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Leading the Duchenne muscular dystrophy community

PPMD Annual Connect Conference, Philadelphia, 12 - 14 July 2007

Trabajando juntos para finalizar la DM Duchenne.

Mais de 400 personas vinieron a Filadelfia para asistir a la conferencia anual del 2007 del Parent Project Muscular Dystrophy
de EUA, PPMD. Durante tres dias, cerca de 60 presentaciones sobre investigacion terapéutica, manejo médico y social, y
asuntos legales estaban en el programa. Yo, Giinter Scheuerbrandt, un bioquimico de Alemania, se me pidi6 por Patricia
Furlong, presidenta del PPMD, escribir un informe sobre esta reunién para usted, los chicos y jévenes con Duchenne y sus
familias, que desean saber cémo el trabajo de los investigadores y los otros expertos esta progresando para encontrar terapias
eficaces para distrofia Duchenne.

Este informe es mi tercero sobre las reuniones del PPMD, los otros dos fueron de la reunion del PPMD en Cincinnati en
julio del 2006 y la reunién de PPUK en Londres en octubre del 2006. Usted puede ver estos informes anteriores en mis paginas
de Internet en www.duchenne-research.com y descargarlos desde alli como archivos pdf.

El informe contiene los resimenes de solamente las presentaciones cientificas porque no soy un experto médico o social.
No es una publicacién cientifica, y he tratado de escribirlo en una manera que le deje comprender qué esta ocurriendo en los
laboratorios.

En los restimenes, estoy usando los nombres de los presentadores sin sus titulos, la mayoria son profesores y tiene
postdoctorado o titulo en medicina o ambos. Y casi todos son cabezas de laboratorios, eso quiere decir que tienen colegas y
postdoctorados y estudiantes que trabajaban como un equipo en los proyectos reportados aqui, pero es imposible mencionar
todos sus nombres. Todos los cientificos cuyas presentaciones son parte de este informe, han tenido la oportunidad de ver el
borrador de mi texto y corregirlo si necesario y muchos lo han hecho.

Introduccion

Al principio de la reunién, Richard Finkel del Hospital moléculas pequefias diferentes, las bases: adenina,
Infantil de Filadelfia, Dominic Wells del Colegio guanina, timina, y citosina (abreviadas A, G, T, C). Por
Imperial en Londres, y Steve Wilton de la Universidad razones espaciales, los niveles pueden contener sola-
de Australia Occidental en Perth, hablaron en detalle de mente dos tipos de combinaciones de bases, los pares
los hechos generales de la distrofia muscular Duchenne de bases A-T y G-C. Si GGCTTAATCGT es la se-
y las diferentes estrategias de investigacién. Como mi cuencia de estas bases en una de las cadenas, la seuen-
informe de la reunién del afio pasado en Cincinnati cia de la cadena opuesta debera ser CCGAATTAGCA
empieza con una presentacion similar, he acortado esos por lo tanto ambas secuencias son complementarias una
parrafos anteriores, actualizdndolos con nueva infor- de otra:
macion, y los repito aqui para ayudarle a que compren- ~GGCTTAATCGT-
da cémo los genes hacen las proteinas, por qué la distro- LI
fina es tan importante, qué enfoques de investigacion —-CCGAATTAGCA-
estdn siendo seguidos activamente, y como trabaja la Esta secuencia de bases, o de "letras genéticas", es la infor-
omision de exon. macién genética para el desarrollo y mantenimiento de un

organismo viviente que es pasada de una generacién a la
¢ Coémo hacen proteinas los genes? Los genes son proxima.
unidades funcionales de material genético de acido La mayoria de los genes llevan las instrucciones para la
desoxirribonucleico, ADN. Su estructura parece una construccién de proteinas. En el nicleo de la célula, la
escalera de mano entrelazada, la doble hélice. Los instruccién genética de genes activos es expresada, es
niveles de esta escalera de mano constan de cuatro copiada, y transcrita, a otra sustancia genética, al acido




ribonucleico pre-mensajero o ARNpre-m, proceso lla-
mado trascripcién. La mayoria de los genes constan de
regiones activas, los exones, que contienen la informacién
para la creacidn de las proteinas, y los a menudo mas
largos intrones, los cuales no contienen solo "basura
genetica", como una vez se penso, si no importante infor-
macion para el control de las actividades del gen. Después
de la trascripcion, los intrones son retirados del ARN pre-
mensajero, y los exones son empalmados para formar el
ARN mensajero, ARNm, que se traslada entonces a los
ribosomas, la estructura sintetizadora de proteinas fuera
del nicleo. Los 4cidos ribonucleicos, los ARNS, usan la
base U, uracilo, en lugar de la similar base T del ADN.
Los Sitios de empalme son secuencias especificas dentro
de los exones y en los bordes de los exones e intrones que
son esenciales para el retiro correcto de las secuencias sin
codificacién del intrén del ARNpre-m. El empalmado por
si mismo es logrado por los spliceosomas, un complejo de
muchas proteinas y pequefios ARN’s.

