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RESUMEN

El masculo es un tejido con gran complejidad, regulado por una intrincada
maquinaria biolégica. Las fibras musculares, sus unidades funcionales, pueden ser
destruidas o dafiadas tras ciertos estimulos, desencadenando un sofisticado
proceso, la regeneracion muscular. En este contexto, las células satélite, que se
sitian en la periferia de las fibras musculares, han sido un importante foco de
estudio de la biologia desde que se descubrieron en 1961 por Alexander Mauro.
Estas células tienen la capacidad de actuar como células madre, proliferando
activamente para finalmente diferenciarse y formar nuevas fibras o fusionarse con
las que han sido dafiadas. En este trabajo se detallaran los aspectos principales de
las células satélite: su origen, caracteristicas, la regulacion de su ciclo celular por
diversos factores y células que componen su nicho, las alteraciones que causa en

ellas el envejecimiento y su aplicacion en el ambito de las terapias regenerativas.

ABSTRACT

The muscle is a tissue of great complexity, regulated by an intricate biological
machinery. Muscle fibers, its functional units, can be destroyed or damaged upon
certain stimuli, triggering a sophisticated process, muscle regeneration. In this
context, satellite cells, located on the periphery of muscle fibers, have been a
significant focus of study in biology since they were discovered in 1961 by Alexander
Mauro. These cells have the ability of developing as stem cells, proliferating actively
to eventually differentiate and form new fibers or fuse with those that have been
damaged. In this work, It will be detailed the main aspects of satellite cells: their
origin, characteristics, the regulation of their cell cycle by diverse factors and cells
that compose their niche, the alterations caused in them by aging, and their

application in the field of regenerative therapies.
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1 INTRODUCCION

Los musculos esqueléticos son las principales unidades funcionales del sistema
muscular, ya que han evolucionado para permitir la capacidad de movimiento en los
animales. A su vez, la unidad funcional del muasculo esquelético son las fibras
musculares, unas células multinucleadas que, en muchos casos, contienen cientos
de nucleos. Estas fibras estan compuestas por la unién de numerosos mioblastos,

sus células precursoras, durante la embriogénesis y el desarrollo embrionario.

Sin embargo, las fibras musculares pueden sufrir dafios a lo largo de la vida. Cuando
el masculo sufre un estimulo lesivo, sus fibras musculares se destruyen. Tras la
rotura, una serie de eventos biolégicos que se engloban en lo que conocemos como
regeneracion muscular se suceden en cadena (Fig. 1.1). Unas células llamadas
células satélite (CS) son las principales reguladoras de este proceso, aunque su
funcidn se ve altamente influenciada por diversos factores extrinsecos e intrinsecos.
Por tanto, en el momento que se produce la lesion, las CS, que estaban en un
estado quiescente, se activan y entran en el ciclo celular. Durante el ciclo proliferan
en gran medida para generar una poblacién de células musculares progenitoras,
llamadas mioblastos, que se fusionaran a las fibras musculares existentes, o entre
ellos para formar nuevas fibras. Una fraccion de estas células volvera al estado de
guiescencia, autorrenovandose y reconstituyendo la reserva de CS, lo que permitira
gue este proceso se vuelva a repetir cuando sea necesario (Forcina et al., 2020)

Satellite Cell Myogenesis and Self-Renewal
Stimulus

 Quiescence = Activation e P Differentiation & Fusion

Myofibre Regeneration or Growth

Stimulus

Figura 1.1; Etapas de la regeneracion muscular y el ciclo celular de las CS (Ganassi & Zammit, 2022).
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1.1ldentificaciéon de las células satélite

Hace més de 150 afios, hacia mitades del siglo XIX, mediante técnicas de
microscopia se documentaron las primeras observaciones de la capacidad
regenerativa que presentaba el misculo esquelético tras una lesién. A pesar de ello,
las bases celulares que subyacen a este proceso aun eran desconocidas. Habria
gue esperar mas de 100 afios para empezar a dilucidar las primeras pistas sobre los

pilares de la regeneracion muscular (Brack & Rando, 2012).

En 1961, Alexander Mauro, biofisico de la Universidad de Rockefeller, detectd con
microscopia electrénica unas células mononucleadas cerca de las fibras musculares.
Debido a su situacién anatéomica, bautizo a estas células como “células satélite”, ya
gue se encontraban siempre en la periferia de una fibra muscular, incrustadas entre
el sarcolema de la fibra y la lamina basal (Fig. 1.2). Sin evidencias que lo
respaldaran, Mauro teoriz6 que estas células podian tener un rol relevante en el
desarrollo del proceso de regeneraciébn muscular, por su posicion cercana a las

fibras musculares (Mauro, 1961).

Figura 1.2; Imagen publicada por Alexander Mauro en 1961 en la que podemos observar una de las

primeras CS identificadas en microscopia. Las flechas marcadas como “SC” indican los extremos de

la célulay la flecha sin marcar indica el sarcolema (Mauro, 1961).

Pocos afios mas tarde una serie de estudios confirmarian la teoria de Mauro. Para
ello usaron timidina tritiada, es decir, timidina a la que se le ha afadido un
radiois6topo llamado tritio, que al unirse a una célula emite una sefial radioactiva. Al
ser un precursor del ADN, la captacion de timidina por una célula es un indicativo de
gue esta célula esta sintetizando ADN, y por tanto se esta dividiendo (Cavanagh et
al., 2011).
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Se demostré que cuando se suministraba una pequefia dosis de timidina tritiada a
una rata joven en desarrollo postnatal, los nucleos de las CS quedaban marcados. Al
realizar un seguimiento de los nucleos se observé que a las 24 horas el numero de
estos era el doble, y por tanto, se dividian por mitosis. Curiosamente, tras la mitosis
la mitad de estos nucleos eran incorporados a la fibra muscular en crecimiento,
mientras que la otra mitad volvia a dividirse, repitiéndose asi la division de forma
ciclica. Por tanto, se demostré que las CS se dividen repetidamente y que son la

fuente de los nucleos de las fibras musculares (Moss & Leblond, 1971).

Se realiz6 otro estudio en el que se suministraron inyecciones de timidina a ratas en
desarrollo embrionario. Tras un periodo de maduracién de unas 5 semanas, se
observo que las CS no estaban marcadas (ya que estas no estan activas en el
desarrollo embrionario), mientras que parte de los nucleos de las fibras si lo estaban.
Tras triturar el masculo, los mioblastos no aparecieron marcados. Por otro lado, se
inyect6 timidina en ratas en desarrollo postnatal, de unos 18 dias y tras su sacrificio
en las siguientes horas, se observo que las CS si habian quedado marcadas. Al
trasplantar estas células en muasculo dafiado, los mioblastos si que quedaron
marcados en esta ocasion. De esta manera, se pudo demostrar que las CS son
capaces de sobrevivir las lesiones y el trasplante para convertirse en células
miogénicas en regeneracion, y constituyen por tanto una importante poblacion

celular con capaciad regenerativa (Snow, 1977).

Sin embargo, a pesar de las prometedoras caracteristicas de las CS que se habian
podido observar en estos estudios, el aislamiento de esta poblacion seguia siendo
un reto debido a la ausencia de un marcador uniforme para todas las CS.
Finalmente, mediante diversas técnicas de analisis genético, como la hibridacion in
situ o el andlisis de diferencia representacional (RDA), se identifico el factor de
trascripcion paired box 7 (Pax7) especificamente en mioblastos derivados de CS, asi
como en CS residentes en el muasculo adulto. Técnicas de cultivo celular y
microscopia electrénica demostraron la completa ausencia de CS en aquellos
ratones mutantes que no expresaban Pax7. Esto hizo que se considerase a Pax7
como un marcador uniforme de las CS, lo que facilitaba en gran medida su

identificacion y aislamiento (Fig. 1.3) (Seale et al., 2000).
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Figura 1.3; Expresion de Pax7 en las fibras musculares, que concuerda con la localizacion y

frecuencia de las CS (Seale et al., 2000).

En 1987, una serie de estudios descubrieron en mioblastos el factor de trascripcion
MyoD. Poco después, fueron descubiertos otros 3 factores de transcripcion
presentes en el linaje del musculo esquelético: Myf5, miogenina y MRF4. Estos 4
factores fueron llamados “factores reguladores miogénicos” debido a sus papeles en
la regulacién de la miogénesis. Myf5 y MyoD son los primeros en expresarse en el
ciclo celular de las CS, mientras que los factores miogenina y MRF4 se expresan en
etapas mas terminales de la diferenciacion (Fig. 1.4). Ademas de expresarse en la
etapa embrionaria, estos factores vuelven a tener relevancia durante la regeneracién
en el masculo adulto (Bentzinger et al., 2012). Su mecanismo de accién consiste en
la uniébn a los promotores o amplificadores de diversos genes musculares,

conduciendo las CS hacia el linaje miogénico (Asfour et al., 2018).

