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La distrofia muscular es un grupo heterogéneo de trastornos neuromusculares
degenerativos hereditarios caracterizados por la debilidad progresiva de los musculos
esqueléticos y, en algunos casos, del musculo cardiaco. Las distrofias musculares
conducen a la pérdida de la motilidad y, en las formas mas graves, a la paralisis
progresiva y la necesidad de ventilacion asistida. La distrofia muscular de Duchenne
(DMD) es la forma mas comun y grave, afecta a 1 de cada 3.500 varones recién
nacidos y causa la muerte entre la adolescencia y la década de los 20 afios. La DMD
estd originada por mutaciones en el gen de la distrofina (DMD), que codifica la proteina
distrofina, que une el citoesqueleto de actina a la matriz extracelular en las fibras
musculares. La ausencia de distrofina produce inestabilidad de la membrana y muerte
de las células musculares. Las fibras musculares dafiadas sufren ciclos repetidos de
necrosis segmentaria, degeneracién y regeneracidon subsiguiente, durante los que las
células madre musculares, llamadas células satélite, se activan para regenerar las
fibras musculares. Sin embargo, el proceso de regeneracion es en gran medida
ineficiente debido a la inflamacidn persistente y a la sustitucion de las miofibras por
células adiposas y tejido fibrético afuncional. La asistencia médica mejorada ha
aumentado la esperanza de vida de los pacientes, pero aun no existe una terapia eficaz

y los esteroides son el Unico tratamiento paliativo disponible.

Las terapias celulares en las que para evitar la inmunosupresion células autdélogas con
un gen de distrofina funcional se trasplantan para tratar la distrofia muscular han
ganado una atencién creciente en los ultimos anos. La hipotesis de este proyecto
implica que una estrategia de terapia celular fructifera para combatir la distrofia

muscular requiere, al menos:

1. El rescate eficiente del defecto primario en las células mutadas.
2. La posibilidad de obtener facilmente el nimero suficiente de células para el
trasplante.

3. Un injerto eficiente de las células en el tejido del huésped enfermo.

Nuestros objetivos sinérgicos son los siguientes:



a) Optimizar estrategias para obtener células de ratdn y humanas corregidas

genéticamente de ratones distroficos y pacientes con DMD, respectivamente.

Investigaremos la capacidad de estas células para producir distrofina de manera
eficiente, amplificarlas ex vivo para obtener el nimero necesario de células y

autorrenovarse in vivo para proporcionar una terapia de larga duracién.

b) Mejorar la eficiencia de las terapias celulares modificando el ambiente celular

alterado en el receptor enfermo. La presencia de inflamacién crénica y el depdsito
excesivo de matriz extracelular (fibrosis) en los musculos distréficos representan
actualmente un obstaculo importante para el injerto exitoso de las células
trasplantadas. La migracion de las células a las areas dafadas, su supervivencia y
autorrenovacion se ven gravemente obstaculizadas por sus interacciones con los
componentes celulares y de la matriz extracelular alterados del tejido diana. Nuestro
objetivo es interferir con la inflamacién y la fibrosis como un paso necesario para el

éxito de las terapias celulares en la distrofia muscular.

A) Optimizacién de estrategias para obtener células de ratdn y humanas distréficas

corregidas genéticamente

Hemos probado la hipdtesis de que una minoria de células corregidas genéticamente,
capaces de producir distrofina, se fusionaran con un exceso de células DMD mutadas
(que no producen distrofina). Los nucleos corregidos produciran el ARN nuclear
pequeio U7 (snRNA), que permite el salto del exdn mutado, y también entrard en los
nucleos cercanos durante la fusién miogénica que se produce en la regeneracion,

amplificando asi el efecto terapéutico de las células corregidas.

Identificacién de lineas celulares adecuadas. Inicialmente obtuvimos células miogénicas

primarias de los bancos celulares de UCL y Newcastle con una mutacién saltable de
exon 51. La transduccién con U7 snRNA indujo el salto del exdén 51 y la produccion de
una forma truncada de distrofina. Sin embargo, la escasa fusion celular impidié la
propagaciéon del snRNA a los nucleos vecinos y excluyd la investigacidon del posible

efecto de transcorreccion de los nucleos cercanos que no expresaban la distrofina.