En el ARN mensajero, tres bases consecutivas, un
codon, tripleta, o "palabra genética", especifican, con tres
excepciones, uno de los 20 aminoacidos diferentes, de
acuerdo con el codigo genético. No hay ningiin espacio
entre los codones. En los ribosomas, el cédigo de palabras
genéticas del ARN mensajero es leido y traducido en el
lenguaje de las proteinas, las cuales estdn construidas de
muchos, a menudo miles, de aminoacidos, sus componen-
tes de construccion.

Las tres excepciones mencionadas son las tripletas
UAA, UAG, y UGA, que son codones de parada,
donde el ensamblaje de la proteina se detiene.

El gen y la proteina distrofina: Las distrofias muscu-
lares Duchenne y Becker son causados por una muta-
cion o dafio del gen de la distrofina que lleva la infor-
macién para las diferentes formas de la proteina distro-
fina. Con una secuencia de 2, 220,223 bases, es con
mucho el gen humano conocido mas grande. Solamente
11,058 bases, el 0.5 %, en los 79 exones del gen de la
distrofina especifica la secuencia de los 3,685 amino-
dcidos de la proteina distrofina “normal” en los muscu-
los esqueléticos. El gen tiene siete o posiblemente ocho
diferentes promeotores, secuencias de bases que regulan
la unién de las proteinas y asi, activar el gen permitien-
do la trascripcién de su informacion para producir final-
mente su proteina. Debido a los muchos promotores y
empalmes alternativos, muchas formas diferentes adi-
cionales de distrofina existen, todas ellas son mas pe-
quefias de la normal en los misculos. Estas estan ubi-
cadas en los diferentes 6rganos, uno de ellos en el cere-
bro. Esta forma es solamente 32 % de largo de la nor-
mal, y también puede ser afectada por mutaciones. Esto
podria ser la razén para los problemas cognitivos de
algunos chicos con Duchenne.

El tamano del gen y la proteina distrofina: La estructura
de doble hélice del gen de la distrofina tiene 0.75 mm de
largo. Junto con los otros cerca de 25,000 genes humanos,
esta empacado en un nicleo celular de un didmetro de
cerca de 0.01 mm solamente porque el material genético
esta empacado muy apretadamente. Una molécula de dis-
trofina de extensién completa es mucho mds corta que su
gen, de 125 nm (= 0.000125 milimetros) de largo, 80,000

de ellos colocados extremo con extremo en una linea recta
cubrirfa s6lo un centimetro. Y en un gramo de musculo,
hay 114 mil millones moléculas de distrofina. Esto puede
ayudar a apreciar la tarea de los cientificos: parar detener
la enfermedad, para hacer que los musculos funcionen otra
vez, al menos cerca del 30% del numero normal de las
distrofinas tienen que aparecer otra vez después que el gen
dafiado no puede hacerlas mds. Las nuevas distrofinas no
tienen que tener la misma forma exactamente, pueden ser
mds pequeiias, pero deben poder trabajar apropiadamente.
iY eso quiere decir que miles de millones de nuevas dis-
trofinas tienen que volver a cada gramo de musculo, y un
nifio tiene muchos kilogramos de ellos!

El papel de distrofina: La distrofina es necesaria para la
estabilidad mecdnica de las células musculares. Est4 ubi-
cada en el interior de las membranas de la célula muscular.
Uno de sus extremos, la terminal-C, estd unido a un grupo
de otras proteinas en la membrana, el complejo distro-
fino-glicoproteico, y el otro extremo, la terminal-N, se
conectan a las estructuras contréctiles dentro de las células
musculares. La parte central de la distrofina, dominio de
varilla (rod domain), consta de cadenas de aminodcidos
enroscadas que se doblan sobre si mismas varias veces. Si
el movimiento de contraccién de la célula muscular forza a
la proteina distrofina a cambiar su longitud, su estructura
doblada permite que ella actie como un resorte 0 como un
absorbedor de choques. Por lo tanto, la distrofina transmite
la energia mecénica producida por el "aparato de contrac-
cién" de actina-miosina hacia las membranas de la célula
muscular y las estructuras fuera de los musculos, el tejido
conectivo y los tendones, en una manera equilibrada que
no los somete a demasiado esfuerzo.