Assymmetric Symmetric Further Differentiation

Quiescent: ‘Activation division division  proliferation and fusion

Pax7 + Pax7 + Pax7 + Pax7 + Pax7 + MyoD + Basal lamina
MyfS Myf5 MyfS Myf5 + Myf5 + Myogenin +
MyoD MyoD + MyoD + MRF4 +

Pax7 + Pax7 + Pax7 + Pax7 + MyoD + Basal lamina
Myf5 + Myf5 + Myf5 + Myf5 + Myogenin +
MyoD +/ - MyoD + MyoD + MRF4 +

Figura 1.4; Expresion de los factores reguladores miogénicos durante diferentes etapas del desarrollo

de las células satélite (Shirakawa et al., 2022).

Pagina | 5



1.20rigen embrionario

Muchos estudios sugieren que el origen embrionario de las CS esté ligado al origen
de los musculos concretos a los que estan asociados. Por tanto, para dilucidar el
origen de las CS, es imprescindible comprender la ontogenia de los musculos
esqueléticos. El estudio en biologia del desarrollo ha permitido establecer que los
musculos de extremidades y tronco presentan un origen somitico. Las somitas son
estructuras segmentadas formadas durante el desarrollo embrionario a los lados del

tubo neural a partir del mesodermo axial (Gros et al., 2005).

En resumen, los sucesos que dan lugar a la formacién de los musculos de
extremidades y tronco, y por tanto a su poblacion de CS, son los siguientes: En
primer lugar, las somitas se dividen en dos compartimentos: El esclorotomo (dara
lugar al esqueleto axial y las costillas), y el dermomiotomo (dara lugar a los
musculos de tronco y extremidades). Las células precursoras del musculo que se
sitian en los extremos dorsomedial, ventrolateral, rostral y caudal pasaran por
transiciones epitelio-mesénquima, en las que perderan sus caracteristicas epiteliales
y adquiriran capacidades migratorias, y formaran el miotomo. Mas tarde, las células
de la parte central del dermomiotomo también llegaran al miotomo para contribuir a
su crecimiento. La region dorsomedial del miotomo dara lugar a la musculatura de la
espalda y la region ventrolateral a los musculos del abdomen, el diafragma y los
intercostales. Por otro lado, parte de las células del dermomiotomo ventrolateral
migraran hacia las yemas de las extremidades para mas tarde formar la musculatura

de las mismas (Araujo et al., 2021).

Al contrario que los musculos de extremidades y tronco, que presentan un origen
embrionario homdgeneo, los musculos de la cabeza presentan diversos origenes.
Asi, los musculos branquioméricos (asociados a los arcos faringeos en el embrién),
ademas de la mayoria de musculos extraoculares, se forman a partir del mesodermo
paraxial craneal (localizado anterior a los somitas). Los musculos del cuello posterior
y de la lengua derivan de los somitas occipitales, mientras que una pequefia parte
de los musculos extraoculares derivan de la lamina precordal. Ha sido demostrado
gue, al igual que en tronco y extremidades, las CS de estos musculos se origina a

partir de sus correspondientes musculos embrionarios (Yin et al., 2013)
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2 OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es conocer y describir las principales
caracteristicas de las células satélite, asi como su papel en el proceso de
regeneracion muscular y sus posibles aplicaciones en biomedicina. En base a ello se

han seguido los siguientes objetivos especificos:

- Estudiar la heterogeneidad existente dentro de la poblacion de células
satélite.

- Entender las etapas que las células satélite atraviesan durante su ciclo
celular, asi como los factores que regulan dichas etapas.

- Indagar en los efectos negativos que el envejecimiento tiene sobre las células
satélite, y por tanto, sobre la regeneracion.

- Estudiar las aplicaciones de las terapias basadas en células satélite en el

ambito de la medicina regenerativa.

3 METODOLOGIA

En este trabajo se ha realizado una exhaustiva revision bibliografica mediante la
consulta de las principales bases de datos de caracter cientifico: Pubmed, Scopus,
Scielo, Google Scholar y ScienceDirect. Gran parte de los articulos que han sido
finalmente seleccionados para la realizacion del trabajo han sido publicados en las
resvistas cientificas mas prestigiosas a nivel mundial en el ambito de la biologia
celular, como Nature, Science o Cell Stem Cell. Los articulos escogidos han sido
publicados entre 1961 y 2023.

Las principales palabras clave utilizadas en la busqueda de documentos han sido:
satellite cells, muscle regeneration, skeletal muscle, stem cells, muscle fibers,
myocytes, activation, quiescence, proliferation, differentation, injury, self-renewal,
satellite cells niche, aging, regenerative medicine, satellite cells therapies,

bioengineering.

Con el objetivo de obtener informacién actualizada se han excluido la mayoria de
articulos anteriores a los ultimos 20 afios. Sin embargo, esto no aplica para aquellos

articulos en relacion a cuestiones que se estudiaron y definieron anteriormente,
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como es el caso del origen embrionario o la identificacién de las células satélite.
Mayoritariamente, los articulos que tratan el resto de tematicas son posteriores al
afio 2010.

4 RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se profundizara en los topicos mas estudiados en la actualidad de
la biologia de las CS en relacién con la regeneracion muscular: Sus principales
caracteristicas, la regulacién de su ciclo celular, el control ejercido sobre las CS por
parte de los componentes de su nicho, el impacto del envejecimiento y sus posibles

aplicaciones terapéuticas.

4.1 Caracteristicas de las células satélite

4.1.1 Heterogeneidad

Originalmente, se pensaba que las CS eran una poblacion homogénea
comprometida en el linaje muscular. Sin embargo, las investigaciones de las Ultimas
décadas han demostrado que, en diversos aspectos, estas células constituyen una
poblacibn con gran heterogeneidad, pudiendo dividirse asi en diferentes

subpoblaciones (Feige et al., 2018).

Respecto a la expresion de genes, las CS expresan de forma uniforme el factor de
trascripcion Pax7, y solo algunas poblaciones presentan Pax3. Estas poblaciones se
encuentran principalmente en los masculos del diafragma, ventrales y gran parte de
las extremidades anteriores. Para observar si esta diferencia tenia alguna influencia
funcional, se han estudiado diferentes modelos de ratones adultos en los que se
suprimia la presencia de Pax3 y Pax7. La pérdida de Pax3 no supone efectos en los
musculos, lo cual es coherente ya que buena parte de estos no lo presentan en sus
CS, dado que este factor de trascripcion es esencial en la miogénesis en el embridn,
pero no en la vida adulta (Relaix et al., 2006). Sin embargo, la ausencia de Pax7
lleva a la imposibilidad del crecimiento y la regeneracion en el masculo adulto por la
pérdida progresiva del “pool” de CS, debido a su muerte por apoptosis (Von
Maltzahn et al., 2013).
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Mediante técnicas de secuenciacion de ARN (ARN-seq) de célula unica se ha podido
analizar el transcriptoma de diferentes CS, viéndose asi que la varabilidad también
se encuentra en los niveles de expresion de otros genes. Asi, se observd una gran
diversidad en la expresién de genes relevantes en la regulacion miogénica, como es
el caso de Pax7, Myf5 o MyoD (Cho & Doles, 2017).

En cuanto al potencial de trasplante, se han realizado estudios evaluando la
capacidad regenerativa de diferentes poblaciones de CS. Mediante el marcaje de CS
por su expresion de una proteina verde fluorescente (GFP:Green fluorescent
protein), se observaron comportamientos diversos de las CS en el muasculo en
crecimiento. Parte de las células permanecian marcadas por la GFP, al no dividirse o
hacerlo en menor medida, mientras que en otras la concentracién de GFP se diluia,
producto de mudltiples divisiones. Al transplantar estas células, se observé que las
gue retenian la GFP tenian capacidad de autorenovarse, mientras que las que
habian perdido la GFP estaban en gran medida restringidas a la diferenciacion. Esto
demuestra que, en este sentido, existen dos poblaciones. Una de ellas se
encuentran mas comprometidas a la diferenciacion y se dividen activamente,
mientras que otras actian como reserva, y se mantienen indiferenciadas con

capacidad de autorrenovarse (Chakkalakal et al., 2014).

Trasplantando CS con altos niveles de expresion de Pax7 (Pax7"9") junto a células
con bajo contenido en Pax7 (Pa7'"), se observo que las primeras eran capaces de
dar lugar a ambas subpoblaciones, mientras que las segundas no eran capaces de
derivar en células Pax7Md9". Sin embargo, no se observaron diferencias en el
potencial de trasplante de las poblaciones, ya que ambas mostraron efectividad
similar en multiples trasplantes en serie (Rocheteau et al., 2012). En los ultimos afos
ha habido controversia respecto a la necesidad de Pax7 en la regeneracion
muscular, ya que ciertos estudios han mostrado que puede ser prescindible en este
proceso (Brack, 2014). Sin embargo, diversos estudios han demostrado que este
factor es transcripcionalmente activo durante la quiescencia y la proliferacion de las

CS y promueve su supervivencia (Buckingham & Relaix, 2015).