Seguidamente utilizamos lineas de mioblastos distréficos inmortalizados con una
mutacién del exdén 51 (donados por el Dr. V. Mouly, Instituto de Myologie, Paris). Al
mezclar las células transducidas con un exceso de miocitos DMD inmortalizados no
corregidos en proporciones que imitan un trasplante de un 3% y un 10% de células
(similar a los niveles observables después del trasplante in vivo con un protocolo
optimizado y comenzando en una edad temprana en pacientes), se generaron
miotubos hibridos con altos niveles de ARN de distrofina. Estos resultados evidencian
gue se puede inducir la expresion de distrofina a un nivel mas alto que el que se

espera obtener directamente a través de la induccidn del salto del exon.

A continuacién, aplicamos este enfoque experimental a lineas de células iPS con
mutaciones del exén 51 (en colaboracion con el Dr. K. Anastassiadis, Universidad de
Dresden). A pesar de lograr una correccién eficiente, estas lineas celulares se
diferenciaron en miocitos mononucleados o binucleados, impidiendo nuevamente la
deteccion de un posible efecto de transcorreccion. Para resolver este problema,
usamos fibroblastos de la piel de pacientes con DMD (proporcionados por el Dr. Y.
Torrente, de la Universidad de Milan). Estas células se transformaron en células
miogénicas por la expresién inducible del factor MyoD-ER tras la exposicién al
tamoxifeno. En ambas lineas celulares la mutacidon se corrigio de manera eficiente pero
solo formaron pequefios miotubos. A pesar de ello, las células se usaron como

herramientas de correccion en ulteriores experimentos.

Posteriormente, usamos una linea celular miogénica inmortalizada (con telomerasa y
CDK4), proveniente del laboratorio del Dr. V. Mouly, que formaba miotubos
multinucleados de gran tamafio con facilidad. Esta linea se usé como receptora de
células miogénicas DMD en cocultivos con una minoria (dilucién 1:10 o 1:30) de
células WT o DMD (mioblastos inmortalizados de la misma linea, derivados de iPS,
DMD, corregidos genéticamente, células miogénicas o fibroblastos DMD), también
corregidos genéticamente. Detectamos que la acumulacién de ARNm de distrofina en
los cocultivos alcanzé valores del 55% y 28% respectivamente, lo que demuestra que
la sintesis de distrofina también se produjo en otros nucleos distintos de los

transducidos directamente.

La proteina distrofina fue analizada por inmunofluorescencia y WB. A pesar de que las

células DMD corregidas genéticamente expresan solo el 60% del nivel de las WT, su



expresion permanece casi constante tras una dilucién progresiva, con niveles de
proteina observables superiores al 30% del WT, valor que representa el umbral del
rango terapéutico para la distrofina. Se obtuvieron resultados exitosos similares con
células derivadas de iPS, células miogénicas DMD o fibroblastos DMD convertidos con

MyoD, ambos transducidos con el mismo vector lentiviral.

Para poder implementar estos experimentos, hemos desarrollado un sistema con

condiciones de cultivo optimizadas, usando una doble capa de matrigel que permitié

una buena maduracién de los miotubos. Por otra parte, las células fueron inervadas
facilmente por neuronas motoras formadas después de la adicion de fragmentos de
médula espinal embrionaria de raton, que inesperadamente indujeron contracciones de

los cultivos.

Finalmente, probamos la eficiencia de nuestra estrategia in vivo. Para ello, se

realizaron implantes de matrigel con células miogénicas humanas en ratones
inmunodeficientes (SCID/bg). Esta estrategia permite dosificar correctamente la
proporcién de células corregidas. Los implantes celulares se realizaron por via
subcutanea en el abdomen de los ratones y se analizaron al cabo de un mes. Los
resultados indican la formacion eficiente de haces de fibras musculares maduras con
una elevada expresion de distrofina, comparable a la cantidad sintetizada por las fibras
musculares derivadas de células con una correccion total de la mutacion. Este efecto
probablemente se debe al mayor nimero de nudcleos que contiene una fibra muscular
madura en comparacion con un miotubo. Prevemos una traslacién clinica inmediata y

la validacién en pacientes en los préoximos dos afios.

Objetivos especificos alcanzados

- Produccion y validacion de vectores lentivirales.