La distrofina tiene mds papeles: organiza la compleja
estructura del complejo distrofino-glicoproteico y la ubi-
cacién de muchas otras proteinas. También regula proce-
sos complicados como el mantenimiento de la cantidad
correcta de calcio en las células y aquellas sustancias que
controlan el crecimiento de los musculos. Muchos detalles
de estas interacciones intrincadas entre numerosos compo-
nentes en una célula viviente todavia son desconocidos.

Los chicos Duchenne no tienen o tienen muy poca
distrofina en sus fibras musculares. Cuando sus efectos
protectores y organizadores estdn faltantes, la contraccién
del musculo causa la ruptura de las membranas muscu-
lares, y esto permite que cantidades grandes de calcio
circulen en las fibras. El excesivo calcio activa enzimas
como la calpaina y otras proteasas que deshacen las pro-
tefnas musculares e inician programas de muerte celular,
apoptosis. Las consecuencias son una cadena de los even-
tos como la inflamacién y la activacién de fibroblastos que
resultan en fibrosis, tejido cicatrizante, que disminuye la
velocidad de regeneracion del misculo y causa los tipicos
sintomas de los pacientes con Duchenne mayores.

Los chicos con distrofia Becker de progresion mas
lenta mayormente tienen cantidades menores a lo nor-
mal de distrofina y a menudo también mads corta de lo
normal. Esta todavia puede cumplir su papel, pero no
trabaja tan eficazmente como la versién normal.

Pero no solamente los miisculos esqueléticos sufren
cuando la distrofina esta faltante, sino también los mus-
culos lisos y cardiacos. . El dafio para los miisculos de
corazén causa cardiomiopatia, y la debilidad de los



musculos lisos tiene muchas consecuencias, entre otros
la habilidad reducida de los vasos sanguineos a relajarse
cuando el flujo de sangre aumenta resultando en proble-
mas respiratorios y otros, y también el tracto gastroin-
testinal es afectado cuando la motilidad de los intestinos
es reducida. Asf que el cambio en sélo un gen puede
afectar todo el cuerpo.

Las mutaciones del gen de la distrofina: Hay tres tipos
de mutaciones del gen de la distrofina: deleciones, si uno o
mas exones enteros del gen estdn faltantes, duplicaciones,
si partes del gen estan repetidas, y mutaciones puntuales,
si un solo par de bases esta cambiado, eliminado o afiadi-
do. Otras son inversiones y mutaciones en los intrones que
modifican los patrones normales de empalmado.

Como los codones de tres letras del ARN mensajero
son leidos en los ribosomas uno después de otro sin inter-
rupcién, este marco de lectura no es alterado, cuando la
mutacién elimina o afiade codones enteros de tres pares de
bases por vez. En este caso, el marco de lectura se man-
tiene en orden y la distrofina puede ser hecha todavia pero
esta serd mds larga o mds corta de lo normal.. Si este cam-
bio afecta solamente estructuras no-esenciales de la distro-
fina, puede ser en parte funcional y por lo tanto, da lugar a
distrofia Becker menos severa.

Sin embargo, si la mutacién cambiara el marco lectu-
ra por uno o dos pares de bases, el marco de lectura
pierde su orden. Entonces, un nimero de aminoacidos
incorrectos son incorporados en la proteina empezando
en el sitio de la mutacién hasta que finalmente un nuevo
y prematuro codon de parada es alcanzado. La distro-
fina incompleta no puede cumplir su funcién normal,

desaparece y la distrofia muscular Duchenne se des-
arrolla.

