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RESUMEN

El musculo esquelético tiene una gran capacidad de regeneracion, debido a la presencia de cé-
lulas troncales musculares, llamadas células satélite (CS). Tras un dafio, las CS se activan, pro-
liferan y se diferencian en nuevas miofibras, regenerando asi la citoarquitectura y la funcion
del tejido. Ademas, las CS se auto renuevan participando en futuros eventos de regeneracion y
en la mantencion a largo plazo del tejido.

Recientemente, describimos que la ubiquitina-ligasa Nedd4-1 es un nuevo regulador de la
progresion miogénica en los progenitores musculares, sin embargo, la relevancia fisiologica de
Nedd4-1 para la funcion de las CS in vivo queda atn por ser determinada. Para abordar esta
pregunta, eliminamos la expresion del gen nedd4-1 en CS en ratones adultos, utilizando una
version inducible del sistema Cre-Lox. La eliminacion de Nedd4-1, previo a la induccion de
dafio muscular, caus6 un deterioro dramadtico en la capacidad regenerativa del miisculo esque-
1ético. Ex vivo, los mioblastos nedd4-1-- exhiben una disminucion significativa en la capacidad
de proliferacion y diferenciacion.

Mediante experimentos de marcacion y seguimiento de linaje, demostramos que los mioblas-
tos que no expresan Nedd4-1, pueden formar nuevas miofibras in vivo; sin embargo, €stas ex-

hiben una reduccion significativa del area transversal, en comparacion con el musculo control
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regenerado. Asimismo, se determin6 una disminucion significativa (~47% en promedio) en el
area transversal del musculo completo, que se acentud después de ciclos consecutivos de dano
inducido y regeneracion.

Los resultados aqui mostrados, demuestran el rol critico de Nedd4-1 en el proceso de la rege-
neracion del musculo esquelético, debido a que la ausencia de Nedd4-1 afecta los procesos de
proliferacion y diferenciaciéon que normalmente experimentan los progenitores musculares
adultos, lo que conlleva a una pérdida significativa de masa muscular y una deficiente regene-

racion de este tejido.
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ABSTRACT

Skeletal muscle has a great capacity for regeneration, due to the presence of muscle stem cells,
called satellite cells (SCs). After skeletal muscle damage, the SCs are activated, proliferate and
differentiate into new myofibers, thus regenerating cytoarchitecture and tissue function. In ad-
dition SCs can self-renew, guaranteeing future regeneration events.

Recently, we described that ubiquitin-ligase Nedd4-1 is a new regulator of myogenic progres-
sion in muscle progenitors, however, the physiological relevance of Nedd4-1 for the function
of SCs in vivo remains to be determined. To address this question, we conditionally deleted the
nedd4-1 gene specifically in SCs in adult mice, using an inducible version of the Cre-lox re-
combinase system. The elimination of nedd4-1 followed by induced muscle damage, caused a
dramatic deterioration in the regenerative capacity of the skeletal muscle. Analyzes indicated
that nedd4- 1-null myoblasts exhibit a significant decrease in the ability to proliferate and diffe-
rentiate ex vivo.

Through fluorescent genetic labeling of SCs and their progeny, we demonstrate that Nedd4-1-
null myoblasts can form new myofibers in vivo; however, these muscle fibers showed a signi-
ficant reduction in mean cross-sectional area (CSA), compared to the regenerated control

muscle. Likewise, the decrease in the size of myofibers was correlated with a dramatic decrea-
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se in the size of the whole muscle, which was accentuated after consecutive rounds of induced
damage and regeneration cycles.

The results shown here, demonstrate the critical role of Nedd4-1 in the process of skeletal
muscle regeneration, because the absence of Nedd4-1 affects the proliferation and differentia-
tion processes that adult muscle progenitors normally exhibit, which leads to a significant loss

of muscle mass and poor regeneration of this tissue.
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INTRODUCCION GENERAL

La habilidad de regenerar o reparar tejidos adultos para la mantencion de la homeostasis, es un
evento crucial para el correcto funcionamiento de tejidos y organos. Esto es posible gracias a
un complejo sistema de control que involucran mecanismos celulares y moleculares que son
activados frente a distintos estimulos. En mamiferos, esta capacidad regenerativa es limitada,
existiendo partes del cuerpo que pueden auto-regenerarse como son: pelo, ufias, piel, mucosas,
sangre, hueso, higado y musculo. La razon por la cual estos tejidos/6rganos pueden regenerar,
viene dada por la existencia de una poblacion residente de células madres que juegan un papel

critico en la mantencion del tejido u 6rgano en el animal adulto (Dor Y. et al., 2004).

I.- El musculo esquelético como componente importante en la homeostasis corporal.

Uno de los 6rganos mas extensos de nuestro cuerpo es el musculo esquelético, formando parte
aproximadamente del 40-45% de peso corporal total (Zurlo F. et al., 1990; Frontera WR y
Ochala., 2015). En distintas especies de mamiferos, el musculo esquelético participa en una
serie de procesos fisioldgicos, entre los que destacan: 1) la generacion de movimientos de tipo
voluntario e involuntarios, i) control metabdlico (contribuyendo a la regulacion de niveles

plasmaticos de glucosa y en la beta-oxidacioén de 4cidos grasos), iii) propiocepcion, iv) Gene-
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racion de calor por la friccion y el consumo de energia, y v) como érgano endocrino, partici-
pando en la secrecion de mioquinas, que afecta la funcion de diversos érganos blancos, como:
higado, tejido adiposo, hueso, tendon, tejido nervioso periférico, vasos sanguineos e intestino.
El musculo esquelético adulto es un tejido dindmico con una gran capacidad regenerativa. Asi
por ejemplo, frente a algin un dafio, el musculo puede volver a recuperar su citoarquitectura
original en poco tiempo gracias a esta capacidad. No obstante, frente a estimulos como por
ejemplo una pobre circulacion sanguinea, pérdida de soporte hormonal, denervacion, falta de
nutrientes y excesiva apoptosis puede conducir a la disminucion progresiva del tamafio y fuer-
za del musculo, efecto que se denomina atrofia (Frontera WR. y Ochala J., 2015).

La unidad estructural y funcional del musculo esquelético es llamada fibra muscular o miocito
(figura I-1), éstas son células alargadas, fusiformes y multinucleadas con capacidad contractil
gracias a que funciona como una sola unidad coordinada compuesta de varias celdas vincula-
das estructural y funcionalmente, que permiten el intercambio de moléculas e impulsos eléc-
tricos (sincicio). Entre las estructuras que forman parte de la fibra muscular se encuentra el
sarcolema (membrana plasmatica) y el sarcoplasma (citoplasma), en este Ultimo, residen los
organelos celulares, la mioglobina y el complejo proteico contractil (Guyton AC. y Hall JE.,
2011).

La unidad contractil de la fibra muscular se denomina sarcémero (figura I-1), y estd confor-
mado por 3 grupos de proteinas: 1) los filamentos gruesos de miosina, ii) filamentos delgados
de actina y 1iii) proteinas reguladoras asociadas a actina (ej: troponina y tropomiosina). Los
sarcomeros se alinean formando las denominadas miofibrillas, que a su vez se unen paralela-

mente a otras miofibrillas, generando un componente importante del volumen citoplasmatico
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de la fibra muscular. Subsecuentemente, la agrupacion de fibras musculares generan el fas-
ciculo muscular que se encuentran cubiertos por un tejido conjuntivo llamado perimisio, y fi-
nalmente, varios fasciculos musculares a su vez se unen para la formacion del musculo esque-

1ético que se encuentra rodeado por una capa de tejido conjuntivo (epimisio).
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Figura I-1. Se muestra la los niveles estructurales del misculo esquelético. Este tejido se aso-
cia a los huesos, mediante inserciones de tejido conectivo llamadas tendones y esta organizado
por fasciculos musculares que estan compuestos a su vez por un conjunto de hebras muscula-
res esqueléticas cubiertas por epimisio. La unidad celular del musculo es la fibra muscular, que
es una célula multinucleada y altamente especializada para su funcion de contraccion.

La fibra muscular, expresa genes especificos de proteinas que se organizan en unidades con-
tractiles denominadas sarcomeros.

Entre los componentes responsables de la contraccion muscular se encuentran los filamentos
de miosina y los filamentos de actina. Los filamentos delgados, compuestos de actina, se unen
a una proteina en el disco Z (o linea Z) y estan presentes en toda la longitud de la semizona I y
una parte de la banda A. La region donde los filamentos gruesos y delgados se superponen tie-
ne una apariencia densa, ya que hay poco espacio entre los filamentos. Esta zona donde los
filamentos delgados y gruesos se superponen es muy importante para la contracciéon muscular,
ya que es el sitio donde comienza el movimiento del filamento. Los filamentos delgados no se
extienden completamente en las bandas A, dejando una region central de la banda A que solo
contiene filamentos gruesos (Zona H).
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Otros tipos celulares que forman parte del musculo esquelético, son los que se muestran en la

siguiente tabla:

Nerviosas Induccion de la contraccion muscular Burden SJ. et al., 1998
(motoneuronas) mediante la liberacion de acetilcolina en
la uni6n neuromuscular

Endoteliales Formando parte de la red vascular que  Christov C. et al., 2007a
y Células del entrega nutrientes y oxigeno al tejido y

musculo liso ademas controlan el flujo sanguineo.

Adipocitos Generan el tejido adiposo que entrega  Etherton TD. 1982

acidos grasos al tejido muscular para la
obtencion de energia mediante la f-oxi-
dacion de estos

Fibroblastos Sintetizan proteinas fibrosas (colageno, Hurme T. et al., 1991
fibronectina, etc) y glucosaminogluca- Mathew SJ. et al., 2011
nos para la mantencion de la matriz ex- Murphy MM. et al., 2011
tracelular (MEC) y juegan un papel cru-
cial en la cicatrizacion

Macréfagos y Contribuyen a la defensa y proteccion ~ Arnold L. et al., 2007
eosinofilos Lescaudron L. et al., 1999
Sonnet C. et al., 2006
Progenitores Promueven la diferenciacion de las célu- Joe A. et al., 2010
fibroadipogénicos las satélite en la regeneracion del Uezumi A. et al., 2010
(FAPs) musculo esquelético y en condiciones ~ Uezumi A. et al., 2011

patologicas, las FAPs son responsable de
la fibrosis e infiltracion de grasa

Células satélite Participan en el proceso de regeneracion Referencias en seccion I11.
(CS) y se les dedicara la seccion III en especi-
fico.

Tabla 1. Muestra otros tipos celulares que forman parte del musculo esquelético y cuyas fun-
ciones son indicadas.
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IL.- Proceso de reparacion del musculo esquelético

En vertebrados, la interrupcion de la homeostasis del tejido muscular causada por una lesion,
activa una serie de procesos donde participan distintos tipos celulares de manera secuencial y
pueden ser agrupados en tres fases principales (figura I-2).

1) Fase de degeneracion e inflamacion: Se caracteriza por la ruptura del sarcolema y necrosis
de la fibra muscular, acompafiado de una hematoma y una importante reaccion alérgica. En
ratones, esta fase ocurre en los 1-4 dias post dafio (dpi) y el evento inicial es la necrosis de las
fibras que se desencadena por la salida de calcio (Ca2") a través de las lesiones del sarcolema
(Tidball JG., 2011). El exceso de calcio citoplasmatico provoca la activacion de proteasas e
hidrolasas que contribuyen a la degradacion/degeneracion muscular y también causa la activa-
cion de enzimas que catalizan la produccion de factores mitogénicos para las células muscula-
res e inmunitarias (Tidball JG., 2005). Posterior a la degeneraciéon muscular, células inflamato-
rias migran a la zona dafiada, siendo los neutrofilos los primeros que se infiltran en la lesion,
induciendo la sintesis de moléculas pro-inflamatorias tales como citoquinas (TNF-a, IL-6),
quimiocinas (CCL17, CCL2) y factores de crecimiento (FGF, HGF, IGF-1, VEGF; TGF-B1)
para la creacién de un microambiente quimioatractivo para otras células inflamatorias como
los monocitos y macréfagos (Tidball JG., 1995; Toumi y Best., 2003). De estos ultimos exis-
ten 2 tipos, los macrofagos M1 y los M2, los primeros definidos como macrofagos pro-infla-
matorios, actuan durante los primeros dpi y contribuyen a la lisis celular, eliminacién de resi-
duos celulares y estimulacioén de la activacion de células satélite y proliferacion. Los segun-

dos, definidos como macrofagos anti-inflamatorios, acttian 2 a 4 dias post dafio (dpi) atenuan-
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do la respuesta inflamatoria y favoreciendo la formacion de miofibras (Tidball y Wehling-
Henricks., 2007; Chazaud B., 2014; Chazaud B. et al., 2003).

i1) Fase de regeneracion: Se caracteriza por fagocitosis de tejido danado, seguida de la activa-
cion de un grupo selecto de células madres que regeneraran las miofibras dafiadas. La regene-
racion muscular comienza generalmente durante los primeros 4 a 5 dpi, alcanzando su punto
maximo a los 14 dpi y luego disminuye gradualmente a los 21-28 dpi. Este es un proceso de
multiples pasos que incluye la activacion/proliferacion de CS, que conlleva a la fusion de
mioblastos y la formacion/maduracién de nuevas fibras musculares, acompanado de la forma-
cion de tejido conectivo. Es importante mencionar que un buen equilibrio entre estos meca-
nismos es esencial para una recuperacion completa de la funcidén contractil del musculo.

1i1) Fase de remodelacion: Se caracteriza por la maduracion de miofibras regeneradas con re-
cuperacion de la capacidad funcional muscular y también fibrosis y formacion de tejido cica-
tricial. La remodelacion del tejido conectivo es un paso importante del proceso regenerativo,
este evento ocurre rapidamente después de la lesion muscular y se propicia por la presencia de
fibrina y fibronectina en el sitio de la lesion, lo que conlleva a la formacion de MEC que es
invadida rapidamente por los fibroblastos (Darby IA. et al., 2016; Desmouliére A. y Gabbiani
G., 1995). Las citocinas fibrogénicas, como el factor de crecimiento transformante f1 (TGF-
B1), participan en la proliferacion de los fibroblastos, aumentando rapidamente la secrecion de
colageno de tipo I y III, laminina y fibronectina por parte de estas células (Lehto M. et al.,
1985). En su fase inicial, esta respuesta fibrotica es beneficiosa, ya que estabiliza el tejido y
actua como una estructura de soporte para la regeneracion de las fibras musculares. Sin em-

bargo, una excesiva sintesis de coldgeno post dafio, a menudo resulta en un aumento del tama-



28

no del tejido cicatricial que con el tiempo puede prevenir la funciéon normal del musculo
(Mann CJ. et al., 2011).

Otros eventos importantes de mencionar durante el proceso de regeneracion se encuentra la
revascularizacion y la inervacion. Después de un traumatismo muscular, la rotura de los vasos
sanguineos induce hipoxia tisular en el sitio de la lesion (Jarvinen TA. et al., 2005). Por lo
tanto, es necesaria la rapida formacion de nuevos capilares para una recuperacion muscular
funcional (Scholz D. et al., 2003). Asi, la secrecion de factores angiogénicos como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) en el sitio de la lesion por parte de cé€lulas del sistema
inmune (mastocitos), es importante para mejorar la reparacion del musculo esquelético (Deasy

BM. et al., 2009; Frey SP. et al., 2012).

Finalmente, la reparacion muscular se completa cuando las miofibras regenerantes se inervan,
proceso que ocurre entre los 14 a 21 dpi, generando la unién neuromuscular (UNM) que tiene
lugar en la region central de las miofibras y que es esencial en la maduracion y la funcion del
musculo (Rantanen J. et al., 1995; Vaittinen S. et al., 2001; Wu H. et al., 2010). El nervio y el
musculo tienen roles distintos en la diferenciacion del compartimento sinaptico y los pasos
iniciales de esta diferenciacion y la formacion de la placa motora requieren varios agentes
moleculares post-sindpticos (agrina, el receptor tirosina kinasa MuSK, neuregulina y rapsina),
que promueven el crecimiento axonal y el mantenimiento del aparato post-sindptico, para la
formacion de agregados de receptor de acetilcolina (Madison RD. et al., 2007). Ademas, la

expresion de componentes del aparato contractil, lo que lleva a un proceso de maduracion
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donde los mionucleos se posicionan en a periferia de la fibra, recuperandose la citoarquitectura

y la funcion del muasculo esquelético (Chargé SB. y Rudnicki MA., 2004).
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Deposicion transiente de colageno

Musculo no dafado Infiltracion transiente de células Musculo
inflamatorias regenerado

Figura I-2. Cinética de regeneracion del musculo esquelético. Se muestran cortes transversa-
les del musculo tibial anterior tefiido con Hemotoxilina-Eosina (H&E), antes y después de un
dafio agudo inducido por un agente quimico (BaClz). En musculo no dafiado, se identifican
fibras musculares con distinto didmetro y miontcleos en posicion periférica a la fibra muscu-
lar (flecha negra imagen izquierda). Frente a un dafio agudo, se observa un aumento en la infil-
tracion de células inflamatorias (principalmente neutrofilos y macréfagos) y deposicion de
proteinas de matriz (principalmente colageno), eventos que son transitorios durante la cinética
de regeneracion. A medida que progresa la regeneracion, se observa la presencia de nuevas
fibras musculares, identificadas por la presencia de nticleos en el centro de las fibras (flechas
negras imagen central-derecha) y finalmente, comienza el proceso de maduracion de las fibras
que conlleva a la recuperacion de la citoarquitectura muscular inicial y termino del ciclo rege-
nerativo.
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II1.- La regeneracion y mantencion del misculo esquelético: Rol de las células satélite

La capacidad de respuesta adaptativa del musculo esquelético frente a diferentes estimulos,
como por ejemplo: crecimiento y desarrollo en etapas postnatales (Buckingham M. 2006; Neal
CM. et al., 2012), mantencién del tejido en etapa adulta de un individuo y regeneracion en
respuesta a dafio (Chen JC. y Goldhamer DJ., 2003; Dumont NA. et al., 2015; Collins CA. et
al., 2005), viene dada por la existencia de un conjunto de células madres especializadas, lla-
madas células satélite (CS). Estas células fueron identificadas por Alexander Mauro en el afio
1961, el cual determin6é mediante microscopia electronica que se trataban de células mononu-
cleares ubicadas entre el sarcolema de la fibra muscular y la ldmina basal. Ademas, estas célu-
las tienen la caracteristica de encontrarse en un estado de reposo proliferativo (quiescencia)
(Christov C. et al., 2007b), comprendiendo alrededor del 5-10% del total de células del muscu-
lo esquelético (Rocheteau P. et al., 2015). Las CS, al ser células madres adultas unipotenciales,
estan especializadas en la generacion de tejido muscular, asi como también la capacidad de
auto-renovarse, para la mantencion o regeneracion del musculo esquelético inducidos por futu-
ros estimulos.