De forma similar al estudio anterior, el trasplante de dos grupos de CS, unas que
expresaban Myf5 (Myf5*) y otras que no lo expresaban (Myf5°), demostrdé que las

células Myf5 eran efectivas, contribuyendo a la formacion de fibras musculares en
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todo el cuerpo y reestableciendo ambas poblaciones en el musculo dafiado, tanto
Myf5- como Myf5*. Sin embargo, al trasplantar células Myf5*, se observé que no eran
capaces de generar nuevas fibras mas all4 del sitio de inyeccion y no reponian el
‘pool” de CS. Estas evidencias también demuestran la existencia de ciertas
poblaciones comprometidas a la diferenciacion y otras totalmente indiferenciadas
(Kuang et al., 2007).

Estos estudios apoyan una clara relacion entre las diferencias en la expresion de los
genes mencionados y la funcién de las CS. Asi, la quiescencia, activacion y
proliferacién estardn claramente influenciados por estas diferencias (tal y como se

expone en el punto 4.2).

4.1.2 Autorrenovacion

Una de las principales caracteristicas de toda célula madre es su capacidad para

autorrenovarse. Esto lo pueden hacer de dos maneras (Morrison & Kimble, 2006):

e Por division asimétrica, en la que una de las células hijas mantiene su
indiferenciacion, mientras que la otra se compromete a la diferenciacion (Fig.
4.1).

e Por division simétrica, en la que ambas células hijas mantienen el mismo

grado de diferenciacion, y por tanto la misma potencia (Fig. 4.1).

a Self-renewal

IPAX7*MYF5"| Basal lamina

Sarcolemma

Satellite

stem cell
- ‘~
Reverse into .
quiescence WNT7A o
Asymmetric division

Symmetric expansion

IPAX7+MYF5 |

PAX7*MYF5*

Figura 4.1; Esquema de los posibles tipos de division en las CS que garantizan la autorrenovacion de
las mismas (Xin Wang & Rudnicki, 2012).
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Se observo en las CS que, a la hora de dividirse, las células hijas se disponian de
dos formas (Fig 4.1). Unas con orientacion apicobasal (una orientada hacia la fibra y
otra hacia la lamina basal) y otras con orientacion planar (paralelas al plano de la
fibra muscular, ambas situadas al mismo nivel y adyacentes a la fibra). En el primer
caso, la mayoria de células hijas adoptaban diferentes destinos, provenian por tanto
de una division asimétrica. En cambio, cuando la orientacion de las células hijas era
planar, ambas contenian los mismos marcadores, es decir, las dos eran Pax7*/Myf5*
o Pax7*/Myf5, lo cual es una clara prueba de que provenian de una division
simétrica. Esto nos indica que el tipo de division por la que pasan las CS, y por tanto
el destino de las CS hijas, esta en gran medida relacionado con la orientacién que

estas adopten al dividirse (Kuang et al., 2007).

Respecto a la division simétrica, el mecanismo que fomenta este proceso es la
activacion de la via de la polaridad celular planar. La sefial producida por el ligando
Wnt7a induce la distribucién polarizada de la proteina de membrana Vangl2
(proteina efectora de la polaridad celular planar), que transmite sefiales
direccionales para que la divisién de la célula siga el plano paralelo a la fibra. Se
observé que el silenciamiento de Vangl2 resultaba en un incremento de las
divisiones apicobasales, mientras que la sobreexpresion de Wnt7a inducia un mayor
numero de divisiones simétricas. Por tanto, se concluyé que la via de la polaridad
celular planar, activada gracias a Wnt7a, es estrictamente necesaria para la division
simétrica de las CS (Dumont et al., 2015; Le Grand et al., 2009).

La division asimétrica se basa en la expresion de diferentes factores por parte de las
células hijas, que les hara adquirir una u otra ruta. Se ha observado que, en la
divisién asimétrica de CS Myf5,, (como se ha expuesto antes, puede dar lugar a
células Myf5 y Myf5*) la célula hija Myf5 presenta altos niveles del receptor Notch-3.
Por otra parte, la célula Myf5* aumenta la expresion del ligando de Notch-3, Delta-1.
En base a estos datos, es muy probable que la activacion de la via de sefializacion
Notch, mediada por la interaccion del ligando Delta-1 y el receptor Notch-3, tenga un
papel principal en la autorrenovacion de las CS (Kuang et al., 2007). Adicionalmente,
el incremento en la expresion de la proteina inhibidora de la via Notch; Numb, en
una de las células hijas lleva a que esta se comprometa a la diferenciacién (Conboy
& Rando, 2002).
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La via Notch produce la inhibicién de MyoD vy la diferenciacion miogénica, asi como
el aumento de la expresion del factor Pax7, que es expresado de manera
constitutiva por las CS indiferenciadas (Wen et al., 2012). El mecanismo que
subyace a la inhibicion de la diferenciacion miogénica es la expresiéon de diversos
genes, como los represores de las familias Hes y Hey (desarrollado en el punto
4.2.1).

Por el contrario, la otra célula hija se compromete a la diferenciacién gracias a su
capacidad para expresar Myf5. Esto se debe a la presencia de Carml, una proteina
encargada de catalizar la metilacion de los residuos de arginina en el extremo N-
terminal de Pax7. Tras esto, Pax7 metilada se une a una proteina llamada MLL 1/2 y
recluta a otras proteinas formando un complejo que se une al promotor de Myf5,
donde fomentan la trascripcion de este factor regulador miogénico gracias a la
induccion de la marca epigenética H3K4me3, que produce modificaciones en la
cromatina del locus de Myf5 (Fig. 4.2) Estas modificaciones llevan a un estado
permisivo de la cromatina que facilita la transcripcion del gen Myf5 (Kawabe et al.,
2012; McKinnell et al., 2008).

Pax7
(\6‘_:1 Satellite
| ' : W] Stem Cell
Carm l%?a,g State
methylated-Pax7
: — I — —
l complex
recruitment
looping/stiding
/methylaned-Pax7 RBBPS
WDRS
| B - T T ]
l H3K4 trimethylation
Transaiption Committed
[ - i I I ) Satellite Cell
-57kb Enhancer TSS +1kb Proximal State
Promot
Myf5 locus romoter

Figura 4.2; Representacién esquematica del proceso de trascripcion de Myf5 en la célula hija
comprometida a la diferenciacién, facilitado por la accion de Carml, Pax7 y el complejo
ASH2L:MLL1/2:WDR5:RBBP5 (Kawabe et al., 2012).
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Adicionalmente, se ha observado la distribucion desigual de otros factores en las
divisiones asimétricas. Por ejemplo, en condiciones de hipoxia se da un gran
incremento de las divisiones asimétricas destinadas a la autorrenovacion, en la que

una célula hija es Pax7*/MyoD" y otra es Pax7*/MyoD* (Liu et al., 2012).

Como se ha visto, las CS pueden cumplir con la expansion del "pool” de células
mediante la division simétrica, o favorecer el mantenimiento del “pool” y la
generacién de progenitores comprometidos a la diferenciacion a través de las
divisiones asimétricas. La eleccion de una u otra ruta estara determinada por las
necesidades concretas del musculo, pudiendo alternar en diferentes etapas (Evano
et al., 2020).

4.2Regulacion del ciclo celular en las células satélite

La regeneracion muscular se divide en varias etapas: Activacion, proliferacion,
diferenciacion y retorno a la quiescencia. La regulacion del ciclo de las CS es vital
para el correcto desarrollo de estas etapas, para lo que existen diversos

mecanismos que se exponen a continuacion (Dumont et al., 2015).

4.2.1 Quiescencia

Las CS en el musculo adulto, antes de entrar en su ciclo celular, se encuentran en
un estado conocido como quiescencia o0 etapa Go. Esta etapa es estrictamente
necesaria para la conservacion del “pool” de CS, ya que permite conservar
abundantes células sin diferenciar preparadas para la activacion tras un estimulo

gue lo requiera (Mourikis et al., 2012).

El uso de tecnologia de analisis con microarrays confirmo que las CS quiescentes
(CSQs) presentan un aumento en la expresion de mas de 500 genes (principalmente
reguladores negativos del ciclo celular e inhibidores de la miogénesis) que, en el
caso de las células activas, no estan expresados. Entre los genes expresados
preferiblemente en las CSQs se encuentran aquellos involucrados en la adhesion
celular, la regulacion del crecimiento de la célula, la formacion de la matriz
extracelular, el transporte de lipidos y la homeostasis de cobre y hierro.
Adicionalmente, se observd que el receptor de la calcitonina estaba exclusivamente

expresado en CSQs, y la estimulacion con calcitonina retrasaba la activacion de

Péagina | 13



estas células. Esto sugiere un rol importante del receptor de la calcitonina en el

mantenimiento de la quiescencia (Fukada et al., 2007).

Existen multiples evidencias del papel de la via de sefalizacion Notch en la
regulacién transcripcional de los genes encargados de mantener la quiescencia.
Esto es respaldado por la mayor actividad de esta via en CSQs que en células
activadas, asi como la presencia aumentada de los receptores Notch en la etapa Go
y su ligando Delta (Conboy & Rando, 2002).