- Transduccién de lineas primarias, IPS y células miogénicas humanas inmortalizadas.
- Deteccidén de la produccidn de distrofina por la técnica del salto del exd6n mediante
RT-PCR, IF y WB y su produccién mejorada en cocultivos de células distroéficas
corregidas y no corregidas.

- Desarrollo de sistemas de cultivo in vitro optimizados para miotubos corregidos
maduros.

- Correccidn eficiente de la mutacién de distrofina y produccion de niveles terapéuticos

de distrofina en un modelo de ratdn in vivo.



B) Evaluacion del potencial de autorrenovacion de los mesoangioblastos WT de ratén y

corregidos con un cromosoma artificial humano (HAC)

Los mesoangioblastos (MAB) son células madre/progenitoras asociadas a vasos
sanguineos capaces de diferenciarse en musculo esquelético. Los MAB pueden migrar a
través de la pared de los vasos sanguineos, lo que permite su aplicacidon terapéutica
por via intraarterial para los trastornos neuromusculares. Nuestro trabajo responde a
tres preguntas importantes:

B.1) ¢Son capaces las “células madre” musculares derivadas de los MAB de participar
en multiples rondas de regeneracién y de autorrenovarse?

B.2) ¢Se mantiene esta propiedad en MAB corregidos genéticamente?

B.3) ¢Es valida esta afirmacion en MAB humanos?

B.1. Capacidad de autorrenovacién de los MAB

Para responder a esta pregunta, se trasplantaron MAB-GFP* de ratones donantes en
ratones scid/mdx. Un mes mas tarde, detectamos la presencia de células GFP"y
miofibras que expresaban distrofina positivas en los ratones receptores. De estos
animales aislamos células satélite derivadas de MAB (GFP*/SM/C-2.6") para
experimentos de trasplante adicionales. La capacidad de autorrenovacion de las células
donantes se determind en ensayos clonogénicos y retrasplantandolas en ratones
scid/mdx. Nuestros resultados demuestran que MAB ampliados clonalmente que habian
entrado en el compartimento de las células satélite eran capaces de regenerar con

éxito el musculo distrofico.

Seguidamente, examinamos la capacidad de autorrenovacion in vivo de MAB mdx
corregidos genéticamente con la insercién de un cromosoma artificial humano que
contiene el locus completo de la distrofina (DYS-HAC) tras varios trasplantes realizados
secuencialmente. Los musculos trasplantados mostraron la presencia de miofibras
positivas para distrofina, lo que indica que MAB de mdx corregidos genéticamente con
DYS-HAC pueden ser expandidos clonalmente e injertarse con éxito en musculo
distréfico después de varios ciclos de autorrenovacion. Células satélite provenientes de
MAB DYS-HAC pueden ser trasplantadas secuencialmente durante, al menos, 4 rondas
y la capacidad clonogénica de estas células no se alteré después de varios ciclos de

trasplante.



B.2. Validacion con mesoangioblastos de ratdn aislados en fresco y derivados de

células iPS

Mediante trasplantes de MAB primarios recién aislados, hemos conseguido lo siguiente:
- Generar colonias de ratones CreERT2 con fosfatasa alcalina sin especificidad tisular
(TNAP) y lineas reporteras de ratones Rosa26-YFP y Rosa26-tdTomato inducibles por
Cre. Estos ratones permiten el aislamiento en fresco de pericitos miogénicos para
generar miofibras derivadas del ratéon donante y células con marcadores especificos de
células madre en ratones huéspedes tras experimentos de trasplante.

- Caracterizar la dindmica de la expresion de SM/C2.6, un marcador de superficie
vinculado al potencial de autorrenovacion de las poblaciones mencionadas
anteriormente.

- Descubrir que células mesoangioblasticas de raton derivadas de iPSC son capaces de
generar miofibras derivadas del donante tras su trasplante en ratones distréficos, asi
como dar lugar a poblaciones de células mononucleares SM/C2.6" y SM/C2.67, de

manera similar a sus homodlogos primarios/nativos.

