Articulo de revision

APLCIIAD)]

Vol. 5, Nim. 1
Enero-Abril 2016

Avances en el desarrollo de la terapia pp 4653
celular para las distrofias musculares

Advances in the development of cell therapy for muscular dystrophies

R Mondragon-Gonzalez,* Bulmaro Cisneros Vega*

* Departamento de Genética
y Biologia Molecular, Centro
de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Poli-
técnico Nacional (CINVESTAV-
IPN), México, D.F.

Direccion para correspondencia:
Dr. Bulmaro Cisneros Vega

Av. IPN Nam. 2508,

Col. San Pedro Zacatenco, 07360,
Delegacion Gustavo A. Madero,
Ciudad de México, D.F.

Tel: +52 55 5061 3339

Fax: +52 55 5061 3931

E-mail: bcisnero@cinvestav.mx

Recibido: 5 de junio de 2015.
Aceptado: 14 de junio de 2015.

Este articulo puede ser consultado
en version completa en:
http://www.medigraphic.com/rid

Abreviaturas:

DMD = distrofia muscular de
Duchenne.

DMT1 = distrofia mioténica 1.
DMB = distrofia muscular de
Becker.

EDMD = distrofia muscular de
Emery-Dreifuss.

FHSD = distrofia muscular
facioescapulohumeral.

LGMD = distrofia muscular de la
cintura y extremidades.

OPMD = distrofia oculofaringea.
MDSC = células madre derivadas
de masculo.

ESC = células madre
embrionarias.

EB = cuerpos embrionarios.
iPSC = células madre
pluripotenciales inducidas.
TALEN = nucleasas efectoras
parecidas a activadores de la
transcripcion.

CRISPR-Cas = repetidos
palindrémicos cortos regularmente
espaciados y agrupados.

Resumen

Las distrofias musculares son enfermedades que generan principalmente debilidad y desgaste
muscular de manera progresiva. Actualmente, no existe alguna cura o terapia eficiente que
regenere el tejido muscular dafiado, por lo que se siguen desarrollando diferentes estrategias
experimentales para lograr ese fin. Uno de los enfoques mas prometedores implica el trasplante
de células sanas que promuevan la regeneracién muscular en los pacientes con distrofia mus-
cular. En los Gltimos anos, se ha experimentado con diferentes poblaciones de células madre
especificas de tejido para utilizarlas en la terapia celular contra diferentes distrofias musculares.
Recientemente, el empleo de células madre embrionarias y células madre pluripotenciales
inducidas ha arrojado resultados alentadores en modelos murinos. En la presente revision se
recapitulan los estudios y estrategias experimentales que se han desarrollado con el fin de
establecer una terapia celular eficiente para combatir las distrofias musculares.

Abstract

Muscular dystrophies are genetic diseases characterized by progressive muscular wasting. So
far, no therapy is available to cure or ameliorate the course of these pathologies; however,
different experimental strategies are currently in development to tackle them. One promising
approach involves the transfer of healthy cells to the patient, in order to regenerate muscle
tissue. In recent years, different populations of tissue-specific stem cells have been used in cell
therapy to fight muscular dystrophies. Recently, the use of embryonic stem cells and induced
stem cells has provided promising results in dystrophic murine models. In this review, we re-
capitulated a series of studies and experimental strategies designed toward the development
of an efficient cell therapy against muscular dystrophies.
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Introduccion

Las distrofias musculares

Las distrofias musculares comprenden un grupo
heterogéneo de enfermedades hereditarias cuya ca-
racteristica principal es generar debilidad y desgaste
muscular de manera progresiva en el paciente. La
severidad del dano, la edad de inicio de la enfer-
medad y los musculos afectados varian entre los
diferentes tipos de distrofia muscular.! Se estima que
aproximadamente 19-25 de cada 100,000 individuos
presentan algun tipo de distrofia muscular; entre
ellas, las mas comunes son la distrofia muscular de
Duchenne (DMD) y la distrofia mioténica 1 (DM1).2

La DMD es la distrofia muscular con mayor inci-
dencia (1:3,500-5,000).2° Esta enfermedad tiene un
patrén de herencia recesivo ligado al cromosoma X,
por lo que afecta casi exclusivamente a los varones.
La DMD es causada por mutaciones en el gen DMD
que provocan la deficiencia o ausencia de la distrofi-
na. Esta proteina es necesaria para mantener la inte-
gridad de la fibra muscular, por lo que su disfuncién
ocasiona desgaste y debilidad muscular severos.*
Los pacientes con DMD pierden la locomocién desde
las etapas tempranas de la adolescencia vy, por lo
general, fallecen por afecciones cardiorrespiratorias
en la segunda década de vida.