Cuando el ligando se une al dominio extracelular del receptor Notch induce la
protedlisis del receptor, y su dominio intracelular es translocado al nucleo, donde se
une a la proteina RBP-J. Esta proteina, que en ausencia de la sefial Notch inhibe la
trascripcion de sus genes diana, recibe la sefal y activa la trascripcion de dichos
genes. Entre estos genes se encuentran los de las familias de genes Hes y Hey, que
son represores vitales para el mantenimiento de las células en un estado
indiferenciado, ya que reprimen la expresion de otros factores importantes para la

diferenciacion, como MyoD y miogenina (Bjornson et al., 2012).

La epigenética tiene una clara influencia en la expresion de los genes necesarios
para la quiescencia de las CS. Gran parte de los genes relevantes en el
mantenimiento de la quiescencia y conocidos marcadores de las CS, como Pax7,
presentan en CSQs la modificacion epigenética H3K4me3 en las histonas asociadas
a su cromatina. Esta modificacion conlleva una remodelacién en la cromatina, que
hace que el ADN sea mas accesible para los factores de trascripcion, facilitando asi
la transcripcion de dichos genes (Liu et al., 2013). Por el contrario, el gen que
codifica el factor MyoD, que es necesario para la transicion hacia la diferenciacion
de la célula, estd marcado por las modificaciones H3K9me2 y H4K20me2, que
conllevan un estado represivo de la cromatina, inhibiendo la transcripcién del gen
(Luo et al., 2017).

La quiescencia también es regulada post-transcripcionalmente por ciertos
microRNAs (miRNAS). La represion de la ruta de sintesis de los miRNAs, a través de
la ablacion de la enzima Dicer, que se encarga de formar los miRNAs maduros en el
citoplasma, conlleva la pérdida espontanea de la quiescencia y la activacion de las
CS. Uno de los principales miRNAs que regulan la quiescencia es el miRNA-489. Su

funcién es reprimir el oncogén Dek, cuya proteina producto fomenta la proliferacion
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de los progenitores miogénicos (Cheung et al., 2012). Otro ejemplo de regulacion
post-transcripcional del estado de quiescencia es el de la proteina de unién al ARN
llamada tristetrapolina. Esta proteina se une al ARNm de MyoD y provoca su

degradacion (Hausburg et al., 2015).

Se ha observado en el analisis del transcriptoma de CSQs la retencién de intrones
en el ARNm de genes con funciones fundamentales en la activacion de las CS,
como la traduccién de proteinas, la entrada al ciclo celular o la especificacion del
linaje, por lo que esta retencidn supone otro mecanismo que impide la activacién

prematura de las CS (Yue et al., 2020).

Como se expone en el siguiente apartado, la acetilacion de las histonas asociadas a
determinados genes es un proceso clave para la proliferacién de las CS, asi como
su evolucion en el ciclo celular. Las CSQs producen mayoritariamente la energia
mediante la B-oxidacion. Esto lleva a menores niveles de acetilacion de histonas,
debido al uso de acetil-coA (sustrato de la reaccion de acetilacion) en el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA), y mayores niveles de NAD*, que conllevan la activacion
de SIRT1, una enzima desacetilasa dependiente de NAD* (Fig. 4.3) (Sousa-Victor et
al., 2021) (Ryall et al., 2015). Por tanto, la inhibicion del proceso de acetilacion por

parte de las CSQs les permite impedir su entrada en el ciclo.

Environment
Niche
(Adult skeletal stem celis)

Metabolism
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_~—H4K16 deacetylation
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developmental @ '%}/@) )
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Stem cell biology 77— Mature skeletal muscle
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Figura 4.3; Proceso de desacetilacion por la enzima SIRT, propiciado por mayores niveles de NAD en
el medio (Ryall et al., 2015).
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4.2.2 Activacion y proliferacion

Tras un estimulo que induzca una respuesta de las CS, y su consiguiente entrada en
el ciclo celular, como una lesion muscular, las células pierden su estado quiescente y
pasan a ser células satélite activadas (CSAs). Para esta etapa existen también una
serie de reguladores a distintos niveles, que ejercen un efecto contrario al de los
reguladores que mantienen la quiescencia, anulando sus efectos y permitiendo la
entrada de las células en el ciclo celular, en el que se producira su continua

proliferacion.

La via de sefializacion Wnt juega un importante rol durante la proliferacion. Esta ruta
se activa por la unién de proteinas Wnt a sus receptores, llamados Frizzled. Por una
parte, puede producir la activacion de la via de la polaridad celular planar,
fomentando la division simétrica como se ha descrito anteriormente. Ademas, existe
otra ruta en la que la activacion de Wnt provoca la translocacion al nucleo de B-
catenina, una proteina que forma parte de las uniones adherentes. Una vez en el
nucleo, B-catenina interactda con los factores de transcripcion Tcf/Lef, fomentando la

transcripcion de genes cruciales para la proliferacion de las células (Yin et al., 2013).

Se ha descrito un rol esencial del factor de trascripcion FoxM1 para el
mantenimiento de la proliferacion. Este factor regula la expresion de dos ARNs no
codificantes: Sngh8, que promueve la proliferacion mediante la trascripcion de
proteinas ribosémicas; y Gm26917, que actia reprimiendo la apoptosis de las CS.
Adicionalmente, el silenciamiento de FoxM1 en el musculo esquelético resulto en la
disminucién de la proliferacién y el aumento de la apoptosis de las CS (Chen et al.,
2018).

Epigenéticamente, de la misma forma que durante la quiescencia se observa la
marca H3K4me3 en las histonas de genes asociados a la inhibicién de la entrada en
el ciclo celular, en las CSAs esta misma marca esta presente en las histonas de
aquellos que impulsan el ciclo celular. Por ejemplo, tras la activacion, las histonas
asociadas al gen MyoD pierden las marcas que propiciaban un ambiente represivo
de su cromatina y adquieren la marca H3K4me3, que facilita la trascripcion del gen
(Luo et al., 2017). ElI gen Myf5, que al igual que MyoD requiere un aumento en la
expresion de sus niveles para la correcta evolucién del ciclo celular, también

presenta la modificacion H3K4me3 tras la activacion, gracias a un proceso en el que
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tienen gran importancia el factor Pax7 y la proteina Carml (desarrollado en el punto
4.1.2) (McKinnell et al., 2008). Adicionalmente, las CSAs adquieren la marca

represiva H3K27me3 en los genes inhibidores del ciclo (Massenet et al., 2021).

La metilacion del ADN es otro factor que regula la activacion y la proliferacion
celular. Se ha observado que la ADN metiltransferasa Dnmt3a regula la expresion,
principalmente reprimiéndola, de una proteina inhibidora de quinasas dependientes
de ciclina que se expresa en la diferenciacion, llamada p57Kip2. La inactivacion de
Dnmt3a en CS lleva a una disminucion notable en la capacidad proliferativa, ademas
de niveles inusualmente elevados de p57Kip2. A su vez, La represién posterior de
p57Kip2 restaura la capacidad proliferativa de las CS. Por tanto, se puede deducir
gue la interaccion Dnmt3a-p57Kip2 es necesaria en las CSAs para la regulacion de

la proliferacion y el mantenimiento de sus funciones (Naito et al., 2016).

El estado de activacion de las células es promovido por el aumento de la acetilacion
en la lisina 16 de la histona H4 (H4kl6ac). Esta marca estd asociada a un
incremento en la expresion de determinados genes, en este caso genes del ciclo
celular, ya que produce una disminucion en la afinidad entre las histonas y el ADN,
gue facilita la trascripcion de los genes a los que afecta (Shogren-Knaak et al.,
2006). El incremento en la acetilacién se debe a una “reprogramacién” metabdlica
en la que la B- oxidacion, ruta que se daba en las CSQs, se sustituye por la
glucdlisis en CSAs. Dicha reprogramaciéon disminuye los niveles de NAD*
intracelular y, por ende, la actividad de la enzima desacetilasa SIRT1 (Ryall et al.,
2015). Ademas, las CSAs también muestran un incremento en la fosforilacion
oxidativa respecto a las CSQs, aunque se basan principalmente en la glucdlisis para
la obtencion de energia. En etapas mas avanzadas del ciclo se ira aumentando la

activacion de la fosforilacion oxidativa respecto a la glucolisis (Pala et al., 2018).

Adicionalmente, este cambio metabdlico permite la utilizacién del acetil-coA para la
acetilacion de las histonas. Mientras que la B-oxidacion produce exclusivamente
acetil-coA mitocondrial, que no puede ser usado para la acetilacion, el citrato
derivado de la glucosa puede ser convertido en acetil-coA fuera de la mitocondria,
aumentando la disponibilidad de acetil-coA nucleocitoplasmatico, que si puede ser

utilizado en la acetilacién de las histonas (Wellen et al., 2009). Finalmente, las CSAs

Pagina | 17



deberan perder las marcas H4kl6ac en etapas terminales del ciclo celular para

permitir la diferenciacion de las células (Ryall et al., 2015) (Yucel et al., 2019).