En condiciones de dafio muscular, las CS dejan su estado quiescente e inician procesos de ac-
tivacion, proliferacion y diferenciacion celular (procesos que en su conjunto se denominan
miogénesis). Las CS activadas dan origen a precursores miogénicos (mioblastos) que pueden
proliferar y eventualmente diferenciar y fusionar para formar nuevas miofibras. Un aspecto
relevante de mencionar es la posicion central de los mionticleos en fibras regenerantes, a dife-

rencia de las fibras no dafiadas donde éstos adoptan una posicion periférica, cercana a la cara
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citoplasmica del sarcolema, caracteristica que es ampliamente utilizado para identificar las zo-
nas en donde ha ocurrido degeneracion-regeneracion. (figura I-2).
A nivel molecular, la miogénesis esta dirigida por una familia conservada de factores de trans-

cripcion, conocida como factores reguladores de musculo (MRF).

IV.- Los MRF como agentes coordinadores de la miogénesis

Entre los reguladores claves para la funcion de las CS, se encuentran los factores de transcrip-
cion de caja pareada, Pax3 y Pax7 (Chi N. y Epstein JA., 2002; Goulding M. et al., 1994;
Robson EJ. et al., 2006; Buckingham M. y Relaix F., 2015). Especificamente, Pax7 es requeri-
do para la biogénesis y la mantencion de los progenitores miogénicos. En este contexto, su
ablacion génica en CS da como resultado una pérdida progresiva de esta poblacion celular, que
se correlaciona con una diferenciacién prematura de mioblastos y una pérdida irreversible de
masa muscular a largo plazo (Sambasivan R. et al., 2011; Von Maltzahn J. et al., 2013). Estu-
dios recientes demuestran que Pax7 es requerido para adquirir y mantener la identidad de la
CS (Lilja KC. et al., 2017; Carrio6 E. et al., 2016) y, ademas, prevenir la diferenciacion muscu-
lar a través de la inhibicion directa de MyoD, manteniendo asi el estado troncal de las CS (Ol-
guin HC. y Olwin BB., 2004; Olguin HC. et al., 2007, Olguin HC. y Pisconti A., 2012).

El proceso comprendido entre la adquisicion del compromiso con el linaje muscular, y la dife-
renciacion terminal, esta controlado por una familia de factores de transcripcion conocidos
como MRFs (sigla en inglés de Muscle Regulatory Factors): MyoD, Myf5, Miogenina y
MRF4. Caracterizados por la presencia de un dominio basico de hélice-vuelta-hélice o bHLH

(del inglés, basic helix-loop-helix,) involucrado en interacciones proteina-proteina y proteina-
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ADN, los MRFs tienen patrones de expresion diferenciales (Ustanina S., et al., 2007). Estu-
dios mediante el uso de ablacion génica, sugieren que existe una jerarquia de estos factores
asociada a la progresion miogénica y que MyoD y Myf5 funcionarian concertadamente en las
etapas tempranas de adquisicion del compromiso con el linaje muscular (Braun T. y Arnold
H.H., 1995; Valdez M.R. et al., 2000). Por otra parte, la delecion del gen que codifica para
Miogenina provoca una pérdida severa de masa muscular que conlleva a una muerte postnatal,
siendo catalogado como un regulador esencial para el desarrollo del musculo esquelético fun-
cional (Hasty P. et al., 1993; Knapp JR. et al., 2000). Interesantemente, observaciones post-
mortem han determinado la presencia de mioblastos en estos animales, sin embargo, presentan
un numero reducido de fibras musculares, sugiriendo que Miogenina no es requerido para la
especificacion y proliferacion de los mioblastos, sino que es necesario para la expresion de
genes de diferenciacion tardios y fusion de mioblastos (Meadows E. et al., 2008).

En el musculo esquelético adulto, las CS se encuentran en un estado quiescente, siendo Pax7
un factor importante en este proceso (Seale P. et al., 2000; Relaix F. et al., 2006; Oustanina S.
et al., 2004; Relaix F. et al., 2004; Collins CA. et al., 2005). Estimulos que impliquen dafio al
musculo (como la ruptura de sarcomeros y membranas) provocan la activacion de las CS y la
proliferacion de los mioblastos, evento que es identificado por la expresion de MyoD y Myf5
(Cornelison DD. y World BJ., 1997). Posteriormente, en la mayoria de los mioblastos, se indu-
ce la expresion de Miogenina (cuyo promotor es blanco de MyoD) marcando un paso irrever-
sible hacia la diferenciacion terminal, que conduce a la fusion de los mioblastos y la repara-
cion o formacion de nuevas fibras musculares (Hawke TJ. y Garry DJ., 2001; Schultz E. et al.,

1994; Ciciliot S. y Schiaffino S., 2010). Finalmente, ocurre la renovacion de la poblacion de
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CS, donde se han descrito 2 posibles modelos i) mediante division asimétrica (Gurevich DB.
et al., 2016; Saini A. et al., 2018)y ii) por disminucién de la expresion de MyoD y mantencion/
aumento de la expresion de Pax7 en los mioblastos, evitando la diferenciacion y re-adquirien-
do el estado quiescente (Baroffio A. et al., 1996; Schultz E. et al., 1986; Bentzinger CF. Et al.,

2013; Chargé SB. y Rudnicki MA., 2004) (figura I-3).
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Figura I-3. Se muestra la expresion jerarquica de los MRF que regulan la progresion del linaje
miogénico. Las CS en estado quiescente expresan el factor de transcripcion Pax-7, importante
en la especificacion, en la activacion y proliferacion de las CS, cayendo su expresion rapida-
mente una vez iniciada el proceso de diferenciacion. El factor MyoD desempena funciones
fundamentales en la determinacion y diferenciacion de las células miogénicas (Endo T. et al.,
2015) y se encuentra sobre-expresado y estabilizado en las etapas de activacion/proliferacion
de los mioblastos. Las CS activadas y comprometidas pueden revertir este proceso al aumentar
los niveles de Pax7 y reducir la expresion de MyoD (Olguin HC. et al., 2007). Finalmente, la
expresion de Miogenina marca el paso de la diferenciacion irreversible de los mioblastos y la
formacion de las fibras musculares especializadas. (Adaptado de Bentzinger CF. et al., 2012 y
Hawke TJ. y Garry DJ., 2001).
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V.- El sistema ubiquitina proteosoma y su participacion en la mantencion del tejido mus-
cular.

La degradacion de proteinas es un proceso muy complejo y estrictamente regulado en el tiem-
po y espacio que desempefia un papel increiblemente importante en la gran mayoria de las vias
metabolicas. La degradacion de mas de la mitad de las proteinas intracelulares se controla me-
diante un sistema jerarquicamente alineado y evolutivamente conservado que consta de mu-
chos componentes, los principales son la ubiquitina ligasas y proteosomas, que en conjunto se
denominan sistema de ubiquitina-proteosoma (UPS). El UPS incluye mas de 1000 componen-
tes individuales, y la mayoria de ellos son criticos para el funcionamiento y la supervivencia
de las células. Ademas de las funciones de sefalizacion conocidas de la ubiquitinacion, como
la modificacion de sustratos para la degradacion del proteosoma y la reparacion del ADN, las
cadenas de poliubiquitina (poliUb) participan en otros procesos celulares importantes, como la
regulacion del ciclo celular, la inmunidad, la degradaciéon de proteinas en la mitocondria e in-
cluso la estabilidad de ARNm. Esta increible variedad de funciones de ubiquitinacion esta re-
lacionada con la capacidad de la ubiquitina para formar cadenas ramificadas a través del grupo
g-amino de cualquiera de los siete residuos de lisina en su secuencia. El segundo componente
principal del UPS es el proteasoma, un complejo proteico compuesto de de varias subunida-
des que, ademas de la degradacion de proteinas funcionalmente “agotadas” y dafiadas, regula
muchos procesos celulares importantes a través de la degradacion controlada de los sustratos,
por ejemplo, los factores de transcripcion y las ciclinas (Critchley WR. et al., 2018; Gilberto S.

y Peter M., 2017; Davies KJ., 2001; Orlowski RZ., 1999).
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La union de las moléculas de ubiquitina a las proteinas es un proceso finamente regulado, me-
diado por la accion secuencial de 3 enzimas (Komander D. et al., 2012). El proceso comienza
con la activacion del extremo carboxilo (COOH) terminal de la ubiquitina mediado por la en-
zima activadora de ubiquitina (E1), la que posteriormente transfiere la ubiquitina activada a un
residuo de cisteina ubicado en el sitio activo de la enzima conjugadora de ubiquitina (E2) y
esta ultima interactiia con una ubiquitina ligasa (E3) que se une al sustrato. Finalmente la en-
zima E3 es la responsable de dar la especificidad y promover la transferencia de la ubiquitina
al sustrato. Una vez reconocidas las proteinas ubiquitinadas por el proteosoma, las cadenas de
ubiquitinas se eliminan mediante desubiquitinacion para permitir el reciclaje de las ubiquitinas

y su reutilizacidon en nuevas reacciones de conjugacion.

Una caracteristica destacable del sistema ubiquitina-proteosoma es su capacidad para marcar
proteinas especificas para su degradacion de una manera altamente regulada temporalmente.
Esta capacidad surge de la gran cantidad de genes involucrados en la regulacion del estado de
ubiquitinacion de las proteinas, ~35 E2s, ~750 E3s, ~90 desubiquitinasas (Hutchins AP. et al.,
2013). En las ultimas dos décadas, una gran cantidad de estos genes han sido implicados en el
desgaste muscular. Estos genes, que forman parte de los "atrogenes" que estan regulados en la
atrofia muscular, ejercen sus efectos modulando o mediando los diversos procesos que deter-
minan la masa muscular (ej: tasa de sintesis y degradacion de proteinas, transcripcion, sarco-

merogénesis, miogénesis, entre otros), asi como la regulacion de las vias de sefializacion.

Entre las proteinas reguladas por el sistema UPS en musculo se encuentra el receptor de insu-

lina/IGF-I, el que juega un papel central en la regulacion de la masa muscular a través de su
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capacidad de modular la sintesis de proteinas, la autofagia, la degradacion de proteinas media-
da por ubiquitina y la miogénesis (Wilson EM. et al., 2007; Milan G. et al., 2015). La activa-
cion del receptor de insulina (IGF-R) o IGF-I conduce, por ejemplo, a la fosforilacién de pro-
teinas adaptadoras/efectoras como IRS1, induciendo la activacion de la via Akt/mTOR que
finalmente, promueve el crecimiento muscular mediante la activacion del inicio de la traduc-
cion, la aceleracion de la sintesis de proteinas y supresion de la autofagia (Philippou A. et al.,

2007).

Entre los genes UPS que regulan esta via de sefalizacion se encuentra la E3 ligasa Cbl-b que
pertenece a la familia del tipo RING (Ubiquitinas ligasas que poseen dominios de dedos de
zinc RING). Se ha determinado que Cbl-b tiene la capacidad de ubiquitinar la proteina
adaptadora IRS1 enviandola a degradacion (Nakao R. et al., 2009). Otra ubiquitina que parti-
cipa en la regulacion de la masa muscular es de SCF-Fbxo040, que aumenta sus niveles durante
la atrofia inducida por denervacion (Ye J. et al., 2007), y su silenciamiento conduce a la la
formacion de miotubos de mayor calibre (Shi J. et al., 2011). Recientemente, utilizando el ra-
ton KO se demostro que Trim72, mediante la ubiquitinacién de IRS1 y el receptor de insulina,
regula negativamente la masa muscular (Lee CS. et al., 2010; Y1 JS. et al., 2013). Finalmente,
Nedd4-1 es otra ubiquitina ligasa que inicialmente fue vinculada al control de la masa muscu-
lar (Cao XR. et al., 2008; Liu Y. et al., 2009), sin embargo, estudios recientes sugieren una par-

ticipacion mas compleja durante la diferenciacion celular.
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VI.- La ubiquitina ligasa Nedd4-1

Nedd4-1 (del inglés, neural precursor cell-expressed developmentally down-regulated gene 4
isoform 1), es una ubiquitina ligasa miembro de la familia HECT (del inglés, homologous to
E6-AP carboxyl terminus) (Rotin D. y Kumar S., 2009). Nedd4-1 tiene una estructura modular
que consiste en un dominio amino-terminal C2 de union a fosfolipido dependiente de calcio,
3-4 dominios WW de interaccion proteina-proteina, y un dominio catalitico HECT ubicado en
el extremo carboxilo terminal (Hochstrasser M., 1996; Ingham RJ. et al., 2004). El dominio
C2 participa en la regulacion de la actividad de Nedd4-1 mediante autoinhibicion, debido a
que este dominio puede unirse al dominio HECT para crear una conformacion inhibitoria de la
proteina (Wang J et al., 2010). Ademas, esta conformacion autoinhibitoria puede ser alterada
por la presencia de calcio, que induce la union de proteinas a Nedd4-1 para prevenir esta con-
formacion, o por fosforilacion en residuos de tirosina especificos para activar la funcion de
Nedd4-1 (Wang J. et al., 2010; Mund T. y Pelham HR., 2009). Los dominios WW interactiian
con motivos PPxY ricos en prolina de las proteinas diana, para mediar las interacciones con
sustratos y adaptadores (Sudol M. et al., 1995). Y el dominio catalitico HECT forma un enlace
tioéster con ubiquitina activada transferida desde una enzima conjugadora de ubiquitina E2,

antes de transferir la ubiquitina directamente a un sustrato especifico (Rotin D. y Kumar S.,

2009) (figura I-4).

Nedd4-1 se expresa en la mayoria de los tejidos, incluidos cerebro, corazon, pulmon, rifidon y
musculo esquelético (Anan T. et al., 1998). A nivel celular, Nedd4-1 se localiza principalmente

en el citoplasma (Kumar S. et al., 1997; Anan T. et al., 1998). Ademas, se ha descrito que
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Nedd4-1 posee sefiales de localizacion y exporte nuclear (Hamilton MH. et al., 2001) (Yang B.
y Kumar S., 2010); por lo tanto, Nedd4-1 puede regular la funcién y/o estabilidad de un am-
plio repertorio de proteinas en distintos compartimentos subcelulares incluyendo: 1) la endoci-
tosis del canal de sodio epitelial (ENaC) (Staub O. et al., 1996), i1) la sefalizacion de recepto-
res tirosina-kinasas como EGFR (Katz M. et al., 2002), VEGF-R2 (Murdaca J. et al., 2004) e
IGF-1R (Cao XR. et al., 2008; Fouladkou F. et al., 2008; Peruzzi F. et al., 2001) y iii) proteinas

nucleares como Polimesara I y Pax7 (Anindya R. et al., 2007; Bustos F. et al., 2015).
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Figura I-4. Se muestra la estructura Nedd4-1 y su funcion. A) Nedd4-1 es una ubiquitina liga-
sa, que pertenece a la familia de las HECT y su secuencia es altamente conservada desde leva-
dura a humanos. Esta enzima esta conformada por 3 dominios. El dominio C2 de unién a Ca2*
y fosfolipidos , los dominio WW que son los responsables de la interaccion proteina-proteina y
el dominio HECT que contiene el sitio activo de esta enzima. B) La funcion de esta E3 ligasa
es la ubiquitinacion de proteinas sustrato y es la enzima que le da la especificidad a la reaccion
de ubiquitinacion. El primer paso del proceso de ubiquitinacion de proteinas, una molécula de
ubiquitina es activada por la enzima activadora E1, que cataliza la transferencia de una molé-
cula de AMP a través de la hidrolisis de ATP. La ubiquitina posteriormente formara un enlace
covalente entre el carboxilo terminal de la ubiquitina y un residuo de cisteina en el sitio catali-
tico de El. La ubiquitina tioesterificada se transfiere al siguiente miembro de la cascada, la
enzima conjugadora de ubiquitina-E2. Finalmente, la ubiquitina E3 ligasa Nedd4-1 se une al
complejo de ubiquitina E2 y el sustrato (S), catalizando y facilitando la transferencia de ubi-
quitina a la proteina del sustrato (Adaptado de Rotin D. y Kumar S., 2009).
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VII.- Nedd4-1 y su funcion en misculo esquelético.