Debido a que los pacientes con DMD mueren en
la adultez temprana, la distrofia muscular con mayor
prevalencia en adultos es la DM1 (1:8,000).2% La
DM1 es causada por la expansion de repetidos de
trinucledtidos CTG en la region no traducida 3’ del
gen DMPK.® Esta enfermedad es de tipo multisisté-
mico y genera dafnos principalmente en el sistema
muscular, el sistema nervioso central y el corazén.®
Las manifestaciones clinicas se pueden presentar
desde el nacimiento, en la infancia o en la adultez.
La caracteristica particular de la DM1 es la miotonia,
que consiste en una hiperexcitabilidad muscular que
provoca un retraso en el tiempo de relajacion poste-
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rior a la contraccion muscular.” Otras manifestaciones
incluyen debilidad muscular, anormalidades en los
conductos cardiacos, dafios cognitivos, cataratas y
problemas respiratorios.®

Ademas de la DMD y la DM1, otras distrofias
musculares frecuentes incluyen a la distrofia
muscular de Becker (DMB), distrofia muscular
de Emery-Dreifuss (EDMD), distrofia muscular
facioescapulohumeral (FHSD), distrofia muscular
de la cintura y extremidades (LGMD) y distrofia
oculofaringea (OPMD).

Utilizacién de células madre
especificas de tejido para la terapia
celular de las distrofias musculares

A pesar de que se conoce la patogénesis de la mayoria
de las distrofias musculares, no existe actualmente
alguna cura para el fenotipo muscular de estas enfer-
medades.® Una de las estrategias experimentales mas
estudiadas en los ultimos afos es la terapia celular
basada en células madre, cuya finalidad es promover
la regeneracion muscular en los pacientes con distrofia
muscular. La terapia celular implica el trasplante de
células vivas al individuo, y la utilizacién de células
madre ha despertado gran interés para este tipo de te-
rapia porque poseen la capacidad de autorrenovacion
(proliferacion ilimitada) y de diferenciacion hacia uno o
diferentes tipos de tejidos.® En el caso de las distrofias
musculares, un reto importante consiste en encontrar
una poblacion adecuada de células progenitoras que
pueda adaptarse al tejido muscular y promover su
regeneracion.

CELULAS SATELITALES

El musculo esquelético tiene la capacidad de rege-
nerarse después de sufrir una lesion gracias a una
poblacion de células madre musculares llamadas
«células satelitales». Estas se encuentran en un es-
tado indiferenciado, pero comprometidas a un destino
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muscular. Las células satelitales fueron descritas
morfolégicamente en 1961 por Alexander Mauro como
una poblacién de células mononucleadas que se en-
cuentran ubicadas entre la lamina basal y la membrana
plasmatica de las fibras musculares.'® Normalmente,
las células satelitales se encuentran en un estado
quiescente; sin embargo, al haber condiciones de
estrés en las fibras musculares (por ejercicio o lesion),
las células se activan, proliferan y se fusionan para
formar nuevas miofibras.!* Debido a su capacidad
de reparacion de las fibras musculares, las primeras
células utilizadas para llevar a cabo una terapia celular
para las distrofias musculares fueron los mioblastos
(células satelitales activadas y en proliferacion). En
1989, Patridge y colaboradores trasplantaron una
linea celular de mioblastos de raton (C2C12) a un
raton mdx (modelo murino de la DMD) y demostraron
que los mioblastos trasplantados podian adaptarse al
tejido muscular del ratén y generar nuevas miofibras
que expresaban distrofina.’ Resultados similares se
obtuvieron al trasplantar mioblastos aislados de un
raton adulto y mioblastos humanos,**!* por lo que en
los afios 90 se realizaron las primeras pruebas clinicas
de trasplante de mioblastos en pacientes con DMD.
Los resultados obtenidos no fueron exitosos, ya que
los mioblastos trasplantados tuvieron una deficiente
adaptacion y migracion en el tejido muscular de los
sujetos. 1517

OTRAS CELULAS MADRE ESTUDIADAS PARA LA TERAPIA
DE DISTROFIAS MUSCULARES

Ademas de las células satelitales, se han identificado
otras poblaciones de células madre con potencial
capacidad de regeneracion muscular. Entre las mas
estudiadas, se encuentran los mesoangiobioblastos
(pericitos), las células madre derivadas de musculo
(MDSC) y una poblacidn de células progenitoras que
expresa el marcador CD133 (CD133*).

