferlina interacciona con otras proteinas
intracelulares, favoreciendo procesos de sefializacion y transporte de vesiculas. Entre

las diferentes proteinas con las que interacciona destaca su interaccion con caveolina-
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3. Se cree que esta interaccién participa en la fusion de mioblastos para formar
miotubos. Ademas, interacciona también con la calpaina-3 (proteasa activada por
calcio), tubulina o la nucleoproteina AHNAK. Otras interacciones son temporales y
dependientes de calcio, como es la union de la disferlina con la anexina A1y A2 y
calpaina-3 (Figura 3) (36). La interaccion con estas proteinas es importante para la
reparacion del sarcolema. La disrupciéon de la membrana causa la entrada de calcio en
la fibra muscular activando proteasas como la calpaina ademas de vesiculas de

reparacion que se acumulan en la zona dafiada del sarcolema (37).

Membrane

0

Annexin

Caveolin

Dysferlin

Calpain

Membrane vesicles

Figura 3. Interaccién de la disferlina durante la reparacién de membrana. a) La disferlina se localiza
en el sarcolema e interacciona con la caveolina-3, AHNAK y calpaina-3. b) El dafio en la membrana
resulta en la entrada de calcio provocando que las anexinas se unen a disferlina y la calpaina-3 se activa.
Estas interacciones promueven el reclutamiento de estructuras vesiculares internas. c) Tras la activacion,
las lesiones de membrana se reparan, la concentracion de calcio se normaliza y el complejo de

reparacion se desactiva mediante calpainas, que deshacen la unién de anexinas y AHNAK (23).

La disferlina se localiza en diferentes zonas de las fibras musculares: en el sarcolema,
donde tiene una funcion relacionada con la reparacion del dafio de la membrana y en
los tubulos transversos T, donde tiene un papel en el mantenimiento de la homeostasis
del calcio producido por el estrés celular (38). La disferlina esta implicada también en
la sefalizacion intracelular y en el proceso de diferenciacion de mioblasto a miotubo

(39).

1.1.2.Miopatias metabdlicas
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Las miopatias metabdlicas son un grupo heterogéneo de enfermedades genéticas que
se pueden presentar a cualquier edad. En este grupo se incluyen todas aquellas
miopatias en las que se produce una alteracion del metabolismo de la fibra muscular
(40). Existen 4 grupos principales de miopatias metabdlicas: glucogenosis musculares,
miopatias lipidicas, trastorno del metabolismo de las purinas y miopatias
mitocondriales (41). Las miopatias metabdlicas se caracterizan por ser multisistémicas
con un amplio rango de signos y sintomas. La debilidad muscular suele ser proximal y
axial (con patrén similar a las distrofias musculares de cinturas) asociado a fallo
respiratorio en el caso de la glucogenosis tipo Il (42). En esta tesis hemos estudiado
algunos aspectos de la glucogenosis tipo Il por ser una enfermedad que plantea

algunas similitudes clinicas y de diagnostico diferencial con las distrofias de cinturas.

1.1.2.1. Enfermedad de Pompe

La glucogenosis de tipo Il, también conocida como enfermedad de Pompe o
deficiencia de maltasa acida, esta4 causada por mutaciones en el gen que codifica para
el enzima a-glucosidasa acida (GAA). Este participa en la degradacion de glucégeno a
glucosa en los lisosomas de las células. Mutaciones en el gen GAA causan una
actividad deficiente en el enzima, provocando un acumulo de glucégeno en los
lisosomas de diferentes tejidos (Figura 4), pero especialmente en el tejido cardiaco, en
el musculo liso y en el masculo esquelético (43). Existen evidencias que el glucégeno
también se acumula en el sistema nervioso central de pacientes con enfermedad de

Pompe (44).
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La enfermedad de Pompe es de herencia autosémica recesiva y se han descrito mas
de 400 mutaciones en el gen GAA. El tipo de mutacién va a establecer la actividad
residual enzimatica que en Ultima instancia va a determinar la gravedad del fenotipo de
los pacientes (45).

La enfermedad de Pompe se puede clasificar como forma infantii o adulto,
dependiendo de la edad de inicio de los sintomas. La forma infantil clasica es muy
severa debido a que la actividad de la enzima es aproximadamente del 1% (46). La
progresion de la enfermedad es muy rapida y los pacientes si no se tratan mueren
antes del primer afo de vida por insuficiencia cardiorrespiratoria (47). En cambio, la
forma adulta presenta una clinica mucho mas heterogénea que va desde pacientes
asintomaticos, en los que solamente se identifica una hiperCKemia en la analitica, a
pacientes con debilidad muscular progresiva que afecta a la cintura, a la musculatura
axial y a la respiratoria, implicando especialmente al diafragma. Cuando la enfermedad
se inicia en edad adulta, la progresion de ésta es mucho mas lenta que en las formas
infantiles (48).

La biopsia muscular muestra variacion en el tamafo de las fibras o la presencia de
nucleos internos. No obstante, la caracteristica principal de la enfermedad es el
depdsito de glucdgeno en el interior de vacuolas en el sarcoplasma, que son positivas
para la tincion de acido periddico Schiff (PAS). Al existir un acimulo de lisosomas,
debido a la incapacidad de degradar el glucégeno de su interior, la tincidn de fosfatasa

acida es positiva, lo que es caracteristico de esta enfermedad (9).

1.1.2.2. GAA

El gen GAA se localiza en el brazo largo del cromosoma 17 (17g25), tiene 28 kb y est4
compuesto por 20 exones. Las mutaciones con cambio de sentido (missense)

representan un 51% de los casos, las pequefas deleciones un 15% y las variantes de
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splicing un 13%. EI resto de mutaciones son sin sentido (nonsense) e
inserciones/duplicaciones. Las mutaciones mas graves son aquellas donde se produce
un codoén de terminacién prematuro, ya que los transcritos resultantes son degradados
con la consecuente pérdida de la GAA (49,50). En general, las mutaciones que
producen una ausencia de todas las formas de la GAA son aquellas que provocan un
fenotipo severo y de progresiéon rapida. En cambio, las mutaciones que dejan una
actividad residual de GAA provocan un fenotipo més leve (51,52).

La enzima se sintetiza como un precursor de 110 kDa que se maodifica post-
traduccionalmente en el reticulo endoplasmaético. La glicosilacién es importante para el
transporte hasta el aparato de Golgi, donde se le afiade una sefial lisosomal, la
manosa 6-fosfato (M6F), imprescindible para la union al receptor manosa 6-fosfato
(M6PR) (53). El enzima unido al M6PR se encuentra en una vesicula que va del
aparato de Golgi a los endosomas, donde se separa del receptor para ser liberado en
los lisosomas (54).

El glucogeno lisosomal se acumula cuando la actividad GAA es baja. El umbral de la
actividad de la enzima depende de cada 6rgano en el que se expresa (55). La pérdida
de la estructura muscular se debe al aumento de lisosomas llenos de glucogeno en el
espacio intermiofibrilar, lo que lleva a la ruptura del lisosoma y a la acumulacién de

éste en el citoplasma, interfiriendo en la arquitectura de la fibra muscular (54).

1.2. Fisiopatologia del musculo esquelético

Las células satélite (SC), células madre del muasculo esquelético, residen en un
ambiente cuyas caracteristicas cambian dinamicamente durante la regeneracion,
inflamacién y fibrosis del tejido. La plasticidad de este ambiente se atribuye a la
regulacion por las SC pero también a la de otros tipos celulares, en particular a las
células inmunoldgicas, fibrogénicas y a las SC ya diferenciadas. En los siguientes
apartados se describe la dinamica celular durante distintos procesos fisiopatol6gicos

del musculo y como la enfermedad puede perturbar estos mecanismos (56).
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1.2.1. Regeneracion

La dinAmica celular durante la regeneracion muscular implica varios tipos celulares.
Las células encargadas de regenerar la fibra muscular son las células satélites (SC).
Estas se encuentran entre el sarcolema y la lamina basal en un estado de quiescencia.
Una vez las SC se activan, entran en el ciclo celular y migran hasta las areas dafiadas
del musculo donde dan lugar a los mioblastos, los cuales diferencian a miotubos para
generar miofibras (57). El nimero total de SC se mantiene constante durante los ciclos
de regeneracion debido a la capacidad de las SC de auto-renovarse. Las SC se
dividen mediante division celular asimétrica, dando lugar a dos células hijas, una SC
destinada al restablecimiento de la quiescencia y un mioblasto, destinado a la
diferenciacion muscular. Esta capacidad de auto-renovacion permite mantener las SC
durante mdltiples rondas de dafio y reparacion (58).

El ciclo de regeneracion de las SC esta controlado por los factores miogénicos
reguladores (MRFs) que son: el factor miogénico 5 (Myf5), la proteina 1 de
diferenciacion miogénica (MyoD1), miogenina y el factor regulador miogénico 4 (Mrf4).
Las SC quiescentes se caracterizan por la expresion de Myf5 junto con el factor de
transcripcién paired box 7 (Pax7) (59). Estas células proliferan y expresan MyoD,
entonces se convierten en mioblastos. Finalmente, los niveles de MyoD disminuyen
cuando los mioblastos se fusionan para diferenciar a miotubos, que expresaran Mrf4 y

miogenina (Figura 5) (60).
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Figura 5. Distintas poblaciones de células involucradas en la reparaciéon muscular. Tras un dafio,
las SC quiescentes se activan, diferencian y se fusionan para reparar la fibra dafiada. Las SC quiescentes
expresan Pax7 y Myf5 y después del dafio muscular, aumentan los niveles de MyoD. En las fases finales,
los mioblastos expresan genes de diferenciacion como la miogenina. Los mioblastos diferenciados se

fusionan para crear nuevas fibras (61).

Aparte de los MRFs, otras proteinas y vias de sefializacion controlan la quiescencia de
las SC. La inhibicion del ciclo celular de las SC esta determinada por la expresion de
inhibidores de ciclinas dependientes de quinasas y por los factores de transcripcion
Forkhead box O3 (FOXO3) y Notch. Ademas, factores extrinsecos del ambiente
muscular (factores de crecimiento, citoquinas, moléculas de adhesion y células que se
encuentran en la matriz extracelular (ECM)) también controlan los diferentes estados
de las SC. Las SC se mantienen en estado quiescente mediante la interaccion con
proteinas como las M-cadherinas y las integrinas (62).

En el musculo sano, las SC se encuentran en un estado quiescente hasta que un
estimulo las hace proliferar y diferenciar a miotubos (60). Tras un dafo, la fibra
muscular libera moléculas que atraen células inflamatorias a la zona dafiada, las
cuales infiltran el masculo liberando diferentes citoquinas que actian sobre las SC
promoviendo su division. Ademas, las células inflamatorias eliminan restos celulares
dejando la lamina basal intacta, la cual hara de esqueleto para la regeneracién de la
fibra. La regeneracion muscular también requiere la accion de otro tipo células, los
progenitores fibro-adipogénicos (FAPS). Estas células liberan moléculas que favorecen

la regeneracion. Tanto las células inflamatorias como las células FAP actdan liberando
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factores de crecimiento, citoquinas y quemoquinas para activar la proliferacién de las
SC y promover su division asimétrica (63).

Para que las SC lleguen al lugar dafiado necesitan migrar a través de la membrana
basal y por tanto necesitan la degradacion de la matriz extracelular (ECM). Las
metaloproteasas (MMPs) presentan un papel esencial en la remodelacion y
mantenimiento de la ECM (64). El microambiente del musculo esquelético influencia la
actividad de las MMPs, lo que conlleva a la inflamacion persistente o a la regeneracion
(65). Las fibras regenerantes también secretan factores de crecimiento y citoquinas
para activar a las SC y asi aumentar la proliferacion y diferenciacion de éstas (66).

En las distrofias musculares la fragilidad del sarcolema lleva a la ruptura de las
miofibras lo que conduce a un reclutamiento de células inflamatorias seguido de una
respuesta regenerativa. No se conocen muy bien los factores que llevan a que el
proceso de regeneracidon muscular falle en las distrofias musculares. Existen
numerosos estudios con conclusiones contradictorias. Por una lado, hay autores que
defienden la teoria de que los continuos ciclos de degeneracion y regeneracion de la
fibora muscular llevan a un agotamiento en la capacidad proliferativas de las SC
(67,68). Por otro lado, estudios demuestran que los niveles de SC estarian aumentado
respecto al masculo sano, debido a la constante inflamacién producida en las distrofias
musculares (69-71). Aln y asi, se ha demostrado que la fusién de mioblastos y la
diferenciacion en distrofias musculares es anormal comparada con la del muasculo
sano (72,73). Esto puede ser debido a la presencia de citoquinas pro-inflamatorias que
se encuentran en el microambiente muscular, como el factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGF-B1), y que limitan la capacidad regenerativa de las SC (74).
El dafio muscular crénico perpetia un estado inflamatorio intramuscular lo que facilita
la degeneracion de la fibra muscular y la expansion del tejido fibroso y adiposo.
Ademas, el aumento de tejido fibroso en el musculo esquelético impide la

regeneracion muscular ya que supone una barrera mecéanica que impide la migracion y
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fusién celular. En resumen, el microambiente final proinflamatorio y donde existe una
expansion fibro-adiposa limita la regeneracion muscular.

En el caso de las distrofinopatias, existe un mayor impedimento a la regeneracion,
debido a que las SC expresan el gen mutado. Se cree que la distrofina tendria un
papel importante en la division asimétrica de las SC, por tanto el ndamero de
progenitores musculares estaria disminuido en las distrofinopatias, limitando la
capacidad regenerativa en estas enfermedades (75).

El proceso de regeneracibn muscular en la enfermedad de Pompe es bastante
diferente al que ocurre en las distrofias musculares. Durante la progresion de la
enfermedad, el glucégeno se va acumulando en los lisosomas hasta provocar la
ruptura de éste. Como consecuencia, el glucogeno se libera en el citoplasma
reemplazando los elementos contractiles de la célula muscular e impidiendo la funcion
muscular. El dafio muscular es basicamente intracelular, dejando el sarcolema y la
lamina basal intacta. Debido a que no existe un dafio en el sarcolema y no hay una
ruptura miofibrilar, la respuesta inflamatoria no se activa en la enfermedad de Pompe.
Por tanto, la falta de un dafio robusto en el sarcolema contribuye a una inactividad de
las SC (Figura 6). De hecho, el numero de SC en las biopsias de pacientes con la
enfermedad de Pompe es estable (76). La activacion de las SC esta ligada a la
actividad autofagica. Después de un dafio, la actividad autofagica aumenta para
suplementar la demanda de trifosfato de adenosina (ATP) necesario para sostener la
proliferacion. Pero en la enfermedad de Pompe, la autofagia se encuentra bloqueada,
bloqueado asi también la activacion de las SC. Por tanto, el microambiente del
musculo esquelético en la enfermedad de Pompe no promueve las sefiales que

activan las SC (77).
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Figura 6. MUsculo esquelético en pacientes con diferentes miopatias. A) Mdsculo en la enfermedad
de Pompe y B) con distrofinopatia (B). Mientras que en las distrofinopatias el muasculo presenta
hiperactivacion de las SC, inflamacién crénica y remodelamiento del tejido, en la enfermedad de Pompe la
respuesta regenerativa es deficiente (77).

1.2.2.Inflamacioén

La inflamacion es un proceso esencial en el inicio y progresion de la remodelacion de
cualquier tejido, incluyendo al musculo. El proceso inflamatorio conlleva la degradacion
y reorganizaciéon de la ECM, ya que la nueva matriz extracelular sera el soporte para la
regeneracion del musculo. Ademas, la respuesta inflamatoria es necesaria para la
activacion de las SC y la diferenciacién de éstas. Los restos celulares y el contenido
de las fibras dafiadas liberado a la matriz extracelular activan el sistema inmunolégico.
La respuesta inflamatoria empieza con la activacion de la inmunidad innata,
especificamente de los mastocitos (62). Los mastocitos liberan histamina y citoquinas
pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 (IL-1)
e interleucina 6 (IL-6), cuya funcion es la de atraer a mas mastocitos y neutrdfilos a la
zona dafiada. Los neutrofilos también se activan tras el dafio muscular y actdan
fagocitando los restos celulares necrotizados para asi limpiar la zona dafiada, pero
también secretan citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a, interferon gama (IFN-y) e
interleucina 1 beta (IL-1B)), enzimas proteoliticas y especies reactivas de oxigeno
(ROS) que provocan mas dafo en el tejido. Este efecto colateral de los neutrofilos
depende de la gravedad del dafio muscular y sirve para estimular la respuesta
inflamatoria e inducir la infiltracion de macrofagos a la lesién (78). Las células que
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siguen a los neutrdfilos son los monocitos, que migran hacia el lugar del dafio donde
diferencian a macrofagos, los cuales fagocitan restos celulares y liberan factores pro-

inflamatorios (Figura 7). Estas células fagociticas migran desde los vasos sanguineos

o capilares mediante la produccion de MMPs (64).
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Figura 7. Activacién de células inflamatorias durante la regeneracion muscular. Los monocitos
migran a la zona dafiada donde diferencian a macréfagos que mediante la liberacién de distintas
citoquinas, quemoquinas y las ROS promueven la regeneracion muscular (61).

Los macrofagos presentan diferentes fenotipos: los M1 se activan por el receptor toll-
like receptor (TLR) e IFN-y. Los TLR son receptores de la respuesta innata que
mediante la unién a patrones moleculares asociados a dafio (DAMPSs), como pueden
ser las fibras necréticas, activan factores de transcripcion como el factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) e inducen
la sintesis de moléculas de adhesion, guemoquinas y citoquinas inflamatorias, como la
interleucina 1 beta (IL-1pB), interleucina 18 (IL-18) o interleucina 33 (IL-33) promoviendo
la infiltracion de células de la inmunidad innata en el tejido dafiado (79,80). Otra de las
moléculas que activa la sefializacion de los TLR es la trombospondina 1 (TSP-1) (81).

La TSP-1 se secreta en respuesta a la inflamacién por distintas células, como
neutrofilos, macrofagos, células T pero también por los miotubos y mediante la unién
al toll-like receptor 4 (TLR-4) estimula la expresion de NF-kB y de TNFa (29),(82,83).
Tanto los macrofagos presentes en el mdsculo como las células musculares participan

en la respuesta inflamatoria ya que expresan TLRs. Los macrofagos activados M1
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producen ROS, quemoquinas (CCR7) y citoquinas inflamatorias como TNF-a, IL-1p,
IL-6 o la IL-12 e IFN-y. La presencia de estas citoquinas aumenta el reclutamiento de
los macréfagos M1 y células T en el lugar dafiado, los cuales estimulan la produccién
de IL-6 en el musculo esquelético a la vez que participan en la activacién de las SCy
en la proliferacion de mioblastos (84). Las células T infiltran el misculo gracias a los
macrofagos y secretan varios factores de crecimiento y citoquinas para modular el
microambiente del lugar dafiado. Algunas de las citoquinas son IL-1B8, TNF-q,
interleucina 4 (IL-4), IL-12 o IFN-y (85).

En una segunda fase hay un cambio en el fenotipo de los macréfagos que predominan
en el musculo esquelético dafado, siendo principalmente de fenotipo M2, asociados
con la reparacion del tejido y la estimulacion de la diferenciacion y fusién de
mioblastos (78). Los macréfagos M2 se activan por la IL-4 e interleucina 13 (IL-13) y
producen citoquinas anti-inflamatorias como las propias IL-4, IL-13 y la interleucina 10
(IL-10). Ademaés, los macréfagos M2 también secretan proteinas de la ECM como la
fibronectina o el coladgeno VI, moléculas que participan en la formacién de una matriz
provisional que servird de soporte para la regeneracion muscular (84).

Los macréfagos juegan un papel importante regulando la producciéon de ECM
mediante el control de los FAPs ya que el TNF-a producido por los macréfagos M1
induce la apoptosis de estas células, mientras que el TGF-B1 producido por los
macrofagos M2 induce la supervivencia de las FAPs y la diferenciacion hacia
fibroblastos (84),(86). Junto con el aumento de macréfagos M2, las células T
reguladoras (Tregs) también estan aumentadas y secretan IL-10 y otras citoquinas
que facilitan la conversion de macrofagos M1 a M2. Por tanto, la respuesta inflamatoria
producida por los macréfagos es imprescindible durante la regeneracion muscular para
el desarrollo de nuevas miofibras, ya que estan involucrados en la proliferacion y
diferenciacion de las SC (Figura 8) (64),(87). Aunque la respuesta inflamatoria

participa en la regeneracidbn muscular, una respuesta inflamatoria cronica se asocia
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con una activacion y diferenciacion de las SC deficiente, ademas de una liberacion de

citoquinas responsables de la expansion del tejido fibrotico (84),(88).
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Figura 8. Aparicion en el tiempo de células implicadas en la inflamacion. Presencia relativa de

células inmunoldgicas, fibréticas y miogénicas tras un dafio muscular (62).