Analisis en ratones knockout para nedd4-1 (Nedd4-1--), muestran un retraso significativo en el
crecimiento siendo su peso corporal de menos del 40% comparado con animales controles, lo
cual se asocia con letalidad perinatal. Ademas, estudios celulares indican que Nedd4-1 es un
regulador positivo de crecimiento y proliferacion, especialmente durante el desarrollo embrio-
nario, que estaria mediado por la sefalizacion de IGF-1R/IR (Cao XR. et al., 2008). Analisis
histoldgicos de musculos esqueléticos provenientes de animales Nedd4-1--, muestran una cai-
da significativa del didmetro de las fibras musculares, acompanado con un desarrollo anormal
de la UNM (Liu Y. et al., 2009). En etapas perinatales, se ha visto que Nedd4-1 se expresa en

la miofibra, sin embargo, su expresion no ha sido detectada en neuronas motoras.

Estudios en musculo muestran que Nedd4-1 aumenta su expresion en condiciones de denerva-
cién y en musculos no estimulados con carga, participando en la degradacion de proteinas
miofibrilares, y en el proceso de atrofia inducido por estos estimulos (Koncarevic A. et al.,
2007; Nagpal P. et al., 2012). Entre los sustratos putativos para Nedd4-1 se encuentran la pro-
teina Pdlim7 (D’cruz R. et al., 2016), cuya funcién es la de actuar como proteina adaptadora
para contribuir a la dindmica y polimerizacioén de filamentos de actina (Guy PM. et al., 1999).
Consistente con lo anterior, , ratones Pdlim7-/- tienen una menor masa muscular comparados

con animales controles (Krcmery J. et al., 2013).

Otras investigaciones, sugieren que Nedd4-1 es necesaria para la inactivacion del receptor

Notchl (Koncarevic A. et al., 2007). Esta via de sefializacion, por otra parte es esencial para el
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mantenimiento y proliferacion de las CS (Bjornson CR. et al., 2012; Fukada S. et al., 2013;

Mourikis P. et al., 2012; Pisconti A. et al., 2010).

En estudios publicados de nuestro laboratorio, determinamos que Nedd4-1 ubiquitina a Pax7,
induciendo su degradacion via proteosoma, promoviendo diferenciacion de los precursores del

musculo esquelético (Bustos F. et al., 2015).

Segun estas evidencias, Nedd4-1 puede ser considerada una proteina que tiene un rol dual en
el tejido muscular, que por un lado puede inducir la degradacion de proteinas fibrilares y el
catabolismo del musculo esquelético bajo estimulos atréficos y por otra parte, estimularia la
formacion de musculo, mediante la regulacion de la miogénesis. En este contexto, seria posi-
ble predecir qué Nedd4-1 regula el potencial regenerativo de las CS in vivo. Los resultados
presentados es esta tesis indican que la delecion de Nedd4-1 especificamente en CS de ratones
adultos, afecta significativamente la regeneracion muscular, lo que se traduce en la disminu-
cion del calibre de las miofibras, acompafiado de una menor masa de tejido muscular en mus-
culos dafiados. Ademas, a nivel celular, la delecion de Nedd4-1 provocd una disminucion en la
proliferacion y diferenciacion de los progenitores musculares, procesos que son claves en la
miogénesis y podrian implicar una desregulacion de multiples blancos de Nedd4-1 en una ma-

nera dependiente del contexto celular.
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HIPOTESIS

“La E3 ligasa Nedd4-1 es requerida para la diferenciacion en células satélites activadas, duran-

te el proceso de regeneracion muscular.”

OBJETIVO GENERAL

Determinar y caracterizar la funcion de la E3 ligasa Nedd4-1 en la induccion de la diferencia-

cion de las CS activadas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Caracterizar el patrén de expresion y localizacion de Nedd4-1 en CS durante el proceso de
regeneracion muscular.

2.- Determinar la participacion de Nedd4-1 en la funcion de las CS, en la regeneracion del

musculo esquelético.

3.-Determinar el (o los) mecanismo(s) celular(es) regulado(s) por Nedd4-1 que afectan la fun-

cion de las CS.
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PRESENTACION DEL TRABAJO DE TESIS EN FORMATO PAPER

A continuacion, y de acuerdo a los lineamientos del programa doctoral impartido por la facul-
tad de ciencias bioldgicas de la Pontificia Universidad Catolica de Chile, se adjunta escrito del
trabajo de tesis en formato paper, donde se aborda la hipdtesis y los objetivos propuestos.

Este trabajo se enfoca sobre la hipotesis “La E3 ligasa Nedd4-1 es requerida para la diferen-
ciacion en células satélites activadas, durante el proceso de regeneraciéon muscular.”, donde
demostramos que la deficiencia de Nedd4-1 en células satélite altera la regeneracion del
musculo esquelético in vivo.

En especifico, para demostrar la hipotesis se abordaron los 3 objetivos propuestos inicialmente
en el proyecto de tesis, los que se contextualizan a continuacion:

Objetivo 1: “Caracterizar el patron de expresion y localizacion de Nedd4-1 en CS durante el
proceso de regeneracion muscular”.

En la primera parte de los resultados se detalla la cinética de expresion de Nedd4-1 en las CS
durante el proceso miogénico y en el musculo esquelético durante el proceso regenerativo.
Mediante andlisis de los niveles de ARNm y expresion de Nedd4-1 a distintos dpi, se deter-
mind la expresion de Nedd4-1 durante todo el proceso regenerativo del musculo esquelético,

demostrando que Nedd4-1 se expresa en distintos tipos celulares que participan en la dindmica
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de la regeneracion muscular y cuya expresion se restringe gradualmente a las células del linaje
miogénico.

Objetivo 2: “Determinar la participacion de Nedd4-1 en la funcién de las CS, en la regenera-
cion del musculo esquelético:”

En el manuscrito se evalud la regeneracion del musculo TA en animales nulos para nedd4-1 en
CS (SC-Nedd4--) y animales controles (SC-Nedd4-1+/*). Especificamente, se realizaron 1 6 2
rondas de dafo y, se analizaron los siguientes parametros para evaluar la regeneracion muscu-
lar a diferentes dpi:

- Peso del musculo

- Citoarquitectura mediante tincion con H&E

- Deposiciones de proteinas de matriz

- Area transversal media del miisculo

- Distribucion de calibre de fibras

- Numero de fibras por area.

En este punto, determinamos que la ausencia de Nedd4-1 en CS comprometié gravemente la
capacidad de regeneracion del musculo esquelético, posterior de una o dos rondas de dafio.
Observandose un compromiso en la citoarquitectura muscular, con un menor peso y area
transversal media del musculo, acompafiado de una mayor deposicion de coldgeno y numero

de fibras por area.
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Objetivo 3: “Determinar el(o los) mecanismo(s) celular(es) regulado(s) por Nedd4-1 que afec-
tan la funcion de las CS”.

En el manuscrito se estudiaron distintos aspectos funcionales de la CS, evaluando su activa-
cion, proliferacion y diferenciacion. Los dos primeros procesos fueron evaluados ex-vivo,
mientras que la diferenciacion se evalu6 tanto ex-vivo como in-vivo.

La ausencia de nedd4-1 redujo la proliferacion de mioblastos in vivo y ex vivo, lo que se co-
rrelaciond con una menor diferenciacion terminal de los progenitores musculares adultos.
Luego, los resultados obtenidos en el siguiente trabajo, logran responder la hipotesis inicial
planteada formulada en nuestro proyecto de tesis y pueden ser revisados en la siguiente sec-

cion.
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ABSTRACT

Skeletal muscle has a great capacity to regenerate, due to the presence of muscle stem cells,
called satellite cells (SCs). Upon damage, SCs become activated, proliferate and differentiate
into new myofibers, thus regenerating tissue architecture and function. Additionally, SCs pool
self-renews ensuring future regeneration events. Recently, we described ubiquitin-ligase Ned-
d4-1 as a new regulator of the myogenic progression in muscle progenitors, but the physiolo-
gical relevance of Nedd4-1 for SCs in vivo remains to be determined. To address this question,
we conditionally deleted nedd4-1 from satellite cells in adult mice, using the inducible Cre-
ERT2 recombinase system under the control of the pax7 promoter. Nedd4-1 deletion followed
by induced muscle damage, caused a dramatic impairment in regenerative capacity. Further
analyses indicated that nedd4-1-null myoblasts exhibit a significant decrease in the ability to
expand and to differentiate ex-vivo. Additionally, using transgenic Cre-reporter mice, we de-
monstrated that nedd4-1 null myoblasts where capable to form new myofibers in vivo, howe-
ver these muscle fibers exhibited a significant reduction in CSA, compared to control regene-
rating muscle. Moreover, decreased myofiber size correlated with a dramatic decrease in who-
le muscle size, which was accentuated after consecutive rounds of induced damage and rege-
neration cycles. The results presented here underscore the critical role of Nedd4-1 expression
to sustain proper SCs function. In the context of previous work describing Nedd4-1-dependent
regulation of Pax7 in muscle progenitors (Bustos F., 2015), our findings highlight the impor-

tance of the Nedd4-1 and the ubiquitination associated pathways to maintain SCs stemness.
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INTRODUCTION

The ability to regenerate or repair damage tissues is crucial to maintain the homeostasis and
survival in different organisms. In vertebrates, the skeletal muscle is a dynamic tissue with
high capacity for adaptation upon use and regeneration after injury (Shadrach JL. et al., 2011;
Yin H. et al., 2013; Dumont NA. et al., 2015). This regenerative response is carry out by a set
of tissue-specific stem cells, called satellite cells (SCs), that reside between the basal lamina
and the sarcolemma of the muscle fiber (Mauro & Adams, 1961; Bischoff R. et al., 1994;
Hawke TJ. et al., 2001). Under homeostatic conditions, SCs reside in a non-proliferative state,
uniformly expressing the paired box transcription factor Pax7, which is essential for SCs spe-
cification and maintenance (Seale P. et al., 2000; Relaix F. et al., 2006; Oustanina S. et al.,
2004; Relaix F. et al., 2004; Collins CA. et al., 2005). Upon extrinsic stimuli, such as muscle
injury, SCs become activated and proliferate extensively, inducing the expression of Myf5 and
MyoD, members of the Muscle Regulatory Factor (MRFs) family of transcription factors
(Cornelison DD. & world BJ., 1997). The induction of the MRF Myogenin marks an irreversi-
ble step towards terminal differentiation, eventually leading to cell fusion, in order to repair
damaged fibers or to form a new myofibers (Hawke TJ. & Garry DJ., 2001; Schultz E. & Mc-
Cormick KM., 1994). During this process SCs self-renew, maintaining the pool of quiescent
SCs after muscle regeneration is complete (Baroffio A. et al., 1996; Schultz E. et al., 1986;
Bentzinger CF. et al., 2013; Chargé SB. & Rudnicki MA., 2004). Along with the MRFs, Pax7
and Pax3 (highly homologous members of the Pax protein family) are key regulators for SCs

function (Chi N. & Epstein JA., 2002; Goulding M. et al., 1994; Robson EJ. et al., 2006;
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Buckingham M. et al, 2015). Specifically, Pax7 is required in the biogenesis and maintenance
of the SCs population. In this context, SC-specific deletion of pax7, results in a progressive
loss of the SC population, which correlates with their premature cell differentiation (Sambasi-
van R. et al., 2011; Von Maltzahn J. et al., 2013). Recent studies have shown that Pax7 is also
required to maintain muscle cell identity in muscle progenitors (Lilja KC. et al., 2017; Carrid
E. et al., 2016). Additionally, Pax7 can also prevent muscle differentiation through direct inhi-
bition of MyoD function, thus maintaining the stem/progenitor state (Olguin HC. & Olwin
BB., 2004; Olguin HC. et al., 2007, Olguin HC. & Pisconti A., 2012). In this context, unders-
tanding how Pax7 is controlled in muscle progenitors is expected to uncover molecular me-
chanisms to regulate SCs function in conditions affecting muscle integrity.

We have recently identified Nedd4-1 as a new post-translational regulator of Pax7, controlling
its protein levels via ubiquitination and proteasome-mediated degradation, promoting the
myogenic progression in adult muscle progenitors (Bustos F. et al., 2015).

Nedd4 (neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 4), is a ubi-
quitously expressed protein, and member of the HECT (Homologous to the E6-AP Carboxyl
Terminus) family of E3 ubiquitin ligases (Rotin D. & Kumar S., 2009). They dictate the speci-
ficity of ubiquitination by direct interaction with their protein substrates through a conserved
WW domain and transfer ubiquitin molecules from an E2 through its HECT catalytic domain
(Hochstrasser M. et al., 1996, Ingham RJ. et al., 2004). In particular, Nedd4-1 has been shown
to regulate membrane, cytoplasmic and nuclear proteins affecting a variety of cellular proces-
ses (Yang B. & Kumar S., 2010). Nedd4-1 deletion in mice indicates that the IGF receptor

(IGFR) and the insulin receptor (IR), are major Nedd4-1 targets during development.
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Accordingly, the predominant phenotype nedd4-1-null mice, is a severe delay in growth (<
40% body weight compared to wild type littermates), which is associated with perinatal letha-
lity (Cao XR. et al., 2008; Fouladkou F. et al., 2008).

Although few studies have investigated Nedd4-1 function in skeletal muscle, Nedd4-1-- mice
exhibit underdeveloped neuromuscular junctions (Liu Y. et al., 2009). Interestingly, at perina-
tal stages, Nedd4-1 is expressed in skeletal muscle but is undetected in motor neurons, sugges-
ting that post-synaptic Nedd4-1 expression is required to establish and/or maintain proper
myofiber innervation. Interestingly, Nedd4-1 was reported to be an important mediator of de-
nervation-induced skeletal muscle atrophy, since conditional Nedd4-1 deletion in adult myofi-
bers prevents short term muscle mass loss upon denervation (Nagpal P. et al., 2012), but not
upon other stimuli. Finally, it has been shown that Nedd4-1 controls Notch1 inactivation in rat
skeletal muscles (Koncarevic A. et al., 2007). Although these results indicate that Nedd4-1 di-
verse skeletal muscle signaling pathways, it remains to be determined if Nedd4-1 is specifica-
lly required for the regulation of SC regenerative potential.

Here, we present evidence indicating that SC-specific nedd4-1 deletion in adult mice, severely
impairs muscle regeneration, resulting in the irreversible decrease of myofiber and whole
muscle size. At the cellular level, proliferation and differentiation in nedd4-1-null SCs are sig-
nificantly compromised, which could involve deregulation of distinct Nedd4-1 targets in a

cell-context dependent manner.
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MATERIALS AND METHODS

Mice

Nedd4-1 SC-specific conditional knockout mice (pax7C€reERT2/* nedd4- 1/, were obtained af-
ter breeding nedd4- 17/, gently provided by Dr. Hiroshi Kawabe (Kawabe H. et al., 2010), with
the B6.Cg-Pax7CrERT2 mouse line (described by Murphy MM. et al., 2011), obtained from
Jackson Laboratories (USA). For Nedd4-1 expression kinetic experiments, adult mice (2-4
months old) of strain c57bl/6 were used. For the SC tracing in vivo, pax7CreERT2/* : nedd4- 1111
were crossed with B6.129(Cg)-Gt(ROSA)26Sortm#(ACTB-tdTomato,-EGFP)Luo/J reporter mice, obtained

from Jackson Laboratories.

Tamoxifen injection and Barium choride (BaCl) injury

To induce recombination, 2-4 months old pax7CrERT2/* nedd4- 17/ mice, were treated with 5
daily doses of 0.1 mg/g for 5 days with tamoxifen (Sigma-Aldrich) dissolved in 90%v/v sesa-
me oil (Sigma Aldrich) and 10% v/v ethanol at 25 mg/ml (Merck, Germany), delivered by i.p.
injection. To induce acute damage, Tibialis anterior (TA) muscles were treated 60 ul of 1.2%
BaCl; diluted in sterile saline, and delivered via intramuscular injection. As a control, the con-
tralateral limb was injected with an equivalent volume of sterile saline (NaCl 0.9%). Finally,
the mice were euthanized and TAs were removed, frozen in isopentane and stored at -80°C.
All animal procedures were performed according to National Commission for Science and Te-
chnology (CONICYT) guidelines and approved by the School of Biological Sciences and the

P. Catholic University of Chile Bioethics and Biosecurity Committee.
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Histological analysis

Muscle histology/architecture and collagen depositions were analyzed by Hematoxylin-Eosin
(H&E) and Sirius red (Sigma-Aldrich) staining, respectively, on TA transverse sections, For
H&E staining, cryosections (6 um thickness) were sequentially rehydrated in PBS-1X for 5
min, fixed in formalin (10% v/v) for 10 min and stained using H&E (Merk, Germany) accor-
ding manufactured instructions. Then, the samples were dehydrated and mounted with the En-
tellan mounting medium (Millipore). For Sirius red staining, slides containing the cryosections
were fixed in 100% ethanol at 4°C for 30 min, incubated with a solution of saturated picric
acid at 50°C for 1 hour, washed with distillated water, incubated with 0,1% sirius red in satura-
ted picric acid protected from light. Then, sections were washed with distillated water, dehy-
drated and mounted with the Entellan mounting medium. Sections were analyzed using bright
field microscopy on Nikon Eclipse E600. Quantification of myofiber cross-sectional area
(CSA) and total Sirius Red positive area, were determined using the Imagel] 1.48v software

(https://imagej.nih.gov/ij/)

Primary myoblasts and isolated muscle fiber cultures

Satellite cell-derived myoblasts were obtained as described (Olguin HC. et al., 2004). Briefly,
hindlimb muscles were dissected from pax7CreERT2/+: pedd4- 17/ mice and digested with 800 U/
ml collagenase type I (Wortington, USA) diluted in F12-C medium, supplemented with 1%
Penicillin/Streptomycin (P/S), filtered through a 0.22 pm filter, for 45 min at 37°C with agita-
tion. Next, digestion mix was diluted with 20 ml of F12-C medium supplemented with 15%

horse serum (HS) and 1% (P/S), and SC-containing fractions were obtained after sequential
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filtering of the digested muscles through 70 and 40pum mesh (Thermo fisher scientific, USA),
followed by centrifugation at 1000 xg for 10 min. Cell pellet was re-suspended in growth me-
dium (GM: F12-C supplemented with 15% HS, 1% P/S and 500 pM FGF-2) and pre-plated
onto a plastic culture dishes for 1 h, to remove remaining fibroblasts. Finally, the SC-enriched
supernatants were plated onto collagen coated-dishes and cultured in GM at 37°C, 6% O> and
5% CO:a. Differentiation was induced by switching the growth medium to differentiation me-
dium (DM: F12-C supplemented only with 15% HS and 1% P/S). Isolated myofibers were ob-
tained from TAs of 2-4 month old c57bl/6 mice, as previously described (Cornelison DD. &
Wold BJ., 1997). Briefly, TAs were dissected were treated with 400 U/ml collagenase type I in
F12-C medium supplemented with 1% P/S at 37°C for 45 min. Then, myofibers were mecha-
nically separated using a glass Pasteur pipette in F12-C GM and isolated myofibres were fixed

or cultured in GM at 37°C, 6% Oz and 5% COa.