Curso clinico de la distrofia muscular Duchenne. Las
primeras sefiales clinicas aparecen cerca de los dos a tres
afios de edad causando dificultades al caminar y especial-
mente al subir escaleras. Sin una deteccién temprana, in-
cluso hoy, la enfermedad es en general diagnosticada cerca
de los tres a cinco afios de edad. Debido a las contracturas
crecientes en el pie, rodilla, y articulaciones de la cadera,
los pacientes pierden su habilidad de caminar entre los 10
y 12 afios. Deformidades crecientes de la columna verte-
bral, escoliosis, y restricciones del movimiento hace que
pronto sea dependiente de cuidado permanente. La impli-
cacién de las funciones respiratoria y cardiaca resulta en
deceso por insuficiencia cardiaca y circulatoria a una edad
adulta temprana. El tratamiento con corticoesteroides, la
fisioterapia, las operaciones ortopédicas para evitar defor-
midades por contracturas y en la columna vertebral, asi
como también ayudas respiratorias y otras medidas de
manejo pueden mejorar la calidad de vida y prolongar la
esperanza de vida significativamente.

Algunos de los métodos de atencién médicos y so-
ciales fueron hablados en esta y anteriores reuniones del
Parent-Project. Espero que haya una posibilidad de que
se escriba un informe similar a este cientifico en el futu-
ro por un equipo de especialistas, porque serd necesita-
do por chicos con Duchenne en todas partes para con-
cientizarse, y aprovechar lo que ha sido logrado durante
los tltimos afios para reducir el sufrimiento, prolongar
su vida y hacerlo mds significativo.

Las diferentes estrategias para una terapia de distrofia muscular Duchenne.

La investigacion trata de desarrollar una terapia para dis-
trofia muscular Duchenne con dos acercamientos genéticos
o con muchas intervenciones farmacoldgicas diferentes.

El primer acercamiento genético la omision de exon
(exon skipping), tampoco toca el gen dafiado. Este sola-
mente interfiere en el procesamiento de la informacién
genética desde el gen a la proteina. Con esta tecnica, el
empalmado de los exones del ARNpre-m, para el
ARNm, es alterado especificamente con el propdsito de
que sea interrumpido, y el mensaje fuera del marco de
lectura sea leible otra vez, dentro del marco. El resul-
tado es el mismo que con la técnica de transferencia
génica: distrofia Duchenne alentada a distrofia Becker.
Un totalmente nuevo tipo de medicamento "farmacos
genéticos", disefiado para cada paciente especialmente,
haciendo esta alteracién de informacion: los oligorribo-
nucledtidos en antisentido.

El segundo acercamiento genético es el intento de
introducir nuevos genes de la distrofina en los niicleos
de las células musculares que podrian entonces otra vez
dirigir la produccién de distrofina. Muchos experimen-
tos en ratones han mostrado que esto puede ser con-
seguido usando un virus modificado, "domesticado" el
virus adeno-asociado, AAV, como un transportador o
vector para transferir las partes activas, los exones com-
binados - el ADNc - del gen de la distrofina en las célu-
las musculares. Pero el vector AAV no es lo suficiente-

mente grande para contener el ADNc completo con
todos sus 79 exones. Solamente ADNc’s de un tercio
del largo normal cabria ellos. Esto significa que la
nueva distrofina también tendrd solamente un tercio de
su tamafio normal. Si esta distrofina acortada tiene una
de las estructuras que causan la benigna distrofia
Becker, el efecto de tal tratamiento no seria una cura
completa pero disminuiria la rdpida distrofia Duchenne
en una forma Becker mds benigna con pricticamente
una expectativa de vida normal. Como el reciente ma-
terial genético no entra en los cromosomas de la célula,
el gen de la distrofina mutado no es cambiado, mante-
niéndose donde esta en el brazo corto del cromosoma X.
Como ambos acercamientos genéticos son nuevos, la
investigacion debe seguir muy cautelosamente. Aunque es
tentador empujar las nuevas terapias a la aplicacion clinica
rdpidamente, es importante no cometer el error de com-
prometer la seguridad que podria hacer retroceder el cam-
po de terapia-génica entero. Por lo tanto, en la aprobacién
de los procedimientos son muy estrictos y toman mucho
tiempo.
El tercer acercamiento terapéutico trata de combatir
las consecuencias no-genéticas de la ausencia de distro-
fina como la destruccién de misculo por enzimas des-
tructoras de proteina, membranas con filtraciones, fibro-
sis, e inflamacién. Hay varios farmacos, algunos de
ellos ya en venta contra otras enfermedades, que se es-



pera tengan efectos beneficiosos sobre distrofia Du-
chenne. En la seccién sobre acercamientos farmaco-
l6gicos los resultados de investigacion mds recientes

son resumidos y los cuales fueron discutidos en la
reunion.

Por qué necesitamos pruebas clinicas?