Durante la etapa de proliferacion, las CS pueden dividirse de dos formas diferentes:
simétricamente (para expandir el “pool” de CS) y asimétricamente (generando una
célula comprometida a la diferenciacion y otra como reserva). El tipo de division a la
gue se sometan las células dependera en gran medida de los requerimientos del
musculo en regeneracién, y estara regulado por la comunicacion entre las CS, asi
como el resto de células que componen su nicho (los mecanismos que subyacen a

ambos tipos de division se describen en el punto 4.1.2).

4.2.3 Diferenciacién y vuelta a la quiescencia

Para completar la regeneracion muscular, es necesario que las CS que han
avanzado en el ciclo celular se diferencien, y se fusionen entre ellas para dar lugar a
las fibras musculares. Por otra parte, algunas de estas células volveran a la
guiescencia para reponer el “pool” de CS. En ambos casos, la salida del ciclo celular
es necesaria. Sin embargo, estos dos procesos estan regulados por diferentes
factores. La diferenciacion requiere el aumento de los inhibidores de quinasas
dependientes de ciclina p19Arf, p21Cip y p57Kip2; mientras que en la vuelta a la

guiescencia se requiere p27Kipl (Dumont et al., 2015).

En la transicion desde el ciclo celular hacia la diferenciacion se precisa la activacion
de la p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase), que actia de diversas formas.
Por un lado, p38 se encarga de fosforilar el complejo PRC2 (polycomb repressive
complex 2), que es el encargado de modificar las histonas con la marca represiva
H3K27me3. Este complejo, tras ser fosforilado e interactuar con el factor de
trascripcion YY1, modifica la cromatina del gen Pax7 con la marca H3k27me3, lo que
reprime la expresion de este gen, que tiene un papel vital en el ciclo celular y cuya
represion es necesaria para la diferenciacién (Palacios et al., 2010). Adicionalmente,
p38 también disminuye la expresion de determinados genes reguladores del ciclo
celular, como la ciclina D1 (Perdiguero et al., 2007), e induce un aumento en la
actividad transcripcional de factores relevantes en el proceso de diferenciacion,
como MyoD y MEF2 (Wu et al., 2000).

El aumento de la trascripcién de MyoD mediado por p38 MAPK se produce mediante

una cascada de sefializacién en la que p38 MAPK fosforila a otra proteina llamada
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MAPKAP2, que a su vez fosforila la tristetrapolina, inactivandola. Una vez
inactivada, la tristetrapolina no es capaz de degradar el ARNm de MyoD, por lo que

pierde su rol en el mantenimiento de la quiescencia (Hausburg et al., 2015).

La expresion de MyoD provoca diversos efectos durante la salida del ciclo celular.
Especificamente, Induce la expresién de los microRNAs miR-206 y miR-486, que
refuerzan la reduccion de Pax7 uniéndose a su region no traducida 3’ (UTR 3’) (Dey
et al.,, 2011). Asimismo, se encarga de activar el factor de regulacién miogenina
mediante mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales. La accion conjunta
de miogenina y MyoD provoca finalmente la activacion del factor MRF4, necesario
en etapas terminales de la diferenciacion, y otros genes propios de esta etapa
(Sousa-Victor et al., 2021).

Por otra parte, un nuevo cambio metabdlico es necesario en esta etapa. Debido a
las mayores exigencias energéticas de las fibras musculares maduras, las CS en
diferenciacion vuelven a reprogramar su metabolismo energético hacia la
fosforilacion oxidativa. Ademas, presentan mayor masa mitocondrial y un claro
aumento en la activacion del ciclo de Krebs (Hoffmann et al., 2018). El incremento en
la actividad de este ciclo conlleva una reduccién en la disponibilidad del acetil-coA
para la acetilacion de las histonas, por lo que los genes propios de la proliferacion
pierden las marcas epigenéticas H4kl1l6ac y se reduce la expresion de los mismos
(Yucel et al., 2019).

Respecto al proceso de vuelta a la quiescencia, diversas rutas juegan un importante
papel, entre las que destaca la inhibicion de la ruta de las quinasas reguladas por
sefales extracelulares (ERK, una subfamilia de MAPK), que esta mas activada
durante la proliferacion. La represion de la ruta ERK esta mediada por la proteina
Sprouty 1 (Spry 1). Esta proteina, que esta expresada en CSQs, sufre una reduccién
en las CS que entran al ciclo tras una lesion y se induce de nuevo en las células que
vuelven a la quiescencia. Se observo que la activacion de la ruta ERK estaba
aumentada en las células en las que se habia silenciado Spry 1, y que dicho
silenciamiento conllevaba una reduccion de aproximadamente el 50 % de la
poblacién de células quiescentes tras la induccién de una lesiébn muscular, asi como

un gran aumento en el numero de células apoptéticas (Fig. 4.4) (Shea et al., 2010).
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Figura 4.4; Impacto del silenciamiento de Spry 1 en el nimero de células quiescentes, marcadas por
Pax7 (izquierda) y en el nUmero de células apoptéticas, marcadas por Caspasa-3 (derecha) (Shea et
al., 2010).

Adicionalmente, como se ha explicado con anterioridad, la activacién de la via de
sefializacién Notch tras la divisibn asimétrica en la célula hija que retorna a la

guiescencia es vital también en este proceso (Kuang et al., 2007).

4 3Influencia del nicho

Las interacciones que las CS tienen con su microambiente, también llamado nicho,
son vitales para la regulacion de todas las etapas de su ciclo celular y el
mantenimiento de la quiescencia, y por tanto para un eficiente proceso de
regeneracion. En este microambiente destacan las funciones de la lamina basal, las
fibras musculares, las células endoteliales, las células inmunitarias y los progenitores
fibro-adipogénicos (Fig. 4.5) (Relaix et al., 2021).
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Figura 4.5; Interacciones de las CS con su nicho (Relaix et al., 2021)
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4.3.1 Lamina basal

Las CS, como se ha descrito, se localizan bajo la ldmina basal, un tipo de matriz
extracelular compuesta por, entre otras proteinas, colageno y lamininas. Se ha
descrito una cascada de sefializacion en la que la activacion de la via Notch induce
la produccién de colagenos por las CS, que actuan como ligandos locales de los
receptores de calcitonina en las propias CS y las mantienen en estado de
quiescencia. Concretamente, la produccién de proteina colageno V es un
componente fundamental en este proceso, ya que la represion de Col5al, una de las
subunidades del coldgeno V, conlleva la entrada anémala en el ciclo celular y una

disminucién gradual del pool de células (Baghdadi et al., 2018).

Por otra parte, las lamininas son necesarias tras la activacion de las CS para la
propagacion y autorrenovacion. Se observo un proceso de remodelacion del nicho,
mediado por unas enzimas llamadas metaloproteinasas de matriz, en el que se
depositaron laminina-a1 y laminina-a5 en la lamina basal durante la regeneracion
muscular. La laminina-a1 produce su efecto mediante la union a la integrina-a6, y la
represion de ambas tuvo efectos negativos sobre la proliferacion y la
autorrenovacion de las células tras rondas consecutivas de lesiones (Rayagiri et al.,
2018).

4.3.2 Fibras musculares

En repetidas ocasiones a lo largo de este trabajo se ha demostrado la importancia
de la ruta de sefializacion Notch para el mantenimiento de la quiescencia. Las fibras
musculares constituyen otro de los componentes que durante la regeneracion
muscular promueven la activacion de esta ruta. Asi, en el momento previo a la
diferenciacion, existen poblaciones de células que expresan el receptor Notch3,
mientras que las fibras musculares que se acaban de formar aumentan la expresion
del ligando Delta-like4. La unién de este ligando con su receptor desencadena una
sefal en las células que expresan el receptor que provoca que vuelvan a un estado

guiescente, renovando asi el pool de células (Low et al., 2018).

La secrecion por parte de las fibras musculares de Oncostatina M, una citoquina de
la familia de las citoquinas interleucina 6, ha sido descrita como otro de los
mecanismos clave que inducen la quiescencia en CS. Es un mecanismo bastante

temprano, ya que su secrecion se produce entre 4-10 dias después de la lesién. Sin
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embargo, una vez secretado, produce la salida del ciclo de algunas subpoblaciones
de células, que sera “reafirmada” posteriormente por otros reguladores como Spry1
y Notch (Fig. 4.6). En consecuencia, la eliminacion de la oncostatina M debilita la
regeneracién muscular y produce la reduccién del nimero de CS (Sampath et al.,
2018).
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Figura 4.6; Modelo de la induccién de la quiescencia producida por la oncostatina M en etapas

tempranas del ciclo celular. (Sampath et al., 2018).