Los mesoangioblastos (en raton) o pericitos (en hu-
mano) son células madre que se encuentran rodeando
a las células endoteliales de los vasos sanguineos.
Se ha demostrado que estas células son capaces de
diferenciarse hacia diferentes tejidos mesodérmicos,
incluyendo el musculo esquelético. Ademas, estas
células tienen la capacidad de migrar a través del
endotelio vascular, por lo que son de gran interés
para lograr un trasplante sistémico en pacientes
con distrofia muscular.!® El trasplante intraarterial de
mesoangioblastos en modelos murinos y caninos de
distrofia muscular ha evidenciado la capacidad de
estas células para migrar al tejido muscular, recupe-

rar la morfologia y mejorar el funcionamiento de este
tejido.920 Ademas, al igual que los mesoangioblastos,
los pericitos presentan la capacidad de generar nue-
vas miofibras y contribuir con la poblacion de células
satelitales cuando se inyectan de manera intraarterial
en ratones mdx.?! La limitante mas importante en el
uso de estas células es la obtencién de un numero de
pericitos funcionales en cultivo que sea suficiente para
su aplicacion en terapia celular.

Las células madre derivadas de musculo (MDSC)
se identificaron en el espacio intersticial del musculo
de ratén? y se purificaron tomando ventaja de su ca-
pacidad de adhesion a placas cubiertas de colageno.2®
Estas células tienen la capacidad de autorrenovacion
y diferenciacion a varios linajes mesodérmicos, como
sangre, hueso y musculo. De manera interesante,
estas células tienen la caracteristica de adherirse y
transmigrar hacia el tejido muscular cuando se admi-
nistran de manera intravenosa (1V) e intraarterial 2425
Sin embargo, la adaptacion de las células trasplanta-
das al tejido muscular es deficiente, por lo que no han
podido ser utilizadas como terapia contra las distrofias
musculares.?®

Otra poblacidn celular de interés es la que presenta
el marcador CD133"*. Estas células se aislaron en un
principio de sangre periférica y, posteriormente, de
musculo esquelético. Las células CD133* presentan
marcadores miogénicos y se ha demostrado que
poseen la capacidad de adaptarse al tejido muscular
de ratones mdx, promoviendo la recuperacion de la
funcién muscular.?”2® Sin embargo, la fraccion de cé-
lulas CD133* es baja en el musculo esquelético, por
lo que su aplicacion esta limitada por las dificultades
técnicas de su purificacion y expansion en cultivo.®

Empleo de células pluripotenciales
para la terapia celular de las distrofias
musculares

CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

El auge reciente en la investigacion de las células ma-
dre embrionarias (ESC) ha dado un impulso decisivo
a la terapia celular dirigida contra las distrofias muscu-
lares. Las ESC son obtenidas de la masa interna del
blastocisto.®® Estas células son de gran interés para el
desarrollo de terapias contra diferentes enfermedades,
ya que se autorrenuevan en su forma indiferenciada y
se diferencian hacia tejidos derivados del ectodermo,
endodermo y mesodermo (pluripotencialidad).

El uso de las ESC para la terapia celular contra las
distrofias musculares tuvo un avance lento al inicio, ya
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que el trasplante de estas células genera tumores for-
mados por tejidos embrionarios, llamados teratomas.3!
Fue, entonces, necesario generar condiciones de culti-
vo que permitieran enriquecer poblaciones miogénicas
para ser trasplantadas como posible terapia celular.
Se describié que cuando las ESC son cultivadas en
ausencia de fibroblastos embrionarios alimentadores,
se forman estructuras tridimensionales denominadas
«cuerpos embrionarios» (EB), los cuales contienen
fibras musculares multinucleadas.® Los primeros in-
tentos por enriquecer una poblacidon miogénica a partir
de ESC involucraron el cocultivo de los EB con células
precursoras musculares previamente a su trasplante
en un raton con distrofia muscular.®® En otro estudio,
las ESC se cultivaron en condiciones que favorecian
su diferenciacién hacia células mesenquimales, lo cual
generd mioblastos que fueron trasplantados posterior-
mente en un raton inmunodeficiente.®* A pesar de que
en ambos intentos se obtuvieron células miogénicas,
no se logro el enriquecimiento esperado de la pobla-
cion progenitora muscular. En el afio 2008, Darabi y
colaboradores® propusieron que la baja produccion de
progenitores miogénicos a partir de ESC se debe a que
durante la formacion de EB no se genera el desarrollo
del mesodermo paraxial, estructura clave en la miogé-
nesis embrionaria. Para estimular la poblaciéon miogé-
nica del mesodermo paraxial, se indujo la expresion
transitoria de Pax3, factor de transcripcion clave para la
miogénesis. De esta manera, la seleccién de las células
conforme a los marcadores de superficie PDGFRaR*/
FIk1- enriquecié una poblacion celular correspondiente
a los progenitores miogénicos del mesodermo paraxial
de raton. Al trasplantar esta poblacién de progenitores
miogénicos sanos derivados de ESC en ratones mdx,
se observd una buena adaptacion de las células al teji-
do muscular, ausencia de teratomas y la formacion de
nuevas fibras musculares que expresaban distrofina;
ello, en consecuencia, mejord la funcién muscular del
raton distréfico.®37