Coémo llevar un farmaco a los pacientes. En su presen-
tacion con el titulo Introduccion a las pruebas clinicas,
Kate Bushby de la Universidad de Newcastle antes Tyne,
explicé como la idea de un cientifico para una terapia, una
nueva hipdtesis, se hace una realidad y resulta en un far-
maco eficaz para distrofia muscular Duchenne. En este
resumen, estoy repitiendo un poco la informacién general
mads importante dada por Dr. Bushby en la reunion del
2006 del PPUK en Londres, con algunos nuevos detalles
que menciond en esta reunion.

Las pruebas clinicas son la parte mas importante del
desarrollo de un proceso de terapia que toma muchos afios.
Pero los chicos con Duchenne no tienen muchos afios para
esperar hasta que un farmaco esta disponible para ellos.
Pero ellos y sus familias deben comprender que los cienti-
ficos entienden su situacion y estdn trabajando tan rdpido
como ellos pueden, con varios colaboradores y con los re-
guladores para tener certeza que los firmacos que buscan
son eficaces y seguros. Pero desde el principio, en la etapa
preclinica, tienen que trabajar cuidadosamente y un paso
después de otro, antes de que las pruebas clinicas puedan
ser empezadas. Y estos experimentos de laboratorio pue-
den tomar varios afios. Por ejemplo, después de las prime-
ras ideas en 1993 sobre la omisién de ex6n como un
posible método de combatir una enfermedad hereditaria,
tom6 13 afios hasta que esta técnica esta ahora siendo
usada en las primeras pruebas clinicas con chicos con
Duchenne.

La primera tarea de los cientificos, que empiezan a
desarrollar un firmaco terapéutico, es recoger los datos
experimentales poniendo a prueba su nueva idea en un
modelo de una enfermedad como distrofia Duchenne, p.e.,
en células de musculo aisladas en vitro en un plato del
laboratorio, y en vivo en ratones mdx y perros GRMD
distréficos. Para determinar si su método cambiaria el
proceso de la enfermedad, la patologia, y determinar
precisamente las consecuencias bioquimicas y bioldgicas
de su tratamiento propuesto, como la actividad de la de
enzima creatina kinasa, la estructura de los musculos, p.e.
su histologfia, la presencia y las propiedades de la distro-
fina y su ARN mensajero. Con los experimentos en ani-
males, una mejora de la funcién muscular puede ser
determinada y la toxicidad verificada, para ver si una
nueva sustancia tiene un efecto positivo y que no es
venenosa.

Pero incluso los resultados de alta calidad y confiables
de los experimentos preclinicos no prueban que un nuevo
compuesto, un nuevo farmaco potencial, indicaria los mis-
mos resultados cuando se pruebe en chicos. Aunque los
ratones mdx no tienen distrofina en sus musculos, estos
animales pequefios no estdn realmente discapacitados, su
enfermedad es mucho mas moderada que en el humano. La
distrofia del mucho mds grande perro perdiguero dorado,
GRMD, es mas como la enfermedad humana. Los perros
estan realmente discapacitados y tienen problemas para
levantarse. Pero incluso, todos los resultados de los expe-

rimentos obtenidos con estos animales no necesariamente
pueden ser esperados sean iguales a cuando los experimen-
tos son hechos en chicos. ;Un nifio no es un raton grande
o un perro de dos patas! Por esta razén, las pruebas clini-
cas con chicos con Duchenne son necesarias.

Usualmente, las pruebas tienen que pasar por tres fases,
y es importante notar que en las fases I y II los participan-
tes en la prueba pudieran no experimentar ningtin benefi-
cio clinico porque esta clase de pruebas son disefiadas
principalmente para contestar cuestiones de seguridad y
eficacia limitada: (1) Fase-I para probar la toxicidad, (2)
fase-1II para probar la dosis y seguridad y algtn efecto del
tratamiento, y (3) fase-III sigue contestando cuestiones de
seguridad, pero esta disefiada para confirmar un efecto
clinico positivo relevante y demostrar la eficacia del tra-
tamiento, es decir, mostrar definitivamente que el nuevo
tratamiento hace una verdadera diferencia, una mejora
funcional en la calidad de vida.