La adhesion entre fibras musculares y CS, mediada por unas proteinas
transmembrana llamadas cadherinas, constituye un importante mecanismo que
regula la transicion desde la quiescencia a la activacion. La eliminacion de N-
cadherina y M-cadherina lleva a una ruptura parcial de la unién adhesiva entre fibra
y CS, la cual propicia un estado de la célula intermedio en el que, a pesar de
mantener su localizacion en el nicho y la polaridad celular (caracteristicas propias de
la quiescencia), presenta también rasgos propios de células en proceso de
activacion, como la localizacion en el nucleo de B-catenina. Juntos, estos datos
sugieren que una perturbacion inicial de las uniones adherentes, producida por una
lesién muscular, podria ser uno de los primeros mecanismos en la transicion hacia la

activacion (Goel et al., 2017).

4.3.3 Células endoteliales

El masculo esquelético esta altamente vascularizado, y las CS se encuentran
rodeadas por capilares, muy proximas a ellos. Mas alla del aporte de oxigeno y
nutrientes, los vasos sanguineos tienen importantes funciones en el muasculo
esquelético, a través de las interacciones moleculares entre las células endoteliales
y las CS (Chiristov et al., 2007).
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Diversos andlisis mostraron abundancia en la expresion por parte de las CS del
factor de crecimiento endotelial vascular—A (VEGFA). Este factor participa en el
reclutamiento de células endoteliales, reforzando la proximidad entre estas y las CS,
mientras que la represion de VEGFA tiene el efecto contrario, alejandolas.
Significativamente, esta proximidad fue asociada a la autorrenovacién, ya que las
células endoteliales pueden presentar el ligando delta-like 4, induciendo la

quiescencia en CS (Fig. 4.7) (Verma et al., 2018).
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Figura 4.7; Unién de las CS (rojo) con las células endoteliales (verde) mediante la interaccion entre

VEGFAYY su receptor. Esta unién permite la activacion de la sefializacion Notch (Verma et al., 2018).

Durante la regeneracion muscular, las células endoteliales y las CS interactian entre
ellas para acoplar la miogénesis y la angiogénesis. De hecho, el cultivo in vitro de
células endoteliales junto a progenitores de células musculares produjo la
estimulacion de la miogénesis, y viceversa. Adicionalmente, los andlisis de expresion
génica identificaron tres factores relevantes producidos por ambas células. La
oncostatina M, la periostina y la apelina regulan el mencionado acoplamiento, siendo
necesarias para la miogénesis y la angiogénesis durante la regeneracion muscular in
vivo (Latroche et al., 2017).

Los pericitos, unas células que se envuelven alrededor de las células endoteliales de
los capilares, son otro de los elementos reguladores del nicho. En el masculo adulto

de raton y humano, cerca del 90% de los capilares se encuentran asociados con
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pericitos. En cultivos con CS, los pericitos fomentaron la diferenciacion a través del
factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1) y la quiescencia a través de la
angiopoyetina 1. La eliminacion de los pericitos produjo hipotrofia de las fibras
musculares y alteraciones en el establecimiento de la quiescencia (Kostallari et al.,
2015).

4.3.4 Células inmunitarias

Tras una lesion muscular, la inflamacién es una caracteristica basica del proceso
regenerativo. Los estudios en este campo han podido demostrar que, lejos de ser
una respuesta inespecifica a un traumatismo, la inflamacién constituye una
interaccion coordinada entre el musculo y el sistema inmune que determinara el
éxito o el fracaso de la regeneracion muscular. Asi, en primeras instancias tras una
lesion los macrofagos residentes del tejido muscular propician la llegada de
neutrofilos al tejido, que fomentan a su vez un fenotipo proinflamatorio que causa el
reclutamiento del resto de células inmunitarias, como macrofagos Yy linfocitos. Estas

células seran reguladoras relevantes de la regeneracion (Tidball, 2017).

Los macrofagos son células inmunitarias esenciales en la reparacion muscular, ya
gue detectan y eliminan el tejido dafiado y actian como propulsores de la activacion
y diferenciacién de CS. En concreto, los macréfagos inducen la activacion de las CS
mediante la secrecion de la metaloproteinasa Adamtsl. La sobrexpresion de esta
enzima en los macréfagos aumenta el niumero de CSAs. En este caso, la accion de
Admtsl se centra en el receptor Notchl, reduciendo su actividad y fomentando la
salida de la quiescencia (Du et al., 2017). Asimismo, los macréfagos secretan un
factor de crecimiento, llamado GDF3, que promueve la fusién de las células
progenitoras de las fibras musculares, los mioblastos. PPARy es un factor de
transcripcion clave en este proceso, ya que controla la expresion de GDF3 (Varga et
al., 2016).

Los linfocitos T reguladores (Treg), un tipo de linfocitos T CD4*, han sido
redescubiertos como reguladores de varios procesos no inmunolégicos. En lo que a
la regeneracion muscular respecta, se ha descrito una subpoblacién de linfocitos
Treg que participan en las Ultimas etapas del proceso. Esta subpoblacion expresa un
factor de crecimiento llamado anfiregulina, de la familia del factor de crecimiento

epidérmico, que actia promoviendo la diferenciacion de las CS (Burzyn et al., 2013).
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4.3.5 Progenitores fibro-adipogénicos

Los progenitores fibro-adipogénicos (FAPs) han emergido en los ultimos afios como
importantes reguladores de la funcion de las CS y la regeneracion muscular. Esta
poblacion, cuya caracteristica principal es su capacidad para diferenciarse en
fibroblastos y adipocitos (en ciertas ocasiones osteoblastos y condrocitos), es en
realidad una poblacion muy heterogénea, con ciertas subpoblaciones que, tras una
lesion muscular, entran en el ciclo celular y secretan diversos factores que fomentan

la actividad miogénica de las células madre musculares (Molina et al., 2021).

Las subpoblaciones de FAPs pueden identificarse en funcién de su variabilidad en la
expresion de marcadores de superficie, como VCAM1 y TIE2. Concretamente, los
FAPs que expresan VCAM1 son activados tras una lesion muscular. Esta poblacion
exhibe un perfil pro-fibrotico, en consonancia con el requerimiento de deposicion de
matriz extracelular en la regeneracion muscular. Esta poblacion debe ser transitoria
en el tejido y eliminada tras el proceso de reparacion muscular, ya que su
persistencia anormal en el tejido muscular esta asociada con diversas caracteristicas

patolégicas como la fibrosis muscular (Malecova et al., 2018).

Se identificd6 mediante andlisis de transcriptoma una proteina, WISP1, secretada por
FAPs, necesaria para una eficiente regeneracion muscular. Esta proteina, a través
de la via de sefalizacion Akt, controla la expansion de las CS, fomentando la division
asimeétrica. La pérdida de este factor en el envejecimiento esta relacionada con la

disfuncion de la regeneraciéon muscular (Lukjanenko et al., 2019)

4.4Efectos del envejecimiento en la regeneracion muscular

Durante el envejecimiento, la disfuncidén de las CS es la principal causa de la pérdida
de potencial regenerativo en el tejido muscular. Como se ha descrito en este trabajo,
numerosos factores extrinsecos e intrinsecos regulan la funcion de las CS. Por
tanto, seran las alteraciones en estos factores las que causen una disminucion

progresiva de las capacidades regenerativas del masculo (Hwang & Brack, 2018).

4.4.1 Alteraciones de los factores extrinsecos

Existen factores sistémicos, aportados al tejido muscular y las CS a través del
sistema circulatorio, que pueden tener efectos negativos en la regeneracién a raiz

del envejecimiento (Fig. 4.8). Para evaluar los posibles efectos de estos factores se
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generd un modelo de ratones que compartian el sistema circulatorio, siendo uno de
ellos viejo y otro joven. Se pudo observar el restablecimiento de la sefalizacion
Notch, la proliferacion y la capacidad regenerativa en las CS envejecidas. Esto
demostré que la decadencia causada por el envejecimiento en la actividad de las
células puede ser modulada por factores sistémicos que cambian con la edad
(Conboy et al., 2005). Uno de estos factores es la oxitocina, cuyos niveles en plasma
disminuyen con la edad. La administracion de oxitocina mejora rapidamente la
regeneracibn muscular, aumentando la proliferacion de las CS mediante la
activacion de la ruta ERK (Elabd et al., 2014).

Las CS de ratones envejecidos tienden a adoptar un linaje fibrogénico en vez de
miogénico. Esta conversion esta asociada a una mayor activacion de la via de
sefalizacion Wnt, lo que establece una relacion entre esta ruta y el aumento de la

fibrosis en el envejecimiento (Brack et al., 2007).

En lo que respecta al nicho, diversas alteraciones en la comunicacion de las células
residentes en el mismo guardan relacion con los cambios observados en el
envejecimiento (Fig. 4.8). Se observo en fibras musculares envejecidas la presencia
aumentada del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2). El aumento de la
sefalizacion de FGF2 en CS en condiciones homeostaticas lleva a la pérdida de la
guiescencia y la disminucién de la capacidad regenerativa (Chakkalakal et al., 2012).
La reduccion en la secrecion por parte de las fibras musculares del factor
estimulante de colonias de granulocitos (Li et al., 2019) y la activacion de la via Akt
dependiente de IGF-1 (Garcia-Prat et al., 2020) han sido descritos como

mecanismos que reducen el nimero de CS.