La utilizacion de las ESC para combatir diferentes
enfermedades es prometedora; sin embargo, existen
dos limitantes principales: la regulacion ética actual
—que no permite el uso de células embrionarias para
terapia en el humano-y el rechazo inmunoldgico de
las células trasplantadas. Un segundo enfoque que
sobrepasa estas limitaciones es la generacion de
células madre pluripotenciales inducidas.

CELULAS MADRE PLURIPOTENCIALES INDUCIDAS

Yamanaka y colaboradores demostraron que es po-
sible reprogramar células somaticas de adulto (fibro-
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blastos de ratéon y humano) hacia un estado parecido
al embrionario a través de la introduccion mediada
por vectores virales de una serie definida de factores
de transcripcion que incluye Oct3/4, Sox2, c-Myc, y
KIf4.%83° A estas células reprogramadas se les llamo
«células madre pluripotenciales inducidas» (iPSC).
La comunidad cientifica logré reproducir de manera
exitosa los resultados observados por Yamanaka y
se demostrd que las iPSC tienen caracteristicas muy
similares a las ESC en lo que respecta a su capacidad
de autorrenovacion y pluripotencialidad.®” El empleo
de las iPSC ha generado muchas expectativas, ya
que al no tener un origen embrionario, no existen
limitantes éticas para su empleo en la clinica. Por
otro lado, se abre la posibilidad de desarrollar una
terapia autdloga, es decir, utilizar células somaticas
del propio paciente (fibroblastos de la piel) para
reprogramarlas a iPSC, corregir en ellas el defecto
causante de la patologia por medio de terapia génica,
derivarlas posteriormente hacia un linaje de tejido
especifico y regresarlas nuevamente al individuo
mediante trasplante (Figura 1). De esta manera, se
evitaria el rechazo inmunolégico que ocurre en el
enfoque de trasplante alogénico.

Al igual que con las ESC, la terapia celular basada
en las iPSC requiere de una poblacion de células es-
pecificas del tejido deseado para evitar la formacion de
teratomas. Ademas, se requiere de la adaptacion de
las células derivadas de las iPSC al tejido trasplantado.
En el area de las distrofias musculares, los enfoques
previamente descritos para la generacién de progeni-
tores miogénicos a partir de ESC han servido de base
para examinar el potencial terapéutico de las iPSC.
Darabi y colaboradores lograron purificar progenitores
miogénicos mediante la induccidn transitoria de Pax7
durante la diferenciacion de EB generados a partir de
iPSC de raton.*® De manera interesante, este grupo de
investigacion logré producir progenitores miogénicos a
partir de iPSC de humano, las cuales restablecieron la
expresion de la distrofina y mejoraron el funcionamiento
muscular del raton distréfico mdx.*® Por otro lado, Awa-
ya y su equipo desarrollaron células mesenquimales
miogénicas a partir de iPSC utilizando condiciones
controladas de cultivo. Estas células formaron miotubos
in vitro y se adaptaron al tejido muscular de un ratén
inmunodeficiente, logrando finalmente inducir regene-
racion muscular después de una lesién.5°

Una vez que se ha logrado la generacién de pro-
genitores miogénicos derivados de iPSC, el siguiente
paso por abordar es la terapia autéloga, lo que implica
la correccidon molecular de las iPSC para que los proge-
nitores miogénicos ya no porten la mutacion causante
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Figura 1. Trasplantes alogénico y autélogo basados en iPSC para la terapia celular de distrofias musculares. El trasplan-
te alogénico implica la produccién de iPSC a partir de un donador sano. Posteriormente, las células reprogramadas
deben ser diferenciadas a un linaje muscular antes de ser trasplantadas a un paciente con distrofia muscular (DM). Es
un requisito indispensable que exista una compatibilidad inmunolégica entre el donador y el receptor para evitar el
rechazo de las células trasplantadas. El trasplante autélogo involucra la generacién de iPSC a partir de células del suje-
to con DM. Posteriormente, las iPSC se corrigen para eliminar la mutacién causante de la DM o, alternativamente, se
diferencian a progenitores miogénicos para realizar entonces la correccién genémica de las células. En cualquier caso,
se obtienen progenitores miogénicos corregidos que pueden ser regresados al individuo mediante trasplante autélogo

para evitar, asi, el rechazo inmunoldgico.