En el caso del mdasculo distrofico, como el dafio es cronico y el ciclo
necrosis/regeneracion es recurrente, la respuesta inflamatoria también lo es. Esto
provoca la activacion de la inmunidad innata mediante la liberacién crénica de DAMPs
por las fibras necroéticas y la presencia persistente de neutréfilos y monocitos que
producen proteasas, citoquinas y ROS causando un dafio aun mayor y generando una
respuesta inflamatoria prolongada (89) (Figura 9). Los receptores TLR se encuentran
aumentados en las distrofias musculares, lo que conlleva a una activacién continuada
promoviendo un microambiente pro-inflamatorio en el masculo. Uno de los tipos de
TLR mas estudiados en distrofias musculares son los TLR-4 y toll-like receptor 7
(TLR7), que acttian via NF-kB y participan en la inflamacion crénica del masculo y en
la progresion de la fibrosis en muasculo distréfico (80),(90). Los macréfagos adoptan un
fenotipo hibrido produciendo grandes cantidades de TGF-B, TNF-q, IL-1 y IL-6. Estas
citoquinas se encuentran aumentadas en el incido de la enfermedad en pacientes con
DMD vy van reduciéndose con la progresion de la enfermedad (91). Ademas, los
macréfagos M2 inducen un aumento de citoquinas anti-inflamatorias que promueven la
activacion de eosindfilos, células que promoveran la fibrosis muscular. No sélo los
macrofagos secretan citoquinas, las fibras también producen IL-1, interleucina 5 (IL-5)

y TNF-a para promover un aumento atiin mayor de la produccion de citoquinas (92).
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Figura 9. Efectos del proceso inflamatorio en el dafio agudo y crénico en la regeneracion
muscular. Mientras en el dafio agudo la inflamaciéon promueve la reparacion de las miofibras, tras un
dafio cronico la respuesta inflamatoria se mantiene elevada y consecuentemente se produce un aumento
de tejido fibrético (78).

En el caso de la enfermedad de Pompe, no se han observado infiltrados inflamatorios
en tejido de pacientes, excepto en aquellos que estdn en fases mas tardias de la
enfermedad (76). Esto seguramente sea debido a que no existe un dafio en el
sarcolema, por tanto no hay sefales que promuevan una respuesta inflamatoria en la
zona dafiada. La diferencia de respuesta en distrofias musculares y miopatias
metabdlicas se ha estudiado a nivel de citoquinas inflamatorias. Uno de los estudios
muestran un incremento en IL-18 en modelos animales de distrofinopatias y

diferlinopatias pero no en modelos de enfermedad de Pompe (79).

1.2.3.Fibrosis

Durante la regeneracion muscular, la ECM forma un complejo dinamico de moléculas

que interaccionan con el sarcolema y elementos del citoesqueleto (93). La ECM tiene
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la capacidad de reorganizarse ya que presenta una transicion que sirve para preservar
la integridad del tejido hasta que las fibras se regeneran correctamente. La
degradaciéon de la ECM es imprescindible para facilitar la migracién de células
miogénicas, inflamatorias y fibroblastos a la zona dafiada. Las células principales
productoras de proteinas de la ECM son los fibroblastos y las FAPs (94).

Los fibroblastos son células no totalmente diferenciadas que mantienen la capacidad
de activarse y diferenciarse a miofibroblasto. El fenotipo de miofibroblasto se
caracteriza por la expresion de actinina alfa de muasculo liso (aSMA), una elevada
produccion de ECM y su resistencia a la apoptosis (95). Los fibroblastos liberan y
responden a citoquinas como el TGFB1, IL-1B, factor de crecimiento de tejido
conectivo (CTGF) IL-6, IL-3 o IL-33 producidas por células inflamatorias. Esta
estimulacion promueve la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos y ademas
promueve la activacion y migracion de células inflamatorias hacia el tejido conectivo
para inducir la regeneracion. Tanto fibroblastos como miofibroblastos producen
componentes de la ECM como el colageno 1 y I, fibronectina, elastina, proteoglicanos
y laminina. Estas proteinas sirven para estabilizar el tejido y hacen de soporte para la
regeneracion de las nuevas fibras (95).

Las FAPs son precursores mesenquimales que pueden diferenciar tanto a fibroblastos
como a adipocitos. Las FAPs se mantienen en un estado quiescente, pero tras un
dafio muscular proliferan y secretan colageno, estimulando la miogénesis. Los
eosindfilos tienen un papel importante en la regulacion de las FAPs, ya que se reclutan
en el area dafiada y secretan IL-4. La IL-4 inicialmente promueve la proliferacion de las
FAPs para reparar el musculo lesionado mediante la fagocitosis de restos de fibras
necréticas (Figura 10) (57). Ademas, promueve la supresion de la actividad
transcripcional de los receptores activados por proliferadores peroxisémicos gama
(PPARy) y, por tanto, inhibe la diferenciacion de las FAPs en adipocitos. La
interleucina 15 (IL-15) es liberada por las miofibras y est& implicada en la proliferacion

de las FAPs a través de la activacion de la via Jak-STAT que promueve la
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regeneracion de las miofibras. Ademas, la IL-15 también previene la diferenciaciéon
adipogénica de las FAPs después de un dafio muscular (96). Tras un proceso
fisiologico de regeneracion, el exceso de FAPs es eliminado mediante estimulos
producidos por las SC y por las células inflamatorias, como la liberacién de TNF-a que
induce su apoptosis, manteniendo de este modo un equilibrio entre regeneracion

muscular y fibrosis (97).

e Eloeiy < )
Blood
I_vessels

2
>IL-4
>IL-13 M2 P M1

macrophages macrophages

“\

< Monocytes

Neutrophils

> Laminin
» Collagen

> Fibronectin Mast
cells

Satellite
stem cells

» Delta-1

* Laminin
Extracellular, » Collagen
matrix L Fipronectin

Committed
satellite cells

» Collagen VI
> Fibronectin

» Wnt7a

> Cytokines

> Cell debris

Regenerating
le fibres

Figura 10. Sefiales extrinsecas del microambiente del musculo esquelético. Las sefales paracrinas
(flechas finas) regulan el reclutamiento, proliferacién y diferenciacién (flechas gruesas) de cada tipo
celular (62)

Tanto las FAPs como los fibroblastos expresan receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas tipo alfa (PDGFRa) y no expresan el marcador CD56. Ademas,
los fibroblastos expresan el factor de transcripciéon 4 (Tcf-4) y el marcador de
fibroblastos 7 (TE-7) (98). Ambos tipos celulares influyen de algiin modo a las SC: los
fibroblastos promueven la proliferacion de las SC evitando su diferenciacion, mientras
gue las FAPs estimulan la diferenciacion a miotubo (62).

En las distrofias musculares, las SC y las células inflamatorias no producen factores
que controlan la apoptosis de las FAPs, provocando una actividad alterada de estas y

por tanto una excesiva produccion de ECM y de acumulacion de tejido adiposo (97).
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Uno de los factores que promueven la acumulacion de FAPs es la IL-6. Los
fibroblastos también presentan estas caracteristicas, ya que secretan factores de
crecimiento y citoquinas contribuyendo a una mayor produccién de ECM. La activacion
de los fibroblastos es persistente debido a un dafio muscular cronico. Los macrofagos
M2 expresan niveles altos de TGF-B, promoviendo una activacién constante de
fibroblastos y evitando la apoptosis de las FAPs. Esto lleva a una produccién
acelerada de ECM y en consecuencia a una fibrogénesis permanente (93).

En el caso de la enfermedad de Pompe, debido a la ausencia de necrosis, inflamacién
y mecanismos de regeneracion, el aumento de tejido fibroso no es una caracteristica
de la enfermedad y raramente se observa en las biopsias musculares (99), excepto, en
biopsias de pacientes en etapas severas de la enfermedad, donde se ha podido
observar el reemplazo de musculo por tejido conectivo y graso. Ademas, los estudios
de resonancia magnética muestran un reemplazo progresivo de las fibras musculares

por tejido graso en pacientes con enfermedad de Pompe (100).

1.2.3.1. Factores implicados en la activacion de fibroblastos

La mayoria de los factores fibrogénicos los producen células inflamatorias,
mesenquimales y las propias fibras musculares dafiadas. Uno de los mas potentes es
el TGF-B. Existen 3 subtipos de TGF- conocidos como TGF-1, TGF-2 y TGF-B3.
Entre ellos, el TGF-B1 ha sido el mas estudiado en el proceso de activacion de
fibroblastos de musculo esquelético (101).

El TGF-B se libera por infiltrados inflamatorios, células mesenquimales o la propia fibra
muscular y activa la transcripcion de mas factores fibrogénicos, como el factor de
crecimiento de tejido conectivo (CTGF) y el colageno (102). La activacion de las vias
de TGFB en los fibroblastos, influencia la proliferacion y diferenciacion de las SC,
inhibiendo la activacion de los factores reguladores miogénicos. Ademas, el TGFB

actla sobre los fibroblastos y miofibroblastos promoviendo su proliferacion, migracion,
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produccién de matriz extracelular y de sefales quimiotacticas que reclutan células
inflamatorias al lugar del dafio (95).

El CTGF se expresa y se libera por los fibroblastos. Interacciona con una gran
variedad de receptores y ligandos extracelulares como también con proteinas de la
ECM induciendo la expresion de colageno |, integrina a5 y fibronectina. EI CTGF tiene
un papel importante en la fibrosis debido a que esta regulado por TGFB y por tanto
amplifica los efectos del TGF( (103).

Las plaquetas, células endoteliales, células musculares y macréfagos producen PDGF,
que actua en fibroblastos induciendo su proliferacion, diferenciacién y produccion de

ECM (95).

1.2.3.2. PDGF

La via del PDGF esta implicada en proliferacién celular, migraciéon o tumorogenesis.
Tiene una funcién fisiol6gica en varios tipos de células, pero sobre todo en aquellas de
origen mesenquimal (104).

La familia PDGF consiste en 4 ligandos, PDGFA-D que forman 5 factores de
crecimiento distintos: PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB- PDGF-CC y PDGF-DD. Estos
factores se unen a sus propios receptores PDGFRa y PDGFRp. Los receptores
pueden formar heterodimeros o homodimeros y cada ligando muestra diferente
afinidad por los receptores aa, aff y BB (105). Las uniones demostradas in vivo son la
del PDGF-AA y PDGF-CC al PDGFRa y PDGF-BB y PDGF-DD al PFGFRB
(104),(106,107). Los ligandos PDGF son factores de crecimiento que actian de forma
tanto paracrina como autocrina y promueven diferentes respuestas celulares. La
expresion de los PDGFR en células mesenquimales es baja, pero aumenta durante
procesos inflamatorios. Varios factores inducen su expresion, como el TGF, el factor
de crecimiento fibroblastico 2 (FGF-2) o el TNF-a (107).

Los PDGFR son receptores tirosina quinasa. Cada receptor estd compuesto de 5

repeticiones de inmunoglobulinas en el lugar de unién a ligando y un dominio tirosina
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quinasa en la regién citoplasmatica. Cuando el ligando se une al receptor, éste
dimeriza activando el dominio tirosina quinasa, el cual autofosforila diferentes residuos
tirosina en el dominio citoplasmatico del receptor, creando sitios de unién para otras

proteinas de sefalizacion y adaptadores que inician la transduccién de la sefial (105).

1.2.3.2.1. Respuesta sefializacion PDGF

El PDGFRa y el PDGFRB activan varias vias de sefializacién, como la via de las
MAPK, fosfoinositol 3-quinasa (PI13K) y fosfolipasa C gama (PLC-y) que promueven la
transcripciéon de diferentes genes implicados en la proliferacion y diferenciacion celular,
inhibicion de la apoptosis, movilizacion del calcio intracelular y movilidad celular (107).
Los PDGFR también interaccionan con integrinas, promoviendo la proliferacion y
migracién, ademas de promover la interaccion con adhesiones focales. Las proteinas
con las que interacciona el PDGFRa y PDGFRB no son exactamente las mismas, lo
gque resulta en diferentes vias de activacién y por tanto diferencias funciones in vivo

(Figura 11) (105).

Figura 11. Vias de senalizacion PDGFRa
y PDGFRB. La activacion de los receptores
una vez se une el ligando PDGF presenta
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1.2.3.2.2. Respuesta celular PDGF

La familia PDGF esta implicada en diversos procesos del desarrollo, como en la
angiogénesis, espermatogénesis o el desarrollo alveolar. Las funciones de PDGF
estan implicadas en una amplia gama de enfermedades, como en arterioesclerosis,

hipertensién pulmonar, retinopatias isquémicas. Ademas, esta conectado a procesos
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fibréticos de diferentes enfermedades, como en el higado cirrético, fibrosis hepéatica, o
fibrosis pulmonar. La implicacion con la fibrosis se debe a que el PDGF promueve la
proliferacién de fibroblastos (107). Varios estudios han demostrado la implicacién del
PDGF en las distrofias musculares, especificamente del PDGF-AA y PDGF-BB (108).
En el caso del PDGF-AA, se ha estudiado su funciébn como factor regulador de
procesos fibréticos: las FAPs expresan PDGFRa y proliferan tras un dafio muscular
(109), el musculo esquelético de ratones que expresan constitutivamente el PDGFRa
presentan un aumento de tejido fibrético (110) y tratamientos con antagonistas del
PDGFRa en modelo murino de DMD reducen la fibrosis muscular (111). En cambio,
existe mas controversia con el PDGF-BB y su papel en el musculo esquelético.
Algunos estudios sugieren que el PDGF-BB promoveria procesos fibréticos (112),
mientras otros autores demuestran que el PDGF-BB induce la proliferacion de SC y

promueve la regeneracion muscular (113,114).

1.3. Tratamientos

Se han desarrollado varias estrategias terapéuticas para el tratamiento de las distrofias
musculares y miopatias metabdlicas. Algunas estrategias se basan en reestablecer la
expresion de la proteina disfuncional pero otras se centran en la busqueda de

farmacos para revertir el estado fisiopatolégico de la enfermedad.

1.3.1.Terapias celulares

Las terapias celulares se basan en la administracion de células miogénicas (SC o
mioblastos) procedentes de un control sano en el masculo distrofico con el objetivo
gue las células liberadas se fusionen y puedan repoblar el musculo distréfico (115). La
inyeccion intramuscular de SC procedentes de controles sanos en el muasculo
distréfico de pacientes con DMD reestablecio la expresion de distrofina, pero con una
eficiencia muy baja que no se reflejaba en ninglin cambio funcional. Las limitaciones
gue se encontraron fue una baja supervivencia y migracion celular de las células

45



inyectadas, ademas de un rechazo inmunolégico (116). El trasplante de mioblastos
wild type (WT) junto a un farmaco inmunosupresor en ratones SJL, modelo murino de

LGMD-R2 causé la recuperacion de disferlina en las fibras musculares (117).

1.3.2. Estrategias genéticas

La terapia génica consiste en la transferencia de un gen funcional en el musculo
deficiente. La mayoria de estudios utilizan los adenovirus y virus adeno-asociados
(AAV) como vectores para la introduccion del gen correcto (118). Los adenovirus
presentan varias limitaciones como la activacion de la repuesta inmunoldgica y una
expresion geénica transitoria. Los AAV, a pesar de su baja capacidad de clonaje, se
caracterizan por una respuesta inflamatoria e inmunolégica mas reducida que la
producida por los adenovirus (119).

Se han estudiado diferentes estrategias para reintroducir la distrofina en musculos
deficientes de ésta, pero pero debido al gran tamafio del gen, se han creado mini y
micro-distrofinas sintéticas codificantes para las regiones imprescindibles del gen que
ha permitido su empaquetamiento en los AAV (120,121). El gen DYSF, también es de
gran tamafio y no puede ser clonado en su totalidad dentro de un AAV. Mini-disferlinas
empagquetadas en AAV pueden reparar lesiones en el sarcolema en un modelo de
raton con disferlinopatia aunque no sean totalmente funcionales (122).

En la enfermedad de Pompe, las estrategias se basan en restaurar la expresion de la
enzima recombinante humana (rhGAA). La primera estrategia se centra en la
inyeccion sistémica de AAVL1 en el diafragma de los (123). Los resultados mostraron
una baja efectividad debido posiblemente a que la mayoria de los pacientes
participantes estaban en una fase muy avanzada de la enfermedad (124,125). La
segunda estrategia consiste en aprovechar la elevada biodistribucion del AAV8 en el
higado, provocando la liberacién continua de GAA que se liberaria de forma sistémica

alcanzado todos los érganos (Figura 12)(45),(126). Actualmente existen dos ensayos
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clinicos en pacientes, uno de ellos esta reclutando pacientes (NCT03533673 ) y en
otro en fase de disefio (127,128).

rAAV 8

Figura 12. Terapia génica en la enfermedad de

Pompe. La transduccién hepatica con vectores AAV8 ha

legycogen logrado la correccién bioquimica mediante el reemplazo

(Pompe disease) . . . . .
enzyme de la GAA y la disminucién de glucégeno en musculo

replacement ( 12 9).

enzyme
secretion
(GAA)

1.3.2.1 Correccidén gen mutado

La edicion del genoma se basa en el uso de nucleasas dirigidas a la mutacion
causante de la enfermedad. El sistema de repeticiones palindromicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas asociado a la proteina enzimatica 9
(CRISPR-Cas9) consigue una edicién precisa y rapida del genoma mediante la
correccién de mutaciones causantes de la enfermedad (130). Estudios in vivo han
conseguido la edicién de la mutacién en el gen de la distrofina en modelos murinos de
DMD recuperando la funcion muscular (131). En la LGMD-R2 se ha conseguido editar
una mutacion sin sentido a partir de células madre pluripotentes (iPSCs) derivadas de
un paciente (132). Y la ediciéon de la enzima GAA también se ha conseguiudo en

iPSCs derivadas de pacientes con la enfermedad de Pompe (133).

1.3.2.2. Salto de ex6n

Otro método para modificar el producto génico es el salto de exdn (exon skipping)
mediante el uso de oligonucleétidos antisentido (AOs). Los AOs se unen al transcrito
de ARN mensajero precursor (pre-mARN) para provocar un salto de exén de los
exones mutados y asi restablecer el marco de lectura ocasionado por deleciones o por

codones de terminacién (134). De esta forma se obtiene una proteina truncada pero
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parcialmente funcional (119). Los AOs mas comunes son los de fosforotioato (PS) y
los oligdbmeros de morfolino fosforodiamidato (PMO). Recientemente se ha aprobado
viltolarsen®© en Japon (135) y golodirsen© en USA (136), 2 PMOs dirigidos al exén 53
(mutado en el 10% de pacientes con DMD). Actualmente se estan haciendo ensayos
clinicos con PMOs (eteplirsen®©) dirigido al exdn 51, el cual presenta mutaciones en un
13% de los pacientes con DMD (Figura 13) (137). Aunque inicialmente los beneficios
de eteplirsen© parecian prometedores, resultados de ensayos clinicos mostraron una
baja expresién de distrofina en musculo junto con pocos beneficios clinicos (138). Por
este motivo se esta estudiando la introduccion de modificaciones quimicas mediante la
conjugacion a péptidos que facilitarian la absorcién por las fibras musculares (139).
Son conocidos como PPMOs (PMO unidos a péptidos) y estan actualmente en fase de

ensayo preclinico.

Eteplirsen-treated
DMD patient DMD patient
Healthy Aex49-50 Aex49-50

pre_m%’mi i [50)-S51]-[52) ¥/ {/ accion del eteplirsen®.

Eteplisen  Reconoce especificamente

Figura 13. Mecanismo de

l l J el exén 51y se une a él
Premature saltdndose el exon 51 del
stop codon
oture e #4849 [50p51[52) {48 [>51[52 >+ {48 [52)>+ transcrito de mARN. Esto
Out-of-frame Reading frame restored provoca la restauracion del
l J l marco de lectura permitiendo
la traduccion de una proteina
Protein C—— — truncada, pero funcional
Dystrophin No dystrophin Shortened, functional (140).

El ex6n 32 de la disferlina (mutado en el 4% de pacientes con LGMD-R2) también ha
sido diana de la terapia con AOs (141), consiguiendose un 10% de funcion respecto a
la disferlina normal (142).

Uno de los problemas de las estrategias genéticas es la correcta liberacion de las
moléculas al musculo, ya que hay que evitar la degradacién enzimatica y la entrada en
los lisosomas a la vez que aumentar la captacion intracelular (143). La nanomedicina

se encarga de la busqueda de particulas que formen complejos estables con el
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producto, que pueda estar en la circulacion sistémica, llegar a tejidos especificos y

liberar el farmaco de manera controlada (144).

1.3.2.3. Supresion coddn terminacion

El ataluren es un farmaco que induce a los ribosomas a saltarse el codén de
terminacion, permitiendo la traduccion de la proteina. El 15% de los pacientes con
DMD tienen mutaciones que provocan codones de terminacion prematura. El ataluren
se testo en pacientes con DMD y se observo un incremento del 11% en la produccién
de distrofina (145). Aunque existen varios efectos secundarios, ataluren se aprobé en
Europa en 2014 para pacientes DMD con mutaciones sin sentido, con la finalidad de
retrasar la evolucion de la enfermedad (146). El ataluren también ha sido testado en
miotubos procedentes de pacientes con disferlinopatia con mutaciones causantes de
un codon de terminacion prematuro. Los resultados mostraron una acumulacion de un

15% de disferlina funcional en muasculo (147).

1.3.3. Sobreexpresion/reemplazo de la proteina mutada

Otra de las estrategias farmacolbgicas se basa en el aumento de expresién de las
proteinas mutadas para poder conseguir una minima funcién proteica.

La utrofina presenta gran similitud con la distrofina en cuanto a organizacién
estructural y propiedades de unién al complejo DGC (120), (148), por este motivo se
realizaron ensayos clinicos con un regulador transcripcional de la utrofina pero no se
vieron efectos en los pacientes (149).