La matriz extracelular del misculo envejecido también presenta variaciones, como
niveles reducidos de fibronectina. Dado que la fibronectina actiia como sustrato de
adhesion a las CS, se produce una pérdida parcial de la union entre el nicho y
dichas células, que tiene consecuencias negativas para su funcion regenerativa
(Lukjanenko et al., 2016).

Como se ha mencionado anteriormente, la proteina Wispl, que controla la
expansion de las CS, ve reducida su expresion en los FAPs envejecidos, suponiendo
asi un incentivo para la disfuncién de las CS (Lukjanenko et al., 2019). Los FAPs han

mostrado menor produccién de interleuquina-33 en ratones envejecidos, una
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citoquina que participa en el reclutamiento de linfocitos Treg al sitio de lesion, lo que
llevo al fracaso en la acumulacion de linfocitos Treg y por tanto al déficit en la
regeneracion (Kuswanto et al., 2016).

Recientemente se identific6 una subpoblacion de macréfagos capaces de producir
una quimiocina llamada CXCL10, que mediante la union al receptor CXCR3 en las
CS, estimula la proliferacién y diferenciacion. Esta poblacién se vio reducida en un
20% en el envejecimiento, y el tratamiento exdgeno con CXCL10 produjo una mejora
significativa en la proliferacion (Zhang et al., 2020). Por otra parte, se report6 en el
musculo dafiado de un ratén envejecido la disminucion en la expresién del factor de
crecimiento GDF3. La suplementacién con este factor produjo una mejora

significativa en la respuesta regenerativa (Patsalos et al., 2018).

Otras quimiocinas son importantes para el correcto funcionamiento de las CS, como
las quimiocinas CCL2, 7 y 8, que actuan mediante la union a su receptor CCR2
inhibiendo la fusion de los progenitores miogénicos y su aportacion a la fibra
muscular. Se han detectado niveles anomalamente elevados en la activacion de
CCR2 en el musculo envejecido, lo que lo convierte en un mecanismo que

contribuye a la decadencia de la funcién reparadora (Blanc et al., 2020).
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Figura 4.8; Cambios en el ambiente de las CS ligados al envejecimiento (Hong et al., 2022).
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4.4.2 Alteraciones de los factores intrinsecos

Numerosas vias de sefalizacidn intracelulares de las CS se ven alteradas durante el
envejecimiento debido a cambios intrinsecos y, en parte, las influencias ambientales,
teniendo un claro efecto negativo sobre la regeneracion (Hong et al., 2022).

Ejemplos de alteraciones de estas vias en el envejecimiento son:

- Via de sefializacion JAK/STAT: analisis de expresion génica detectaron un
aumento en los genes diana de esta via en ratones envejecidos, lo que
provoco la repoblacion deficiente del nicho de CS tras dafiar el musculo (Price
et al., 2014).

- Senalizacion p38a/f MAPK: La activacion de esta ruta se encuentra
aumentada en ratones de mayor edad, causando fallos en la autorrenovacion
de CS (Bernet et al., 2014).

- Senfalizacion Notch: Es necesaria para el mantenimiento de la quiescencia y
por tanto para una correcta regeneracion, pero su activacion disminuye en el
musculo envejecido (Conboy et al., 2003). Adicionalmente, se ha observado
un aumento en la sefializacion del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B). El equilibrio entre esta ruta y la ruta Notch, perturbado en el
envejecimiento, es necesario para una correcta regeneracion, ya que son

rutas antagonicas (Carlson et al., 2008).

En todos los casos, el tratamiento con represores/activadores de estas rutas mejoro
significativamente la capacidad regenerativa de las CS, lo que las convierte en un

enfoque terapéutico relevante.

Los cambios en el genoma de las CS también pueden contribuir a su funcionalidad
deficiente en el envejecimiento. Mediante el analisis del genoma de CS de individuos
sanos de diferentes edades (21-78 afios), se encontré una media de acumulacion de
13 mutaciones somaticas por genoma por afio. El nimero de mutaciones se
relacion6 inversamente con el numero de CS capaces de diferenciarse (Franco et
al., 2018).

Las alteraciones en la regulacion epigenética también constituyen un importante
factor que perturba la funcion normal de las CS. Las CSQs de ratones envejecidos
muestran una intensidad 4 veces mayor que las CSQs joévenes de las marcas

represivas de la cromatina H3K27me3, que resulta tanto de la adquisicion de esta
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marca en genes que no se encuentran marcados en CSQs jévenes, como del
aumento en la intensidad en genes que si se encontraban marcados. Esto puede ser
un reflejo de la pérdida con los afios de potencial de transcripcion de genes que

mantienen la quiescencia (Liu et al., 2013)

Por otra parte, se observo en el envejecimiento el aumento de la marca H3K4me3
en el promotor y primer exon del gen Hoxa9. Como se ha explicado anteriormente,
esta modificacién facilita la transcripcién del gen al que afecta, por lo que la
expresion de Hoxa9 se ve aumentada. Tras ello, Hoxa9 activa diversas rutas que se
han mencionado en relacion a la disfuncibn de las CS, como Wnt, TGF-B y
JAK/STAT (Schwdrer et al., 2016).

La pérdida de la proteostasis (homeostasis del proteoma) es una caracteristica
comun en el envejecimiento, y uno de los factores clave para entender la disfuncion
de las CS con la edad. La acumulacion de organulos y proteinas disfuncionales es
un claro ejemplo del deterioro de la proteostasis (Garcia-Prat et al., 2017). En el
individuo joven, la autofagia controla la acumulacion de los elementos dafiados. Sin
embargo, el fallo de este mecanismo en CS envejecidas causa la entrada de las
células en un estado senescente por la pérdida de la proteostasis, el aumento en la
disfuncion de las mitocondrias y la acumulacion de estrés oxidativo (especies
reactivas de oxigeno), que resulta en la disminucién de la funcionalidad de las CS y

en la reduccion de su numero (Garcia-Prat et al., 2016).

Metabolicamente, las CS muestran en el envejecimiento una disminucion
significativa en la activacion de la fosforilacién oxidativa y el ciclo de Krebs (Pala et
al., 2018). La deficiencia observada en progenitores miogénicos envejecidos de una
hormona llamada a-Klotho causa el aumento del dafio en el ADN mitocondrial, asi
como la disminucion de la actividad mitocondrial. Estas alteraciones vienen
acompafiadas con la reduccion de la capacidad regenerativa (Sahu et al., 2018).
Estos estudios refuerzan la hipétesis de que la disfuncion mitocondrial, comun en el

envejecimiento, esta directamente relacionada con la deficiencia funcional de las CS.
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4.5C¢élulas satélite en medicina regenerativa

En los dltimos afios, uno de los principales focos de la medicina regenerativa ha sido
el desarrollo de terapias de trasplante basadas en el potencial regenerativo de las
CS. Estas terapias han permitido notables avances en el tratamiento de
enfermedades musculares degenerativas, como las distrofias, asi como lesiones

graves.

4.5.1 Potencial terapéutico de las células satélite

Los primeros experimentos realizados en torno al trasplante de CS en modelos de
ratones distréficos demostraron que, efectivamente, estas células podian ser
aisladas y trasplantadas en el muasculo, teniendo un efecto positivo sobre la

regeneracion en el mismo (Judson & Rossi, 2020).

Se realizé un estudio en el que se trasplantaron CS aisladas del diafragma en el
tibial anterior de ratones que carecian de distrofina. Dicha proteina se encuentra
mutada en la distrofia muscular de Duchenne (DMD) y pierde su funcion, por lo que
este modelo de ratdn simula dicha patologia. Se observé que el trasplante de dos
rondas de 10* CS reestablecia la expresion de distrofina en cerca de 590 fibras
musculares, mientras que el trasplante de 10° lo hacia en unas 160 (Fig. 4.9)
(Montarras et al., 2005).

A pesar de lo prometedor de estos resultados, el niamero de fibras musculares
restauradas es mucho menor del necesario para obtener un impacto clinicamente
beneficioso. Es por ello que, anterior al trasplante, se requiere de un proceso de
expansion del pool de CS in vitro. En el mismo estudio se comparé la capacidad de
las CS para contribuir al restablecimiento de expresion de distrofina antes y después
de pasar por un proceso de expansion in vitro. Desafortunadamente, los resultados
mostraron que el cultivo de células para su expansion durante unos dias antes de su
trasplante reducia en gran medida su eficiencia en la reparacion de las fibras

musculares (Fig. 4.9) (Montarras et al., 2005).
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Figura 4.9; llustracion de la efectividad de las CS para restablecer la expresion de distrofina en
funcion de: Trasplante inmediato tras es aislamiento de las CS (izquierda) y trasplante de CS

cultivadas o sin cultivar (derecha) (Montarras et al., 2005).