B.3. Caracterizacion de mesoangioblastos musculares corregidos con HAC y derivados

de células iPS de pacientes con DMD

Después de la transduccién con HAC analizamos el potencial proliferativo de los
progenitores miogénicos humanos, incluyendo mioblastos y mesoangioblastos de
pacientes con DMD (con y sin correccién genética), para determinar su capacidad de
expansién clonal. Para ello usamos hTERT lentiviral escindible y cDNA del gen Bmil con
el fin de extender la capacidad de proliferacién de las células humanas, permitiendo la
transferencia de DYS-HACs en mioblastos derivados de células satélite DMD y
mesoangioblastos derivados de pericitos. Las células inmortalizadas y corregidas
genéticamente de manera reversible mantuvieron un cariotipo estable y no sufrieron
transformacion tumorigena. Las células humanas mantuvieron su capacidad miogénica
in vitro, y se injertaron y diferenciaron correctamente tras su trasplante en el musculo
esquelético murino. Finalmente, también hemos explorado una estrategia alternativa
injertando progenitores musculares humanos, con el objetivo de trasladarla en el

futuro a células genéticamente corregidas (por ejemplo, con DYS-HAC).

Hemos probado las capacidades de injertarse y diferenciarse de mioblastos humanos
en los musculos del ratén distréfico después del tratamiento con DIl4 (un activador de

sefalizacidon de Notch) y PDGF-BB, que induce propiedades de MAB en mioblastos de



raton, incluida la capacidad migratoria mejorada, preservando su capacidad miogénica.
Al contrario que en los experimentos con células de ratén, en células humanas no
observamos un aumento en la expresién de hLamin A/C+hSpectrin+ en respuesta al
tratamiento con DIl4 y PDGF-BB. Desafortunadamente, solo una de las poblaciones
trasplantadas pudo cuantificarse, ya que la expansion in vitro de la otra poblacién tuvo
un impacto negativo en su capacidad de diferenciacion. Ademas, los SCs/mioblastos
humanos mostraron heterogeneidad en la respuesta al tratamiento, probablemente

debido a la variabilidad genética intrinseca entre poblaciones no isogénicas.

El trabajo futuro en este aspecto se centrara en la prueba sistematica de este
fendmeno in vivo utilizando células no expandidas de biopsias humanas y con
progenitores miogénicos derivados de células iPS. En este contexto, también hemos
validado protocolos usando moléculas de pequefio tamafio libres de transgénicos para
inducir progenitores miogénicos humanos a partir de células iPS que podrian ser
susceptibles de correccidon genética y del tratamiento promigracion con DIl4 y PDFG-BB
mencionado anteriormente. Especificamente, ya hemos probado un protocolo publicado
por Caron et al. (Stem Cells Transl Med, 2016) y hemos validado su eficacia en la

generaciéon de progenitores miogénicos y miotubos diferenciados de forma terminal.

C) Madificacidon del tejido alterado en el receptor para mejorar las terapias celulares

Postulamos que una respuesta inmune de tipo Th2 exacerbada favorece la progresién
de la distrofia muscular, y se correlaciona con el desarrollo de fibrosis. Hemos
propuesto que la modificacidén de las sefales dependientes de una respuesta tipo Th2
durante la regeneracion muscular conduciria a un fenotipo inflamatorio alterado que
afectara el desarrollo de la fibrosis, particularmente en el contexto de la distrofia
muscular. Para ello hemos utilizado varios modelos de ratén explorando en detalle las
modificaciones de las células inflamatorias que pueden influir en la regeneracién y en el

fenotipo fibrético.
En este contexto hemos hecho lo siguiente:
- Establecer un ensayo estandar para identificar y aislar diferentes poblaciones de

células inflamatorias en musculos regeneradores de raton. Este protocolo permite la
distincion de monocitos proinflamatorios (CD11b* F4/80* Ly6C alto MHC2") y dos



poblaciones de macroéfagos (CD11b* F4/80" Ly6C bajo MHC2 alto y CD11b* F4/80°
Ly6C bajo MHC2 bajo).

- Describir la cinética de estas poblaciones inflamatorias durante el curso de la
regeneracion y en los musculos de ratones mdx distréficos en diferentes etapas de la
enfermedad.

- Caracterizar el perfil inflamatorio de las diferentes poblaciones celulares en términos
de su patréon de expresién de citoquinas en la regeneracién muscular.

- Explorar los efectos de la ausencia de una citoquina prototipica de una respuesta tipo
Th2 durante la regeneracién muscular y en el contexto de la distrofia muscular.