Tissue sections immunostaining

Cryosections obtained from TAs were fixed in paraformaldehyde 4% v/v (PFA 4%) diluted in
PBS-1X for 20 min and permeabilized with 0.2% X-100/PBS-1X for 10 min at room tempera-
ture. Then, cryo-secctions were treated with blocking buffer (BB: 5% BSA/PBS-1X) for 1 h
and incubated with primary antibody at 4°C overnight. Samples were then washed with BB
and incubated with secondary antibody and Hoechst (Thermo fisher scientific, USA) diluted in
BB at room temperature for 2 h. Samples were then washed with PBS-1X and mounted in
Fluoromount-G (Thermo fisher scientific, USA). Primary antibodies were use at the following

dilutions: rabbit polyclonal anti-Nedd4-1, 1:1000 (Abcam, UK); rat monoclonal anti-Laminin
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(Sigma-Aldrich, USA), at 1:2000; rabbit polyclonal anti-Myogenin M-225 (Santa Cruz Biote-
chnology, USA), at 1:200; goat policlonal anti-Myogenin (Santa Cruz Biotechnology, USA) at
1:500 ; and rat monoclonal anti-MyoD (Millipore), at 1:800; chicken anti-Syndecan-4 (Corne-
lison DD, 2004), at 1:500. Secundary antibodies used were the following: donkey anti-rat Ale-
xa Fluor 488; donkey anti-rabbit Alexa Fluor 555; donkey anti-goat Alexa Fluor 555; donkey
anti-rabbit Alexa Fluor 488; donkey anti-mouse Alexa Fluor 488. All these secondary antibo-

dies were used at 1:500 dilution and purchased from Life Technologies (Thermo fisher scienti-

fic, USA). And donkey anti-chicken-AMCA (Jackson IR, USA), 1:500.

siRNA transfection and in vitro tamoxifen treatment

For knockdown, SCs were plated onto collagen coated-dishes as described, and immediately
transfected with Nedd4-1 siRNAs-pool (QIAGEN) and siControl RISC-free siRNAs (Dhar-
macon) for 24 or 72 h, using the TransIT-X2® system (Mirus) according to manufacturer’s
instructions. For in vitro tamoxifen (TMX) treatments, freshly isolated SCs were incubated
with 10 uM TMX in GM, for 12-72 h, followed by fixation and indirect immunofluorescence

(IFI).

RNA isolation, reverse transcription and qPCR

Total RNA was extracted using RNA-Solv isolation system, following manufacturer's instruc-
tions. Total RNA fractions were incubated with DNAse I at room temperature for 15 min and
RNA concentration was quantified using NanoDrop equipment. cDNA was synthesized by re-

verse transcription, using 0.2 pg of RNA in 20 ul reaction mixture containing random primers,



58

RiboLock RNase inhibitor and RevertAid™ H Minus M Mulv (Fermentas). qPCR reactions
were performed using SYBR Green master mix (Fermentas) according to the manufacturer's
instructions and 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). The sequences of pri-
mers used for qPCR were as follows: mouse MyoD FW 5°-
CACGACTGCTTTCTTCACCA-3’, RV 5’-CGGAACCCCAACAGTACAAT-3’; mouse Pax7
FW 5’-CACCCCTTTCAAAGACCAAA-3’, RV 5-TGCTTGAAGTTCCTGCTCCT-3’;
mouse 18s 5°’-GAGCGAAAGCATTTGCCAAG-3’, RV 5°-
GGCATCGTTTATGGTCGGAA-3’; mouse TCF4 FW 5°-
GTGCCCGGATGTGAATGGAT-3’, RV 5’-ATCCTCCTCCCCAACACCAT-3; mouse Nedd4-
1 FW 5-GGAGGACGAGGTATGGGAGT-3’, RV 5’-CCAGGTACGGATCAGCAGTG-3’
and mouse Myogenin FW 5 -ATTGTCTGTCAGGCTGGGTG-3’, RV 5’-TAAATTCC-

CTCGCTGGGCTG-3’.

Western blotting

Muscle tissues and culture cells were lysed in RIPA lysis buffer which contained 50 mM Tris-
HCI1 pH 7.4, 150 mM NaCl, and protease inhibitors (Merck) using a 3 ml tissue grinder
(Wheaton, USA) and incubated at 4°C for 30 min, followed by centrifugation at 15,200 rpm
for 10 min. Then, the supernatant was extracted and the total proteins were quantified using
BCA protein assay kit (Thermo scientific). Electrophoresis and western blot were analyzed as
described previously (Gonzalez N. et al., 2016). Briefly, 25 ug of total protein was loaded into
10% SDS-PAGE gels and transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Ther-

mo Fisher Scientific). Membranes were blocked with 3% BSA in TBS-T (20 mM Tris, pH 7.4;
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100 mM NaCl; 0,5% tween-20) and incubated with the following primary antibodies an
dilutions: rabbit polyclonal anti-Nedd4-1(Abcam), at 1:10000; mouse monoclonal anti-MHC,
1:5; mouse monoclonal anti-Pax7, 1:5; mouse monoclonal (F5D) anti-Myogenin, 1:5 (Deve-
lopmental Studies Hybridoma Bank, USA) and mouse monoclonal anti-Gapdh (EMD-Millipo-
re), at 1:10000. Anti-mouse IgG and anti-rabbit IgG HRP conjugated secondary antibodies
(Cell Signaling) were used at 1:5000, and HRP activity was detected using SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate or SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate
(Thermo-Fisher Scientific). Western blots signals (n=3 each condition) were quantified by

densitometric analysis, using the ImageJ software (NIH).

EdU incorporation assay

Isolated fibers were cultured in GM for 4 days, followed by 48 h culture onto collagen-coated
dishes containing collagen-coated glass cover slips. SCs adhered to the collagen substrate
were incubated with 10 uM of EdU for 6 hours and immediately fixed and permeabilized.
EdU detection was performed using the Click-iT ™ EdU Alexa Fluor ™ 647 Imaging Kit
(Thermo Fisher), following instructions provided by the manufacturer. Slides were analyzed
using Motic microscope BA410 Elite trinocular coupled to a refrigerated Moticam pro 252B
camera and acquired with Motic Images Plus 3.0 software. Images were analyzed with ImageJ

1.48v processing software (https://imagej.nih.gov/ij/).
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Statistical analysis

For immunofluorence image and western blots densitometry analysis were performanced
using Fiji ImageJ software. qPCR analysis was performed using a relative quantification
mathematical model, as previously described (Pfaffl MW., 2001). All data were expressed as
the means + standard error of the mean (s.e.m.) from at least three independent experiments.
Comparisons > 2 groups were performed using analysis of variance (ANOVA) followed by the
Bonferroni correction and for 2 groups data were analyzed by Mann Whitney test. All of the

statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.
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RESULTS

Nedd4-1 is expressed in SC during regeneration.

Nedd4-1 expression is dynamically regulated in activated satellite cells and their progeny.
Although Nedd4-1-dependent control of Pax7 levels appears to be required for myogenic pro-
gression, its physiological relevance for SCs function in vivo remains to be determined. In the
context of the multiple pathways that require Nedd4-1 function in a variety of cell types, it is
likely that Nedd4-1 play a more complex role in SCs biology. In order to address this question,
we first analyzed Nedd4-1 expression pattern in activated SCs, upon induced muscle injury
and regeneration. For this, tibialis anterior (TA) muscles from adult C57/bl6 mice, were inju-
red via intramuscular injection of barium chloride (BaClz) (Casar JC. et al., 2003), and Nedd4-
1 expression was evaluated by indirect immunofluorescence (IFI) at different times post injury
(dpi). As described previously (Bustos F. et al., 2015), low levels of Nedd4-1 were detected in
cells located underneath the myofiber basal lamina (Fig. 1A, not injured). Noteworthy, low
levels of Nedd4-1 were consistently detected in a sub-sarcolemmal pattern, which is in line
with previous studies by Koncarevic A et al., 2007. From 1 to 3 dpi, as muscle architecture
became disorganized, Nedd4-1 expression was significantly increased in the interstitial cell
population (Fig. 1A). At 7 dpi, high Nedd4-1 expression was mainly associated to nuclei un-
derneath the basal lamina of regenerating fibers, but excluded from the centrally located myo-
nuclei (Fig. 1A). By 15 and 30 dpi, Nedd4-1 levels were comparable to what was observed in
uninjured muscle, restricted to a small population of cells beneath the myofiber basal lamina
(Fig. 1A). Since we detected the peak of Nedd4-1 expression at 3 and 7 dpi, we determined the

myogenic nature of the Nedd4-1(+) cells. At 3 and 5 dpi, a sub-population of Nedd4-1(+) also
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expressed myogenic markers, such as MyoD and Myogenin (Fig. 1B). Therefore, Nedd4-1
expression appears to be specifically regulated during muscle regeneration. Moreover, these
observations suggest that Nedd4-1 is expressed in myogenic and non-myogenic cells during
active tissue remodeling, gradually becoming restricted to the myogenic lineage during myofi-

ber formation/growth.
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Figure 1. Nedd4-1 expression during skeletal muscle regeneration.

A) Nedd4-1 kinetics expression during skeletal muscle regeneration after days post-injured (dpi) with BaCl,
(1.2% w/v). Upper panels shows representative immunofluorescence of TAs muscle cryo-sections, marked with
anti-Nedd4-1 (green), Laminin (red) and nuclei (blue). Lower panels shows cryo-sections of TA staining with
H&E stained at different dpi. Degenerating myofibers together with abundant mononuclear cells, were observed
at 1-3 dpi and the muscle cytoarchitecture was observed more organized at 15-30 dpi. The Nedd4-1 expression
were dramatically up-regulated at 3 dpi and decrease after 7 dpi. Regenerated fibers appear at 7 dpi (fibers with
nuclei in a central position). B) Double immunofluorescence stained for Nedd4-1 and MyoD (left panel) and
Nedd4-1 and Myogenin (right panel) after 3 and 5 dpi. Arrows indicate muscle precursors cells (MyoD+ and
Myogenin* cells) co-expressed Nedd4-1 at 3 and 5 dpi. Scale bars: 20 um.
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Due to the high expression of Nedd4-1 in different cell populations during muscle regenera-
tion, we evaluated its expression pattern during the activation of SCs in single myofiber cultu-
res, which were collected and fixed at different time points post isolation (from 0 to 96 h). As
determined by IFI, Nedd4-1 was expressed in Pax7(+) cells during all time points (Fig. 2A),
while Nedd4-1 levels appeared to gradually increase in proliferating SCs. qPCR analyses
showed a >3 fold increase in Nedd4-1 mRNA levels at 48 h in proliferating culture conditions,
compared to freshly isolated SCs (Fig. 2B). MyoD mRNA levels also increased during this
time points, consistent with SCs activation and proliferation (Fig. 2B). Interestingly, Nedd4-1
mRNA levels decreased significantly (~50%) when cells were maintained in differentiating
conditions for 7 days, concomitantly with the induction of Myogenin expression (Fig. 2B).
This change in Nedd4-1 expression was also observed at the protein level, as determined by
Western blot analyses (Fig. 2C). Since Nedd4-1 appeared to be expressed in non-myogenic
cells in vivo, we analyzed the expression of the fibroblast marker TCF4 (Mathew SJ. et al.,
2011) by qPCR from the myogenic and non-myogenic subpopulations, which were differentia-
lly enriched using the pre-plating method as described elsewhere (Richler C. & Yaffe D.,
1970). Under such conditions, TCF4 mRNA was highly expressed in the fibroblast-enriched
cell fraction, while the myogenic fraction expressed almost undetectable leves (SFig. 1). Enri-
chment of each cell population was further corroborated by phase contrast microscopy at 2 and
7 days in culture (SFig. 1). Together, these results indicate that Nedd4-1 expression is dynami-

cally regulated during the myogenic progression in the SCs progeny.
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Figure 2. Nedd4-1 kinetics expression in activated and differentiated SCs.

Skeletal muscle fibers or SCs were isolated from wild type c57/bl6 adult mice and maintained in vitro using pro-
liferation medium (PM) or differentiation medium (DM) and the expression of Nedd4-1 was evaluated by diffe-
rent methods. A) Skeletal muscle fibers isolated were maintained in proliferation conditions at 0, 6, 24, 48 and 96
hours and Nedd4-1 expression in associated SCs was analyzed by fluorescence microscopy (green), Pax7 was
used as a SCs marker (red) and in phase the fibers are observed with the nuclei marked with hoechst staining.
B) Isolated SCs were maintained in PM for two days (2d) or DM for seven days (7d) and Nedd4-1 mRNA relati-
ve levels were measured by qPCR. As a markers of myogenic progression, Pax7 and muscle regulatory factors
(MyoD and Myogenin) were measured. The levels measured at time zero were obtained from freshly isolated
SCs. 18S RNA was used as housekeeping and the results were expressed as the average RQ + SEM. C) Western
blot shows the expression of Nedd4-1 in SCs cultures maintained in PM and DM for 2 and 7 days, respectively.

For quantitative analysis, Gapdh expression was used as loading control. The statistical results were obtained
from 3 independent experiments (n=3), *- &P value was < 0.01. Scale bars: 10 pm.
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Supplementary figure 1. To determine the purity of SCs cultures, the fibroblast marker TCF4 mRNA relative
levels were measured by qPCR from SCs cultures maintained in differentiation conditions for 7 days and compa-
red with fibroblasts cultures maintained for the same time. No detectable TCF4 mRNA levels were observed in
our SCs cultures.
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Conditional deletion of nedd4-1 in satellite cells impairs muscle regeneration.

In vitro studies uncovered a novel function for Nedd4-1 as regulating Pax7 stability in muscle
progenitors (Bustos F. et al., 2015). As shown above, Nedd4-1 expression is dynamic in the
regenerating muscle tissue, both in myogenic and non-myogenic cell populations. This preclu-
des to directly determine Nedd4-1 function in the SCs. To address this issue, we developed a
transgenic mouse model to conditionally delete nedd4-1 in the SCs lineage. Specifically, we
bred the Pax7C¢rERT2 mouse strain (Murphy MM. et al., 2011) with the nedd4-17/ strain descri-
bed by Kawabe, 2010. Recombination efficiency was determined in pax7CreERT2/* nedd4- 17f
mice, after 5 daily injections of tamoxifen (TMX) or vehicle, followed by single myofiber iso-
lation and IFI for Nedd4-1 (Fig. 3A). After 24 h in proliferating culture conditions, the percen-
tage of SCs (determined by syndecan-4 expression) co-expressing Pax7 and Nedd4-1 was
quantified. While ~95% of myofiber-associated SCs from control animals stained positive for
all three markers, Nedd4-1 expression was detected in ~ 5 % of synd4(+)/Pax7(+) cells, obtai-
ned from animals treated with TMX (Fig. 3B). Next, we evaluated SCs function in vivo, upon
BaCl; induced muscle injury and regeneration in the 74 muscle. Since Nedd4-1 expression in
muscle progenitors appeared to reach a peak at ~7 dpi (Fig. 1), we hypothesized that Nedd4-1
would be critical for SC function during early regeneration events. Thus, BaClz injection was
performed 2 days after TMX treatment and both injured and contra-lateral uninjured TAs mus-
cles were collected and fixed at 9 dpi (Fig. 3C). Unexpectedly, SC-Nedd4-1-- injured TAs ex-
hibited significantly reduced size and wet-weight, compared to SC-Nedd4-1+/* muscles (Fig.
3D). Muscle size and histology (by H&E staining) were indistinguishable between SC-Nedd4-

1--and SC-Nedd4-1++ uninjured contra-lateral muscles. However, SC-Nedd4-1-- injured TAs
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architecture appeared highly disrupted, exhibiting areas populated by myofibers with signifi-
cantly decrease diameters, and areas where myofibers were absent (Fig 3E, lower right). This
was further confirmed by IFI, were Laminin expression revealed areas of significantly reduced
myofiber diameter and increased interstitial cellular infiltrate (Fig. 3E, lower right). Accordin-
gly, quantification of myofiber cross-sectional area (CSA), indicated that > 70% of SC-Nedd4-
1+~ fibers ranged from < 300 to 1200 pm?2 CSA, while > 70% of SC-Nedd4-1+/* myofiber CSA
distribution ranged from 1200 to > 2400 um?2 (Fig. 3F). In the context of these results, we eva-
luated if the increased areas lacking muscle fibers correlated with changes in matricellular pro-
tein deposition. This was evaluated by Sirius Red staining, which revealed a ~ 3.5 fold increa-
se in collagen-rich total area in the SC-Nedd4-1-- injured TAs when compared to SC-
Nedd4-1++ TAs (Fig. 3G). Together, these results suggest that in the absence of Nedd4-1, SCs
regenerative function is severely compromised in vivo, leading to decreased whole muscle size

and increased extracellular matrix deposition.
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Figure 3. Effect of nedd4-1 deletion in SCs during muscle regeneration.