Otra aproximacion terapéutica estudiada en la DMD es la inhibicién del proteasoma. El
proteasoma es un complejo proteico que reconoce proteinas que no se pliegan o
ensamblan correctamente. Funciona reconociendo proteinas marcadas con una
cadena de poliubiquitina que son degradadas por proteasas del complejo con distintas
actividades proteoliticas: quimiotripsina (CT-L), caspasa (C-L) y tripsina (T-L) (150). Se

ha visto que los sistemas de degradacion de proteinas, entre los cuales se encuentra
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el sistema ubiquitina proteasoma y la autofagia, se encuentran aumentados en las
distrofias musculares (151). Se ha reportado que el inhibidor de proteasoma MG-132
rescata parcialmente la expresiéon del DGC en el raton mdx (152). Otro inhibidor, el
bortezomib, promovié el aumento de localizacion de distrofina mutada y de proteinas
asociadas a éstse en miotubos procedentes de pacientes con BMD (153). Aungue no
es una terapia especifica de ninguna patologia, no se ha testado su efecto en otras
distrofias.

En la LGMD-R2 se ha estudiado el aumento de disferlina con el tratamiento de
vitamina D3 en pacientes portadores. El promotor del gen de la disferlina contiene
elementos de respuesta a la vitamina D (VDRE). Por tanto, la vitamina D3 promueve el
aumento de la expresion de disferlina mediante la union a su receptor. Se ha
demostrado que la vitamina D3 aumenta el transcrito de disferlina tanto en musculo
esquelético como en monocitos circulantes en sangre (154).

En la enfermedad de Pompe la terapia de ERT mediante el uso de la rhGAA,
alglucosidasa alfa (Myozyme®), es el Unico tratamiento aprobado. La ERT se usa
tanto en la forma infantil como en la adulta (155,156) causando un aumento de la
supervivencia en la forma infantil y una ralentizacion de la progresion de la
enfermedad (125). La ERT presenta varias limitaciones: la baja respuesta al farmaco
por parte del musculo y la respuesta inmunoldgica hacia a la rhGAA (157). El pH
neutro de la sangre también limita la estabilidad de la rhGAA, ya que es una hidrolasa
acida que es estable y activa a pH acidos (158-162). Se estan desarrollando ERT de
nueva generacion como el avalglucosidasa alfa (NeoGAA), que presenta
modificaciones quimicas que mejoran la union al receptor de M6P, lo que resulta en
una mejor sefializacion a muasculo (163). Ensayos en pacientes tratados con NeoGAA
han demostrado una mejor funcion muscular y pulmonar en comparacion con los
tratados con rhGAA (164). En el momento actual se esta realizando un ensayo clinico
en fase lll randomizado doble ciego en el que se compara avalglucosidasa alfa

(neoGAA) con alglucosidasa alfa (Myozime) (NCT02782741). Otro farmaco en estudio
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que ha demostrado mejoras comparado con rhGAA es el AT-GAA (formalmente
conocido como ATB200/AT2221), una combinacion de productos compuesto por la
rhGAA con un mayor contenido de M6P que se administra junto a una chaperona que
estabiliza la enzima manteniendo su actividad enzimatica a pH neutro. Esta
combinacién ha demostrado presentar una mejor liberacién en musculo, mejorias en la
funcién muscular y respiratoria y una mejora en parametros de calidad vital (165,166).
En el momento actual se esté realizando un ensayo clinico en fase Il randomizado
doble ciego en el que se compara ATB2000/AT2221 con alglucosidasa alfa (Myozime)

(NCT03729362).

1.3.4. Aproximaciones farmacologicas

El conocimiento de la fisiopatologia a nivel molecular promueve la blusqueda de
nuevos compuestos que puedan mejorar aspectos funcionales y morfolégicos del
musculo.

La terapia mas usada en pacientes DMD y BMD se basa en los corticosteroides, los
cuales han demostrado eficiencia ralentizando la progresion, a pesar de los efectos
secundarios (apariencia cushingoide, alteracion del sistema nervioso, sintomas
gastrointestinales, trastornos metabdlicos, osteoporosis con mayor riesgo de fracturas
vertebrales) (167). Los corticosteroides mas usados en el tratamiento de la DMD son
la prednisona y el deflazacort (168). Ambos farmacos son efectivos mejorando la
fuerza y funcion muscular (169,170). El mecanismo podria ser mediante la inhibicién
de NF-kB (171). El tratamiento con corticosteroides no es efectivo en los pacientes con

LGMD-R2 (172).

1.3.4.1. Estrategias para inhibir la fibrosis

El aumento de tejido fibrético dificulta el acceso de farmacos al propio muasculo. Las
estrategias para combatir la fibrosis se basan en inhibir vias implicadas en este

proceso. La mayoria de los farmacos antifibréticos estudiados son inhibidores del
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TGF-B. Un ejemplo es el losartan, un antagonista del receptor de la angiotensina Il que
mediante el bloqueo de este receptor bloguea la activacion del TGF-B1. La
administracién de losartan en modelos animales de DMD reduce la fibrosis, pero no
produce ningn cambio en la funcion muscular ni en la regeneracion (173). Por el
contrario, el uso de losartan en el modelo murino de LGMD-R2 aumenta la fibrosis
muscular exacerbando el desgaste muscular (174). La folistatina es otro farmaco
antagonista de la familia del TGF-B, que inhibe varios miembros de esta familia
incluyendo la miostatina. Se estudié el efecto de la expresiébn de folistatina en
pacientes BMD mediante la inyeccién intramuscular de AAV codificante para la
folistatina y se observdé un aumento de la masa muscular y una mejora en la prueba
funcional de los metros recorridos durante 6 minutos (6MWT) (175). Debido a los
resultados positivos obtenidos, se decidié aplicar el mismo método para pacientes
DMD (176). El efecto de la folistatina en modelos murinos de LGMD-R2 no mostré
mejoras funcionales (177). La halofuginona es una molécula bloqueante de la
activacion de Smad3 (factor de transcripcion de la via de TGF-B) que pese a provocar
una reduccion significativa de la fibrosis y un aumento de la fuerza muscular, provoca
efectos adversos en pacientes con DMD, por lo que se suspendié el ensayo clinico
(178). El efecto de la halofuginona también se estudié en el modelo murino de LGMD-
R2 y los resultados en musculo esquelético mostraron un menor contenido de
colageno, menor nimero de ndcleos centrales y menor nimero de macréfagos en
aquellos animales tratados comparados con los no tratados (179).

El bloqueo del CTGF se ha estudiado mediante anticuerpos monoclonales en un
modelo murino de DMD. Los resultados muestran que los ratones mejoraron la
resistencia al ejercicio, la fuerza muscular y redujeron la degeneracién muscular y la
fibrosis (191). Actualmente se esta evaluando el efecto del bloqueo de CTGF en un
ensayo clinico de fase Il.

La inhibiciébn del PDGF se ha realizado utilizando inhibidores tirosina quinasa. El

imatinib bloquea PDGFR y promueve la reduccion de fibrosis e inflamacion junto con la
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mejora de la funcion muscular en el ratdbn mdx (modelo murino de DMD) (111). El
crenolanib y nilotinib son también inhibidores tirosina quinasa que han mostrado
reduccién de fibrosis en el raton mdx (181,182). El nintedanib es un inhibidor de los
receptores FGF, PDGF y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Figura 14),
que reduce la proliferacion de los fibroblastos in vitro ademas de mejorar la funcién

muscular y reducir la fibrosis en ratones mdx (183).
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Figura 14. Diagrama esquematico que muestra factores inhibidores de fibrosis en el musculo
esquelético. Tanto el losartan como la halofuginona inhiben la via de TGF-B. La folistatina inhibe

directamente la miostatina y el nintedanib bloquea los receptores VEGF, FGF y PDGF (184).

La terapia génica se postula como la cura definitiva para las enfermedades
monogénicas, aunque un aspecto a mejorar es la liberacion en masculo. Los cambios
morfoldgicos producidos en masculo, como la substitucion de tejido muscular por tejido
fibrético y graso, dificulta la entrada del farmaco. Esta substituciébn es un proceso
irreversible, por tanto, la terapia génica en pacientes con alto contenido de tejido graso
y poco tejido muscular presenta pocas probabilides de ser efectivo. Esto hace que los
candidatos para una posible terapia génica sean solo aquellos pacientes en que la
enfermedad no ha progresado demasiado y el estado del musculo no presente
grandes cambios histolégicos. Por este motivo, el conocimiento de las vias implicadas

en la degeneracion muscular es importante para poder desarrollar nuevos farmacos
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que interfieran y reelantizen estos procesos. La combinacién de la terapia génica junto
con farmacos que interrumpan procesos de degeneracion, inflamacion o fibrosis

promoverian una mejor eficiencia terapéutica.

1.4. Biomarcadores

Los biomarcadores son indicadores de una condicién biolégica, estado patogénico o
de respuesta a un tratamiento farmacoldgico. En las miopatias se utilizan distintas
pruebas funcionales para evaluar el estado del paciente y ver como responde al
tratamiento. La prueba mas utilizada es la de los 6MWT ya que permite monitorizar la
progresion de la enfermedad a través de los metros recorridos a pie por el paciente.
Esta prueba presenta varias limitaciones como: la gran variabilidad existente entre
individuos, el componente voluntario de cada paciente a la hora de realizar la prueba,
la falta de sensibilidad de la prueba y que solo la pueden realizar pacientes
ambulantes (185). Por este motivo, la busqueda de nuevos biomarcadores en sangre
presenta gran utilidad debido a que son mas accesibles y menos invasivos en
pacientes, constituyen una medida objetiva, permiten seguir la progresiéon de la
enfermedad, monitorizar la eficiencia de nuevos tratamientos y predicen cambios
fisiopatol6gicos tempranos para detectar el inicio de un tratamiento y la respuesta al

tratamiento.

1.4.1. Composicién del tejido

La resonancia magnética cuantitativa (gMRI) permite estimar la fraccién grasa de cada
musculo. En distrofias musculares, el resultado de la gMRI correlaciona con diferentes
pruebas funcionales, y con la progresion de la enfermedad (186-191), y permite
evaluar la progresion tanto en pacientes ambulantes como no ambulantes, en los que
algunas pruebas funcionales no se podian realizar. En la enfermedad de Pompe, la
MRI predice la funcibn muscular en pacientes asintomaticos, antes de analizar los
resultados de las pruebas funcionales (192). Los beneficios de la gMRI es que no
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dependen de la voluntad, atencion o coordinacion de los pacientes. Como desventaja,
los pacientes tienen que estar inmovilizados durante un largo tiempo y la prueba es

costosa (185).

1.4.2.MicroARNs (miARNS)

Los microARN (miARNs) funcionan como silenciadores genéticos y modulan la
sintesis de proteinas especificas (193). Distintos estudios han evaluado 3 miARNs
(miR-1, miR-133 y miR-206) en suero de diferentes distrofias musculares. El miR-133a
y miR-206 estdn aumentados en suero de pacientes DMD, BMD y enfermedad de
Pompe, mientras que en las LGMD estdn aumentados el miR-1 y el miR-133a (194). El
mMiR-206 est4 aumentado en suero de pacientes Pompe sintomaticos comparado con
los asintomaticos, lo que lo hace candidato para el seguimiento de pacientes pre-

sintomaticos (195).

1.4.3. Proteinas y metabolitos

Varias proteinas especificas de musculo se han detectado en fluidos biol6gicos como
es el suero, el plasma o la orina. Presentan grandes ventajas en la busqueda de
biomarcadores ya que se obtienen de fluidos biol6gicos y son mas estables que los
MIARNSs. El biomarcador mas utilizado son las CKs serol6gicas, que miden el dafio
muscular y se utilizan como prueba diagnostica, junto con la histologia de las biopsias
musculares. Las CKs se encuentran muy elevadas en pacientes con miopatias pero
tienen varias desventajas ya que presentan mucha variabilidad y fluctuaciones segun
la actividad diaria o ejercicio (92),(196). Diferentes proteinas miofibrilares estan
elevadas en suero de DMD comparado con controles, como la cadena de miosina
ligera-1 (MYL1), cadena de miosina ligera-3 (MYL3), la titina (TTN), la miomesina-3
(MYOM3), filamina C (FLNC) la actina esquelética alfa 1 (ACTA1), troponina
esquelética | (sTnl), troponina T tipo 3 (TNNT3) y plastina-2 (LCP1). El aumento de

estas proteinas en suero se ha descrito en varios estudios y sugiere que su liberacion
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a la circulacion sanguinea es el resultado de la actividad proteolitica durante el
proceso de inflamacion y necrosis (197). Dentro de este grupo de proteinas, la sTnl, la
MYL3 y la CKM se estudiaron también en BMD y LGMD-R2. Las 3 proteinas se
encontraron aumentadas en suero en las diferentes distrofias cuando se compararon
con controles sanos (Figura 15). Ademas, las 3 proteinas mostraron una correlaciéon
positiva con los valores de capacidad vital forzada (FVC) (medida cuantitativa de
debilidad respiratoria) en la cohorte de DMD pero no en la de BMD y LGMD-R2 (198).

Otras proteinas relacionadas con la inflamacién y la fibrosis diferencialmente
expresadas en suero de pacientes con distrofias musculares en relacién a controles
sanos, son la MMP-9, la TIMPL1, la TIMP2 o la osteopontina. Estas estan elevadas en
pacientes DMD y aumentan a medida que avanza la enfermedad aunque no
correlacionan con las pruebas funcionales (210,211). La TSP-1 es una proteina
involucrada en la inflamacién que se encuentra elevada en sangre en pacientes con
disferlinopatia no ambulantes comparado con pacientes con disferlinopatia ambulantes

y controles sanos (82),(29).
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La leptina, proteina relacionada con el mecanismo adipogénico, esta elevada en
pacientes con DMD, pero no se ha podido asociar su concentracion con las pruebas
funcionales, cardiacas o pulmonares (199),(201). La proteina de trasporte de acidos

grasos 3 (FABP3) en pacientes DMD, BMD y LGMD-R2 est4 aumentada en el suero
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de los 3 grupos comparado con controles sanos. Ademas, en la cohorte de DMD,
FABP3 correlaciona positivamente con los resultados de FVC (185).

La concentracion del factor de crecimiento de insulina 1 (IGF-1) en suero de pacientes
Pompe se encuentra significativamente reducido comparado con controles sanos y
aumenta hasta valores normales una vez iniciado el tratamiento con ERT en los
pacientes, pero no correlacionan con pruebas funcionales (202). Los tetrasacaridos
(Glc4) estan elevados en orina de pacientes con la enfermedad de Pompe. Los Glc4
son productos de la degradacion amilolitica del glucégeno. Los Glc4 se producen
mediante la degradacion intravascular del glucégeno liberado por tejidos dafiados y la
actividad de enzimas pancreaticas. Los valores de los Glc4 estan asociados a la
respuesta clinica en aquellos pacientes tratados (203-205).

Se han estudiado varias proteinas como posibles biomarcadores pero no
correlacionan con las distintas pruebas funcionales musculares. El hallazgo de
biomarcadores en la circulacion sanguinea que correlacionen con las distintas pruebas
funcionales y con el estado del musculo seria de gran utilidad para poder evaluar el

estado del paciente y la respuesta al tratamiento de forma sencilla.
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2. HIPOTESIS
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Las distrofias musculares por déficit de disferlina y de distrofina y la enfermedad de
Pompe comparten una serie de mecanismos degenerativos comunes que permiten
identificar biomarcadores sensibles a la evolucion de los pacientes y plantear
estrategias terapéuticas globales, que pueden tener particularidades especificas en
funcién de la enfermedad a la que pretendan tratar.

En este sentido, la concentracion sanguinea de factores de crecimiento relacionados
con el proceso fibrético y regenerativo del musculo pueden ser Gtiles en el seguimiento
tanto de pacientes con distrofias musculares como con la enfermedad de Pompe.
Ademas, las terapias que pretenden contrarrestar el proceso degenerativo en la
LGMD-R2 y la DMD deben centrarse en detener los procesos inflamatorios y fibréticos

con el objetivo de preservar la estructura del masculo esquelético.
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3. OBJETIVOS
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El objetivo principal de esta tesis es evaluar nuevas aproximaciones terapéuticas en la
LGMD-R2 y la DMD vy estudiar nuevos biomarcadores seroldgicos en distrofias

musculares y enfermedad de Pompe.
Objetivos especificos:

1. Estudiar el posible efecto de inhibidores de proteasoma y del anélogo de la
vitamina D3 en pacientes LGMD-R2.

2. Estudiar las vias asociadas al PDGF-AA y al proceso fibrético en pacientes
DMD para poder aplicarlo a futuras terapias.

3. Encontrar biomarcadores diferencialmente expresados en pacientes con la
enfermedad de Pompe en comparacién con controles sanos.

4. Encontrar biomarcadores diferencialmente expresados en pacientes DMD,

BMD y LGMD-R2 en comparacion con controles sanos
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4, MATERIAL Y METODOS
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4.1. Pacientes

Los resultados clinicos mostrados en esta tesis, asi como las muestras de suero,
plasma y biopsias musculares, han sido obtenidos en la Unidad de Enfermedades
Neuromusculares del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSCSP) y en el Hospital
de Sant Joan de Déu.

Los estudios funcionales hechos en pacientes se realizaron segun la regulacion
espafola de ensayos clinicos y los estudios siguiendo las recomendaciones descritas
en la Declaracion de Helsinki. Los estudios realizados fueron aprobados por el Comité
Etico del HSCSP. Todos los participantes firmaron el consentimiento informado acorde

con el estudio.

4.1.1.Pruebas de funcién muscular

La funcion muscular de los pacientes participantes en estos estudios fue evaluada por
3 fisioterapeutas expertas en el analisis de funcibn muscular mediante las siguientes
pruebas: 6MWT, tiempo/calificaciéon andar 10 metros, tiempo/calificacion subir y bajar
4 escalones, tiempo/calificacién para levantarse del suelo. La habilidad funcional se
analiz6 con escalas cuantitativas que incluyen la Noth Star Ambulatory Assessment
(NSAA) y la escala funcional motora 20 (MFM-20). La MFM-20 se analiz6 basandose
en 3 componentes: D1 (levantado), D2 (axial y proximal) y D3 (distal).

La fuerza muscular se estudié usando la calificacion del Muscle Research Council
(MRC) y con dinamometria de mano. La calificacion del MRC se calcul6 con la suma
de los valores individuales para los siguientes movimientos: flexion del hombro,
abduccién del hombro, flexion del codo, flexion del codo usando el musculo
braquiorradial, extension del codo, extensién de la mufeca, flexion de la mufieca,
aduccién de la cadera, abduccion de la cadera, flexion de cadera, extension de
cadera, extension de rodilla, flexiéon de rodilla, eversion del pie, inversion del pie,

flexion plantar de pie y flexion dorsal del pie. Para medir el estado de salud del
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paciente se usaron escalas completadas por los pacientes de actividades de la vida
diaria diarias (escala ACTIVILIM), y escalas de calidad de vida: el cuestionario
neuromuscular individualizado de calidad de vida (INQoL) y el cuestionario short-form
36 (SF-36) (206). La funcion respiratoria se midié con una espirometria que media
capacidad vital forzada mientras el paciente estaba sentado (FVCs) y cuando estaba
acostado en decubito supino (FVCI), el volumen espiratorio forzado (FEV1) mientras el
paciente esta sentado, los valores de presion inspiratoria maxima (MIP) y la presion
espiratoria maxima (MEP). Las pruebas se realizaon con espirometro Carefusion

Microlab ML 3500 MK8 spirometer (Carefusion, Yorba Linda, CA, USA).

4.1.2.Imagen muscular

Todos los pacientes fueron examinados mediante resonancia magnética en un Philips
Achieva XR 1.5 Teslas ubicado en HSCSP. Se utiliz6 el mismo protocolo de
posicionamiento para todos los pacientes: posicion supina con las piernas estiradas, la
rétula hacia arriba y los tobillos en una posiciéon neutral. Se obtuvieron imagenes 2
punto Dixon con los siguientes parametros de adquisicién: TR/ TE = 5,78 /1,8, 4 ms,
angulo de giro = 15 °, FOV = 520 x 340 x 300 mm, tamafio de voxel =1 x 1 x 3 mm. El
analisis de las imagenes Dixon MR de 3 puntos se realizé con PRIDE (Philips
Research Image Development Environment). Las regiones de interés (ROI) se
extrajeron manualmente en cinco cortes de los siguientes musculos: recto femoral,
vasto intermedio, vasto lateral, vasto medio, aductor mayor, sartorio, gracilis,
semitendinoso y semimembranoso, y en tres cortes de biceps femoral, cabeza larga,

biceps femoral, cabeza corta y aductor largo.
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4.2. Estudios in vitro

4.2.1.Cultivos primarios humanos y de lineas celulares

Para obtener fibroblastos a partir de biopsias humanas de musculo, la grasa y los
capilares se eliminaron en medio Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (Lonza, Basel,
Switzerland). Los explantes musculares fueron cultivados para la obtencion de
mioblastos vy fibroblastos (207). Una vez los diferentes tipos celulares empezaron a
migrar desde el explante, se hizo una separacion inmunomagnética mediante
anticuerpos especificos anti-CD56 (MiltenyiBiotec, Bergisch-Gladbch, Germany). La
fraccion positiva corresponde a mioblastos y la negativa a fibroblastos. La fraccion
negativa (CD56-) se cultivd en medio de proliferaciébn Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) y medio 199 (M199) (3:1) (Lonza), suplementado con 10% de suero
fetal bovino (FBS) (Lonza), 10 mM glutamina (Lonza) y penicilina-estreptomicina
(Lonza) y se comprobdé su pureza con el marcador de fibroblastos TE-7 (Merck;
Billerica, MA, USA) mediante inmunofluorescencia (IF).