- Analizar como las modificaciones del equilibrio Th1/Th2, modificando la sefalizacion
de IL-6, influyen en la regeneracion muscular. Sorprendentemente, hemos encontrado
gue los progenitores fibroadipogénicos no solo son responsables de la presencia de
fibrosis en la distrofia muscular, sino que también se requiere su produccién de IL-6
para la adecuada actividad proliferativa de las células madre musculares y la correcta
regeneracion muscular. La sefializacion de tipo trans de IL-6 predomina sobre las
sefiales clasicas de IL-6 durante la regeneracion.

- Investigar los efectos de varios compuestos para disminuir la fibrosis en los musculos

esqueléticos.

Respecto a este ultimo punto, hemos utilizado imatinib, entre otros. Es un inhibidor de
la tirosina quinasa que actla sobre PDGFRa, un importante receptor de membrana que
controla la actividad fibrogénica de las células progenitoras fibro/adipogénicas
mesenquimales (FAP). A pesar de una reduccién en el nUmero de FAP en la
regeneracion, también detectamos una reduccion general en el nimero de células
inflamatorias, que afectd a los macrofagos. Y mas importante aun: los efectos
negativos del tratamiento fueron evidentes por una reduccién del nUmero total de
células satélite y especificamente en su fraccidén proliferante. Debido a estas acciones
perjudiciales sobre la capacidad regenerativa del musculo, decidimos probar
tratamientos alternativos, como la proteina Wnt7a como posible compuesto

antifibrético para la distrofia muscular.

Los estudios in vitro muestran que Wnt7a modula la respuesta inmune de los
macroéfagos afectando negativamente a la expresién de los genes pro- y
antiinflamatorios. In vivo, el tratamiento con Wnt7a en ratones indujo una reduccién

de macrdéfagos proinflamatorios el tercer dia después de la lesion y mas macréfagos



antiinflamatorios. En estos experimentos se observd una pequefia tendencia de Wnt7a
reducir el nUmero de FAP. Cuando se trataron ratones mdx distréficos con este
compuesto, no se detectaron diferencias significativas en el tamafo de las miofibras o
en la extensién de la fibrosis, lo que indica que no hay un impacto importante del
tratamiento ni en la progresion de la enfermedad ni en la capacidad regenerativa de
musculo. Para caracterizar con mas detalle los efectos de este medicamento a nivel
celular, aislamos macrofagos, células satélite y FAP de musculos tratados con vehiculo
y Wnt7a y analizamos la expresidon de citoquinas pro- y antiinflamatorias y marcadores
fibréticos; sin embargo, no encontramos diferencias significativas para las moléculas

analizadas.

Finalmente, hemos explorado la funcion antifibrética de la inhibicién sistémica de miR-
21 in vivo en ratones distréficos, con el objetivo de usarla como tratamiento paliativo o
combinado con otras terapias para la DMD, en base a nuestros resultados positivos
previos obtenidos por su administracién local. Se trataron sistémicamente durante dos
meses con control e inhibidor especifico de miR-21 distintos grupos de ratones DBA-
mdx de 12 meses de edad que ya habian desarrollado fibrosis prominente. A pesar de
una reduccion de los niveles endégenos de miR-21 similar a los niveles de ratones no
distroficos, no se encontraron efectos positivos. Estos resultados demuestran que la
inhibicion sistémica eficiente de miR-21 en ratones distroéficos con inhibidor de LNA no
mejora la degeneraciéon muscular ni el depdsito de fibrosis a esta edad en el modelo de
ratén DBA-mdx.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es la forma mdas comun y grave, y afecta
aproximadamente a 1 de cada 3.500 varones recién nacidos, que tienen una esperanza
de vida de 25 afios. La DMD conduce a una continua debilidad muscular y degeneracién
progresiva. Finalmente, provoca el deceso de los individuos afectados debido a
insuficiencia respiratoria o cardiaca. La DMD esta causada por mutaciones en el gen
DMD, que codifica la proteina distrofina, que une el citoesqueleto de actina a la matriz
extracelular en las fibras musculares. La ausencia de distrofina produce inestabilidad
constitutiva de la membrana y muerte de las células musculares. Las fibras musculares

dafadas sufren ciclos repetidos de necrosis segmentaria, degeneracién y regeneracion
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posterior, durante los que las células madre musculares (células satélite) se activan
para regenerar las fibras musculares. Sin embargo, en los musculos enfermos el
proceso de regeneracion es en gran medida ineficiente debido a la inflamacién
persistente y la sustitucidon crénica de las miofibras por células adiposas y tejido
fibrético afuncional. Durante décadas, los investigadores han intentado encontrar

métodos de terapia efectivos, pero aln no existe una cura para los pacientes con DMD.