To determine whether Nedd4-1 play functions in skeletal muscle regeneration, we used pax7CreERT2 nedd4- 11f
mice carrying Nedd4-1 satellite cell-specific deletion induced by TMX. A) Schematic of TMX treatment. B) Af-
ter treatment fibers were isolated and maintained in culture under proliferation conditions for 24 hours and the
percentage of Nedd4-1 positive SCs was quantified. Pax7 and Synd4 were used as a markers of SCs. C) Schema-
tic of TMX and BaCl; treatment where injured was performed 2 days after TMX treatment and both injured and
contra-lateral uninjured TAs muscles were isolated and analyzed at 9 dpi. D) Injured TAs images, obtained from
SC-Need4-1+/+ and SC-Nedd4-1-- animals at 9 dpi. The graph shows the muscle weight TAs of contra-lateral (not
inj.) and injured (Inj.) from animals SC-Need4-1+/+ (white bars) and SC-Nedd4-1-- (black bars) at 9 dpi, normali-
zed by the total body weight of each animal. E) H&E and immunofluorescence of TAs cryo-sections, obtained
from SC-Nedd4-1+/+ and SC-Nedd4-1-- animals at 9 dpi. Contra-lateral TAs muscle are shown to the left images
as not injured, while the respective injured TAs muscles are observed to the right of each image (9 dpi). For IFI,
Nedd4-1 is in green, Laminin in red and nuclei in blue. F) Fiber size frequency distributions of TAs muscles on
fiber CSA obtained from SC-Nedd4-1-- and SC-Nedd4-1+/+ mice at 9 dpi. G) Sirius red staining of 9 dpi cross-
sections TAs from SC-Nedd4-1--mice compared to SC-Nedd4-1+"+ control mice. The graph shows the quantifica-
tion of collagen deposition in TAs (injured and uninjured) from SC-Nedd4-1-- mice compared to TAs from SC-
Nedd4-1++ mice. The statistical results were obtained from 3 independent experiments (n=3), *P<0.001. Scale
bars: 50 um.
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Nedd4-1 deletion permanently impairs myogenic progression in satellite cells.

Underlaying the inefficient muscle regeneration potential of Nedd4-1-null SCs, could be the
generation of inadequate numbers of muscle progenitors during early phases of tissue regene-
ration. Therefore, we thought to determine the presence of muscle progenitors expressing
Myogenin, as indication of cells with differentiation potential. Contrary to our hypothesis, IFI
analyses from tissue sections collected at 9 dpi, revealed a ~ 5 fold increase in the number of
Myogenin(+) cells in SC-Nedd4-1-- muscles, compared to SC-Nedd4-1+/* samples (Fig. 4A).
Western blot analyzes from whole muscle extracts showed, that at this time point, regenerating
SC-Nedd4-1-- TAs muscles had significantly lower expression of Myosin heavy chain compa-
red to SC-Nedd4-1** muscles (fig. 4B). Interestingly, Pax7 expression is up-regulated in SC-
Nedd4-1-- , which is consistent with previous data showing that Nedd4-1 negatively regulates
Pax7 protein levels (Bustos et al., 2015). Also consistent with the results depicted in figure 1,
while Nedd4-1 expression was up-regulated in regenerating TAs, this increase in Nedd4-1 pro-
tein was not observed in SC-Nedd4-1-- TAs (Fig. 4B), suggesting that Nedd4-1 is mainly up-

regulated in activated SCs.
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Figure 4. TAs injured from SC-Nedd4-1-- mice do not regenerate efficiently, but still contains myogenic
cells at 9 dpi.

A) Double immunofluorescence stained for Nedd4-1 (red) and Myogenin (green) on fiber CSA obtained from
SC-Nedd4-1-- and SC-Nedd4-1++ mice at 9 dpi. Arrows shows the presence of Myogenin positive cells in SC-
Nedd4-1-- compared with SC-Nedd4-1+/+ TAs muscle. The percentage of Myogenin positive cells is shown in the
graph on the right, ¥P<0.01. B) Western blot showed levels of Myosin heavy chain (MHC), Nedd4-1, Pax7 and
Myogenin in cryo-sections from SC-Nedd4-1+/+ and SC-Nedd4-1-- TAs muscle, injured at 9 dpi (i) or not injured
(n/1). Gapdh expression was used as loading control. Scale bars: 50 pm.
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In order to distinguish between a delay in the regeneration process or a sustained loss of SCs
regenerative potential, we studied the effect of nedd4-1 deletion in the SC lineage in a para-
digm of consecutive cycles of injury and regeneration. Briefly, first round of BaCl, induced
injury was performed as described above; at 9 dpi, a second round of TMX treatment was
initiated and followed by a second intramuscular BaCl, injection. 30 days after the second in-
jury, muscles were collected, fixed and cryosectioned (Fig. 5A).

Similar to previous experiments, H&E staining showed significant disorganization of injured
SC-Nedd4-1-- TAs cytoarchitecture (Fig. 5B, upper right). In this context, 1) higher variability
in myofiber diameter, ii) increased interstitial space and infiltrating cells, and iii) areas with
increased collagen deposition (Fig. 5B, lower panels) highlights the impaired regeneration ca-
pacity observed in SC-Nedd4-1-- TAs. Moreover, Nedd4-1-null TAs exhibited a >2 fold de-
crease in whole muscle weight (Fig. 5C), which correlated with a ~50% reduction in whole
TAs CSA, compared to SC-Nedd4-1+/+ TAs (Fig. 5D). Interestingly, SC-Nedd4-1-- muscles,
had a ~4 fold increase in the number of myofibers per mm?2 (Fig. SE), however, fiber CSA dis-
tribution was significantly affected, compared to SC-Nedd4-1*/* myofibers, which had ~50%
higher CSA on average (Fig. 5F). In addition, quantification of fiber CSA distribution showed
no changes in uninjured TAs (SFig. 2), while IFI analyzes revealed almost undetectable levels
of Myogenin(+) at 30 dpi from the second injury, in both genotypes (SFig. 3). Together, these
results suggest that Nedd4-1 loss in SCs causes a progressive loss of muscle regenerative ca-

pacity, which was not compensated by the population of non-recombined SCs (see Fig. 3B).
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Figure 5. Effect of nedd4-1 deletion in SCs during long-term muscle regeneration.

A) Schematic of TMX and BaCls treatment to induce consecutive injury to TAs muscle where after the second
damage was expected 30 days for its regeneration. B) Representative images of the CSA using H&E staining
(upper and left quadrant images), Sirius red staining (lower left quadrant images) and immunofluorescence for
Nedd4-1; red, Laminin; green, and nuclei; blue (lower right quadrant images) from cross-sections SC-Nedd4-1-"
and SC-Nedd4-1+/+ TAs muscle at 30 dpi. Contra-lateral TAs muscle (not injured) is shown to the left of the qua-
drants, while the respective injured TAs muscles are observed to the right (30 dpi). C) Quantification of muscle
weight TAs from SC-Nedd4-1++ (white bars) and SC-Nedd4-1-- (black bars) at 30 dpi, normalized by the total
weight of each animal. D) Quantification of whole TA-CSA from cross-sections SC-Nedd4-1-- and SC-Nedd4-1+/
+TAs muscle at 30 dpi. E) Quantification of total TA fibers number per mm2, from SC-Nedd4-1++ (white bars)
and SC-Nedd4-1-- (black bars) at 30 dpi. F) Fiber size frequency distributions of TAs muscles on fiber CSA ob-
tained from SC-Nedd4-1-- and SC-Nedd4-1+/+ mice at 30 dpi. All quantifications, the contra-lateral TAs muscle
(not injured) is analyzed as a control. *P<(.001. Scale bars: 50 um.
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CSA obtained from SC-Nedd4-1-- and SC-Nedd4-1++ mice at 30 dpi.
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Absence of Nedd4-1 affects terminal differentiation of muscle progenitors, rather than
myogenic commitment.

Although it has been shown that Nedd4-1-dependent regulation of Pax7 levels is critical for
SCs myogenic progression in vitro, it is likely that disruption of different cellular processes
affected by Nedd4-1 loss, contribute to the severe impairment in muscle regeneration. There-
fore, we attempted to evaluate this possibility using two different approaches: 1) siRNA indu-
ced Nedd4-1 knockdown in wild type derived SCs, and ii) ex-vivo culture of SC-Nedd4-1--
derived SCs. In both paradigms, we evaluated changes in proliferative capacity, MRFs expres-
sion and cell fusion. SCs transfected with fluorescein-labelled siNedd4-1 showed no changes
in the expression of MyoD, compared to SCs transfected with non-targeting siRNA (Fig. 6A),
in proliferation culture conditions. When siRNA transfected cells were maintained in differen-
tiation culture conditions, Nedd4-1 knockdown had no significant effect on the percentage of
Myogenin(+) nuclei, compared to control (Fig. 6B). However, Nedd4-1 down-regulation re-
sulted in diminished myotube formation and size (Fig. 6B, lower right). These results are
highly consistent with the observations made in vivo, where myofiber formation was impaired,
although Myogenin(+) cells were present during the early phases of regeneration (see Fig. 4).
Furthermore, SCs cultures from SC-Nedd4-1-- muscles, showed a significant decrease in the
number of cells per colony (Fig. 6C). This effect that was most evident after sequential passa-
ging, where we observed significantly lower differentiation, compared to SC-Nedd4-1+/* cul-
tures (SFig. 4A). Additionally, as ~5% of SCs from SC-Nedd4-1-- mice retained the nedd4-1

alleles after TMX injections, we evaluated whether the adherent myoblasts from SC-Nedd4-1--
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cultures, retained Nedd4-1 expression. As shown in figure 6D, adhered Pax7 (+) cells obtained
from SC-Nedd4-1-- mice, correspond to recombinant, nedd4-1-null genotype (SFig 4B).

Due to the low number of colony forming SCs from SC-Nedd4-1-- muscles, we evaluated their
proliferation capacity more specifically, using a EAU labeling approach. As we espected, des-
pite the lower cell density per colony ex-vivo, the proportion of EAU+ cells, normalized by the
total nuclei of myogenic cells (Pax7+ and MyoD+ cells), was statistically lower compared to
control SC-Nedd4-1+/* cultures (Fig. 6D). These results raised the question about the origin of
the regenerating myofibers in injured SC-Nedd4-1-- TAs. To address this issue, Nedd4-1
SC-specific conditional knockout mice were crossed with the Cre-reporter mice ROSAmT/mG,
The new generated mice strain (mT/mG-SC-Nedd4-1) ubiquitously express red fluorescent
protein at plasma membrane (mTomato); upon recombination, mTomato cassette is removed,
allowing the expression of the mEGFP, genetically labeling the Pax7-CreERT2 expressing ce-
lls. Thus, we performed consecutive muscle injury in m7/mG-SC-Nedd4-1-- TAs muscle (see
Fig. 5A), followed by muscle isolation at 30 dpi from the second injury, for further analysis.
Interestingly, we observed that most regenerating fibers (identified by centrally located
nuclei), were mEGFP labeled (Fig. 6E, upper graph). Consistent with our previous results, the
average diameter of mEGFP(+) fibers is significantly lower, compared to mEGFP labelled
myofibers in m7/mG-SC-Nedd4-1+/+ regenerating muscles (Fig 6E, lower graph). Interestin-
gly, we observed that the population of undamaged fibers (mTomato(+), with peripheral nu-
clei) were over represented in m7/mG-SC-Nedd4-1-- mice, compared with control mice. These

results indicate that the absence of Nedd4-1 dramatically affects clonal expansion and normal
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myogenic progression in adult myoblasts, resulting in a profound impairment of the skeletal

muscle regenerative capacity.
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Figure 6. The absence of Nedd4-1 impair terminal differentiation of adult muscle progenitors.

A) For the analysis of SCs activation, single fiber-associated SCs were isolated and silenced against Nedd4-1 for
24 hours and MyoD expression was analyzed by immunofluorescence (red). As silencing and transfection con-
trol, siScramble and siFluorecein-conjugated were used, respectively. The graph shows the percentage of MyoD
positive cells in myoblast silenced for Nedd4-1, compared to the control. B) For the analysis of myoblasts diffe-
rentiation, SCs were isolated from wild type mice and silenced against Nedd4-1 for 72 hours and Myogenin ex-
pression was analyzed by immunofluorescence (red). The percentage of Myogenin positive cells (upper graph)
and myotubes diameters (lower graph) were quantified in cells silenced for Nedd4-1 compared to the control
(siScramble). C) For the analysis of the number of myoblasts per colony, SCs were isolated from SC-Nedd4-1--
and SC-Nedd4-1++ mice and were cultured in gelatin-coated plates for 2 days under proliferation condition. The
graph show the average number of cells per colonies of three independent experiments, *P<0.01. D) SC from SC-
Nedd4-1-- and SC-Nedd4-1+/+ were isolated and labeled with EAU for 6 h and stained for EQU (magenta), Pax7
(green), MyoD (red) and nuclei (blue) to analyze the percentage of proliferating cells. The graph shows the ratio
of the number of EAU positive myoblasts, identified by the expression of Pax7 and MyoD, normalized by nuclei
of myoblasts. E) To analyze the differentiation in vivo, TAs from mT/mG-SC-Nedd4-1-- reporter transgenic mice
were injured using the double damage protocol and the regeneration was evaluated by immunofluorescence at 30
dpi compared to TAs mT/mG-SC-Nedd4-1+/+ control mice. The green fibers correspond to fibers where the Cre
recombinase was active (cells that do not express Nedd4-1) and the red fibers correspond to cells that did not
recombine (cells that express Nedd4-1). Contra-lateral TA muscle is shown to the left images as not injured, whi-
le the respective injured TA muscles are observed to the right images (30 dpi).

The graphs shows the average muscle new fiber diameter (upper) and the proportion of fibers with peripheral
nucleus and central nuclei (lower). The statistical results were obtained from 3-4 independent experiments.
*P<0.05; #P<0.001. Scale bars: 100 um.
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Supplementary figure 4.

A) SC-Nedd4-1-- and SC-Nedd4-1+/+ mice were treated with TMX, 2 days after their SCs were isolated and cul-
tured during 24 hours in PM (1° planted), subsequently the medium with non-adherent cells was transferred to a
second plate (2° planted) and the adhered cells were observed by light microscopy. B) SCs were isolated from
Pax7CreERT2+: Nedd4- 17/ mice, then were treated with vehicle (ethanol) or TMX by 72 hours and Nedd4-1 expres-
sion was analyzed by immunofluorescence using Pax7 as SCs marker. Arrows show that muscle precursors cells
(Pax7+ cells) not expressed Nedd4-1 in culture treated with TMX and asterisk shows no myogenic cell that ex-
press Nedd4-1 in presence of TMX. Scale bars: 50 um.
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DISCUSSION

The ubiquitin-ligase Nedd4-1 has been described recently as a new regulator of the myogenic
progression in muscle progenitors. Nedd4-1 appears to be ubiquitously expressed, including
the skeletal muscle tissue, which raises the question about the requirement of Nedd4-1 specifi-
cally in the SC compartment, during muscle regeneration.

During a normal regeneration response, we found an early increased in Nedd4-1 expression
(1-3 dpi), both in myogenic and infiltrating cell populations. Based on the extensive descrip-
tions regarding the temporality and different cell types involved in muscle regeneration, the
non-myogenic cells are expressing Nedd4-1 are likely to be inflammatory cells, mainly ma-
crophages (Betzinger CF. et al., 2013), where Nedd4-1 expression is crucial for their function
(Liu Q. et al., 2017; Pei G. et al., 2017). Between 5-7 dpi, Nedd4-1 becomes gradually restric-
ted to the myogenic lineage (correlating with a decreasing non-muscle cellular infiltrate), spe-
cifically in cells expressing the early differentiation marker Myogenin. Intriguingly, at ~7 dpi,
high Nedd4-1 expression remains associated to sub-laminar nuclei in regenerating fibers, but
not to centrally located myonuclei, potentially marking fusing muscle progenitors. By at 15
dpi, very low levels of Nedd4-1 are detected in myofibers which becomes undetectable by 30
dpi. Nedd4-1 protein levels correlate with also with mRNA levels,suggesting that Nedd4-1
expression is controlled at the transcriptional level, during the myogenic progression of SCs.
The apparent down-regulation of Nedd4-1 expression in regenerated muscle, is in agreement
with a recent study by Nagpal P. et al., 2012. Interestingly, the same study shows that Nedd4-1

expression in muscle is induced upon denervation. Moreover, muscle specific deletion of



82

Nedd4-1, protects the denervated muscle from atrophy. Intriguingly, Nedd4-1 expression is not
induced in response to other atrophy-inducing perturbations, such as immobilization. Together,
these observations suggests that Nedd4-1 plays critical and distinct roles in the myogenic li-
neage, which are specific to the differentiation status of the cells.