Los mioblastos obtenidos de un paciente con una mutacion missense en homozigosis
(c.4882G>A) en el gen disferlina y de un paciente sano fueron inmortalizados por el
Dr. Mouly (208). Estas células se expandieron en un medio especifico de musculo
esquelético (SMM; Promocell, Heidelberg, Germany). Una vez los mioblastos llegaron
a confluencia, el medio se cambié a medio de diferenciacion (DMEM:M199 (3:1)
(Lonza), suplementado con 2% FBS (Lonza), 10 pg/ml insulina (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA), 10mM glutamina (Lonza) y penicilina-streptomicina (Lonza) durante

7-9 dias para inducir la diferenciacion a miotubos.
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4.2.2. Tratamiento con inhibidores proteasomay EB1089

Los miotubos ya diferenciados se trataron con vitamina D3 o EB1089 (Sigma Aldrich) a
100nM, ixazomib (Selleckchem, Munich, Germany) (25nM, 50nM y 100nM) vy
oprozomib (ONX 0912) (Selleckchem) (10nM, 50nM y 100nM). El tratamiento de

ixazomib y oprozomib se combiné con EB1089 a 8 y 24 horas respectivamente.

4.2.2.1. Ensayo reparacion

Los mioblastos inmortalizados se cultivaron en placas compartimentadas hasta llegar a
confluencia para después ser diferenciados a miotubos. Este ensayo se llevé a cabo
con el quimico dodecilsulfato sédico (SDS) (209). El SDS es un surfactante anionico
gque produce un dafio en la membrana celular causando la liberacién de componentes
intracelulares (210). El dafio en la membrana se indujo mediante el uso del SDS como
se describe a continuacion: los miotubos se limpiaron con HBSS (Lonza) para después
afiadir la solucion de dafo (HBSS con 0.25mM SDS (Sigma-Aldrich)) durante 2
minutos. Pasados estos 2 minutos, se lavaron las células con HBSS y se incubaron en
medio de proliferacién durante 90 segundos y 10 minutos, para inducir la reparacion
de membrana. Tanto el dafio como la reparacién de membrana se realizaron a 37°C.
Las células con membrana dafiada sin capacidad de reparacion se identificaron por
exposicion al ioduro de propidio (IP) (Sigma-Aldrich) (20 pg/mL en HBSS). Si la
membrana no esta reparada, el IP entra en las células y penetra en el nicleo
intercaldndose en el ADN emitiendo fluorescencia. Después de 2 minutos de
exposicion al colorante, las células se lavaron en HBSS y se fijaron en 4% de
paraformaldehido (PFA) en PBS para después tefiir los nucleos con Hoescht 33342
(Invitrogen, Walthman, MA, EEUU). En cada condicion, se cont6é el numero total de
nucleos y los nicleos IP positivos usando el programa Fiji (211). La representacion

gréfica se realizo utilizando los valores de la ratio nucleos IP positivos/nicleos totales.
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4.2.3. Tratamiento PDGF-AA e inhibidores via RhoA

Los fibroblastos procedentes de 3 pacientes con DMD se cultivaron hasta obtener una
confluencia del 80% aproximadamente en medio de proliferacién con 10% de FBS
para luego cambiar éste a un medio basal al 0.5% FBS (DMEM:M199 (3:1) (Lonza),
suplementado con 0.5% de FBS (Lonza), 10 mM glutamina (Lonza) y penicilina-
estreptomicina (Lonza) durante 24 horas. Este cambio se hizo para que el FBS no
interfiriese en los resultados obtenidos con el PDGF-AA. Segun si el experimento era
para testar la activacion de la via o para ver un efecto funcional, los tiempos de
induccion/inhibicién fueron distintos. Para testar la activacion de la via de RhoA con
PDGF-AA, primero se inhibié la via con Fasudil 50uM (Bio-Techne, Minnesota, USA) o
C3-exoenzyme 2ug/ml (Cytoskeleton, Denver, USA) durante 15 horas para después
activar la via con PDGF-AA a 50ng/ml durante 20 minutos y proceder al ensayo de G-
LISA o de inmunofluorescencia de la fosforilacion de la cadena ligera de la miosina (p-
MLC). Para testar el efecto funcional de la via de PDGF-AA y de la inhibicién de esta,
se inici6 el tratamiento de C3-exoenzyme a 2ug/ml o Fasudil a 50uM para inhibir la via
de RhoA y 4 horas méas tarde se afadié el PDGF-AA a 50 ng/ml. Este ciclo de
inhibicién/induccién se repiti6 tantos dias como durase el ensayo. Se hicieron 4
condiciones diferentes: fibroblastos sin tratar, tratados con c3-exoenzyme y PDGF-AA,

con Fasudil y PDGF-AA y con PDGF-AA solo.

4.2.3.1. Ensayo proliferacion celular

El ensayo de proliferacion se hizo a 2 tiempos; 48 y 72 horas. Se utilizaron placas de
96 pocillos, se cultivaron 5000 fibroblastos por pocillo y se hicieron 3 réplicas por cada
condicion. Como el ensayo dur6 un total de 72 horas, se realizaron 3 ciclos de
inhibicion/induccién. El ensayo de bromodeoxiuridina (BrdU) se basa en la
incorporacién de éste en el ADN sintetizado de nuevo en las células en division

(durante la fase S del ciclo celular) mediante la substitucién de los residuos de
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timidina. EI BrdU se afadi6 24h antes de empezar el ensayo. Tras eliminar el
sobrenadante, las células se fijaron y el ADN se desnaturaliz6 en un mismo paso para
después afadir el anticuerpo anti-BrdU. Después de varios lavados con PBS, se
afiadié la solucion substrato siguiendo las indicaciones del fabricante (Roche,
Indianapolis, IN). El resultado se midié usando el lector de placas Coulter AD 340

(Beckman-Coulter, Brea, CA, USA) con el programa AD-LD.

4.2.3.2. Ensayo migracion celular

El ensayo de migracion se realizdé a 24 y 72 horas con 3 réplicas por cada condicion.
El ensayo dur6 un total de 72 horas, se realizaron 3 ciclos de inhibicion/induccion. Se
utilizaron placas de 24 pocillos con insertos (Ibidi, Munich, Germany) que separan 2
camaras, donde se siembran o crecen las células. Se sembraron 15,000 células en
cada parte del inserto y despuésde 24 horas en medio basal al 0.5% FBS se trataron
con 25 pg/ml de mitomicina C (Sigma) durante 1 hora. La mitomicina C es un
antibiético antitumoral que inhibe la sintesis del ADN. Este agente se usa en ensayos
de migracion para que el resultado sea debido a la propia migracién celular y no a la
proliferacién. Tras la hora de incubacion con la mitomicina C, se quitd el inserto
dejando un espacio de 500 um entre las 2 camaras y se procedié a los ciclos de
inhibicién/induccién de la via de RhoA. A las 48 y 72 horas se fijaron las células en
PFA 4%y se tifieron con Hoescht 33342 (Invitrogen). Se hicieron 3 imagenes a 10X de
cada pocillo y la cuantificacion de las células que habian migrado al espacio de 500

um se cuantificé con el programa Fiji.

4.2.3.3. Cuantificacion de colageno in vitro

El coldgeno total soluble liberado por los fibroblastos en cultivo se cuantificé usando un
ensayo colorimétrico. 24 horas antes de empezar el ensayo se cambi6é el medio a
medio basal al 0.5% FBS y se realiz6 un ensayo de 4 dias, con 4 ciclos de

inhibicion/induccién. Se utilizaron placas de 24 pocillos y se sembraron 10,000
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células/cm?. El ensayo se realizé con el kit comercial Sircol, que cuantifica la tasa de
colageno soluble sintetizado. El sobrenadante se recogié en tubos por cada pocillo
cultivado y se afiadié 100ul del reactivo de concentracion para incubar durante toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente se centrifugaron las muestras, se afiadié 1ml del reactivo
Sircol y se dej6é en un agitador mecanico durante 30 minutos para después centrifugar
y afiadir 750 ul de una solucién de lavado (Biocolor, UK). Finalmente, se volvié a
centrifugar y se resuspendié la muestra en 250 pl de un reactivo alcalino. Las
muestras se pasaron a una placa de 96 pocilllos para seguidamente leer el resultado
de cada muestra a 555nm usando el lector de placas Coulter AD 340 (Beckman-
Coulter) con el programa AD-LD. Para eliminar resultados debidos al aumento de
proliferacién de las células, una vez terminado el ensayo, se tifieron los ndcleos con
TO-PRO-3 (ThermoFischer) y se midio6 la sefial emitida con el lector infrarrojo Odyssey
(Li-cor, Lincoln, Nebraska, USA). Los resultados obtenidos con el ensayo Sircol se

normalizaron en relacion a la sefial emitida por TO-PRO-3.

4.3. Biologia molecular

4.3.1. Ensayo de la luciferasa con inhibidores del proteasoma

Las células se cultivaron en placas negras de 96 pocillos (Sarstedt, Nimbrecht,
Germany) a una concentracion de 5000 células/pocillo y se hicieron 3 réplicas por
condicién. Cuando llegaron a confluencia, se cambié a medio de diferenciacion y se
usaron los tratamientos correspondientes en los tiempos indicados. Las actividades
CT-L, C-L y T-L se analizaron por quimioluminiscencia. Los substratos de cada tipo de
proteasa estdn unidos al substrato de la luciferasa (aminoluciferin) y cuando la
subunidad 20S del proteasoma reconoce el substrato de CT-L, C-L o T-L actla
produciendo un corte y liberando la aminoluciferina, la cual mediante la luciferasa

produce luz. (Figura 16).
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Figura 16. Ensayo luciferasa con inhibidores del proteasoma. Los subtratos luminogénicos (Suc-
LLVY, Z-LRR o Z-nLPnDL pertenencen a cada subunidad del proteasoma y una vez reconocidos por la
subunidad 20S del proteasoma, éste produce un corte catalitico liberando la aminolluciferina (substrato de

la luciferasa) y produciendo luz.

Para realizar el ensayo se mezclaron los tampones contenidos en el kit con la
luciferina y el substrato apropiado en cada caso y se dej6 incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente. Seguidamente se afiadié6 50ul por pocillo y se incubd a
temperatura ambiente durante 30 minutos siguiendo las indicaciones del ensayo
Proteasome-Glo™ 3-substrate System (Promega, Madison, WI, USA). Los resultados
fueron obtenidos a través del lector Victor 3v Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer,

Waltham, MA, USA).

4.3.2.Activacion RhoA-GTP mediante PDGF-AA

Para comprobar si el PDGF-AA activaba la via de RhoA en fibroblastos de DMD se
analiz6 la proteina RhoA-GTP mediante un ensayo colorimétrico. Se sembraron
células a un 80% de confluencia y se hizo un cambio a medio basal 0.5% FBS durante

24 horas. Se procedi6 a la inhibiciobn de la via con el inhibidor C3-exoenzyme a
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concentracion 2ug/ml durante toda la noche. Al dia siguiente, se activo la via con
PDGF-AA a 50ng/ml durante 20 minutos a 37°C para después proceder con el ensayo
G-LISA (Cytoskeleton, Denver, CO, USA). El ensayo de G-LISA se utiliza para medir la
activacion de proteinas RhoA, ya que su activacion depende de la unién a GTP. El kit
contiene una proteina de unidn a RhoA-GTP acoplada a los pocillos de la placa,
permitiendo que las proteinas RhoA-GTP extraidas de lisados celulares se puedan
unir a los pocillos, mientras que las proteinas RhoA-GDP (inactivas) seran retiradas
tras los lavados. La union de RhoA-GTP se detecta mediante un anticuerpo anti-RhoA.
Para calcular la cantidad de RhoA-GTP se midid la cantidad de RhoA total mediante la
expresion por WB. El calculo de RhoA-GTP se hizo en relacién a la cantidad de RhoA

total.

4.3.3.Contenido actina filamentosa

Para el analisis del contenido de actina filamentosa (F-actina) en fibroblastos en
cultivo, se realizaron 4 condiciones experimentales: no tratados, inhibidos con C3-
exoenzyme o Fasudil 50uM durante toda la noche y después activados con PDGF-AA
durante 20 minutos a 37°C o solamente activados con PDGF-AA. Después de este
tiempo se fijaron las células con PFA 4% y se incubaron con Rhodamine Phalloidin
Reagent (Abcam, Cambridge, UK) durante 1 hora para después tefiir con Hoescht

33342 (Invitrogen).

4.4. Western-Blot (WB)

Las células correspondientes a cada condicién se lisaron en tampén RIPA (Sigma-
Aldrich) con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche, Basel, Switzerland). Los
lisados celulares se centrifugaron a 4°C a 13000xg durante 20 minutos y se guardaron
los sobrenadantes a -80°C. La concentracion proteica se cuantific6 usando el kit
Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 30 pg de
proteina total se cargé en un gel de 10% de poliacrilamida y se transfiri6 a una
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membrana de nitrocelulosa. Los sitios de unién inespecificos se bloquearon durante 1
hora en caseina diluida en 1:1 con solucion salina tamponada con Tris (TBS). Las
membranas se incubaron toda la noche con el anticuerpo primario correspondiente a
cada condicién experimental. Los anticuerpos secundarios correspondientes unidos al
Dye680 o Dye800 (Li-Cor) se incubaron durante una hora a diluciéon 1:7500. Las
bandas especificas correspondientes a las proteinas de interés se visualizaron con el
sistema de deteccién infrarroja Odyssey (Li-Cor) y con el programa Image Studio (Li-
Cor). Como control de carga se utilizaron las bandas especifiaos de desmina
(Novocastra, Newcastle, UK) o se midieron las bandas de proteina totales de proteinas

con el kit Revert 700 (Li-Cor).

4.5. Analisis protedmico

La extraccion proteinca, digestion, andlisis y procesamiento de datos se realizaron en

el servicio de protedmica de IDIBELL.

4.5.1. Extraccidon y digestion proteica

La extraccion proteica de fibroblastos procedentes de pacientes DMD tratados con
PDGF-AA y sin tratar se realzio con urea 6M/200mM bicarbonato de amonio. Los
extractos proteicos se cuantificaron mediante RCDC Protein Assay kit (Biorad, #5000-

120). La digestion se realiz6 usando Lys-C (WAKO, #125-05061) y tripsina
Promega, #V5280). Se eliminaron las sales de la mezcla de péptidos mediante
el uso de columnas comerciales columns Ultra Microspin C18, 300A silica (The

Nest Group, #SUM SS18V).

4.5.2. Cromatografia liquida — espectrometria de masas

Las mezclas de pepidos se analizaron utilizando un espectrometro de masas (Lumos

Orbitrap) (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) acoplado al cromatégrado
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liquido EASY-nLC 1000 1000 (Thermo Fisher Scientific (Proxeon), Odense, Denmark).
Las muestras se cargaron directamente en la columna analitica y se separaron por
cromatografia de base inversa. Todos los datos se adquiereron con el programa

Xcalibur v3.063.

4.5.3. Procesamiento de datos

Las proteinas se identificaron utilizando el programa MaxQuant (version 1.6.1.0)
mediante la busqueda en la base de datos Swissprot. Se escogio la tripsina como
enzima y la carbamidometilacion (C) como modificacion fija. La oxidacion y acetilacion
se utilizaron como modificaciones variabels. Las busquedas se realizando usando una
tolerancia de péptidos de 10 ppm y de iones de 0.5Da. Los valores de intensidad se

normalizaron utilizando el algoritmo LFQ.

4.5.4. Analisis bioinformatico

El listado final de proteinas se analizO mediante R. Primero se eliminaron los
péptidos/proteinas identificados compo potencialmente contaminantes y todos
aquellos que eran inversos (identificado significativamente en la base de datos
inversa). Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante una prubea t. Los

valores de p se ajustaron utilizando el procedimiento Benjamini-Hochberg.

4.6. ELISA

Los sobrenadantes de los cultivos de miotubos se concentraron con columnas Amicon
de 100kb (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) mientras que las muestras de suero
se obtuvieron centrifugando la sangre a 1600 x g 9 minutos.

En ambos casos se guardaron las muestras a -80°C hasta proceder a su uso. Las
concentraciones de proteinas se determinaron usando ELISAs especificos siguiendo
las instrucciones del fabricante; human TSP-1, PDGF-BB, TGF-B1 (R&D, Minneapolis,

MN, USA), PDGF-AA (Thermo Fisher Scientific, Nepean, Canada) y CTGF (EIAAB
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Science Co, Wuhan, China). Las muestras se midieron en duplicado y se us6 en un

lector Coulter AD 340 (Beckman-Coulter) con el programa AD-LD.

4.7. Inmunofluorescencia (IF) e inmunohistoquimica

(IH)

La IF de p-MLC y TE-7 se realizo a partir de células en cultivo crecidas en
cubreobjetos con gelatina 0.15%. Estas se fijaron con etanol durante 5 minutos,
después de los lavados con TBS, se afadié bloqueo universal (Ultracruz Blocking
Reagent, Santa Cruz Biotechnology). La incubacion con el anticuerpo primario de
conejo anti-fosfo-MLC (Cell Signalling, Leiden, The Netherlands) o TE-7 (Merck) se
realiz6 a temperatura ambiente durante 1h, y tras los lavados con TBS, se incub6 con
el anticuerpo secundarios anti-conejo Alexa 488 (Invitrogen) en el caso de la IF de p-
MLC o con el anti-ratén Alexa 488 (Invitrogen) en el caso de la IF de TE-7 junto a la
tincion de nucleos con Hoescht 33342 (Invitrogen). Las imagenes se obtuvieron con el
microscopio Olympus BX51 acoplado a una camara DP72 Olympus (Olympus, City,
country). El resultado del calculo de sefial de las IF de p-MLC se obtuvo midiendo la
intensidad de fluorescencia de las células individuales usando programa Fiji (211).

La IH de PDGF-AA se realizé a partir de musculo parafinado. Brevemente, las
muestras de desparafinaron (xilol, etanol absoluto, etanol 95° y etanol 70°), se
pusieron en agua destilada y se pretrataron con citrato 10 mM (pH 6) a 100°C.
Después de este paso se lavaron en PBS y se incubaron en solucion de bloqueo
(albumina se suero bovino 4%) para seguidamente incubar con el anticuerpo anti-
PDGF-AA (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) a temperatura ambiente durante 1
hora. Tras 3 lavados se incub6 con anticuerpo anti-conejo biotinilado (Vector
Laboratory Inc. Burlingame, CA) durante 1 hora a temperatura ambiente para después
revelar con complejo avidina-biotina peroxidasa (Dako, Glostrup, Denmark).

Finalmente se sumergieron los cortes en hematoxilina de Mayer durante 10 segundos,
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luego se lavd bajo agua corriente y se monté en medio de montaje acuoso, Aquatex

(Merck Millipore, Darmstadt, Germany).

4.8. Estadistica

El andlisis de resultados del tratamiento con inhibidores de proteasoma se analizd
usando la comparaciéon one-way ANOVA seguida de un test post-hoc.

El andlisis de biomarcadores en pacientes con distrofias musculares y enfermedad de
Pompe se hizo mediante pruebas no paramétricas. La prueba U de Mann-Whitney se
utilizé para comprobar si existian diferencias significativas en la concentracién de
biomarcadores entre los distintos grupos analizados. La prueba no paramétrica de
Spearman se utilizé para analizar las correlaciones entre concentracién de factores de
crecimiento y resultados de funcion muscular, espirometria, escalas de calidad de vida
del paciente y resultados de la fraccién grasa. Para eliminar errores de las multiples
correlaciones, se utilizd el test de Bonferroni. Finalmente, se realiz6 una curva ROC
(Receiver Operating Characteristic) para estudiar si el PDGF-BB era capaz de
diferenciar entre grupos de pacientes sintoméaticos y asintomaticos. Todos los analisis
se realizaron mediante el programa estadistico IBM SPSS® Statistics 21 y se
consideraron significativos si la p era menor de 0.05. Los gréficos resultantes del

analisis se hicieron mediante el programa GraphPad Prism 5.0 (LaJolla, CA, USA).
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5. RESULTADOS
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5.1. Aproximaciones terapeuticas en un modelo celular

de disferlinopatia

Debido a que no existe un tratamiento efectivo para la LGMD-R2, quisimos testar el
efecto de la inhibicién del proteasoma en la expresion de disferlina, ya que estudios
previos habian demostrado resultados positivos en distrofinopatias (212),(153).
Utilizamos el oprozomib e ixazomib, dos inhibidores del proteasoma de nueva
generacion que presentan una menor toxicidad y elevada efectividad. Ademas,
estudiamos si la combinacién con un anélogo de la vitamina D3 (EB1089) promovia
también un aumento de disferlina. EI EB1089 tiene un efecto mucho mas potente que

la vitamina D3 (213) pero no se ha testado su efecto en la expresién de disferlina.