Dado que la expansion del numero de CS in vitro es estrictamente necesaria para la
obtencion de suficientes células, los estudios en los siguientes afios se centraron en
perfeccionar este proceso para que las CS no perdieran su capacidad de
autorrenovacion, simulando in vitro el microambiente existente durante la

regeneracion muscular in vivo (Judson & Rossi, 2020).

4.5.2 Suplementacion del medio con factores estimuladores de la propagacion

Se ha demostrado la eficacia de ciertas moléculas inhibidoras de la diferenciacion
gue fomentan la propagacion de las CS al ser co-cultivadas con ellas, mejorando asi

su potencial de trasplante.

Como se ha descrito en el apartado 4.2.3, la activacion de la ruta de la p38 MAPK es
crucial en la salida del ciclo celular, promoviendo la diferenciacion mediante diversos
mecanismos. El cultivo in vitro de CS humanas en el que se indujo la inhibicion de la
p38 MAPK mediante una molécula llamada SB203580 produjo mejoras significativas
en el indice de proliferacion de las células y las mantuvo en un estado indiferenciado
reversible. Adicionalmente, las células tratadas con SB203580 mostraron mayor
potencial regenerativo tras ser trasplantadas, asi como la capacidad de expresar

distrofina en modelos de raton DMD (Charville et al., 2015)

Otro ejemplo de este enfoque es la suplementacion con C10 o sal003. Un proceso

clave para el mantenimiento de la autorrenovacién de las CS es la fosforilacion de
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elF2, un factor de iniciacion de la traduccion. Antes de la diferenciacion, este factor
es desfosforilado, aumentando la sintesis de proteinas promotoras del programa
miogénico. C10 y sal003 son moléculas que actian blogueando dicha
desfosforilacion. La administracion al medio de cultivo de C10 y sal003 promovié la
expansion ex vivo de las CS, asi como el retenimiento de la capacidad regenerativa

una vez trasplantado en modelos de ratones DMD (Lean et al., 2019)

Como se ha descrito anteriormente, la inflamacién es una caracteristica basica del
proceso regenerativo, ya que, tras la lesién del muasculo, las células inmunitarias
secretan diversos factores que promueven la regeneracién muscular. Desde esta
premisa, se evaluo el efecto que tenia el co-cultivo de linfocitos T con CS. Tras el
analisis de las citoquinas que mas se secretaban al medio por los linfocitos T, se
demostré que 4 de estas eran suficientes para aumentar la proliferacion de las CS:
(IL-1q, IL-13, IFN-y y TEN-a). La preparacion de un medio al que se le administré un
“cocktail” de estas cuatro citoquinas mostré un incremento en la capacidad de
expansion de las CS, asi como en su potencial de trasplante (Fig. 4.10) (Fu et al.,
2015).

2
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Figura 4.10; Comparacién de medios de cultivo basados en la simulacion del ambiente inflamatorio
existente durante la regeneracion. Se evaluaron 3 grupos: F10 (control), medio co-cultivado con

linfocitos T y medio cultivado con mezcla de citoquinas inflamatorias (Fu et al., 2015).

4.5.3 Bioingenieria aplicada a las células satélite

Las CS se desarrollan en un nicho con caracteristicas fisicas y quimicas concretas.

La replicacion de estas caracteristicas en el medio de cultivo mediante técnicas de
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bioingenieria ha sido demostrada efectiva para el aumento del potencial de

trasplante de las CS.

En base a esto, se cred un medio de cultivo compuesto de una micromatriz que
simulaba las caracteristicas bioquimicas y biofisicas de las fibras musculares
nativas, como la geometria, la elasticidad o la composicion proteica de la matriz
extracelular. Las CS fueron cultivadas en dicho medio y se adhirieron a la matriz,
para posteriormente ser trasplantadas. Ademas, se afiadié en el medio un conjunto
de factores que propiciaban el mantenimiento de la quiescencia. Las células que
habia crecido en el medio reportaron mayor capacidad de trasplante vy
autorrenovacion. A pesar de no ofrecer una solucion a la dificultad para expandir el
numero de CS in vitro, la posibilidad de cultivar las CS durante mas tiempo, mientras
mantienen la quiescencia, permite una correccion mas rigurosa de las mutaciones
asociadas a ciertas enfermedades, como las distrofias musculares. Esto, a su vez,
ayudara a la mejora en el desarrollo de terapias para las enfermedades musculares
(Quarta et al., 2016).

El trasplante de células por inyeccion directa tras haber proliferado en el medio ha
demostrado ser una estrategia ineficiente, debido en parte a la dificultad de las
células para sobrevivir en el ambiente generado por las enfermedades musculares o
las lesiones, que sufre una gran disminucion en su integridad estructural. Es por ello
gue se han desarrollado biomateriales que pueden ser inyectados como “vehiculos”
de las CS aportando la integridad estructural que el ambiente no posee en estos
casos. En torno a este enfoque, se fabricé una matriz biocompatible con un hidrogel
sintético basado en macromeros de polietilenglicol de cuatro brazos, con grupos
maleimida en sus extremos. La matriz promovio la supervivencia, proliferacién de las
células en el cultivo. Ademas, ofrecio la posibilidad de la incorporacion de las CS en
musculos lesionados que habian perdido la integridad estructural del tejido, ya que
la maleimida interactia con los grupos tiol de las moléculas formando enlaces

covalentes y permitiendo la integracién de las CS en el musculo (Han et al., 2018).

4.5.4 Futuras lineas de investigacion y posibles alternativas

Uno de los principales retos de la medicina regenerativa en el &mbito de las terapias
con CS es la transicion de estas terapias experimentales a la clinica (Judson &

Rossi, 2020). Las dificultades que marcan dicha transicion son:
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- La compresion de los fundamentos moleculares que diferencian a las CS que
tras el trasplante son capaces de autorrenovarse y contribuir al aumento de
CS en el nicho, de aquellas que solo contribuyen a la formacién de fibras
musculares, sin expandir la reserva de células.

- La evaluacion de la efectividad de estas terapias en humanos, ya que la
mayoria han sido desarrolladas en modelos de ratones.

- El cumplimiento de las regulaciones en cuanto a la composicién quimica de
los medios (medios libres de suero animal y quimicamente definidos).

- Los costes del desarrollo de terapias personalizadas para cada paciente.

El desarrollo de las tecnologias de manipulacion genética proporciona un nuevo
enfoque en la correccion de las mutaciones asociadas a las distrofias musculares,
como DMD. Estas mutaciones han sido corregidas mediante la técnica de edicion
genética CRISPR-Cas9 en células humanas y diversos modelos animales, la cual
tiene caracteristicas muy ventajosas, ya que potencialmente podria corregir la
mutacion con un tratamiento Unico. Sin embargo, numerosos avances quedan aun
por hacer en lo que respecta al traslado de la tecnologia CRISPR-Cas9 a la clinica
(Chemello et al., 2023).

Otra posible linea de investigacion a futuro es el uso de células madre pluripotentes
humanas (hPSCs) in vitro. Se ha reportado la capacidad de obtener fibras
musculares junto a CS tras el cultivo durante un mes de hPSCs, lo que fue posible
induciendo un protocolo de diferenciacion basado en los eventos de sefializacion
gue dan lugar a la miogénesis en el embrion (Chal et al.,, 2016). Los trasplantes
autélogos de hPSCs presentan varias dificultades, ya que son un proceso lento y
duradero debido a las técnicas de manipulacion de la linea celular que se requieren
antes del trasplante. Es por ello que las técnicas de manipulacion genética abren
una ventana aun mas prometedora en este enfoque, ya que permiten la creacion de
hPSCs alogénicas “prefabricadas” que no generan una respuesta inmune agresiva
en el recipiente, gracias a la manipulacion de los genes del complejo mayor de
histocompatibilidad (Deuse et al., 2019).

En definitiva, el perfeccionamiento de las técnicas ya existentes desde hace afos y
el desarrollo de aquellas que han surgido recientemente, junto a la creacién de

nuevas terapias a través de enfoques aun no estudiados, marcara el desarrollo de la
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medicina regenerativa en los préximos afios, pudiendo ser realmente prometedor en

el &mbito de la regeneracién muscular.

5 CONCLUSION

En base a la revision bibliogréfica realizada en este trabajo se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

El proceso de regeneracidon muscular es sumamente complejo debido a la
regulacion extrinseca e intrinseca del ciclo de las células satélite. Es
necesario profundizar en el estudio de los factores que modulan su actividad,
asi como en la influencia de las células que las rodean y las complejas redes
de sefalizacion a través de las que interactian, para lograr una mejor
comprension de este proceso.

El descubrimiento de nuevos reguladores de la regeneracion muscular
permitira desarrollar enfoques innovadores para optimizar las caracteristicas
de las células satélite en condiciones patoldgicas o de envejecimiento.

Las terapias basadas en el trasplante autélogo o alogénico de células satélite
conforman una prometedora linea de investigacion a futuro.
Desafortunadamente, diversos obstaculos, principalmente en relacion a su
cultivo in-vitro, hacen necesario el perfeccionamiento de esta técnica en vista

a su aplicacion clinica.
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