Based on our own studies, we hypothesized that Nedd4-1 loss in the SC population, would
have detrimental effects on the regeneration response, which would not be compensated by the
regenerating microenvironment. We addressed this question through SC-specific conditional
deletion of the nedd4-1 gene in mice. Upon acute muscle injury, Nedd4-1-null SCs appear to
activate normally, however their ability to contribute to muscle regeneration was severely
compromised. Compared to control mice, regenerating SC-Nedd4-1-null muscles exhibited a
significant reduction in myofiber caliber, increased collagen deposition, and a dramatic reduc-
tion in whole muscle weight and cross sectional area. Our regeneration studies show no signi-
ficant effect on contra-lateral uninjured muscles, which indicates that in these short term stu-
dies, non-specific changes in the muscle tissue after SC-Nedd4-1 deletion, probably does not
affect the maintenance of the muscle in non-injury conditions. In light of recent long-term stu-
dies demonstrating the differential incorporation of SCs to resting muscles (Yang Q. et al.,
2016; Giinther S. et. al., 2013) and their controversial requirement for muscle hypertrophy, it
would be highly interesting to study the effect of Nedd4-1 loss in SCs under similar condi-
tions.

In agreement with previous reports using using the Pax7-Cre driver used in the present study
(Murphy MM. et al., 2011), recombination efficiency reached ~96%. Therefore, 4% of the SC

population retained Nedd4-1 expression after the TMX treatment, and therefore their full
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regenerative capacity, which could be the origin of small-caliber regenerating fibers observed
after one round of muscle injury. However, myofiber and whole muscle cross sectional area
decreased further in the consecutive injury paradigm. Moreover, evaluating muscle regenera-
tion in the mT/mG Cre-reporter mouse genetic background, revealed that Nedd4-1-null SCs
were the main cellular source for the regenerating fibers (i.e. mEGFP+) observed in the SC-
Nedd4-1-/- muscles. We could not identify mTomato+ fibers, however we could not rule out
the formation of chimeric fibers, since signal dilution is expected to mask the contribution of
the 4% mTomato+ cells. Nevertheless, is intriguing that even during a single round of regene-
ration, the “normal” SC population was unable to support a more robust regenerative response,
as observed in different studies were key regulators have been deleted in SCs (Ustanina S. et
al., 2007; Gotic L. et al., 2010; Yablonka-Reuveni Z. et al. 2015, Leikina E. et al., 2015; Liu N.
et. al., 2014). Consequently, it is tempting to speculate that activated Nedd4-1-null SCs di-
rectly impaired the regenerative capacity of the remaining “normal”-SCs; reminiscent of the
community effect during muscle development in the embryo (Cao XR. et al., 2008; Liu Y. et
al., 2009).

Making use of new-generation OMICS strategies, different groups have experimentally sup-
ported the long-held idea that SCs are indeed an heterogeneous population (Cho DS. & Doles
JD., 2017; Kitajima Y. et al., 2016; Maier AB. et al., 2012), exhibiting distinct transcriptional
signatures and protein repertoires. Functionally, this correlates with many studies describing
sub-polulations of SCs which activate faster, are more prone to differentiate, an others which
cycle slowly, likely contribute to SC renewal. These concepts offer an alternative explanation

for the source of the truncated regeneration observed in damaged SC-Nedd4-1-/- muscles.
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Specifically, it is possible that a population of SCs in a more advance state of myogenic/diffe-
rentiation commitment could have overcame nedd4-1 deletion, in part due to the correspon-
ding higher levels of Nedd4-1 protein, allowing their differentiation into myofibers. On the
other hand, Nedd4-1 loss in a more quiescent SCs population, not only is expected to block
differentiation, but also to impaired their expansion, as suggested by our ex-vivo results, using
primary cultures. Alternatively, there could be a compensatory effect from other Nedd4 iso-
forms, however the evidence suggests that Nedd4 family members perform mostly distinct and
non-overlapping functions in different cell types (Yang B. & Kumar S., 2010).

A puzzling finding relates to the significant mass loss in SC-Nedd4-1 null TA muscles after
BaClz induced injury and regeneration. Based on the analyses of the mT/mG Cre-reporter
mice, such decrease in whole muscle size could be largely explained by the significant reduc-
tion in myofiber cross-sectional area. Together with a low MyHC expression, this phenotype is
consistent with a disruption in the maturation of newly formed myofibers, preventing further
increased in fiber cytoplasmic-to-nuclei ratio. In principle, these observations suggest that
Nedd4-1 is also important for myofiber growth, thus participating in additional steps during
muscle formation. Since the regulation of muscle mass is mainly regulated by oposite regula-
tion of the rate protein synthesis v/s. protein degradation (i.e. high/low during muscle hyper-
trophy; low/high in muscle atrophy), the requirement of controlled protein degradation in or-
der to increase myofiber mass (and therefore whole muscle size) appears as an attractive area
that requires further investigation. In this context, Nedd4-1 function in skeletal muscle has
been studied only in atrophy models, whereas its role during muscle hypertrophy remains

unexplored.
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DISCUSION GENERAL Y PROYECCIONES

Muchos estudios han demostrado que la ubiquitinacion de proteinas es un proceso clave en el
control de la sefalizacion asociada al control de diversos procesos celulares. En este contexto,
se ha descrito que la ubiquitin-ligasa Nedd4-1 tiene funciones importantes en 1) la formacion
y arborizacion dendritica durante el desarrollo neuronal (Kawabe H. y Brose N. y cols, 2010),
i1) la correcta formacion y funcion de las UNM (Liu Y. et al., 2009) y iii) la regeneracion hepa-
tica, segun un estudio de analisis de proteomica cuantitativa a gran escala (Bachofner M. et al.,
2017). Sin embargo, hasta la fecha no existen estudios que demuestren directamente la partici-
pacion de Nedd4-1 en la regeneracion de tejidos.

Basandonos en resultados previamente publicados por nuestro laboratorio, donde demostra-
mos in vitro que Nedd4-1 participa en la ubiquitinacion y degradacion del factor de transcrip-
cion Pax7 (Bustos F. et al., 2015), quisimos evaluar si Nedd4-1 es también necesario para la
funcién de las CS. En dicho estudio, se indujo la disminucion de los niveles de Nedd4-1 me-
diante siRNA en células cultivadas in vitro, determinandose que la actividad de Nedd4-1 se
controla temporal y espacialmente para modular los niveles de la proteina Pax7, promoviendo
la diferenciacion de los progenitores musculares. A pesar de este hallazgo, es importante men-

cionar que el nicho en donde residen los progenitores musculares es clave para su correcto
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funcionamiento y mantencioén (Bentzinger CF et al., 2013; Costamagna D. et al., 2015). Ade-
mas, en el musculo residen varios tipos celulares que son claves para su correcta funcion,
siendo necesarias para el proceso de regeneracion de este tejido y en este contexto, se ha re-
portado que Nedd4-1 se expresa en diversos tipos celulares, tales como: macréfagos, fibro-
blastos, células endoteliales, FAPs, CS, entre otros, teniendo distintos roles que dependen del
contexto celular. En este sentido, parece necesario estudiar el rol de Nedd4-1 en la funcion re-
generativa que tienen las CS.

Los resultados de esta tesis doctoral indican que Nedd4-1 participa en el control de la prolife-
racion y diferenciacion de las CS, regulando asi la regeneracion del musculo esquelético en

estado adulto.

Los niveles de Nedd4-1 varian durante el proceso de regeneracion del musculo esqueléti-
co

Durante el proceso normal de regeneracion del musculo esquelético, encontramos un aumento
temprano de la expresion de Nedd4-1 (1-3 dpi), tanto en poblaciones de células miogénicas
como infiltrantes. Seglin las extensas descripciones sobre la temporalidad y los diferentes tipos
de células implicadas en la regeneracion muscular, las células no miogénicas que expresan
Nedd4-1 probablemente sean células inflamatorias, principalmente macréfagos (Betzinger CF.
et al., 2013), donde la expresion de Nedd4-1 es crucial para sus funciones (Liu Q. et al., 2017),
para corroborar esta hipodtesis, se pueden utilizar marcadores especificos para identificar las
distintas cé¢lulas inflamatorios como CDI11b+, CD31+, Grl+, CD43+ (granulocitos) (Dumont

N. et al., 2008); CDI11b+, CD31+, Ly6C(+/-) (monocitos) (Auffray C. et al., 2007; Arnold L.



93

et al., 2007); CD68+,CD4, iNOS+ (macrofagos M1) (Pulford KA. et al., 1989; Saclier M. et
al., 2013) y CD68+, CD206+, CD163 (macrofagos M2) (Dumont N. et al., 2010; Villalta SA.
et al., 2009). Entre los 5 a 7 dpi, la expresion de Nedd4-1 se restringe gradualmente a las célu-
las de linaje miogénico, (correlacionando con la disminucion progresiva del infiltrado celular
no muscular), especificamente en células que expresan el marcador de activacion MyoD y més
evidentemente en células que expresan el marcador de diferenciacion temprana Miogenina.
Interesantemente, a los ~7 dpi, la expresion de Nedd4-1 permanece alta y asociada a nucleos
bajo la lamina basal en fibras regenerantes, pero no en mionucleos localizados en posicion
central de las miofibras, lo que sugiere (segun la cinética espacio-temporal) la fusion de estos
progenitores musculares. A 15 dpi, se detectan niveles muy bajos de Nedd4-1 en miofibras que
se vuelven indetectables a los 30 dpi. Por otra parte, los niveles de proteina Nedd4-1 se corre-
lacionan con los niveles de su ARNm, lo que es indicativo que la expresion de Nedd4-1 es
controlada a nivel transcripcional durante la progresion miogénica de las CS. Recientemente,
se identifico al factor de transcripcion STAT3 como un nuevo regulador de la transcripcion y
la traduccion de Nedd4-1 en células que participan en la formacion de queloides (Wang Y. et
al., 2019). Adicionalmente, se ha descrito que mTORCI regula la biosintesis de Nedd4-1 (no
asi de su homologo Nedd4-2), promoviendo el crecimiento de neuritas en las neuronas del sis-
tema nervioso central de los mamiferos (Hsia HE. et al., 2015). Seria interesante evaluar STA-
T3 y/o mTORCI1 regulan la expresion de Nedd4-1 en progenitores musculares. Por otra parte,
no descartamos la idea de una regulacion post-traduccional sobre el control de los niveles de

Nedd4-1, como se observa en otros tejidos (Bachofner M. et al., 2017).
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Siguiendo con el andlisis de la cinética de expresion de Nedd4-1, la aparente disminucion de
su expresion en musculo regenerado se condice con estudios de Nagpal P. et al., 2012. El
mismo estudio muestra que el dafo por denervacion induce la expresion de Nedd4-1 en el
musculo. Ademas, la eliminacion tejido-especifica de nedd4-1 protege al musculo denervado
de la atrofia; no asi en respuesta a otras perturbaciones que inducen atrofia, como por ejemplo
la inmovilizacion. Sin embargo, estudios de proteomica no muestran una mayor expresion de
Nedd4-1 durante la denervacion (Sun H. et al., 2014) y por tanto, no seria tan claro su rol
como atrogen. En conjunto, estas observaciones indican que Nedd4-1 tiene funciones diversas

en el linaje miogénico, que son dependientes del estado de diferenciacion celular.

Participacion de Nedd4-1 en la mantencion del musculo esquelético

Andlisis en la citoarquitectura de musculos no dafiados, provenientes desde ratones tratados
con vehiculo o con TMX, no mostraron diferencias significativas en la masa total (figura 5C),
area transversal (figura 5D), ni en el tamaino de las fibras musculares (figura 5F) a los 30 dias
post tratamiento. Lo que indica que Nedd4-1 expresado en CS no tendria una participacion
determinante en la mantencion de la homeostasis muscular a corto plazo. Sin embargo, no se
ha evaluado el efecto que pueda tener la ausencia de Nedd4-1 en el largo plazo (por ejemplo,
durante el envejecimiento) o en respuesta a estimulos fisiologicos como el ejercicio.

Dado que la eliminacion de nedd4-1 ocurre especificamente en las CS, las fibras siguen expre-
sando esta proteina (figura 3E y 5B), de modo que en ausencia de dafio, se esperaba que la

homeostasis y mantencion del musculo se mantenga inalterada.
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Estudios en ratones de 12 y 20 meses de edad, demuestran que las CS contribuyen a la man-
tencion de las fibras musculares en ausencia de dafo y en condiciones de sedentario relativo
(Keefe AC. et al., 2015). Por otra parte, existen controversias acerca de su participacion duran-
te la respuesta de hipertorfia muscular (Keefe AC. et al., 2015; Persson PB. et al., 2015). Un
estudio donde se evalud los niveles de actividad y la fragilidad en mujeres mayores, y median-
te analisis de biopsias del vasto lateral, se determin6 que la sarcopenia (perdida de masa y fun-
cion muscular durante el envejecimiento), se correlaciona con una regulacion negativa de la
expresion de Need4-1 y otros mediadores del sistema de ubiquitinacion de proteinas (Drum-
mond MJ. et al., 2014). Luego, el analisis de la pérdida de Nedd4-1 en CS y su contribucion
en la mantencion del tejido muscular a largo plazo es una pregunta importante que puede ser
evaluada a futuro. Estratégicamente, se puede evaluar en animales reporteros la contribucion
de progenitores miogénicos en la formacion de nuevas fibras o hiperplasia de las fibras muscu-
lares existentes, comparando animales envejecidos que expresen o no Nedd4-1 en condiciones

de inactividad fisica (sedentarismo) o entrenamiento.

Efecto en la regeneracion muscular post delecion de nedd4-1

Varios estudios han revelado que animales nulos para nedd4-1 mueren durante el desarrollo o
en etapas perinatales (Cao XR et al 2008; Liu Y et al., 2009). Interesantemente, estos animales
presentan una reduccion de la masa muscular (Liu Y et al., 2009). Basados en estos estudios y
en resultados de nuestro laboratorio (Bustos F. et al., 2015), planteamos la hipotesis que la au-
sencia de Nedd4-1 en la poblacion de CS ocasionaria una pérdida en la respuesta regenerativa

del musculo esquelético, que no serian compensados por el microambiente regenerativo. De
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esta manera, abordamos esta pregunta a través de la delecion condicional del gen de nedd4-1
especifica en CS de raton (CS-Nedd4-1-").

Andlisis histologicos de ratones transgénicos (Pax7-CreERT2: Nedd4-1 f/f) tratados con TMX
y sometidos a dano muscular agudo, sugieren que la expresion de un alelo de Cre es suficiente
para eliminar la expresion de nedd4-1 y provocar un fenotipo alterado en la regeneracion (fi-
gura anexa 3).

Analisis cuantitativos de musculos dafiados obtenidos desde animales CS-Nedd4-1--, demues-
tran que su capacidad para contribuir a la regeneracion muscular se vio gravemente compro-
metida. Especificamente, en comparacion con los ratones de control, la regeneracion de los
musculos provenientes de ratones CS-Nedd4-1--, exhibié una reduccion significativa en el ca-
libre de las miofibras, aumento de la deposicion de coldgeno y una reduccion drastica en el
peso del musculo completo y el area de la seccion transversal a los 9 dpi (figura 3).

En concordancia con estudios previos (Murphy MM. et. al., 2011), la tasa de recombinacion
posterior a la inyeccion de TMX, alcanzo6 valores entre un 94 y 98 % (figura 3A); por tanto,
existe un porcentaje de CS (~4%) que retuvieron la expresion de Nedd4-1 después del trata-
miento, las que pudiesen ser el origen de las fibras regenerantes de pequeiio calibre observadas
después de una ronda de lesion muscular. En los resultados de experimentos de lesiones con-
secutivas y regeneracion a largo plazo (30 dpi), se demostrd que las miofibras y el area de sec-
cion transversal de musculo completo disminuyeron atin mas, lo que refuerza la idea de la im-
portancia de Nedd4-1 en el proceso regenerativo del musculo esquelético, y mas aun, indica
que no existe un retraso en este proceso, sino mas bien una pérdida de esta capacidad. Ade-

mas, evaluando la regeneracion muscular en el perfil genético del raton reportero Cre doble
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fluorescente (mT/mG Cre-reporter), reveld que las CS nulas para nedd4-1 eran la principal
fuente celular de las fibras regeneradas (es decir, mGFP+) observadas en los musculos CS-
Nedd4-1--. Adicionalmente, no detectamos fibras regenerantes provenientes de CS que expre-
saran Nedd4-1 (es decir, mTomato+), sin embargo, no podemos descartar el aporte de estas
células y la formacion de fibras quiméricas, ya que se espera que la dilucion de la sefial fluo-
rescente mGFP, enmascare la contribucion del 4% de las células mTomato+. Sin embargo, re-
sulta intrigante que incluso durante una tnica ronda de dafio y posterior regeneracion, la po-
blacion de CS "normales" no pudieron montar una respuesta regenerativa mas robusta, como
se observa en diferentes estudios donde reguladores claves han sido eliminados en CS (Usta-
nina S. et al., 2007; Gotic I. et al., 2010; Yablonka-Reuveni Z. et al. 2015, Leikina E. et al.,
2015; Liu N. et. al., 2014).