Parte de los resultados obtenidos con el desarrollo de este proyecto tienen aplicabilidad
clinica directa e inmediata. Durante 15 aflos hemos llevado a cabo estudios preclinicos
en tres modelos de ratones y en perros distréficos, que mostraron la seguridad y la
eficacia de este protocolo. Seguidamente completamos un primer ensayo en pacientes,
basado en la administracién intraarterial repetida de mesoangioblastos de donantes
HLA compatibles (de hermanos) en cinco pacientes con DMD. El ensayo demostré
seguridad, pero una eficacia minima; no obstante, en el paciente mas joven se detectd
distrofina derivada del donante en el rango detectado en ensayos con oligonucledtidos
para el salto de exones. Las diferencias con los modelos preclinicos se debieron
principalmente a la edad avanzada de los pacientes (elegidos por razones de
seguridad), al tratamiento continuo con esteroides (que inhibe la adhesién de los
mesoangioblastos al endotelio), a la menor dosis de células y a las diferencias
posturales entre humanos y otros mamiferos. Por ello, el tratamiento solo en los
musculos de las piernas no es suficiente para mantener la postura y la ambulacion.
Para alcanzar la eficacia clinica, estamos desarrollando una estrategia con tres
enfoques: (a) implementar cada paso del trasplante, (b) realizar un ensayo de prueba
de principio y (c) realizar un estudio farmacodinamico detallado de las células
trasplantadas. Los resultados obtenidos representan el nucleo de la implementacion del
protocolo, ya que esperamos aumentar la produccién de distrofina con esta estrategia
experimental. Ademas, poseemos datos sobre la mejora de la unién de los
mesoangioblastos al endotelio vascular en el musculo (financiados por el MRC) y sobre
la mejora de la capacidad de atravesar los vasos sanguineos. El ensayo clinico ha sido

apoyado por el Wellcome Trust.

Nuestros datos proporcionan evidencia de la necesidad de multiples enfoques
sinérgicos para superar los obstaculos en el desarrollo de la transferencia de genes ex
vivo en progenitores musculares humanos clinicamente relevantes para la DMD y su

terapia celular. Al realizar un sélido trabajo de base en modelos de regeneracién
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muscular en ratén, hemos establecido las bases para usar progenitores musculares
humanos de DMD corregidos genéticamente y mejorar su migracién in vivo, asi como
derivarlos de las células iPS sin el uso de transgenes (lo que potencialmente podria
causar mutagénesis de insercion). El trabajo futuro se centrara en la traduccién de los
hallazgos de este proyecto, que combina la correcciéon genética DYS-HAC, la
inmortalizacidén reversible (cuando se utilizan células primarias), los progenitores
miogénicos derivados de células iPS de manera segura y el tratamiento para mejorar la

migracién celular, tanto local como sistémicamente.

Finalmente, nuestros resultados indican claramente que la modulacién del equilibrio
Th1/Th2 durante la regeneracion y en la distrofia muscular afecta el curso de la
enfermedad y la presencia de fibrosis. Hemos intentado modular farmacoldgicamente
la acumulacién de fibrosis muscular con diferentes compuestos. En primer lugar se
utilizé imatinib, un inhibidor de tirosina quinasa que afecta los FAP, responsables para
el desarrollo de fibrosis. Este compuesto fue eficaz para reducir el nimero de FAP, pero
también tuvo efectos indeseables al reducir el niUmero de células madre, que participan
directamente en la reconstitucion de las fibras musculares maduras durante la
regeneracion. Ademas, los FAP también proporcionan algunos factores beneficiosos
durante la regeneracion. Como alternativa, probamos los efectos de Wnt7a y de la
inhibicidn sistémica de miR-21, que han demostrado tener efectos beneficiosos en
otros contextos. En ninguno de los dos casos encontramos efectos positivos
significativos en las condiciones experimentales utilizadas. Como conclusion general de
estos estudios, la exploracion de los efectos de nuevos compuestos aun debe
implementarse y deben establecerse las condiciones ideales para la reduccién de la
fibrosis que puedan facilitar la eficacia de las terapias génicas y mediante células en la

distrofia muscular.
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