de la distrofia muscular. A este respecto, Filareto y
colegas reprogramaron fibroblastos obtenidos de la
cola de un ratéon con fenotipo severo de DMD y, pos-
teriormente, les introdujeron el minigen de la utrofina,
proteina homdloga de la distrofina que reemplaza
parcialmente su funcion. De manera interesante, se
observé que el ratdn distréfico recuperd parcialmente
su fuerza muscular después del trasplante de los
progenitores miogénicos corregidos.5!

Por su parte, Tedesco y su grupo obtuvieron células
con caracteristicas de mesoangioblastos a partir de
IPSC de individuos sanos y de pacientes con distrofia
de cintura y extremidades (LGMD). Después, repa-
raron el defecto genético de los mesoangioblastos

mediante la transduccién viral del gen silvestre que
codifica para el a-sarcoglicano (gen SGCA), y las
células corregidas se trasplantaron por via intraveno-
sa e intraarterial a un ratén modelo de la LGMD. De
acuerdo con las expectativas, las células trasplantadas
formaron miofibras que expresaban el a-sarcoglicano
y, consecuentemente, indujeron un aumento en la
fuerza y resistencia muscular del raton distréfico.*2
Recientemente, Hongmei y colaboradores logra-
ron corregir el genoma de iPSCs provenientes de
un paciente con DMD,%® utilizando las herramientas
moleculares TALEN (nucleasas efectoras parecidas a
activadores de la transcripcion y CRISPR-Cas (repeti-
dos palindrémicos cortos regularmente espaciados y
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agrupados). Posteriormente las iPSCs corregidas se
diferenciaron hacia células de musculo esquelético y
se demostré que expresaban distrofina; sin embargo,
el impacto terapéutico de estas células no se ha pro-
bado en un sistema in vivo.%

A pesar de los resultados prometedores obtenidos
con la terapia celular que utiliza iPSC corregidas, se
requiere mejorar algunos aspectos antes de su apli-
cacion a nivel clinico. Se deben buscar alternativas
para la reprogramacion celular que no involucren
vectores virales. Asi mismo, se debe elegir la ruta de
administracion que asegure una distribucion sistémica
eficiente de las células trasplantadas (intravenosa o
intraarterial). Finalmente, es necesario monitorear a
través del tiempo las células trasplantadas para verifi-
car que mantienen su estado diferenciado y descartar
el riesgo de formacion de tumores.

Conclusiones

El uso de células madre de tejido especifico para
la terapia celular de las distrofias musculares ha
generado gran interés en las Ultimas dos décadas.
Sin embargo, aun existen limitantes en cuanto a la
expansion adecuada de estas células in vitro que per-
mita contar con un nimero suficiente de ellas para el
trasplante. Ademas, las células trasplantadas no han
mostrado la adaptacién y expansion necesarias para
la recuperacion de la funcion muscular en modelos
animales de distrofia. En este sentido, la derivacion
de progenitores miogénicos a partir de células madre
embrionarias representa un modelo potencial de tera-
pia celular alogénica para las distrofias musculares;
no obstante, existen limitantes éticas e inmunoldgicas
propias de este tipo de terapia que dificultan su uso
real en la clinica. Ante este escenario, la generacion
de células madre pluripotenciales inducidas a partir
de células soméaticas de adulto constituye un avance
crucial para el desarrollo de la terapia celular, ya que
las iPSC mantienen las ventajas de autorrenovacion y
pluripotencialidad de las ESC sin las limitantes éticas de
estas Ultimas. La utilizacién de progenitores miogénicos
derivados de iPSC ha generado resultados prometedo-
res en la regeneracion muscular dentro del enfoque de
trasplante alogénico. Ademas, los recientes avances
de la biologia molecular, que posibilitan la edicion del
genoma en regiones especificas, permitiran el uso de
iPSC con un enfoque de terapia autdloga para los pa-
cientes con distrofia muscular. Entre los aspectos clave
que se deben consolidar para utilizar la terapia celular
basada en iPSC en la clinica se incluyen la eleccion de
una via de administracidon que permita la distribucion
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sistémica de los progenitores miogénicos derivados de
iPSC y la exclusion del uso de vectores virales para la
reprogramacion y correccion de las células.
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