Recientemente, mediante el uso de estrategias OMICS de nueva generacion (Genoémica, Pro-
teomica y Metaboldomica), varios grupos cientificos han apoyado experimentalmente la idea
que la poblacion de CS es altamente heterogéneas en cuanto a sus perfiles transcripciones y
proteicos (Cho DS et al., 2017; Kitajima Y et al., 2016; Maier AB et al., 2012). Funcionalmen-
te, esto se correlaciona con diversos estudios que describen subpoblaciones de CS que se acti-
van mas rapido, con distintas habilidades de fusion y de diferenciacion, mientras que otras po-
blaciones tienen un ciclo mas lento, y probablemente contribuyen a la renovacion de CS (Ba-
roffio A. et. al., 1995; Ruger K. et. al., 2004; Ippolito J. et. al., 2012; Chapman MR. et. al.,
2013). Estos nuevos hallazgos nos permiten elaborar una explicacion alternativa del origen de
las células que contribuyen a la truncada regeneracion observada en los musculos CS-Nedd4-1-

~. En especifico, es probable que una subpoblacion de las CS se encuentre en un estado mas
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avanzado en el compromiso de diferenciacion miogénica y que hayan alcanzado niveles de
Nedd4-1 suficientes, lo cual depende de los niveles de expresion y la estabilidad de Nedd4-1
(que desconocemos en este contexto), de modo que la activacion de etapas tempranas de dife-
renciacion no se veria afectada por la delecion. Por otro lado, la pérdida de Nedd4-1 en una
subpoblacion de CS con caracteristicas mas troncales, pudiera afectar los procesos de prolife-
racion y diferenciacion observados (figura 6), efecto que podria ser mediado por los altos ni-
veles de expresion de pax7 en encontrados en mioblastos primarios silenciados para Nedd4-1
(Bustos F. et al., 2015) y en extractos totales de musculos de animales CS-Nedd4-1--a los 9
dpi (figura 4B). En este contexto, estudios indican que Pax7 puede reprimir la actividad del
factor MyoD, previniendo la induccion de Miogenina y la diferenciacion terminal de los pro-
genitores musculares (Kumar D. et. al., 2009; Olguin HC. et al., 2007; Zammit PS. et al.,
2006). Adicionalmente, células que sobre-expresan Pax7 pueden escapar de la diferenciacion y
salir del ciclo celular (Olguin HC. et al., 2004), mientras que la ausencia de Pax7 en progenito-
res musculares induce una diferenciacion temprana in vivo (Giinther S. et al., 2013; Maltzahn
von J. et al., 2013). Por tanto, la regulacion de los niveles de Pax7 es un punto critico para la
funcion y destino que tomen las CS.

En esta tesis, no observamos cambios en el numero de células MyoD+ en cultivos de CS aso-
ciadas a miofibras donde se silencio la expresion de Nedd4-1 (figura 6A). Sin embargo, estos
estudios no permiten determinar cuantitativamente los niveles proteicos de MyoD por célula,
los que permitirian probar si el modelo descrito anteriormente es relevante en el contexto de la

regeneracion de animales CS-Nedd4-1--.
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.Como se podria evidenciar el efecto de la ausencia de Nedd4-1 en CS en los distintos

procesos/eventos que ocurren durante la regeneracion?

Las células inmunes son criticas en el nicho de la CS, donde las lesiones musculares agudas
desencadenan un proceso inflamatorio precisamente orquestado, dirigido a la eliminacion de
células danadas, la coordinacion de la respuesta regenerativa y la restauracion de la homeosta-
sis del tejido. En este contexto, el inicio, el desarrollo y la resolucion de la inflamacion es un
proceso clave para una correcta regeneracion. Por ejemplo, la supresion de macréfagos pro-
inflamatorios M1, conduce a la persistencia de las células necréticas, con una caida en la pro-
liferacion de mioblastos, el aumento de la fibrosis y la acumulacién de grasa (Lu H. et al.,
2011; Segawa M. et al., 2008; Summan M. et al., 2006). Por otra parte, los macrofagos M2
pueden secretar moléculas antiinflamatorias y mediadores que ayudan a la resolucion del pro-
ceso inflamatorio, ya que permiten que disminuya la actividad oxidativa y el dafio muscular

causado por neutréfilos y macrofagos M1 (Soehnlein O. et al., 2010; Villalta SA. et al., 2009).
Analisis en animales SC- Nedd4-1 % ", muestran un alto nimero de células infiltrantes a los 15

e incluso 30 dpi, lo que puede dar cuenta de un proceso inflamatorio no resuelto y de esta
forma repercutir negativamente en el proceso regenerativo. Sin embargo, para corroborar esta
hipdtesis es necesario cuantificar la sub-poblacion de macrofagos tipo I, caracterizados por
marcadores de superficie CD68+/CD163— y/o medir los niveles de citoquinas pro-inflamato-
rias como TNF-a e IL-1, que en conjunto son responsable de la fagocitosis de los restos celu-

lares (Chazaud B. et al., 2009).
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Otro aspecto importante que se observa en animales SC- Nedd4-1 / ", es la acumulacion de la

proteina de matriz extracelular, colageno. Estudios en animales trangénicos, han descrito que
fibrobléastos y mioblastos se regulan mutuamente, ya que, por ejemplo, la ausencia de mio-
blastos induce la proliferacion de fibroblastos y una subsecuente secrecion de proteinas de

matriz (Murphy MM. et al., 2011). Este ultimo aspecto se relaciona con los resultados obser-
vados en animales SC- Nedd4-1"" ", donde se ve una menor proliferacion de mioblastos (figura

6D) y una mayor deposicion de colageno (figura 3G y 5B).

Por otra parte, es sabido que la regeneracion muscular requiere ademas de la interaccion y
comunicacion de multiples tipos celulares (ver tabla 1); asi, es posible que fallas en el proceso
miogénico afecten la comunicacion entre las CS y los otros tipos celulares involucrados, lo
que llevaria a una desincronizacion del proceso regenerativo. Por lo tanto, seria interesante

evaluar como varia el nimero de células en las distintas subpoblaciones celulares relevantes
durante la regeneracion de musculos SC- Nedd4-1 / ", asi como la cinética de dichos cambios.

Condiciones degenerativas cronicas del musculo esquelético, pueden conducir a cambios
permanentes dentro del nicho de las células troncales musculares. Estudios sugieren que, bajo
condiciones especificas, las CS pueden diferenciarse en células adipogénicas, osteocitos y
miofibroblastos (Cencetti F. et al., 2010; Yin H. et al., 2013; Asakura A. et al., 2001). De esta
forma, el deterioro patologico del nicho o los cambios sistémicos pueden influir en el destino
de las CS activadas y alterar su respuesta normal. En este contexto, los estudios realizados en

animales reporteros indican que las nuevas fibras musculares provienen de células SC- Ned-
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dd-17" ", y adicionalmente, no se observo un nimero mayor de células intersticiales GFP+, que

17"

pudieran sugerir una eventual transdiferenciacion de las células SC- Nedd4- hacia otros

linajes celulares.

Como hemos mencionado, durante el proceso de regeneracion muscular mediado por las CS
ocurren una serie de eventos que se desarrollan en forma coordinada y continua. En este con-
texto, la delecion de nedd4-1 en CS pudiera alterar uno o mas de estos eventos claves en la
miogénesis. Estos eventos fueron estudiados mediante distintas aproximaciones y son discuti-

das a continuacion:

Activacion de las CS.

La activacion de las CS es el primer evento para el proceso miogénico y en este contexto, exis-
ten vias de sefializacion que controlan el estado quiescente y de activacion de las CS y que
Nedd4-1 pudiera regular. Estudios demuestran que la sefializacion de Notch participa en el es-
tado quiescente de las CS (Yu F. et al., 2017; Bjornson CR. et al., 2012). Otros estudios indi-
can que el balance de las proteinas Pax7/MyoD es crucial para la activacion del CS y la pro-
gresion miogénica (Olguin HC. y Pisconti A., 2012) y estudios publicados de nuestro laborato-
rio identificamos que Nedd4-1 se expresa en CS quiescentes y que regula los niveles de Pax7,
promoviendo la activacion de los precursores musculares (Bustos F. et al., 2015). En este con-
texto, es atractivo especular que la delecion de nedd4-1 en CS pudiera conllevar a no suprimir
la sefalizacion de Notch o aumentando los niveles de Pax7, manteniendo el estado quiescente

de las CS y afectando su activacion y el aporte de mioblastos en el proceso regenerativo.
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Analisis de expresion del conocido marcador de activacion MyoD (Bentzinger CF. et al.,
2012), en CS nulas para nedd4-1 obtenidas desde fibras musculares cultivadas durante 24 ho-
ras, revelan que no existen diferencias en el porcentaje de células que expresan MyoD compa-
radas con células controles (figura 6A ). Lo que sugiere que la delecion de nedd4-1 in vivo no

afectaria la activacion de las CS.

Proliferacion

El evento de la proliferacion de las células miogénicas es una etapa clave en donde se expande
el nimero de mioblastos para un eficiente proceso de fusion y formacion de nuevas fibras
musculares, la falla en este proceso ha demostrado una regeneracion deficiente con una menor
masa muscular y fibras musculares de menor calibre (Adams GR. 2006). Interesantemente, se
ha observado que Nedd4-1 esta sobre-expresado en varios tipos de canceres (Chen C. y cols
2007; Wang YY. et al., 2010; Luhtala S. et al., 2018), siendo considerada como una proteina
oncogénica, ya que puede promover la proliferacion celular mediante la regulacion del ciclo
celular en forma indirecta, activando distintas vias mitogénicas (Cao XR. et al., 2008; Wen W.
etal., 2017; Zheng H. et al., 2018), y ademads, estudios sugieren que Nedd4-1 puede regular el
ciclo celular directamente, mediante la regulacion de los niveles del activador de la quinasa
dependiente de ciclina SpylA (Al Sorky M. et al., 2009). En este contexto, la delecion de
nedd4-1 en CS provocd una caida significativa en la proliferacion (figura 6D), una caida en el
promedio de células por colonias (figura 6A) y numero total de colonias al comparar con CS

provenientes de animales CS-Nedd4-1+/+.
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Estudios sugieren que la activacion y subsecuente proliferacion de las CS también es mediado
por la sefializacion de Notch (Mourikis et al., 2014; Conboy IM et al., 2002; Sun H. et al.,
2007; Brack AS. et al., 2008). Alteraciones de esta via en CS, provocan una disminucioén en la
proliferacion con cambios de expresion significativos en los genes relacionados con el ciclo
celular (ciclina B1, D1, D2, E1 y p21) y factores reguladores miogénicos tales como MyoD y
Miogenina (Qin L. et al., 2013). Se ha descrito una reduccion de la actividad de Notch inme-
diatamente después de un dafio (dentro de las primeras 20 horas) (Mourikis et al., 2012), que
es antes que ocurra la primera division celular in vivo (Rocheteau P. et al., 2012). Posterior-
mente, la sefalizacion de Notch es débil en mioblastos en proliferacion y comienza a aumentar
nuevamente en el dia 4-5 dpi, tiempo que se correlaciona con la aparicion de células Miogeni-
na + y una disminucion en la proliferacion general de las células miogénicas. También se ha
reportado que la alta actividad de Notch durante la regeneracion se ve reflejada en células
miogénicas que se auto-renuevan y que expresan a su vez altos niveles de Pax7 (Mourikis P. y
Tajbakhsh S., 2014); interesantemente, los niveles maximos de Notch se restablecen luego de
20 a 30 dpi, lo que corresponde a la homeostasis del tejido y el restablecimiento de la pobla-
cion de CS quiescentes. En este contexto, sabiendo que Notch es un blanco de Nedd4-1, la
delecion de esta enzima puede llevar a una sefializacion persistente de Notch en estos progeni-
tores musculares. Esta posibilidad puede ser determinada, evaluando genes blancos de la via
canodnica de Notch/Rbpj, como son Heyl, Hey2, HeyL y Hes5. También es posible determinar
los niveles del dominio intracelular de Notch (NICD), que se genera por corte proteolitico al
activarse la via de sefializacion y actia como un coactivador transcripcional (Schroeter EH. et

al., 1998), interactuando con Rbpj (Castel D. et al., 2013; Krejci A. et al., 2007).
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Otro posible mecanismo que pudiera estar afectado en las células CS-Nedd4-1--, y que pudie-
ran explicar la baja proliferacion, es la via de senalizacion de p53 (conocido gen supresores de
tumores). Recientes estudios han demostrado que Nedd4-1 tiene la capacidad de estabilizar la
E3 ligasa Mdm?2 mediante poliubiquitinacion, siendo esta tltima responsable de inactivar p53
en células MEFs (Xu C. et al., 2015). Luego, la delecion de nedd4-1 en CS podria resultar en
un incremento de los niveles y actividad de p53 lo que conllevaria a un arresto del ciclo celu-
lar de una poblacion de CS, afectando negativamente el proceso de miogénesis y aporte de

mioblastos a la formacion de la nueva fibra muscular.

Diferenciacion

El proceso de diferenciacion contempla la fusion de los mioblastos y la formacion y creci-
miento de una nueva fibra muscular, evento que es dirigido por el regulador maestro Miogeni-
na (Hawke TJ. y Garry DJ., 2001; Schultz E. et al., 1994; Ciciliot S. y Schiaffino S., 2010).
Andlisis de la expresion de Miogenina en musculos provenientes de animales CS-Nedd4-1-- a
los 3 y 5 dpi, indican una disminucién en el niimero de células que expresan Miogenina
(Mgn+). Posteriormente, el porcentaje de células Mgn+ es significativamente mayor a los 7, 9,
15 y 30 dpi (figura anexa 5 y figura 4A). Estas observaciones son compatibles con: 1) una dife-
renciacion prematura de los progenitores musculares en etapas iniciales de proceso de regene-
racion (7 y 9 dpi) y/o ii) un menor numero de células Mgn+ que se diferencian en etapas tar-
dias de la regeneracion (15 y 30 dpi) y que puedan estar tomando otro destino. Ademas, los
bajos niveles de expresion del marcador de diferenciacion tardia MHC (figura 4B) y menor

calibre de las fibras musculares en animales CS-Nedd4-1-- (figura 4A, 5F), son efectos que
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apoyan las opciones anteriormente mencionadas y son concordantes con publicaciones previas
(Bustos F. y cols, 2015).

La via de sefalizacion IGF-IR/AKT/mTOR tiene un rol importante en los procesos de diferen-
ciacion e hipertrofia de los progenitores musculares adultos (Kalista S. et. al., 2012; Barbé C.
et al., 2015). Se ha descrito que esta via estaria afectada en animales nulos para nedd4-1, los
que muestran un retraso significativo en el crecimiento y de masa muscular (Cao XR. y cols
2008; Liu Y. et al., 2009).

Otra observacion interesante, corresponde a que los musculos dafiados provenientes de anima-
les CS-Nedd4-1--, muestran un aumento significativo del nimero de fibras por mm?2, aunque
de menor didmetro. Este efecto podria ser consecuencia de: 1) una menor incorporacion de
mioblastos a la nueva fibra muscular, producto de la menor proliferaciéon observada en los
progenitores musculares de los animales CS-Nedd4-1-- y/o ii) una diferenciacion prematura
de los mioblastos. Esta tltima observacion, sugiere que Nedd4-1 pudiera estar regulando posi-
tivamente el proceso de diferenciacion temprana de los progenitores musculares. Estas evi-
dencias, indican que Nedd4-1 tendria un rol diferencial dependiendo del estado de compromi-
so o diferenciacion que tengan los progenitores musculares, asociado a la expresion diferen-

cial de posibles sustratos de Nedd4-1 en las distintas subpoblaciones miogénicas.
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Modelo
Estudio en cultivos primarios derivados de CS, provenientes de animales SC-Nedd4-1 /~ mos-

traron una caida significativa de los niveles relativos de ARNm de ciclinas D, E, A y B, com-
parados con animales controles, siendo los niveles de las ciclinas B y D los que disminuyeron
mas significativamente (figura anexa 4). La ciclina B participa en la promocién de la mitosis,
formando parte del complejo del factor que promueve la mitosis (FPM) e iniciando el proceso
de fase M. Por otra parte, la ciclina D es la responsable del inicio de la etapa de G1 del ciclo
celular, y la baja expresion de esta ciclina conlleva que las células no ingresen al ciclo celular

y que puedan quedarse en una etapa de arresto del ciclo celular o etapa GO (Reece J. et al.,

2011; Cooper GM. 2000; Masui Y. 2001). Considerando que las CS obtenidas de animales
SC-Neddd4-1"" presentan menor incorporacion del analogo de timina EAU (figura 6D), los re-

sultados anteriores sugieren que en ausencia de Nedd4-1, los mioblastos transitan prematura-
mente hacia una fase GO, cuyos posibles destinos dentro de esta fase serian: quiescencia, dife-
renciacion o senescencia.