5.1.1.Tratamiento de Vitamina D3 y EB1089

El primer objetivo consisti6 en comprobar que el analogo de vitamina D (EB1089)
promovia un aumento de expresion de disferlina mayor que el producido por la
vitamina D3. Para ello se utilizaron miotubos procedentes de controles sanos y se
trataron con 100nM de Vitamina D3 o EB1089 durante 24h. Ambos farmacos
provocaron un aumento de expresion de disferlina, pero el tratamiento con EB1089
mostrd diferencias significativas respecto a los miotubos no tratados (Figura 17). Por
este motivo, decidimos usar EB1089 en combinacion con inhibidores del proteasoma

para aumentar la expresion de disferlina.
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Figura 17. Efecto de la vitamina D3 y EB1089 en miotubos derivados de un control sano.
Cuantificacién de bandas de WB de miotubos no tratados (C-), tratados con vitamina D3 o tratados con
EB1089 durante 24 h. Los datos se representan como la media de 3 réplicas = desviacion estandar. Los
resultados se analizaron estadisticamente utilizando one-way Anova seguido de la prueba post hoc de
Tukey. La significacion estadistica se establecié mediante *p <0,05.

5.1.2.Inhibicion del proteasoma

Seguidamente analizamos a qué tiempo los inhibidores de proteasoma, ixazomib y
oprozomib, producian el mayor aumento de la expresion de disferlina en los miotubos
procedentes de un paciente con LGMD-R2 (disf -/-). Observamos que ixazomib tuvo
un efecto mayor a las 8 horas y oprozomib después de 24h.

Para comprobar que los inhibidores estaban actuando en miotubos, se llevé a cabo la
cuantificacion de la actividad quimiotripsina (CT-L), tripsina (T-L) y caspasa (CT-L) a
partir de miotubos tratados con oprozomib, ixazomib y EB1089. Los resultados de la
actividad del proteasoma mostraron que el tratamiento de los miotubos disf -/- con 10
nM de oprozomib durante 24h tenia una alta selectividad hacia el sitio activo del
proteasoma CT-L. Sin embargo, a dosis mas altas (50 nM y 100 nM), oprozomib
también inhibia significativamente la actividad C-L y T-L (figura 18A-C). El tratamiento
con ixazomib inhibié las 3 subunidades de proteasoma (figura 18D-F). Al afiadir

EB1089 al cultivo de miotubos, no se inhibié ninguna subunidad del proteasoma. Al

86



combinar EB1089 con ixazomib o oprozomib, no se observé ningun efecto en la

inhibicion de ninguna de las subunidades del proteasoma.
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Figura 18. Perfil de inhibicion de proteasoma. Las tres actividades del proteasoma se analizaron
mediante un método basado en quimioluminiscencia. Los miotubos disf -/- se pre-trataron con oprozomib
y EB1089 durante 24 h. El tratamiento con oprozomib presentd inhibicién en: A) CT-L en todas las
concentraciones probadas. B) C-L y C) T-L a dosis altas (50 nM y 100 nM). También se analiz6 el pre-
tratamiento con ixazomib y EB1089 durante 8h y se inhibi6 la actividad de: D) CT-L, E) C-Ly F) T-L en
todas las dosis probadas con diferencias significativas. CT-L: actividad quimiotripsina, C-L: actividad
caspasa, T-L: actividad tripsina. Los datos se representan como la media de 3 réplicas + desviacion
estandar. Los resultados se analizaron estadisticamente utilizando one-way ANOVA seguido de la prueba

post hoc de Tukey. La significacion estadistica se establecié en p <0,05. * p <0,05; ** p <0,01; *** p
<0,0001.
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5.1.3.Expresion de disferlinay miogenina

El siguiente objetivo consistio en analizar la expresion de disferlina y miogenina en
miotubos disf -/- tratados con EB1089, oprozomib e ixazomib. Los tratamientos con 10
nM de oprozomib y con la combinacion de oprozomib y EB1089 aumentaron la
expresion de disferlina y miogenina (figura 19A-B), aunque no se observaron
diferencias estadisticamente significativas.

Por otra parte, el tratamiento con ixazomib (figura 19C-D) no mostré un aumento
significativo en la expresion de disferlina. Aunque los niveles de miogenina
aumentaron después del tratamiento con ixazomib, los resultados no alcanzaron

significacion estadistica.
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Figura 19. Expresion de disferlina y miogenina en células musculares disf -/-. A) WB representativo
de miogenina y disferlina con el tratamiento con oprozomib y EB1089. C +: miotubos derivados de
controles no tratados, (C-) mitubos disf -/- no tratados. B) Cuantificacién de bandas de WB de expresion
de disferlina o miogenina con oprozomib y EB1089. C) WB representativo de miogenina y disferlina con
ixazomib y EB1089. D Cuantificacién de bandas de WB de expresion de disferlina o miogenina con
ixazomib y EB1089. Los datos estan representados como la media de 3 réplicas + desviacion estandar.
Los resultados se analizaron estadisticamente utilizando one-way ANOVA seguido de la prueba post hoc

de Tukey. La significacién estadistica se establecié en p <0,05.
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5.1.4.Expresion de TSP-1

Los miotubos procedentes de pacientes con LGMD-R2 producen una mayor secrecion
de TSP-1 que los controles. Por este motivo evaluamos la secrecién de TSP-1 por los
miotubos disf -/- tratados con EB1089, oprozomib e ixazomib. El tratamiento con
EB1089 produjo una reduccion significativa de la liberacion de TSP-1 a las 8h. Los
niveles de TSP-1 también disminuyeron significativamente con el tratamiento de
oprozomib y EB1089 (figura 20A) y se redujeron aun mas cuando las células se
trataron con la combinacion de EB1089 y oprozomib.

El tratamiento con ixazomib combinado con EB1089 produjo una disminucion
significativa de TSP-1 (figura 20B). Sin embargo, aunque EB1089 e ixazomib
individualmente no produjeron cambios significativos en la expresion de TSP-1, se

redujo en comparacién con los miotubos no tratados.
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Figura 20. Expresion de TSP-1 por miotubos disf -/- tratados con oprozomib, ixazomib y EB1089. A)
Expresion de TSP-1 con tratamiento de oprozomib a 10nM y EB1089 100nM. B) Expresién de TSP-1 con
tratamiento de ixazomib a 100nM y EB1089 100nM. Los datos se representan como la media de 5
repeticiones * desviacion estandar. Los resultados se analizaron estadisticamente utilizando one-way
ANOVA seguido de la prueba post hoc de Tukey. La significacion estadistica se establecio en p <0,05. **

p <0,01; *** p <0,0001.
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5.1.5.Ensayo reparacion

La disferlina participa en la reparacion de la membrana después de una lesién. Para
ver si el ligero aumento de disferlina obtenido con los tratamientos era funcional,
analizamos la capacidad de los miotubos disf -/- para reparar el sarcolema después de
una lesion. Los miotubos derivados de controles sanos repararon la membrana 10
minutos después de la lesion, mostrada por la expresion de Pl (Fig. 21A-B). Sin
embargo, los miotubos disf -/- no presentaron ninguna reparacién de sarcolema en

ninguna de las condiciones analizadas (Fig. 21C-D).
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Figura 21. Reparacion de membranas con tratamiento con oprozomib, ixazomib y EB1089. A)
Imagenes representativas de nucleos IP positivos después del tratamiento con SDS a los 90 segundos y a
los 10 minutos. La primera fila corresponde a los miotubos sanos y la segunda fila a los miotubos disf -/
tratados con oprozomib. B) Nucleos positivos para IP en miotubos de controles sanos a los 10 minutos. C)
Miotubos disf -/- no tratados, tratados con EB1089, oprozomib a 10nM y la combinacién de oprozomib

10nM con EB1089 a las 24h. D) La cuantificacién de nicleos positivos para IP en miotubos disf -/- no
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tratados, tratados con EB1089, ixazomib a 100nM y tratados con la combinacién de ixazomib a 100nM
con EB1089 a las 8h. Los datos se representan como la media de 3 réplicas + desviacion estandar. Los
resultados se analizaron estadisticamente utilizando one-way ANOVA seguido de la prueba post hoc de

Tukey. La significacion estadistica se establecié en p <0,05.

5.2. Vias moleculares y aproximaciones terapéuticas

implicadas con la fibrosis y PDGF-AA

Aunque el proceso fibrotico ha sido muy estudiado en otras patologias como la
hipertensién pulmonar o la fibrosis hepéatica, los mecanismos moleculares implicados
en la fibrosis muscular no se conocen de forma completa. Por este motivo, nuestro
objetivo principal fue estudiar las vias activadas por el PDGF-AA que tuvieran un papel
importante en la fibrosis en pacientes DMD ya que el conocimiento de estas vias

podria ayudar a encontrar nuevas dianas terapéuticas.

5.2.1.Expresion de PDGF-AA en musculo DMD y control

El primer objetivo consistié en confirmar los resultados previamente publicados sobre
la existencia de una expresion incrementada de PDGF-AA en fibras musculares en

pacientes con DMD en comparacion con controles sanos (108). Para ellos realizamos

control DMD

Figura 22. IH de PDGF-AA en musuclo. IH procedente de musculo esquelético en pacientes DMD

(n=2) y en controles sanos (n=2) a partir de muestras parafinadas.
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una tincion de IH en biopsias musculares de pacientes DMD (n=2) y en controles (n=2)
y observamos que en los pacientes DMD las fibras musculares expresaban PDGF-AA,
mientras que en los controles la expresion estaba limitada a los capilares situados en

el espacio intersticial (figura 22).

5.2.2.Protedmica fibroblastos tratados con PDGF-AA

Dado que existia un incremento en la expresion de PDGF-AA en las fibras musculares
de los pacientes con DMD, quisimos estudiar qué vias intracelulares se veian
activadas por dicha molécula en fibroblastos residentes en el estroma muscular en
pacientes con DMD. Para ello se utilizaron fibroblastos de 3 pacientes DMD y se
trataron durante 4 dias con 50 ng/ml de PDGF-AA. Comparamos la expresion de
proteinas en fibroblastos tratados y no tratados mediante un andlisis proteémico
cuantitativo. Obtuvimos un total de 1892 proteinas analizadas de las cuales 992
estaban aumentadas tras el tratamiento con PDGF-AA. Los resultados obtenidos se
resumieron en un mapa proteémico para visualizar la composicion de los proteomas
en términos de abundancia y funcién de las proteinas. En la figura 23, cada proteina
esta representada por un poligono, y el area de cada poligono refleja la abundancia de

las proteinas (calculada con fold-change).
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Figura 23. Representacion del andlisis protedmico cuantitativo basado en las proteinas

sobreexpresadas en fibroblastos tratados con PDGF-AA. El mapa representa las 992 proteinas sobre
expresadas tras el tratamiento con PDGF-AA. El fold-change se calcul6 dividiendo la expresion de
fibroblastos tratados con PDGF-AA entre los no tratados. El area de cada poligono representa el fold-
change calculado, y por tanto la abundancia de las proteinas sobreexpresadas con el tratamiento de
PDGF-AA.

Las proteinas relacionadas funcionalmente aparecen en regiones adyacentes.
Destacan proteinas involucradas en varias vias de sefalizacion (MAPK, PI3K-Akt),
proteinas implicadas en metabolismo y proteinas ribosomales. Entre los diferentes
grupos, nos centramos en aquellas proteinas implicadas en la activacion de

fibroblastos (funcion en el citoesqueleto, adhesion celular y proteinas implicadas en la
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regulacién de actina) (grupos marcados en verde). Observamos que las proteinas de
la familia de Rho estaban aumentadas en los fibroblastos tratados con PDGF-AA. Esta
familia de GTPasas tienen un papel central en la regulacién de la morfologia, polaridad
y movimiento celular (214). Entre las distintas proteinas de esta familia, nos centramos
en la via de RhoA ya que es una via implicada en activacion de fibroblastos y

desarrollo de fibrosis en otras patologias (215-218).

5.2.3.Analisis via RhoA

A continuacion, quisimos confirmar que la via de RhoA estaba aumentada en el
musculo esquelético de los pacientes DMD. Para ello estudiamos la expresion de la
primera proteina implicada en la via de sefalizacién, el factor de intercambio de
nucleétidos de guanina Rho 2 (ArhGEF2). ArhGEF2 es una proteina de membrana
que promueve la ribosilacién de RhoA. RhoA unido a guanisina trifosfato (GTP) (RhoA-
GTP) estimula la proteina quinasa asociada a Rho (ROCK), la cual promueve la
fosforilacion de la cadena ligera de la miosina (MLC). MLC fosforilada (p-MLC) induce
la polimerizacibn de la actina filamentosa y consecuentemente se incentiva la

adhesién y migracion celular (Figura 24).

| AhHGEFlZ“ U

RhoA-GDP | RhOA-GTP

ROCK

Cytoskeletal dynamics

Figura 24. Via de sefializacién de RhoA. La proteina de membrana ARHGEF2 promueve la activacion
de RhoA-GTP, la cual activard la quinasa ROCK. ROCK fosforila MLC i finalmente MLC fosforilada

promueve la unién a los filamentos de actina (F-actina) permitiendo la polimerizacién de ésta.

94



Analizamos la expresion de ArhGEF2 en biopsias musculares de 2 pacientes DMD y 2
controles sanos mediante WB (Figura 25A) y observamos que ArhGEF2 se encontraba
significativamente aumentada. Para comprobar que el PDGF-AA promovia la
regulacion de la via de RhoA, se realizaron estudios in vitro con fibroblastos derivados
de 3 pacientes DMD. Como se muestra en la figura 25B, la estimulacion con PDGF-AA
a 50ng/ml inducia un aumento estadisticamente significativo de RhoA-GTP comparado
con fibroblastos no tratados (c-). Para completar los estudios moleculares, decidimos
utilizar el C3 exoenzima (C3) que es una ADP ribosil transferasa que ribosila
selectivamente las proteinas RhoA en el residuo de asparagina 41, inactivando la
activacion de RhoA. El tratamiento de fibroblastos in vitro con C3 a dosis de 2 ug/ml,
previo a la estimulacion con PDGF-AA a 50ng/ml, disminuy6 significativamente los

niveles de RhoA-GTP comparandolo con los fibroblastos tratados con PDGF-AA a

50ng/ml.
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Figura 25. Expresion de ArhGEF2 en musculo y RhoA-GTP in vitro tras distintos tratamientos. A)
WB ArhGEF2 en musculo procedente de controles sanos (ctrol) (n=2) y pacientes DMD (n=2). Como
control de carga se cuantificaron el total de proteinas cargadas con el kit Revert (Li-COR) B)
Representacion gréfica de los niveles de RhoA-GTP obtenidos a partir de un G-LISA calculados respecto

a la cuantificacion de RhoA total por WB. Las condiciones utilizadas con los fibroblastos fueron; no
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p-MLC intensity/cell

tratados (c-), inhibidos con C3 a 2 pg/ml durante 15 horas previas a la activacion con PDGF-AA a 50
ng/ml (C3 + PDGF-AA) y estimulados solo con PDGF-AA a 50 ng/ml. Los datos se representan como la
media de 3 réplicas * desviacién estandar. El analisis estadistico se realizé mediante el test U de Mann
Whinthey: *p £ 0.05 y **p < 0.01.

Al comprobar que PDGF-AA activaba la via de RhoA buscamos un inhibidor que
pudiese utilizarse como posible farmaco en pacientes con distrofias musculares.
Decidimos utilizar el fasudil, un inhibidor de la via de RhoA que actlta sobre la proteina
gquinasa ROCK que a su vez fosforila la cadena ligera de la miosina (MLC). Como el
fasudil inhibe ROCK, analizamos la fosforilacion de MLC (p-MLC). Como se muestra
en la figura 26, la estimulacién con 50 ng/ml de PDGF-AA incrementd la fosforilacion
de MLC comparado con los fibroblastos no tratados y con los tratados con inhibidores.
Los niveles de p-MLC disminuyeron significativamente con la adicién previa de los
inhibidores en comparacion con la adiciéon individual de PDGF-AA. El tratamiento con
fasudil previo a la estimulacion con PDGF-AA resulté en una disminucién

estadisticamente significativa al compararlo con los fibroblastos no tratados.
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Figura 26. Efectos de C3, Fasudil y PDGF-AA en la fosforilacion de MLC. A) Representacion grafica
de la intensidad de p-MLC calculada a partir de la IF. El andlisis de la imagen se hizo a partir de la
intensidad obtenida por célula, a partir de fibroblastos obtenidos de pacientes DMD (n=3). Las condiciones
utilizadas con los fibroblastos fueron; no tratados (c-), inhibidos con C3 a 2 pg/ml durante 15 horas previas
a la activacion con PDGF-AA a 50 ng/ml (C3 + PDGF-AA), inhibidos con fasudil a 50uM 15 horas previas
s la activacion PDGFAA a 50 ng/ml y estimulados solo con PDGF-AA a 50 ng/ml. Los datos representan

la media de 10 células calculadas por procedente, siendo el total 3 pacientes (n=3) + desviacion estandar.
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Se estudiaron si las diferencias eran estadisticamente significativas mediante el test U de Mann Whinthey:

*p <0.05, **p < 0.01, *™* p < 0.001. B) Representacion de IF de p-MLC con los distintos tratamientos.

5.2.4. Efectos del PDGF-AA, C3 y fasudil en la expresion de
actina filamentosa y colageno. Efectos en la proliferacién y
migracion

La fosforilacion de MLC promueve la unién a los filamentos de actina (F-actina)
permitiendo la polimerizacién de ésta. La IF de F-actina en fibroblastos tratados con 50
ng/ml de PDGF-AA demostré que los filamentos de actina estaban presentes en toda
la célula, como puede verse en la figura 27A. La expresion de F-actina era mayor en
los fibroblastos tratados con PDGF-AA que en los no tratados. La combinacién de C3y
fasudil con 50 ng/ml de PDGF-AA disminuyd la expresion de filamentos de actina
intracelulares al compararlo con el tratamiento de PDGF-AA solo y con los fibroblastos
no tratados.

La proliferacion de los fibroblastos se determind mediante un ensayo de BrdU a 48 y

72 horas. Observamos que el tratamiento con 50 ng/ml de PDGF-AA aumentaba

significativamente la proliferacion de fibroblastos tanto a 48 como 72h en comparacion

a los fibroblastos no tratados. En cambio, la inhibicibn con C3 y fasudil previa a la

estimulacion con PDGF-AA disminuia significativamente la proliferacion en

comparacion con los fibroblastos tratados con PDGF-AA a las 72 horas, efecto que no
vimos a las 48 horas. En ambos tiempos, el tratamiento con inhibidores presenté un
aumento de la proliferaciébn en comparacion con los fibroblastos no tratados (Figura

27B).
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Figura 27. Contenido F-actina, proliferacion, migracion y expresion de colageno en fibroblastos
DMD tratados con PDGF-AA, C3 y Fasudil. A) Expresion de F-actina en fibroblastos no tratados (c-),
inhibidos con exoenzima C3 a 2 pug/ml durante 15 horas previas a la activacion con PDGF-AA a 50 ng/ml
(C3 + PDGF-AA), inhibidos con Fasudil a 50uM 15 horas previas s la activacion PDGFAA a 50 ng/ml y
estimulados solo con PDGF-AA a 50 ng/ml. B) Representacion grafica de la proliferacion medida a partir
de la incorporacion de bromodeoxiuridina (BrdU) a 48 y 72 horas. Las células se trataron diariamente con
PDGF-AA, fasudil y C3 . C) Representacion grafica de la migracién celular calculada segin el nimero de
células migratorias a 48 y 72 horas. Los tratamientos y tiempos fueron los mismos que en los
experimentos de proliferacion. D) Representacion grafica de la cantidad de colageno secretada por
fibroblastos tras 4 dias de tratamiento con PDGF-AA, fasudil y C3. Los datos representan la media
obtenida de los resultados de los fibroblastos procedentes de 3 pacientes DMD (n=3) * desviacion
estandar. Se estudiaron si las diferencias eran estadisticamente significativas mediante el test U de Mann
Whinthey: *p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001.

El efecto en la migracion de los distintos tratamientos se midié usando placas con
insertos que separan 2 camaras. El tratamiento con 50 ng/ml de PDGF-AA se asocid a
un aumento significativo de células migratorias en comparaciéon a los fibroblastos no

tratados tanto a las 48 como 72 horas. El pretratamiento con el inhibidor C3 y fasudil
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disminuyd significativamente la migracion celular en los 2 tiempos al compararlo con la
condicion de tratamiento de PDGF-AA solo (Figura 27C).

Finalmente quisimos evaluar la expresién de colageno de los fibroblastos en cultivo.
Para ello medimos el contenido de coldgeno en el sobrenadante tras 4 dias de
tratamiento mediante el kit comercial Sircol. Tanto la combinacién de C3 y fasudil con
50 ng/ml de PDGF-AA disminuyd la expresion de colageno significativamente al
compararlo con el tratamiento de PDGF-AA. Los fibroblastos tratados con PDGF-AA
aumentaron la expresién de colageno comparandolo con los no tratados pero no

presentaron cambios estadisticamente significativos (Figura 27D).

5.3. Busqueda de nuevos biomarcadores en distrofias

musculares y enfermedad de Pompe

El objetivo principal de este estudio fue analizar el comportamiento de 4
biomarcadores profibroticos (PDGF-AA, PDGF-BB, CTGF y TGF-f1) en muestras

serolégicas de pacientes DMD, BMD, LGMD-R2 y Pompe.

5.3.1.Biomarcadores en enfermedad de Pompe

El primer objetivo consisti6é en estudiar si existian diferencias entre un grupo de
factores de crecimiento (PDGF-BB, TGF-f1, PDGF-AA i CTGF) en suero entre
controles sanos y pacientes con enfermedad de Pompe. En la tabla 1 se muestra la

descripcion de la cohorte. En total, se estudiaron 37 pacientes Pompe.

Pacientes
Sintomaticos Asintomaticos p*
Numero pacientes 29 8
Sexo (M) 18 (62.1%) 4 (50%) 0.21
Edad 51 (31-65) 21 (8-51) 0.001
Tiempo desde inicio de los sintomas 17 (4-42)
Pacientes bajo tratamiento 22 -
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Tiempo en tratamiento 4.3 (1-9) -

Ayudas para andar 10 -

Ventilacién 13 -

Tabla 1. Datos clinicos y demogréaficos de pacientes Pompe. Las comparaciones entre pacientes

sintomaticos y asintomaticos se muestran con el p valor. Se consider6 p significativo si era menor de 0.05.
Observamos diferencias significativas con los 4 factores de crecimiento (Figura 28).
Los niveles de PDGF-BB y TGF-f1 (figura 28A-B) estaban significativamente
disminuidos en pacientes Pompe comparados con los controles sanos, mientras que
los niveles PDGF-AA y CTGF (figura 28C-D) presentaron una concentracion

significativamente mayor en pacientes Pompe comparado con controles sanos.
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Figura 28. Niveles serolégicos de diferentes factores de crecimiento en grupos controles y Pompe.
Los niveles de A) PDGF-AA, B) PDGF-BB, c) TGF-B1 y d) CTGF se midieron mediante ELISAs. Las
variables representadas son media y rango interquartil (IQR). Se estudiaron si las diferencias eran

estadisticamente significativas mediante el test U de Mann Whitney: *p <0.05y **p < 0.01.
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5.3.1.1. PDGF-BB diferencia entre pacientes Pompe sintomaticos y
asintomaticos

Nuestro siguiente objetivo consistié en evaluar si la concentracion en suero de algun

factor de crecimiento profibrético podia ser diferente entre los pacientes sintométicos y

asintomaticos (Figura 29). Observamos que los niveles de PDGF-BB eran

significativamente inferiores en los pacientes sintomaticos comparados con los

asintomaticos. En cambio, no encontramos diferencias significativas en ninguno de los

restantes factores de crecimiento entre los grupos sintomaticos y asintomaticos.
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Figura 29. Niveles serologicos de 4 factores de crecimiento profibréticos en 3 grupos diferentes:
controles, pacientes Pompe asintomaticos y pacientes Pompe sintomaticos. Se estudiaron los niveles de
A) PDGF-BB, B) TGF-1, C) PDGF-AA y D)CTGF. Las variables estan representadas como media y
rango intercuartil (IQR). Se estudid si existian diferencias significativas entre los grupos mediante la

prueba U de Mann Whitney: *p < 0.05.

101



Debido a que existen diferencias significativas en la edad entre pacientes sintomaticos
y asintomaticos (Tabla 1), decidimos afadir un grupo de controles jovenes sanos,
donde la edad media eran 23 afios para estudiar mejor los niveles de PDGF-BB en
suero. Observamos diferencias significativas en los niveles de PDGF-BB entre
pacientes sintomaticos y el grupo de controles jovenes y asintomaticos. Por otro lado,
no vimos diferencias significativas entre los grupos controles de diferentes edades ni
entre el grupo de pacientes asintométicos y controles jévenes (Figura 30A). Estos
resultados nos indican que las diferencias en los niveles de PDGF-BB entre pacientes

sintomaticos y asintomaticos no eran el resultado de la diferencia de edad.
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Figura 30. Niveles serologicos de PDGF-BB en diferentes grupos y curva ROC. A) Grupos
estudiados: controles, controles jovenes, pacientes con la enfermedad de Pompe asintomaticos y
sintoméaticos. Las variables estan representadas como media y rango intercuartil (IQR). Se estudié si
existian diferencias significativas entre los grupos mediante la prueba U de Mann Whitney: *p < 0.05. B)
Curva ROC del factor PDGF-BB para distinguir entre pacientes sintomaticos y asintomaticos. El area bajo
la curva (AUC) es de 0.737 con un p valor de 0.042 y el 95% de intervalo de confianza (Cl) era de 0.539-
0.935

Para estudiar si los niveles de PDGF-BB eran de utilidad para diferenciar entre
pacientes sintomaticos y asintomaticos, usamos la teoria de detecciéon de sefiales,
también conocida como curva ROC (Receiver Operating Characteristic). Este tipo de
andlisis permite calcular el area bajo la curva (AUC) que se interpreta como la
probabilidad de que ante un par de situaciones (sintomético o asintomatico), una

prueba determinada clasifique a un individuo correctamente. La curva ROC nos
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permitié confirmar que los niveles de PDGF-BB en suero eran capaces de clasificar de
forma correcta a los pacientes con un valor estadisticamente significativo (Figura 30B).
El AUC era de 0.737. Elegimos como punto de corte un valor de 1.97ng/ml ya que ese
valor tenia el mejor equilibrio de sensibilidad (75%) y especificidad (76%)

respectivamente.

5.3.1.2. Correlacion entre PDGF-BB vy resultados de pruebas

funcionales y qMRI

Finalmente quisimos estudiar las correlaciones entre los niveles de PDGF-BB con los
resultados obtenidos en las pruebas de funcibn muscular, espirometria o los
resultados de gMRI, especificamente la fraccion de grasa media en los muslos. Como
se muestra en la tabla 2, no encontramos ninguna correlacion significativa, aunque
existia alguna tendencia entre los niveles de PDGF-BB y los resultados del 6MWT, la
fuerza muscular medida mediante la escala de MRC, la fuerza muscular medida
mediante miometria de mano, el valor de MIP de la espirometria y los resultados de la

fraccion grasa de los muslos.

Prueba ‘ Spearman | Coeficiente de correlacion
Prueba de funcién muscular

6 MWT 0.055 0.33
Tiempo en andar 10 metros 0.24
Tiempo en subir 4 escalones 0.17
Tiempo en bajar 4 escalones 0.26

MRC 0.07 0.31

Miometria de mano 0.07 0.31
MFM-20 0.77

Espirometria

FVC sentado 1

FVC tumbado 0.28
MIP 0.057 -0.48
MEP 0.80

Estado del paciente

Activlim 0.84

103



SF36 0.80

INQoL 0.70

Resonancia magnética cuantitativa

Fraccién grasa muslos 0.08 -0.28

Fraccién grasa paraespinal 0.2

Tabla 2. Correlaciéon entre niveles de PDGF-BB y resultados de las pruebas de funcion muscular,
espirometria, estado del paciente y resultados de qMRI. El coeficiente de correlacion se muestra para
las variables. BMWT: metros andados en 6 minutos, MRC: Medical Research Council, MFM-20: escala
funcional motora 20, FVC: capacidad vital forzada, MIP: presion inspiratoria maxima, MEP: presion
expiratoria maxima, Activlim: escalas de activididades diarias, INQoL: cuestionario neuromuscular
individualizado de calidad de vida

5.3.2.Biomarcadores en distrofias musculares

El primer objetivo consisti6 en estudiar si existian diferencias entre un grupo de
factores de crecimiento relacionados con el proceso fibrético muscular en suero entre
controles sanos y pacientes con diversas distrofias musculares. El grupo de pacientes
sanos se dividié entre jovenes (edad < de 25) y adultos (edad > de 25) para poder
comparar el grupo DMD con los controles jévenes y los grupos BMD, y LGMD-2R con
los controles adultos. En la tabla 3 se describen los datos demograficos de los

pacientes en estudio.

Pacientes
Controles Controles DMD BMD DYSF
jovenes adultos
Numero pacientes 15 50 19 12 13
Edad 16.31+6.68 | 45.58+13.68 | 10.44+5.79 | 31.23+20.59 | 46.66+14.66
Pacientes bajo tratamiento* - - 14 0 0
No Ambulantes - - 5 5 4
Ventilacidn - - 14 5 1

Tabla 3. Datos clinicos y demogréficos de grupos en estudio. El grupo de controles sanos se dividid

entre adultos (>25) y jovenes (<25). *Los pacientes con enfermedad de Duchenne recibina tratamiento

con corticoides a dosis variables.
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En la figura 31 hemos representado los valores obtenidos de cada grupo. En el caso
del PDGF-AA, solo obtuvimos diferencias significativas cuando el grupo DMD se
compar6 con el grupo de controles jovenes. Ademas los niveles de PDGF-AA eran
significativamente mas elevados en controles sanos adultos comparado con los
jovenes. Respecto al CTGF y PDGF-BB, los niveles seroldgicos en pacientes con
BMD fueron significativamente mas altos que en el grupo de controles. Finalmente, en
la cohorte de LGMD-R2, los niveles de CTGF y TGF-B1 presentaron diferencias
significativas al compararlos con el grupo control. En el caso del CTGF los niveles en
suero eran mas elevados en el grupo LGMD-R2 respecto al grupo control mientras que
con el TGF-B1 ocurria lo contrario y los niveles en suero eran mas bajos que en
controles. Ademas, el TGF-B1 tambien era significativamente mas bajo en pacientes

LGMD-R2 que en pacientes DMD y BMD.

105



A) B)
15000- 15+ -
F—d * %k =
E * E
© 10000+ o 104
s &
< o0
! @
& 5000- & s
a e
: I I = X F
o= T
c L] L . L c ] T L} L] L}
N N N N N N Q N N
o”q’ M 2O x> N N EA N N &
A & & & N & & & & N
SO A & ¥ Q
o°& o"‘é = > st o‘{é 0&5 ” ®
(<) (<) (9
o\)(\q 60\‘ o(‘q 6\)\\
K\ P $ s
*
Cc —_—— D)
) * % *%
100 - 40+
* %k
— 804
3 g 304
D 604 = X >
- % = £ 204
2 €3 m
=
(O] O 10
s 4 2t & E F
c L] ] L] L] 1 c L] 1 L} L] L]
A N N N N ) N N N
S S S B 8 & M Q PONNNC
& & & & X A\ & & & &
N N & N < @ N N &S
& &F S € & & & &
&L« J Q 9 & & 9 ¢ ©
c‘0 00 Qo 00
& N & N
< S S S
N 2 9 2

Figura 31. Niveles serolégicos de diferentes factores de crecimiento en grupos controles jovenes,
adultos, DMD, BMD y LGMD-R2. Los niveles de A) PDGF-AA, B) PDGF-BB, ¢) TGF- y d) CTGF se
midieron mediante ELISAs. Las variables representadas son media y rango interquartil (IQR). Se

estudiaron si las diferencias eran estadisticamente significativas mediante el test U de Mann Whinthey: *p
<0.05y *p <0.01.

5.3.2.1. Correlacion biomarcadores y resultados de las pruebas

funcionales
En el caso de las distrofias musculares, el objetivo se centr6 en buscar correlaciones
de las concentraciones de factores de crecimiento profibroticos con resultados de
diferentes pruebas funcionales para poder evaluar la progresién de la enfermedad.
Encontramos correlaciones estadisticamente significativas en el grupo de DMD vy
BMD. En el caso de DMD las correlaciones eran significativas solamente con los

resultados obtenidos con PDGF-AA (Figura 32). La calificacion para levantarse del
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suelo correlacion6 negativamente con el PDGF-AA (Fig. 32A). Contrariamente, el
tiempo para andar 10 metros, tiempo para subir/bajar 4 escalones correlacioné
positivamente (Figura 36B-D). Las medidas de pinch grip (agarre en pinza) y MFM-20

D3 también correlacionaron positivamente con los niveles de PDGF-AA (Figura 32E-

F).
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Figura 32. Correlaciones de pruebas funcionales con los niveles de PDGF-AA en pacientes DMD. A)
Calificacién para levantarse del suelo, B) tiempo para andar 10 metros, C) tiempo para subir 4 escalones,
D) tiempo para bajar 4 escalones, E) medidas del agarre en forma de pinza y F) MFM-20 D3. Se
estudiaron si las correlaciones eran estadisticamente significativas mediante el analisis Rho de

Spearman. M: metros, s: segundos.

Paralelamente, en la cohorte de BMD obtuvimos correlaciones significativas con los
factores PDGF-AA, CTGF y TGF-B1. La calificacion para levantarse del suelo, andar
10 metros y subir/bajar 4 escalones correlacionaron negativamente con los niveles de
PDGF-AA (Fig.33A-D). Por otro lado, el tiempo para andar 10 metros, subir/bajar 4
escalones correlacionaron positivamente con la concentracion de PDGF-AA en suero

(Figura 33E-G).
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Figura 33. Correlaciones de pruebas funcionales con los resultados de PDGF-AA en pacientes
BMD. A) Calificacion obtenida en levantarse del suelo, B) en andar 10 metros, C) en subir 4 escalones, D)
en bajar 4 escalones, E) tiempo en andar 10 metros, F) subir 4 escalones y G) bajar 4 escalones. Se
estudiaron si las correlaciones eran significativamente estadisticas mediante el andlisis Rho de

Spearman. m: metros

El tiempo para realizar la prueba de 6MWT mostré una correlacién negativa con los
niveles de PDGF-AA (figura 34A). La fuerza muscular se evalu6 con la escala MRC y
la suma obtenida de las medidas de los musculos individuales correlacion6
positivamente con la concentracion de PDGF-AA (figura 34B). La habilidad de los
pacientes de hacer una serie de pruebas de movilidad independientemente (NSAA)
también fue medida y observamos una correlacion negativa con los niveles de PDGF-
AA en suero en la cohorte BMD (figura 34C). Los resultados de la funcién respiratoria
también presentaron correlaciones significativas con el PDGF-AA: los valores de FVC
y FEV en posicion sentada correlacionaron positivamente con el PDGF-AA (Figura

34D-E).
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Figura 34. Correlaciones entre los niveles de PDGF-AA, CTGF y TGF-B1 y resultados de pruebas
funcionales y respiratorias en la cohorte BMD. A) 6MWT: metros andados en 6 minutos, B) sumatorio
obtenido con la MRC de mdasculos individuales, C) valor de NSAA, D) FVC: capacidad vital forzada
sentado, E) FEV: volumen espiratorio forzado sentado, G) movimiento del hombro. Se estudiaron si las
correlaciones eran estadisticamente significativas mediante el analisis Rho de Spearman. m: metros.

En el caso del CTGF, solo se observaron correlaciones estadisticamente significativas
cuando se estudié la calificacion obtenida en la prueba de levantarse del suelo (Figura
34F). Y enrelacién al TGF-B1, la correlacién estadistica se encontré con el movimiento

del hombro (Figura 34G).

5.3.2.2. Correlacion entre biomarcadores y resultados de gMRI

Finalmente analizamos las correlaciones entre las citoquinas serolégicas y los
resultados de la qMRI.

La fraccion de grasa media total en extremidad inferior, grasa media en muslos y grasa
media en piernas fue medida en las pruebas adquiridas de gMRI con secuencias
Dixon. Los pacientes BMD presentaron correlaciones negativas entre la gMRI y los
niveles de PDGF-AA (Figura 35A-C). En los pacientes DMD no se encontraron

correlaciones significativas.
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Figura 35. Correlaciones de resultados de gMRI en pacientes DMD. Fraccién grasa calculada en A)
muslos, B) piermnas y C) en las extremidades inferiores. Se estudiaron si las correlaciones eran

estadisticamente significativas mediante el analisis Rho de Spearman

Todas las correlaciones estadisticamente significativas se recogen en la tabla 4.

_ Grupo en Coeficiente de
Prueba Factor serologico . Spearman .
estudio correlacion
Prueba de funcién muscular
DMD 0.002 -0.91
o PDGF.AA
Calificacién levantarse del suelo BMD 0.002 -0.91
CTGF BMD 0.032 -0.71
DMD 0.37 0.74
Tiempo en andar 10 metros PDGF.AA
BMD 0 0.74
. DMD 0.002 -0.91
Calificacién andar 10 metros PDGF-AA
BMD 0.001 -0.93
_ _ DMD 0 0.97
Tiempo en subir 4 escalones PDGF-AA
BMD 0 1
Calificacién subir 4 escalones PDGF-AA BMD 0.012 -0.86
] ) DMD 0.028 0.76
Tiempo en bajar 4 escalones PDGF-AA
BMD 0 1
Calificacién bajar 4 escalones PDGF-AA BMD 0.012 -0.86
MFM-20 -D3 PDGF-AA DMD 0.005 0.97
Pinch grip PDGF-AA DMD 0 1
6MWT PDGF-AA BMD 0.001 -0.92
NSAA PDGF-AA BMD 0 -0.95
Movimiento del hombro TGF-B1 BMD 0.008 0.926
MRC sum score PDGF-AA BMD 0.015 0.81
Espirometria
FVC sentado PDGF-AA BMD 0.037 0.74
FVC tumbado PDGF-AA BMD 0.015 0.81
Resonancia magnética cuantitativa
Fraccidn grasa muslos PDGF-AA ‘ BMD ‘ 0.027 -0.78

Tabla 4. Correlacion entre niveles de PDGF-AA, CTGF y TGF-B1 y los resultados de las pruebas de
funcién muscular, espirometria, estado del paciente y resultados de gMRI. El coeficiente de correlacion se
muestra para las variables. 6MWT: metros andados en 6 minutos, NSAA: North Star Ambulatory

Assessment, FVC; capacidad vital forza
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6. DISCUSION
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En esta tesis hemos estudiado los mecanismos involucrados en la fisiopatologia de las
distrofias musculares y enfermedad de Pompe a través de la investigacion en nuevas
aproximaciones terapéuticas y en la busqueda de biomarcadores.

En el primer estudio analizamos el efecto de inhibidores del proteasoma en mioblastos
procedentes de un paciente con LGMD-R2, ya que se ha descrito que la inhibicién del
proteasoma podria tener una implicacidbn terapéutica en las distrofinopatias
(153),(212). Utilizamos el oprozomib e ixazomib, dos inhibidores del proteasoma de
nueva generacion, que presentan una menor toxicidad y elevada efectividad. También
analizamos el efecto del EB1089 (analogo de la vitamina D3) sobre la expresion de
disferlina, ya que el promotor de disferlina contiene secuencias VDRE (154). Por este
motivo, se testd el efecto de EB1089 en combinacién con inhibidores del proteasoma
en la expresion de disferlina.

Los resultados mostraron que el oprozomib e ixazomib inhibian diferentes
subunidades cataliticas del proteasoma, pero el aumento de expresion de disferlina
obtenido no era significativo. Analizamos también la expresion de miogenina, como
marcador de la diferenciacion a miotubos pero solamente se observd un ligero
aumento de expresion, no significativo. Estos resultados sugieren que la via del
proteasoma no seria el principal mecanismo de degradacion de la disferlina. Estudios
previos muestran que la disferlina WT se degrada mayormente por el proteasoma
mientras que la disferlina mutada lo haria por vias autofagicas (219).

El tratamiento con EB1089 produjo una ligera tendencia al aumento de disferlina pero
sin mostrar cambios significativos, hecho que nos indica que el efecto de aumento de
expresion en pacientes con disferlinopatia no seria el mismo que en portadores de una
mutacion del gen. Esto podria ser debido a la diferente cantidad de proteina basal que
presentan los pacientes y portadores (154). La tendencia hacia una mayor expresion
de disferlina obtenida con los inhibidores de proteasoma y EB1089 no fueron
suficientes para recuperar la reparacion del sarcolema, ya que el ensayo de reparacion

no mostrd ningln cambio.
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Mediante el analisis de la expresion de TSP-1 evaluamos el efecto de los tratamientos
en la inflamacién (220). Observamos una disminucion significativa de los niveles de
TSP-1 con el tratamiento de EB1089, oprozomib y con la combinacion de oprozomib e
ixazomib junto a EB1089. Aunque inicialmente pensamos que la reduccién de la TSP-
1 podria ser debido al ligero aumento de disferlina obtenido tras los tratamientos, el
hecho que la combinacién de oprozomib y EB1089 produjese una reduccion adn
mayor de TSP-1 que el tratamiento por separado sugiere que los inhibidores de
proteasoma y el EB1089 podrian actuar independientemente de la expresion de
disferlina. Estudios previos sugieren que la vitamina D reduce los niveles de TSP-1 en
controles sanos (221). Ademas, el calcitrol, un metabolito de la vitamina D, regula
negativamente la expresion de TSP-1 mediante la activacion de las MAPK (222). Por
tanto, la activacion de la via MAPK mediante el EB1089 podria constituir un
mecanismo, no ligado a la expresion de disferlina, que reduce los niveles de TSP-1.
Los inhibidores del proteasoma también podrian tener un efecto en la expresion de
TSP-1 mediante la inhibicion de la via canonica de NF-kB. El factor de transcripcion
NF-kB forma un dimero con la proteina inhibitoria I1xB, manteniendo el complejo
inactivo. Cuando se activa esta via, kB se fosforila y se degrada en el proteasoma,
liberando el complejo NF-kB al ndcleo donde regula la transcripcion de genes
implicados en la respuesta inflamatoria. Los inhibidores del proteasoma disminuyen la
degradacion de IkB disminuyendo la actividad de NF- kB (223). Por consiguiente, la
reduccion de TSP-1 producida por los inhibidores del proteasoma podria estar
relacionada con la menor actividad de NF-kB en miotubos deficientes en disferlina
(Figura 36). De hecho, en las distrofias musculares la actividad de NF-kB esté activada

por distintas citoquinas inflamatorias y DAMPs (224).
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Figura 36. Efecto de los inhibidores proteasoma y EB1089 en miotubos deficientes en disferlina. El
complejo NF-kB se mantiene inactivo cuando esta unido a IkB. Para que NF-kB pueda translocarse al
ndcleo necesita que kB se fosforile y se degrade en el proteasoma. Una vez IkB se hafosforilado, el
complejo NF-kB se transloca a nucleo y promueva la transcripcién de genes implicados en la inflamacion.
Los inhibidores del proteasoma bloquearian la degradacién de kB y por tanto el complejo NF-xB se
mantendria inactivo, bloqueando la transcripcion de genes implicados en la inflamacion. Por otro lado, el
EB1089 podria estar inhibiendo la expresién de TSP-1 mediante la sefializacion de MAPK.