Experimentos realizados in vitro, muestran una disminucion significativa del indice de fusion
y diferenciacion en cultivos de CS silenciadas para Nedd4-1 comparado con cultivos de CS
transfectadas con el siControl; lo que sugiere que la delecion de Nedd4-1 podria gatillar la
diferenciacion prematura de los precursores musculares y/o una disminucion de la tasa proli-
ferativa. Esta segunda idea, es apoyada por datos publicados por nuestro laboratorio, donde
demuestran que el silenciamiento de Nedd4-1 en progenitores musculares conlleva a una ma-

yor proporcion de células que retienen la marca del factor de transcripcion Pax7. Analisis de
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los niveles de expresion de Pax7, utilizando lisados totales de musculos provenientes de ani-
males SC-Nedd4-17" a los 5 (datos no mostrados, tesis en progreso Jeremy Salas) y 9 dpi (fi-

gura 4B), muestran un aumento en los niveles totales de Pax7 comparado con los animales

controles. Este ultimo resultado puede ser interpretado de 2 formas: i) que la proporcion de
células Pax7 positivas entre animales SC-Nedd4-1 /- y SC-Nedd4-1 T e mantenga constan-
te, pero los niveles proteicos de Pax7 sean mayores en CS nulas para Nedd4-1 o ii) que la
proporcion de células Pax7 positivas sea mayor en animales SC-Nedd4-1 "/~ en relacion a los

animales controles, sin embargo, experimentos realizados en cultivos primarios de CS nulos
para Nedd4-1, demuestran que las células exhiben una menor proliferacién y por tanto esta

segunda idea es poco probable (figura 6D).
En el caso que las SC-Nedd4-1 /- expresen mayores niveles de Pax7, estas probablemente no

se comprometan hacia el linaje miogénico, como ha sido descrito (Lilja KC. et al., 2017; Ca-
rid E. et al., 2016), y por tanto, no aportarian mioblastos necesarios para la formacion de fi-
bras musculares con un mayor calibre (figura 6E).

Recientemente, experimentos realizados en animales nulos para Pax7, demostraron que este
factor de transcripcion participa en la regulacion del ciclo celular de células troncales embrio-
narias. Estas mostraron una alta expresion de las ciclinas de la fase G1 y bajos niveles de los
inhibidores de las Cdk. Ademas, fibroblastos nulos para Pax7 también mostraron una regula-

cion de la progresion de la fase G1/S, con una menor proporcidon de células en fase G1 y un
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mayor numero de células que expresaron el marcador de proliferacion Ki67 (Czerwinska AM.

etal., 2016).

Integrando toda la informacion discutida en este trabajo, existen varios posibles mecanismos

donde pudiera estar participando Nedd4-1, entre que los que podemos mencionar:

1) Una menor proliferacion de los progenitores musculares, producto que la delecion de Ned-
d4-1, llevaria a los aumentos de los niveles de Pax7, el cual induce el arresto del ciclo ce-
lular y la mantencion del estado quiescente de estas células, repercutiendo en una menor
masa de células que se diferencian y una menor masa de tejido muscular (figura 1D).

i1) Una diferenciacion prematura de los progenitores musculares, lo que repercutiria en una
menor fusion de mioblastos y la generacion de mayor cantidad de fibras musculares, pero
con calibres significativamente mas pequenos.

Finalmente, es importante mencionar que (como se discutié extensamente) Nedd4-1 puede

regular muchas proteinas y vias de sefalizacion y su expresion puede ser diferencial en la he-

terogeneidad que hay en las CS, luego, pueden existir muchos factores que estén participando

en la regulacion del destino de estos progenitores musculares y afectando finalmente en la de-

ficiente regeneracion observada en los animales SC-Nedd4-1 /- (figura 1D).
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Figura D1. Modelo del rol de Nedd4-1 que se expresa en CS durante la regeneracion muscular. A) Durante la
regeneracion normal del misculo esquelético, las CS que expresan Nedd4-1 proliferan rapidamente y sincroni-
camente comienzan el proceso de diferenciacion mediante la expresion de Miogenina, cuyas células se compro-
meten hacia la diferenciacion terminal y maduracion de las nuevas fibras musculares. B) La delecion de Nedd4-1
en CS conduce una mantencion de la expresion de Pax7, lo que conduce a la caida de los niveles de ciclinas y
una disminucion de la proliferacion de los mioblastos, dando como resultado, miofibras mas pequefas a los 30
dpi, tiempo en el cual normalmente la regeneracion muscular es completada.




110

Posibles efectos secundarios del tamoxifeno en CS?

El tamoxifeno (TMX) es ampliamente utilizado como agente terapéutico para cancer mama,
siendo un profarmaco que se activa metabdlicamente en 4-hidroxi-tamoxifeno (4-OH-TMX)
por la enzima hepatica CYP2D6 (Borgna JL. y Rochefort H., 1981) y este tltimo se une espe-
cificamente el receptor mutante (ERT2), con una afinidad 1000 veces mayor que el ligando
endogeno (17-beta-estradiol). Sin embargo, estudios demuestran que este metabolito hidroxi-
lado posee una gran afinidad por el receptor de estrogeno (RE) endégeno (Johnson MD. et al.,
2004), pudiendo inhibir por ejemplo, el crecimiento de células tumorales con una concentra-
cion de inhibicion media de aproximadamente 50 nM. En este contexto, hay que tener en
cuenta otros posibles efectos que pudiera estar generando el compuesto activo al unirse al RE
enddgeno.

La dosis, el tiempo y el método de administracion de TMX, son pardmetros que afectan su
biodisponibilidad y su forma activa en el plasma sanguineo. Estudios en ratones demuestran
que luego de inyecciones de 25, 50 o 100 mg/Kg de TMX (aproximadamente entre 0,5 a 2
mg/dia), se alcanzan rangos detectables de TMX plasmaticos de 0,21 a 0,51 uM (Degregorio
MW. et al., 1987). Adicionalmente, estudios farmacocinéticos muestran que luego de dosis
orales de 4, 10 y 20 mg/kg (aproximadamente entre 0,08 a 0,4 mg/dia), los metabolitos acti-
vos alcanzan concentraciones mayores a 25 mg/ml (64 nM) (Reid JM. et al., 2014), valores
que sobrepasan el IC50 reportado para el farmaco (50 nM). Teniendo en cuenta que el dosaje
usado en nuestro trabajo fue de 0,1 mg/g durante 5 dias, equivalente a 2 mg diarios de TMX
inyectados via i.p. existe una alta probabilidad de que los niveles de 4-OH-TMX sean superio-

res a las reportadas para la inhibicion del RE y por tanto pudiera haber un efecto secundario
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que afecte la regeneracion muscular, esto debido a que las CS expresan RE, cuya activacion
es importante para prevenir la apoptosis y fomentar su proliferacion en hembras (Kamanga-
Sollo E. et al., 2014). En este trabajo se utilizaron animales machos para minimizar el o los
posibles efectos secundarios del TMX. Aunque algunos estudios revelan que no existen dife-
rencias en los niveles de expresion de RE en condiciones de reposo del misculo entre machos
y hembras (Wiik A. et al., 2009; Lemoine S. et al., 2002), otros estudios indican que su parti-
cipacion es critica para la regulacion de la masa muscular principalmente en hembras (Ribas
V.etal., 2016; Enns DL. et al., 2010; Wiik et al., 2009).

Adicionalmente, experimentos de pérdida de funcion de Nedd4-1 mediante el uso de siRNA,
demostramos que la pérdida de funcion de Nedd4-1 en progenitores musculares provoca una
disminucién de su indice de fusion y de diferenciacion comparado con células controles (Bus-

tos F. et al., 2015; figura 6D). Esto sugiere que in vivo el deterioro en la regeneracion de los
animales SC-Nedd4-17" es debido a la delecion especifica de Nedd4-1 y no un efecto secun-

dario que estuviera generando el 4-OH-TMX en la sefializacion de los RE.

Por otra parte, es importante mencionar que el raton transgénico utilizado en esta tesis (pax7-
CreERT2/+; nedd4-111/f1), tiene un RE mutante que une especificamente al ligando sintético,
debido a que posee 3 mutaciones puntuales. Estudios previos demuestran, que células trans-
fectadas con el receptor mutante y tratadas con 80 nM de 17-beta-estradiol, no hay actividad
de la recombinasa CRE (Zhang Y. et al., 1996), lo que se puede corroborar en esta tesis en los
experimentos realizados en la cepa de animales reporteros (Fig. 6E), donde no se observan

fibras que provengan de células recombinantes (verde) en animales no tratados con TMX.
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Otros roles que puede estar cumpliendo Nedd4-1 en el contexto miogénico. ;Qué opcio-
nes quedan por explorar?

La ubiquitinacion de proteinas puede controlar una serie de procesos, entre los que se encuen-
tran la regulacion de la sefializacion de receptores de membrana, la expresion de genes, trafico
intracelular, control del ciclo celular, dindmica del citoesqueleto, etc. En especifico, Nedd4-1
puede regular proteinas de membrana, citoplasmaticas y nucleares afectando una variedad de
procesos celulares (Yang B. y Kumar S., 2010). El primer blanco descrito de Nedd4-1 fue el
canal de sodio epitelial (ENaC), cuya ubiquitinacion lleva a la endocitosis del canal (Staub O.
et al., 1996). Nedd4-1 también ha sido implicado en la regulacion negativa de receptores de
factores de crecimiento que incluyen EGFR (Katz et al, 2002), VEGF-R2 (Murdaca J. et al.,
2004), IGF- 1R (Cao XR. et al., 2008; Fouladkou F. et al., 2008; Peruzzi F. et al., 2001). En
este contexto, es posible que Nedd4-1 regule estos sustratos (u otros no descritos), afectando la
funcion de las CS a través de diversos mecanismos moleculares.

Otro aspecto a evaluar es qué sucede con la unién neuromuscular (UNM) en animales CS-
Nedd4-1-~ Estudios realizados por Liu Y. et al., revelaron que embriones mutantes para nedd4-
1 muestran un desarrollo anormal de las UNMs, con una fasciculacion nerviosa defectuosa, no
detectandose hasta la fecha la expresion de Nedd4-1 en motoneuronas. Luego una pregunta
interesante de evaluar es si Nedd4-1 expresado por células miogénicas es necesario para una
correcta fasciculacion o formacion de las UNMs, evento que puede ser crucial para la madura-
cion/crecimiento de las fibras musculares.

En resumen, estas observaciones sugieren que Nedd4-1 también es importante para el creci-

miento de miofibras. Dado que la masa muscular esta regulada principalmente por el control
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opuesto de la tasa de sintesis de proteinas (anabolismo) v/s la degradacion (catabolismo), el
requerimiento de degradacion proteica controlada para aumentar la masa de miofibras (y por
lo tanto el tamafio del musculo completo) aparece como un 4rea atractiva que requiere mayor
investigacion. En este contexto, la funcion de Nedd4-1 en el musculo esquelético se ha estu-
diado en modelos de atrofia, caquexia y sarcopenia, mientras que su funcidon durante el creci-
miento y la hipertrofia muscular permanece sin explorar.

Las CS purificadas del musculo esquelético adulto pueden participar ampliamente en la rege-
neracion muscular y también pueden repoblar el grupo de CS, lo que sugiere que tienen un
potencial terapéutico directo para tratar enfermedades musculares degenerativas; luego, la
comprension de los mecanismos celulares y moleculares que regulan el destino de los progeni-
tores musculares es de vital importancia para entender los efectos implicados en la manten-
cion, crecimiento, atrofia y enfermedades asociadas al musculo esquelético. En este contexto,
el conocimiento generado en esta tesis doctoral ofrece proyecciones importantes en materia de
la medicina regenerativa.

Dado que Nedd4-1 se expresa altamente en varios tipos de cancer, se estan disefiando conti-
nuamente mejores fAirmacos para regular su actividad. De esta forma, el desarrollo farmacolo-
gico emergente, coloca a Nedd4-1 como una proteina blanco con gran potencial para el trata-
miento de patologias musculo-esqueléticas, que constituyen problemas a nivel sistémico al ser

el 6rgano mas amplio de nuestro cuerpo.
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CONCLUSIONES

v'La cinética de expresion y localizacion de Nedd4-1 cambia en las CS durante el proceso
miogénico, alcanzando niveles maximos durante las etapas tempranas de la regeneracion
del musculo esquelético.

¥'Los niveles de ARNm de Nedd4-1 en CS siguen la misma cinética de expresion que la pro-
teina, durante el proceso miogénico.

v'La delecion especifica de nedd4-1 en CS, previa a un daio muscular, disminuye significati-
vamente la eficiencia de regeneracion del musculo esquelético.

v'La delecion de nedd4-1 en CS, en condiciones de no dafio, no afecta la mantencion del teji-
do muscular esquelético a corto plazo.

v'La pérdida de Nedd4-1 no afecta la activacion de las CS, pero la proliferacion y diferencia-
cion disminuyen significativamente.
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ANEXOS

Obtencion de animales Knockout condicionales para Nedd4-1 especifico en CS.

Para la obtencion de animales Knockout condicionales para Nedd4-1 en CS, nosotros cruza-
mos cepa de raton Pax7CreERT2 con la cepa de ratones Nedd4-11/f.

Los animales Pax7CreERT2 (obtenidos del laboratorio Jackson) expresan la recombinasa Cre
fusionada al sitio de union a ligando del receptor de estrogeno (ERT2), esta fusion fue inser-
tada 8 pares de bases (pb) después del codon stop endogeno del gen de Pax7 e introducido con
un sitio interno de entrada al ribosoma de (IRES).

Como Pax7 es un marcado de CS y en adulto es requerido por los progenitores musculares
para la regeneracion de este tejido después de un dafio, la expresion y funcion de esta proteina
no esta alterada. Por otra lado, la proteina de fusion Cre-ERT2 contiene la recombinasa Cre
fusionada a un triple mutante de una forma del receptor de estrogeno humano, que no une su
ligando natural (17-beta-estradiol) a concentraciones enddgenas, pero si es capaz de unir el
ligando sintético del receptor de estrogeno 4-hidroxi-tamoxifeno (4-OH-TMX). La localiza-
cioén de la proteina de fusion Cre-ERT2, se encuentra restringida en el citoplasma y solo hace
ingreso hacia el compartimento nuclear después de la exposicion al ligando sintético.

Por otra parte, los animales Nedd4-1f/f, contiene el el exon 9 del gen de nedd4-1 flanqueado
por sitios loxP y la delecion de este exon es mediada por la entrada de la recombinasa Cre al
nucleo, lo que finalmente genera la expresion de una proteina trunca de Nedd4-1 que no es
funcional.

Para la identificacion del genotipo los animales, se utilizaron los siguientes primers:

Gen Numero partidor | 5°-Secuencia-3"

Nedd4-1 #10906 GTACATTTTAGTTCATGGTTCTCACAGG
#10907 CAGAGGTCACATGGCTGTGGG

Pax7-Cre #2409 CCGCATAACCAGTGAAACAG
#3131 GAGTCCTGGAATCAGTCTTTTTC
#3132 AGAATGTGGAGTAGGGTGAC
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Y se realizaron los siguientes mezclas de reactivos para las reacciones de PCR

Nedd4-1 Pax7/Cre
Componente Volumen | Componente Volumen
Partidor 10906 (50uM) | 0,2 uL Partidor 2409 (50uM) 0,16 pL
Partidor 10907 (50uM) | 0,2 uL Partidor 3131 (50uM) 0,2 uL
Buffer 10x 2,5 uL Partidor 3132 (50uM) 0,24 pL
dNTPs (10 mM) 2 uL Buffer 10x 2,5 uL
Red Taq 1 uL dNTPs (10 mM) 2 uL
H20 17,6 uL Red Taq 1 uL
H20 17,4 uL
Se utilizaron 23,5 pl del mix para Se utilizaron 23,5 pl del mix para
Nedd4-1 + 1,5 ul de ADN Pax7/Cre mix + 1,5 ul de ADN
Producto de PCR
200 pb (silvestre) 419 pb (silvestre)
300 pb (LoxP) 235 pb (Cre)

Posteriormente, se utilizd el siguiente programa para que se llevara a cabo la reaccion de
PCR:

Temperatura | Tiempo | N° de ciclos
94°C 3:00

94°C 0:20 .|

65°C 0:20 x5
72°C 2:00 4

94°C 0:20 |

60°C 0:20 x5
72°C 2:00 4

94°C 0:20 8|

55°C 0:20 Fx 25
72°C 2:00 d

72°C 7:00

12°C 0o

Y se evalu6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% los tamafios de los productos de
PCR (figura anexa 1) y se seleccionaron los animales homocigotos para el par alelico Nedd4-
1f/f y homocigoto o heterocigoto para el par alélico Pax7CreERT2, todos ellos denominados
ratones Pax7Cre/ERT2: Nedd4- 11,
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Nedd4-1 LoxP + + + + +
Nedd4-1 wt + + + +
Pax7 + +

Pax7-Cre

400 bp —
300 bp—

200 bp—

Figura anexa 1. Electroforesis en gel de agarosa donde se muestra los productos de PCR de la genotipificacion
de animales descendientes de la cruza de animales dobles heterocigotos Pax7Cr«/ERT2/wt; Nedd4-1//+. En recua-
dros de color rojo se muestran los animales Pax7Cr¢ERT2; Nedd4-1//1 que fueron utilizados para los experimentos
de dafio y regeneracion.

La delecion del gen de nedd4-1 se llevo a cabo mediante la inyeccion via i.p. de TMX, cuyo
compuesto activo 4-OH-TMX induce la entrada de la recombinasa Cre al ntcleo, donde cata-
liza la reaccion de recombinacion de los sitios LoxP, eliminando la expresion de la proteina
silvestre de Nedd4-1 (animales experimentales, SC-Nedd4-1--). Por otra parte, como animales

controles (SC-Nedd4-1+*), fueron utilizados la misma cepa transgénica, pero tratados con el
vehiculo como se observa en la siguiente figura.

>
Cre/ERT2
PRax7se X

’-\N

A~
Nedda” >

’-\3\-

[ e S o

v

~ ~
CS-Nedd4+/+ CS-Nedd4-/-

SO S~

Controles Experimentales

Figura anexa 2. Esquema resumen que indica las cruzas que fueron realizadas para la obtencion de animales
Knockout condicionales para Nedd4-1 especifico en CS.
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FIGURA ANEXA 3
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FIGURA ANEXA 4
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FIGURA ANEXA 5
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