Por tanto, aunque los tratamientos no produjesen un aumento en la expresion de
disferlina, observamos una disminucién significativa de niveles de TSP-1. Estudios en
células de otros pacientes nos ayudarian a determinar si este efecto es comun en la
LGMD-R2 vy si el tratamiento para reducir la TSP-1 podria ser efectivo para disminuir la
inflamacioén persistente en estos pacientes.

El proceso inflamatorio tras un dafio muscular crénico promueve la liberacién de
distintos factores fibrogénicos, los cuales estimulan la activacion de fibroblastos y
células FAPs (93). Los factores mas estudiados en las distrofias musculares son el
TGFB, CTGF y PDGF (102). Entre ellos, el PDGF-AA es el mas desconocido a nivel
molecular, ya que su papel en la fibrosis muscular no se conoce de forma completa.
Por este motivo, quisimos estudiar qué vias activadas por PDGF-AA tenian un papel
importante en la fibrosis en la DMD, ya que es la distrofia donde el proceso fibrético es
mas evidente.

Primero comprobamos que el PDGF-AA estaba méas expresado en fibras musculares
de DMD que en controles sanos para después realizar un estudio proteémico (108). El

andlisis protedmico de fibroblastos procedentes de musculo esquelético de pacientes
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DMD tratados con PDGF-AA revel6 que existian una serie de proteinas implicadas en
la adhesion celular, regulacion del citoesqueleto y regulacién de la actina estaban
aumentadas con el tratamiento de PDGF-AA. Nos centramos en estas funciones
celulares debido a que son caracteristicas de la activacion de fibroblastos (102). Esta
activacion permite a los fibroblastos incrementar su capacidad contractil y producir una
mayor cantidad de proteinas de la ECM, de modo que pueden migrar a la zona
dafiada y seguir proliferando promoviendo la regeneracion del tejido (225). De las vias
aumentadas con el tratamiento de PDGF-AA y relacionadas con el proceso de
activacion de fibroblastos destacaban las proteinas de la familia Rho. Entre las
distintas proteinas de la familia, la via de RhoA es la que estimula directamente la
polimerizacion de actina (226). Ademas, la via de RhoA se ha estudiado en procesos
fibréticos de otras enfermedades, de hecho, se ha estudiado la sefializacion de PDGF-
BB y RhoA en la fibrosis hepatica (239,240), pero no existen evidencias de la relacion
PDGF-AA y RhoA en fibrosis muscular. Por este motivo decidimos estudiar la via de
RhoA en la DMD.

Confirmamos que la via de RhoA estaba aumentada en musculo esquelético de
pacientes DMD mediante la expresion de la primera proteina de la via, ArhGEF2.
Estudiamos también si la via de RhoA se activaba por estimulacion del PDGF-AA in
vitro usando un inhibidor de RhoA-GTP (C3 exoenzyme) y un inhibidor de ROCK
(fasudil) que se ha estudiado como posible terapia en la hipertension pulmonar (229).
Comprobamos que PDGF-AA estimulaba significativamente la via de RhoA y que el
uso de los 2 inhibidores por separado bloqueaba esta activacion de forma significativa.
Ademas, el PDGF-AA incrementaba la polimerizacion de F-actina en el citoesqueleto y
gue los inhibidores blogueaban este efecto en los fibroblastos. EI PDGF-AA inducia
también la proliferacion de fibroblastos a 48 y 72 horas y que el pretratamiento con
inhibidores presentaba diferencias estadisticamente significativas al compararlo con el
tratamiento de PDGF-AA solo, a las 72 horas. La inhibicién de C3 y Fasudil previa a la

estimulacion de PDGF-AA aumento la proliferacion significativamente comparado con
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los fibroblastos no tratados en los 2 tiempos. Este aumento podria ser debido a la
activacion de otras vias de PDGF-AA. El PDGF-AA, aparte de activar la via de RhoA 'y
la consecuente activacién hacia fenotipo de miofibroblasto, es un factor mitdgeno que
mediante la activacion de otras vias (MAPK, PKC o JNK) promueve la proliferacion de
los fibroblastos (Figura 37) (107). En cambio, la via de RhoA promueve la activacion
de fibroblastos lo que implica cambios directos del citoesqueleto permitiendo el
consecuente movimiento celular mejorando su capacidad migratoria. Una vez las
células han migrado, empiezan a proliferar en la zona dafiada del musculo. Al ser un
efecto mas tardio, podria ser la explicacion de porqué la inhibicion de la via de RhoA

no bloquea directamente la proliferacién celular.

PDGF-AA
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Figura 37. Sefalizacion de PDGF-AA. El PDGF-AA activa diferentes vias de sefializacion (entre ellas,
MAPK, PKC o PI3K), la mayoria de ellas implicadas con la proliferacién celular y la transcripcién de genes
involucrados en distintos procesos, como la adhesién celular o movimiento. La via de RhoA promueve la

reorganizacion inmediata de actina, lo que conlleva a la migracién celular como primera respuesta.

La estimulacion con PDGF-AA caus6 un aumento significativo de la migracion a las 48
y 72 horas mientras que el pre-tratamiento con los 2 inhibidores bloqueo este efecto de
forma significativa. Finalmente, el tratamiento con inhibidores previo a la estimulacion
con PDGF-AA disminuyé significativamente la secrecion de colageno al compararlo
con el tratamiento de PDGF-AA solo. Sin embargo, los fibroblastos tratados con
PDGF-AA aumentaron esta secrecion comparandolos con los no tratados pero sin
cambios significativos.
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Aunqgue la via de RhoA promueve la expresion de proteinas de la ECM, la induccién
mediante PDGF-AA parece no tener un gran efecto en la expresion de colageno, algo
ya observado previamente (230,231). En cambio, otros factores como el TGF-B han
mostrado aumento significativo de coladgeno | y lll y una disminucion de estas
proteinas al afiadir el pretratamiento con fasudil (232). Por tanto, todo parece indicar
que PDGF-AA podria estimular la produccion de proteinas de la ECM pero de forma
menos abundante que TGF-f3.

Hemos podido demostrar que PDGF-AA modula la via de RhoA en fibroblastos
derivados de pacientes DMD y que el uso de inhibidores de esta via podria ser
efectivo disminuyendo la activacion de fibroblastos. El efecto de la inhibicién de la via
de RhoA in vivo podria tener un mayor efecto retrasando la progresion de la fibrosis
muscular debido a que otros factores de crecimiento altamente implicados en la
fibrosis, como el TGF-3, también activan la via de RhoA (245,246).

Aparte de los efectos que tiene PDGF-AA en el proceso fibrético, TGF-B1, PDGF-BB y
CTGF también se han estudiado en la fibrosis muscular. Debido a que el proceso
fibrético es una caracteristica comun de las distrofias musculares, quisimos estudiar el
comportamiento de los 4 factores en suero de las distrofinopatias, LGMD-R2 vy
enfermedad de Pompe. Aunque en la enfermedad de Pompe el proceso de
degeneracion, inflamacion y fibrosis muscular no es tan evidente como en las
distrofias, estudios radiolégicos muestran que el tejido muscular se pierde
gradualmente y se substituye por tejido graso, proceso que también ocurre en las
distrofias musculares (247,248).

En el caso de la enfermedad de Pompe encontramos que todos los factores
analizados presentaron diferencias significativas respecto al grupo control. Sin
embargo, solo los niveles de PDGF-BB presentaban diferencias significativas cuando
comparabamos pacientes asintomaticos con sintomaticos. De hecho, pudimos
determinar que a 1.97 ng/ml era la concentracion de PDGF-BB a partir de la cual los

pacientes se diferenciaban entre sintomaticos y asintoméaticos.
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El PDGF-BB es un factor que se ha relacionado con procesos fibréticos a la vez que
regenerativos (109-111). El hecho que PDGF-BB presentase una concentracion
sanguinea mas baja en pacientes Pompe comparados con controles sanos y que en
pacientes sintomaticos estuviese mas bajo que en asintomaticos, sugiere una posible
relacién con la progresion de la enfermedad y liga con la supuesta alteracion en el
proceso regenerativo muscular descrito previamente en pacientes Pompe
(76),(99),(237). En nuestra opinion, el proceso degenerativo muscular que tiene lugar
en la enfermedad de Pompe es diferente al que tiene lugar en las distrofias
musculares, lo que podria explicar por qué los pacientes con enfermedad de Pompe
tienen niveles mas bajos en sangre de PDGF-BB. En las distrofias musculares el dafio
muscular estd asociado con la inestabilidad de la membrana muscular que induce la
liberacion de citoquinas para promover el reclutamiento de células inflamatorias y la
activacion de SC (238). Se ha descrito previamente que PDGF-BB se libera en el
musculo por las fibras musculares necréticas, las fibras regenerativas y las células
inflamatorias. PDGF-BB se ha relacionado con la proliferacién y migracion de las
células satélite, por lo que parece tener un papel importante la regeneracion muscular.
No se conoce con exactitud el proceso que lleva a la muerte de las fibras musculares
en la enfermedad de Pompe. Sabemos que el glucégeno se acumula progresivamente
en los lisosomas produciendo su ruptura y liberacion de enzimas liticos al
sarcoplasma, posiblemente dafiando la fibras musculares, pero a diferencia de lo que
ocurre en las distrofias musculares, no existe una rotura de la membrana muscular
gue lleve a la produccion de citoquinas inflamatorias, reclutando células inflamatorias y
activando la proliferacion de las SC. El proceso regenerativo muscular es deficiente,
existiendo apenas algunas fibras regenerantes (251,252). Por tanto, la respuesta local
es muy diferente en la enfermedad de Pompe que en las distrofias musculares.

El PDGF-BB podria ser (til para identificar aquellos pacientes en los que el proceso de
degeneracion muscular ha empezado pero sin todavia afectar la funcion muscular. De

ser asi monitorizar los niveles de PDGF-BB en sangre de forma periddica en pacientes
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presintomaticos podria ser de utilidad de cara a iniciar la ERT, ya que ésta se
administra Unicamente a pacientes con debilidad muscular o respiratoria. Sin embargo,
los pacientes pueden desarrollar alteraciones motoras leves, que no son evidentes a la
hora de realizar pruebas funcionales.

Por otro lado, comparamos los niveles de TGF-B1, PDGF-BB, PDGF-AA y CTGF en
las distrofias musculares y obtuvimos distintos perfiles de expresion.

En el caso de la DMD obtuvimos diferencias estadisticamente significativas cuando
comparamos PDGF-AA con los controles jovenes sanos. Ademas, los niveles de
PDGF-AA presentaron una correlacion significativamente estadistica con distintas
pruebas de funciébn y fuerza muscular. EI hecho de no encontrar diferencias
estadisticas con los demas factores de crecimiento podria ser debido a que la mayoria
de pacientes de la cohorte DMD se encontraban bajo tratamiento de corticoides. La
terapia con corticoides podria influir en la expresiéon de factores relacionados con la
fibrosis ya que estos farmacos reducen la inflamacion (169). En la cohorte de BMD
observamos que los niveles de CTGF y PDGF-BB estaban aumentados
significativamente comparado con el grupo control y que los niveles de PDGF-AA
correlacionaba con las pruebas de funcion, fuerza, habilidad muscular, resultados de
espirometria y la cuantificacion de la fraccidén grasa en muslos. Finalmente, en el grupo
de LGMD-R2 observamos que CTGF estaba aumentado significativamente
comparandolo con el grupo control mientras que TGF-B1 se encontraba disminuido
comparandolo con el grupo control y con las distrofinopatias. En este caso, no
encontramos ninguna correlacion estadisticamente significativa. Aunque el nimero de
muestras es muy pequefio, observamos diferencias importantes en los perfiles de
expresion de los 4 factores de crecimiento segun la distrofia analizada. La diferencia
mas caracteristica es la baja expresion de TGF-f1 en la LGMD-R2 y la falta de
correlacion con ninguno de los factores estudiados. Las disferlinopatias, a pesar de
compartir mecanismos fisiopatoldgicos comunes a otras distrofias musculares como la

DMD y BMD, se caracterizan por ser de progresion lenta, algo que implica varias
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diferencias respecto otras distrofias. Una de las principales diferencias es el modelo de
afectacion muscular (190). La LGMD-R2 no presenta afectacion cardiaca ni
respiratoria, mientras que en las distrofinopatias es una caracteristica comun. Otra de
las diferencias radica en los resultados obtenidos en modelos murinos tratados con
antifibréticos mediante la inhibicion de TGF-B1. Mientras el losartan y la folistatina
reduce la fibrosis en distrofinopatias (173), en la LGMD-R2 produce el efecto contrario
(174),(177). Ademas, el tratamiento con corticoides produce un efecto negativo en la
LGMD-R2, mientras que en las distrofinopatias es el Unico tratamiento establecido
(241). Estas diferencias podrian indicar que a pesar de compartir mecanismos
fisiopatologicos, los factores moleculares que afectan a la degeneraciébn muscular
deben ser diferentes segun la distrofia.

Hemos podido observar que en la enfermedad de Pompe, PDGF-BB podria ser util
para el seguimiento de pacientes asintomaticos y que su perfil de expresion en estos
pacientes concordaria con la baja tasa regenerativa de las fibras musculares. Por otro
lado, el factor profibrético PDGF-AA podria ser atil como biomarcador en
distrofinopatias, debido a su alta correlaciéon con distintas pruebas funcionales. Sin
embargo, no hemos podido encontrar ningun factor de crecimiento con posible utilidad
como biomarcador para la LGMD-R2. Quizas factores implicados con el proceso
inflamatorio podrian presentar una mejor correlaciébn con la progresion de la
enfermedad en la LGMD-R2, ya que se ha demostrado que los niveles TSP-1
diferencian entre pacientes ambulantes y no ambulantes (82).

Por tanto, a pesar de compartir mecanismos fisiopatolégicos no podemos generalizar a
la hora de buscar biomarcadores ya que cada patologia muestra perfiles de expresion
distintos. La dinamica molecular durante los procesos de regeneracion, inflamacion y
fibrosis es bastante compleja y depende en gran medida del dafo local producido.
Aunque las proteinas tengan funcién similar presentan una regulacion diferente y tanto
su mecanismo de accion como la velocidad a la que se liberan no tienen por qué ser

igual entre ellas.
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Del trabajo realizado en esta tesis se pueden concluir varios puntos:

1. El tratamiento con inhibidores de proteasoma y analogo de la Vitamina D3 no
tiene un efecto directo en el aumento de expresion de disferlina, pero
disminuye los niveles de TSP-1 in vitro liberado por los mioblastos procedentes
de un paciente con LGMD-R2. Por tanto, estos tratamientos podrian reducir la
inflamacién en pacientes con LGMD-R2.

2. La molécula PDGF-AA promueve la diferenciacion de los fibroblastos a
miofibroblastos a través de la via de RhoA promoviendo el aumento de F-
actina, la migracion y proliferaciéon celular. La inhibicién de esta via podria ser
de utilidad para enlentecer el proceso fibrético en pacientes con distrofias
musculares.

3. Los niveles serolégicos de PDGF-BB en pacientes con la enfermedad de
Pompe podrian ser utiles para identificar pacientes asintoméaticos en los que se
ha iniciado el proceso de degeneracion muscular, pero la funcibn muscular
esta preservada. Esto ayudaria a determinar el inicio del tratamiento. Los
resultados obtenidos de este trabajo se publicaron en la revista Scientific
Reports (articulo adjunto en el apartado Anexo).

4. La concentracion sanguinea de PDGF-AA podria ser buen biomarcador de
progresion en distrofinopatias ya que hemos evidenciado una correlacionan
positiva con varias pruebas de funcion y habilidad muscular en pacientes con

DMD y BMD.
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8. LINEAS DE FUTURO
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Los resultados obtenidos en esta tesis han servido para desarrollar varias lineas de
trabajo que actualmente estan en marcha:

1. En primer lugar, la obtencién de modelos celulares de disferlinopatias con
mutaciones concretas. Existen variantes de significado incierto en numerosos
genes. Estas variantes no permiten confirmar que la mutacién es realmente la
causa de la enfermedad en un paciente. Por este motivo, el uso de técnicas
CRISPR-Cas para introducir mutaciones concretas en el gen de la disferlina en
lineas celulares y obtener, de este modo, un modelo celular de disferlinopatia
presenta gran utilidad para estudiar el efecto de dicha mutacion en la fisiologia
muscular y conocer si la mutacién es patogénica o no. Ademas, el desarrollo
de modelos celulares de déficit de disferlina puede ser de utilidad para el
cribaje de farmacos que mejoren estas funciones y para evaluar la
patogenicidad de mutaciones de significado incierto.

2. Estudiar el efecto de fasudil en un modelo murino de DMD. Debido a los
resultados obtenidos en los estudios in vitro con los inhibidores de la via de
RhoA, queremos analizar el efecto del inhibidor que ha mostrado efecto
terapéutico en otras enfermedades (fasudil) en un modelo murino de DMD.
Para ello, utilizaremos el modelo murino D2-mdx ya que presenta una
acumulacién de tejido fibroso mayor que la del raton mdx.

3. Identificar los mecanismos celulares involucrados en la degeneracion muscular
de diferentes miopatias hereditarias. Se han identificado distintas poblaciones
celulares implicadas en el mecanismo de degeneracion. Entre ellas, las
subpoblaciones de FAPs tienen un papel importante en la expansion del tejido
fibrético y adipogénico. Para ello, se analizaran biopsias de musculo
esquelético de pacientes con distintas miopatias en diferentes estadios clinicos
utilizando la citometria de masas. Esta tecnologia nos permite analizar hasta
40 marcadores simultaneamente en el masculo esquelético para establecer las

interacciones entre las células FAP y el resto de componentes del musculo
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esquelético. El anadlisis de las subpoblaciones de FAPs asi como de las
distintas células presentes en el masculo esquelético ayudara a entender el
proceso implicado en la degeneracion muscular segun la patologia y segun el
estadio clinico de la enfermedad.

Caracterizar la funcién bioldgica y el potencial fibrogénico y adipogénico de
células FAP obtenidas de biopsias musculares de controles sanos y pacientes
con distrofias musculares. Una vez caracterizados podremos analizar el efecto
de las FAPs en fibroblastos, macrofagos y SC in vitro mediante co-cultivos

celulares.
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© Adult onset Pompe disease is a genetic disorder characterized by slowly progressive skeletal and

: respiratory muscle weakness. Symptomatic patients are treated with enzymatic replacement therapy

: with human recombinant alfa glucosidase. Motor functional tests and spirometry are commonly used

. tofollow patients up. However, a serological biomarker that correlates with the progression of the

. disease could improve follow-up. We studied serum concentrations of TGF3, PDGF-BB, PDGF-AA

: and CTGF growth factors in 37 adult onset Pompe patients and 45 controls. Moreover, all patients
performed several muscle function tests, conventional spirometry, and quantitative muscle MRI using

. 3-point Dixon.We observed a statistically significant change in the serum concentration of each growth

i factor in patients compared to controls. However, only PDGF-BB levels were able to differentiate
between asymptomatic and symptomatic patients, suggestingits potential role in the follow-up of
asymptomatic patients. Moreover, our results point to a dysregulation of muscle regeneration as an
additional pathomechanism of Pompe disease.

. Pompe disease is an autosomal recessive disorder produced by mutations in the GAA gene, which codifies the
:enzyme acid alpha-glucosidase'. This enzyme metabolizes glycogen to glucose inside the lysosomes of the cells.
i Alack of it leads to an accumulation of glycogen in body tissues such as liver, neurons, smooth, skeletal or car-
. diac muscle’. Pompe disease has a wide clinical spectrum ranging from the dlassical infantile disease (IOPD) to
. late onset phenotype. IOPD patients develop a quickly progressive disease characterized by generalized muscle
: weakness and hypertrophic cardiomyopathy, leading to death in the first year of life if left untreated®. Enzymatic
. replacement therapy with alfa-glucosidase (ERT) is started as early as possible, because IOPD is life-threatening
. disorder and ERT clearly change patients’ clinical condition*®.

: In contrast, adult onset Pompe patients (AOPD) can have heterogeneous clinical presentations, ranging from
: isolated hyperckemia to weakness involving the respiratory, axial, pelvic and scapular girdle muscles®’. Natural
. history studies suggest that muscle weakness in AOPD progresses very slowly. In some cases, patients develop
i subtle muscle symptoms, such as postural abnormalities or a change in their walking pattern, that do not influ-
. ence general motor function and can therefore delay medical consultation®®. Unlike the procedure for IOPD,
: guidelines recommend starting ERT in AOPD only if muscle or respiratory weakness is detected in clinical exam-
¢ ination'. In fact, asymptomatic AOPD patients are currently followed up using different muscle function tests
© to try to identify changes in motor performance that could lead to the initiation of treatment''. However, it is
. possible that the process of muscle degeneration and fibro-fatty substitution, which is irreversible, could have
: started without yet producing significant changes in motor functional tests'2. Moreover, it is not certain that
: common muscle function tests, such as the 6 minute walking test (6MWT), are precise enough to detect slight
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Numberoftien!s 29 - s

Gender (W) 18,62.1% 4,50% 021
Age at baseline 51(31-65) 21(8-51) 0.001
Time from onset of symptoms | 17 (4-42)

Patients on ERT 22 —

Time on ERT 43(1-9) —

Aids for walking 10 —

Ventilation 13 —

Table 1. Demographic and clinical data of Pompe patients. Comparisons between symptomatic and
asymptomatic patients are shown with p-value. P was considered significant if lower than 0.05.

changes in motor performance'®. For these reasons, having a serum growth factor able to identify patients in
which fibro-fatty substitution has begun, would be of great utility'*'s.

The main aim of our research was to study the serum concentration of a group of growth factors related
to muscle fibrosis, degeneration and inflammation, in a cohort of 37 symptomatic and asymptomatic AOPD
patients. We compared the serum concentration of Pompe patients with a control group. We also studied whether
there were differences in the serum concentration of these growth factors between symptomatic and asympto-
matic patients. In parallel, we evaluated the patients using several motor function tests, spirometry, quantitative
muscle MRI (QMRI), and patient-reported outcome measures (PROMs), in order to establish whether or not a
correlation between serum concentration and the clinical situation of the patients exists.

Results

Description of the cohort. 37 AOPD patients were included in the study. Twenty-nine patients were symp-
tomatic (18 women, 62.1%) and 8 were asymptomatic. Twenty-three of the 29 symptomatic patients were already
receiving ERT when first sample was obtained. In the remaining 6 symptomatic patients, blood samples were
obtained before ERT was started. Asymptomatic patients were studied in neuromuscular disorder units because
high levels of hepatic enzymes or CKs were found in random checkup blood analyses (5 cases) or because they
had relatives already diagnosed with Pompe disease (3 cases). The demographic and clinical data of these two
groups are described in Table 1. Results of the motor function tests and muscle MRI of the Pompe cohort has been
already reported'>'®. We compared the ELISA results with serums obtained from age- and sex-matched controls
(n=45).

Growth factor serum levels in Pompe patients compared to controls.  Our first aim was to study
whether there were differences in growth factor serum levels between Pompe patients and controls. We observed
significant differences in PDGF-BB, TGF-3, PDGF-AA and CTGF levels as is shown in Fig. 1. Serum PDGF-BB
and TGF-31 levels were significantly lower in Pompe patients compared to the control group. In the case of
PDGEF-BB, the median and interquartile range (IQR) value of Pompe serum levels were of 1.739 ng/ml (IQR:
1.467-2.186) compared to 2.360ng/ml (IQR: 1.494-3.23) in controls (Mann-Whitney U test, p =0.047). In the
case of TGF-31, Pompe median serum levels were of 46.17 ng/ml (IQR: 36.34-55.48) compared to 55.05 ng/ml
(IQR: 46.79-64.8) in controls (Mann-Whitney U test, p=0.007). However, serum PDGF-AA and CTGF levels
were significantly higher compared to control samples. In the case of PDGF-AA, the median Pompe serum levels
were 2630 ng/ml (IQR: 2161-3399) compared to 2242 ng/ml (IQR: 1642-3051) in controls (Mann-Whitney U
test, p=0.01). And in the case of CTGE median Pompe serum levels were of 3.831 ng/ml (2.917-4.999) compared
to 2.589ng/ml (1.503-4.013) in controls (Mann-Whitney U test, p=0.023).

PDGF-BB levels differentiate between symptomatic and asymptomatic Pompe patients. Our
second aim was to assess whether any of the growth factors studied was able to differentiate between asymp-
tomatic and symptomatic Pompe patients (Fig. 2). We observed that PD GF-BB levels were significantly lower
in symptomatic patients (Median: 1.565ng/ml (IQR: 1.405-2.096) compared to asymptomatic Pompe patients
(Median: 2.038 ng/ml (IQR: 1.907-3.803) (Mann-Whitney U test, p=0.044) (Fig. 2A). In contrast, we did not
identify differences in TGF-31, CTGF and PDGF-AA serum concentration between symptomatic and asympto-
matic patients.

As there were significant differences in age between symptomatic and asymptomatic Pompe patients (Table 1),
we decided to add a new group of young controls with a mean age of 23 years. We observed significant differences
in PDGEF-BB serum levels between symptomatic Pompe patients and all other groups, including young controls
(mean age =23 years old) (Mann-Whitney U test, p=0.0012), all controls and asymptomatic Pompe patients.
We did not observe significant differences between controls of different ages and between asymptomatic Pompe
patients and young controls (Mann-Whitney U test, p > 0.05) (Fig. 3).

To further analyze whether PD GF-BB serum levels were useful for differentiating between symptomatic or
asymptomatic patients, we used a receiver operating characteristics curve, or ROC curve, and analyzed area
under the curve (AUC). The ROC curve (AUC: 0.737, p=0.042, 95%CI: 0.539-0.935) (Fig. 4) confirmed that
PDGE-BB levels were able to predict which patients were symptomatic and which were asymptomatic. Therefore,
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Figure 1. Serum levels of different cytokines in control group and pompe group. (A) PDGF-BB levels, (B) TGF-31,
(C) PDGF-AA and (D) CTGF levels were measured. Variables are represented as median and interquartile range
(IQR). Statistical significance of the results by Mann-Whitney test: *p < 0.05and *¥p <0.01.

patients with lower values than the cut-off level (1.97 ng/ml) had a higher probability of being asymptomatic.
Sensitivity and specificity were 75% and 76% respectively.

PDGF-BB levels decrease in Pompe patients but not in other muscle dystrophies. Since the
function of PDGEF-BB seems to be related with muscle regeneration, we analyzed serum levels of this growth
factor in other muscle dystrophies in which regeneration increases, such as Duchenne muscle dystrophy (DMD),
Becker muscle dystrophy (BMD) dysferlinopathy (DYSF) and facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSH).
Clinical and demographic features of these groups are described in Table 2.

We observed that PDGE-BB levels were significantly higher in DMD (Median: 3.14 ng/ml (IQR: 1.6-6.76)
(Mann-Whitney U test, p=0.0469) and BMD (Median: 3.681 ng/ml (IQR: 2.945-4.398) (Mann-Whitney U test,
p=0.0077) compared to controls. We also obtained significant differences in DMD, BMD and FSH (Median:
3.656 ng/ml (IQR: 1.944-5.443) (Mann-Whitney U test, p=0.0052) compared to Pompe disease (DMD:
Mann-Whitney U test, p=0.0065; DMB: Mann-Whitney U test, p=0.0001) (Fig. 5).

Correlation between PDGF-BB serum levels and results of muscle function tests and quantitative
muscle MRI.  We used the Spearman test to identify if there were any correlations between PDGF-BB serum
concentration and the results of the muscle function tests, spirometry, patient-reported outcomes and QMRL As
it is shown in Table 3, we did not find any significant correlation. However, we found a non-significant tendency
between PDGF-BB levels and 6MW T, the MRC score, the Myometry score, MIP, and thigh fat fraction measured
using 3 point Dixon MRL

Discussion

Inthe present study, we found significant differences in the serum concentration of four growth factors related to
the process of skeletal muscle degeneration and regeneration in AOPD patients compared to controls. However,
only serum levels of PDGF-BB were significantly different when symptomatic patients were compared with
asymptomatic patients. In fact, the diagnostic accuracy of the PDGF-BB concentration to distinguish between
symptomatic and asymptomatic patients was assessed by ROC curves, determining an optimal cut-off value of
1.97 ng/ml.
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Figure 2. Serological levels of four growth factors in three different groups: control, symptomatic Pompe
patients and asymptomatic Pompe patients. (A) PDGF-BB levels, (B) TGF-31, (C) PDGF-AA and (D) CTGF
levels were measured. Variables are represented as median and interquartile range (IQR). Comparisons were
made using Mann-Whitney test. Statistical significance of the results; *p < 0.05 and *¥p <0.01.
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Figure 3. Serological levels of PDGF-BB in different groups: control, young controls, asymptomatic and
symptomatic Pompe patients. Variables are represented as median and interquartile range (IQR). Comparisons
were made using Mann-Whitney test. Statistical significance of the results; *p < 0.05 and **p < 0.01.
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Figure 4. Receiver-operator characteristic (ROC) curve of the PDGF-BB for distinguishing symptomatic and
asymptomatic patients. The area under the curve (AUC) for PDGF-BB was 0.737 with a P value 0of 0.042 and
95% confidence interval (CI) were 0.539-0.935).
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Figure 5. Serum levels PDGF-BB in muscle dystrophies: Pompe, Duchenne muscle dystrophy (DMD), Becker
muscle dystrophy (BMD), dysferlinopathy (DYSF) and facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSH).
Variables are represented as median and interquartile range (IQR). Statistical significance of the results by
Mann-Whitney test: *p < 0.05, **p < 0.01and ***p < 0.001.

Age 11.75y.0 3293y.o0. 3592y.0. 49.62y.0. 34.5y.0
Gender 11 men 10 men 4 men 6 men 15 men
Unassited walk 7 3 4 6 27
Aids for walking 4 3 4 4 10
Ventilator 1 1 0 1 13

Table 2. Demographic and clinical data of patients with muscle disorders included in this report. DMD:
Duchenne muscle dystrophy; BMD: Becker muscle dystrophy; FSHD: facioscapulohumeral muscle dystrophy;
y.0.: years old.

It is well known that chronic muscle damage leads to persistent inflammatory infiltration, muscle necrosis
and activation of fibro/adipogenic progenitor (FAP) cells'’, something that has been studied in dystrophic mus-
cles. Eventually, muscle fibers are lost and substituted by fibro-adipose tissue'®. Several growth factors have been
related with this process, including those in the present study. TGF-31 and PD GF-BB play an important role in
satellite cell proliferation and fibrotic remodeling'®~*'. TGF-B1 is crucial in the initiation of fibrosis in skeletal
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Muscle function tests

6 MWT 0.055 0.33
Time to walk 10 meters 024

Timed up&go test 081

Time to climb 4 steps 0.17

Time to descend 4 steps 026

MRC score 0.07 0.31
Myometry score 0.07 031
MFM-20 0.77

Spirometry

CVF seated 1

CVF supine 0.28

MIP 0.057 —048
MEP 0.80

Patients reported outcomes

Activlim 0.84

SF36 0.80

INQoL 0.70

Quantitative muscle MRI

Thighs fat fraction 0.08 —0.28
Paraspinal fat fraction 02

Table 3. Correlation between PDGF-BB levels and results of the muscle function tests, spirometry, patients
reported outcomes and gQMRI. Spearman test was used to study if there was a correlation. P was considered
significant if lower than 0.05. Correlation coefficient is shown for variables in which a tendency was found.

muscle?-22, and PDGF-AA enhances the process of fibro-adipogenic expansion regulated by FAP cells?3-2¢.
CTGF influences the fibrotic process by inducing the expression and release of collagen type 1 by activated fibro-
blasts**-2%, Although the process of muscle degeneration has been well established in animal models of muscular
dystrophies such as Duchenne muscle disease, it is not yet completely known whether it happens in the same way
as in Pompe disease. However, radiological studies show that skeletal muscle is gradually lost and substituted by
fat tissue in patients with adult onset Pompe, mimicking what happens in patients with muscular dystrophies and
suggesting a similar skeletal muscle degenerative process®-*'. Based on this hypothesis, we decided to study the
serum concentration of growth factors related with the process of muscle regeneration, degeneration and fibrosis.

PDGF-BB, which is secreted by inflammatory cells and skeletal muscle regenerative fibers, has recently
been related with the process of muscle regeneration through the activation of satellite cell proliferation and
chemotaxis*. We observed lower levels of serum PDGF-BB in AOPD patients compared to controls. Moreover,
PDGE-BB serum concentration was even lower in symptomatic patients, suggesting a correlation with disease
progression. As PDGF-BB probably influences muscle regeneration, the lower levels found in AOPD patients
might reflect impaired regenerative response in Pompe disease, something that has also been suggested by
other authors. Impaired satellite cell activation has been described in muscle samples from Pompe patients*-*°.
Moreover, serum levels of insulin growth-factor-1 and myostatin, two molecules related with the process of satel-
lite cell activation, are lower in serum of Pompe patients compared to controls™.

We did not observe a significant difference in serum levels of TGF-31, PDGF-AA and CTGF in symptomatic
compared to asymptomatic Pompe patients. These three factors have been related with the process of muscles
fibrosis, as discussed early. The lower levels of TGF-31 found in Pompe patients compared to controls, supports
the idea that fibrosis is not a major issue in patients with Pompe disease. In fact, Dr. Palermo*” and collaborators
did not find an up-regulation of TGFBI fibrosis-associated genes in skeletal muscle Pompe patients, which sup-
ports our findings.

The lower levels of growth factors related to fibrosis and regeneration suggested by the current study could
be explained by the lack of sarcolemma damage in Pompe disease. In most muscular dystrophies in which the
process of muscle degeneration and regeneration has been studied, muscle damage is produced because of the
instability of skeletal muscle membrane. Membrane tears induce a series of responses, such as the release by mus-
cle fibers of cytokines that recruit inflammatory cells and participate in the activation of satellite cells. Persistent
inflammatory cells release profibrotic growth factors that lead to the expansion of fibrotic tissue. The process of
muscle fiber degeneration in Pompe disease is probably different. There is no evidence of necrosis or inflamma-
tory infiltration*®. As opposed to muscle membrane instability, lysosomal rupture has been proposed as the main
mechanism leading to muscle fiber necrosis. Glycogen progressively accumulates in lysosomes producing their
rupture and the release of lytic enzymes to the sarcoplasm, probably activating the process of autophagy*°. It is
tempting to hypothesize that local cell response is different in Pompe disease, with no recruitment of inflamma-
tory cells, no activation of satellite cells and no release of profibrotic factors. The fact that PDGF-BB levels were
higher in serum samples from patients with other muscular dystrophies, and lower in Pompe disease, supports
this hypothesis.
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The identification of growth factors useful for the follow-up of patients is considered one of the unmet needs
in Pompe disease. ERT is being administered to those symptomatic patients, patients with muscle or respiratory
muscle weakness. However, patients may develop mild motor disturbances, such as abnormal gait posture, due
to the presence of mild axial involvement. Growth factors capable of differentiating between symptomatic and
asymptomatic patients could then be a useful tool in follow-up. As we observed significant lower PDGF-BB
levels in symptomatic Pompe patients than asymptomatic, we suggest PDGF-BB could be useful to monitorize
progression of the disease and help to identify those patients in which the process of muscle degeneration has
started without influencing muscle function yet. Other growth factors previously proposed, such as urine glucose
tetrasaccharide Glc4 levels***!, have utility in the diagnosis of Pompe disease, or in monitoring of the treatment
but not for differentiating between symptomatic and asymptomatic patients'>*.

To summarize, we have identified a group of four growth factors related to the process of muscle degeneration
and regeneration that are differently expressed in Pompe patients compared to controls. Interestingly, PDGF-BB
levels were significantly different in symptomatic patients compared to asymptomatic. In our opinion, our results
suggest that decreasing levels of PDGF-BB in asymptomatic patients should prompt us to tighten the follow-up
of the patient, repeating muscle and respiratory function tests in order to consider starting ERT before muscle
degeneration becomes irreversible.

Methods

Patients and study design.  This study is part of an ongoing prospective open-label study in which we are
following up a group of symptomatic and non-symptomatic AOPD patients annually in our center using muscle
function tests, muscle MRI and blood analysis. This study has been registered in Clinicaltrials.gov (identifier
NCT01914536). The present research was performed inaccordance with Spanish regulation for clinical trials and
studies and following the recommendations described in the Declaration of Helsinki. The study was approved by
The Ethical Committee of Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSCSP) in Barcelona. All participants signed an
appropriate informed consent form.

The diagnosis of Pompe disease was based on the presence of two mutations in the GAA gene. In cases where
a single or no mutation was detected, diagnosis was based on reduced activity in at least two tissues, lymphocytes
and skeletal muscle being the most common tissues studied, as has been recently suggested by the European
Pompe Consortium'’. All patients were considered adult onset since none of them developed symptoms before
the age of 18.

We defined a patient as symptomatic when we identified muscle weakness in clinical examination using the
Muscle Research Council score (MRC), or when Forced Vital Capacity (FVC), while seated, was lower than
85%. A total of 37 patients were included: 23 symptomatic patients treated with ERT, 6 symptomatic patients
untreated with ERT and 8 asymptomatic patients. All treated patients received 20 mg/kg acid alpha-glucosidase
intravenously every other week. Untreated symptomatic patients were seen before starting ERT. Clinical and
genetic features of this group of patients have been previously published'®. In summary, mean age at baseline visit
of the 23 symptomatic patients was 49.8 years old. 9 of these patients used sticks or wheelchair for walking, with
two of them being fully wheelchair bound. 12 patients used non-invasive ventilation at night. Mean age of the
6 non-treated symptomatic patients was 37.4 years old. Only one patient of this group used the stick for walk-
ing and one other patient required noninvasive ventilation at night. 8 presymtomatic AOPD patients were also
included (mean age 21 years, 4 women). These patients were diagnosed of Pompe disease because they were rela-
tives of patients with Pompe or because the presence of high CK levels in blood samples. As controls we included
45 patients whose age and sex matched our Pompe cohort (mean age 48 years, 29 women), and 10 more controls
whose age and sex matched with asymptomatic Pompe patients (mean age 23 years, 6 women). The controls were
volunteers, most of them relatives or caregivers of our Pompe patients that kindly agreed to participate in the
study. CKs levels were normal in all control patients (Reference value for our laboratory is <174 U/L).

Growth factors identification.  Blood samples were collected at baseline visit before motor function tests
were performed. Blood was centrifuged for 1600 g for 9 minutes at 4°C in order to separate the serum. The serum
was aliquoted and stored at —80°C until analysis.

Serum platelet-derived growth factor BB (PDGF-BB) and transforming growth factor 31 (TGF-31) levels were
measured using commercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits (R&D, Minneapolis, MN, USA),
according to the manufacturer’ instructions. A platelet-derived growth factor AA (PDGF-AA) human ELISA
kit was provided by ThermoFisher (Thermo Fisher Scientific, Nepean, Canada) and connective tissue growth
factor (CTGF) by EIAAB Science Co (Wuhan, China). Minimum detectable cytokine concentrations for these
assays were measured to be 1.7 pg/ml for TGF-31, 15 pg/ml for PDGF-BB, 40 pg/ml for PDGF-AA and 0.18 ng/ml
for CTGE Samples were measured in duplicate and read on a microplate reader Beckman Coulter AD 340
(Beckam-Coulter, Brea, CA, USA) with AD-LD software.

Muscle function tests.  All patients were evaluated by three physiotherapists (I.B., LP. and E.M.), with expe-
rience in neuromuscular disorders, at HSCSP in Barcelona. Physiotherapists evaluated muscle function using
the following tests: the SMW'T, time to walk 10 meters, timed up-and-go test, time to climb up and down 4 steps,
and the 20 item motor function measure tool (MFM-20). Muscle strength was studied using both MRC and
hand-held myometry. The MRC score was the sum of all individual MRC values, while the myometry score was
the sum of all individual muscle values. ACTIVLIM, INQoL and SF-36 were used as patient-reported outcome
measures. Forced vital capacity while seated and in a lying position, maximum inspiratory pressure (MIP) and
maximum expiratory pressure (MEP) values were obtained with a Carefusion Microlab ML 3500 MKS8 spirometer
(Carefusion, Yorba Linda, CA, USA).
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Muscleimaging. All patients were examined in a Philips Achieva XR 1.5 Teslas located at HSCSP. We used
the same positioning protocol for all patients: supine position with legs stretched, the patella facing upward and
the ankles in a neutral position.

3D 3-point Dixon images were acquired with the following acquisition parameters: TR/TE =5.78/1.8, 4 ms,
flip angle =15°, FOV =520 x 340 x 300 mm, voxel size=1 x 1 x 3mm.

Analysis of the 3-point Dixon MR images was performed using the PRIDE (Philips Research Image
Development Environment) tool, as has been reported previously'**>. ROIs were manually drawn on five slices
of the following muscles: rectus femoris, vastus intermedius, vastus lateralis, vastus medialis, adductor magnus,
sartorius, gracilis, semitendinosus and semimembranosus, and on three slices of biceps femoris long head, biceps
femoris short head and adductor longus

Dataanalysis. Non-parametric tests were used for the statistical analysis of the variables. The Mann-Whitney
U test investigated whether there were significant differences in variables between groups (symptomatic vs
asymptomatic and control vs Pompe). We used Spearman’s rank correlation (coefficient reported as p) to inves-
tigate any correlation between the serum concentration of growth factors and the results of the muscle function
tests, spirometry, quality of life scales and the thigh fat fraction obtained using qMRI. As we ran multiple cor-
relations, a Bonferroni test was performed to avoid type 1 errors. Finally, a ROC curve was performed to study
whether PDGE-BB levels were able to differentiate between symptomatic and asymptomatic Pompe patients with
high sensitivity and specificity. The results of all statistical studies were considered significant if P was lower than
0.05. Statistical studies were performed using IBM SPSS® Statistics software version 21. The datasets generated
during the current study are available from the corresponding author on reasonable request.

Data Availability
The datasets generated during and/or analysed during the current study are available from the corresponding
author on reasonable request.
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