Las pruebas clinicas para encontrar una terapia para
Duchenne presentan varios problemas especiales: (1) Esta
enfermedad es rara, por lo tanto la industria farmacéutica
no siempre esta interesada, pero su participacion es nece-
saria para el desarrollo de un farmaco. También necesitan
un motivo de ganancia para atraer capital suficiente, asi
como la regulacidn de enfermedad-huérfana para deduc-
cién de impuestos es importante. (2) Debido a que la dis-
trofia Duchenne es algo rara, los pacientes con mutaciones
especificas en su gen de la distrofina serdn escasos, a me-
nudo causado por la falta de diagndstico molecular com-
pleto. Asi que los padres deben insistir en que la mutacién
exacta en el gen de la distrofina de su hijo afectado sea
determinada lo antes posible. (3) Registros nacionales e
internacionales, que contendran los datos de diagnéstico
completos de tantos pacientes como sea posible de todas
partes del mundo, estdn siendo ahora establecidos. Detalles
del programa pueden ser encontrados en www.treat-
nmd.eu. Las familias deben ser animadas a enterarse sobre
estos registros y tener los datos de su nifio registrados.

La distrofia muscular Duchenne es un trastorno compli-
cado y los tratamientos eficaces a largo plazo probable-
mente tendrdn que actuar sobre la maquinaria genética que
hace distrofina en los musculos sanos pero no en los Du-
chenne. Tal farmaco genético serd probablemente un total-
mente nuevo tipo de fairmaco, capaz de trabajar por un
muy largo tiempo, para tratar todos los musculos de un
chico, incluso aquellos de los pulmones y el corazén. Por
lo tanto, las demandas para la seguridad y la eficacia de tal
farmaco para Duchenne son muy severas.

La supervision y regulaciones impuestas por las dife-
rentes autoridades estdn ahi para proteger a los pacientes
de un dafio, y también a sus médicos de las consecuencias
legales de un tratamiento posiblemente peligroso. Tienen
que asegurarse que una prueba es adecuada para responder
la pregunta que estd siendo hecha. Las regulaciones tam-
bién deben asegurar la consistencia y exactitud de los
datos para la aprobacién reguladora final. El papeleo



extensivo, las largas demoras, y el gran gasto de las
pruebas clinicas aseguran de que todo esté siendo hecho
correctamente en pro de los chicos con Duchenne y sus
familias.

Hay mas pruebas clinicas negativas que positivas, asi
que ningun paciente debe detener o descuidar la mejor
atencién médica posible que ya estd disponible. Y solo
disefiar y realizar correctamente las pruebas clinicas
traerdn una terapia eficaz dentro de un tiempo razonable.
Los errores deben ser evitados a todo costo: regresaria
atrds esfuerzos enteros de investigacion y prolongarian el
tiempo que los chicos tienen que esperar para un cambio
decisivo y positivo de su futura vida.

Los resultados de las pruebas clinicas deben ser pre-
cisos y significativos. Richard Finkel en su segunda pre-
sentacion explicé que para evaluar las pruebas clinicas
fiablemente en pacientes con Duchenne, y comparar sus
resultados con aquellas otras pruebas con los mismos fér-
macos o similares, los investigadores tienen que coincidir
en las asi llamadas medidas de resultado. Ejemplos de
propiedades médicas, genéticas y bioldgicas a ser medidas
son la actividad de la creatina kinasa, la presencia y estruc-
tura de la distrofina, las funciones musculares como la
fuerza, resistencia, respiracién, funcion del corazén, y
también algunos aspectos de la calidad de vida del chico.
Las mediciones deben permitir determinar si los resultados
son estadisticamente importantes con un valor-p de al me-
nos 0.05, que significa, que la probabilidad de que un re-
sultado ocurri6 por casualidad es menos a 5%.

Los métodos deben estar estandarizados y capaces de-
terminar si el firmaco potencial investigado causa cambios
en los sintomas de la enfermedad, que son clinicamente
significativos y especificos para la enfermedad, distrofia
Duchenne o Becker. También deben ser seguros y faciles
de realizar, suficientemente sensitivos para identificar los
cambios pequefios, y deben ser aceptables para los pacien-
tes, sus padres, y los organismos reguladores. Por lo tanto,
y sobre todo, tienen que mostrar claramente si un trata-
miento propuesto seria en interés del nifio, eso es, que si
no estd proveyendo una cura completa, por lo menos sea
una terapia que disminuye la velocidad de la evolucién de
la enfermedad.

Las compaiiias de biotecnologia necesitan capital.
Jeremy Gelber de la Banca de Inversién Morgan Stanley
habl6 del lado financiero del desarrollo de un farmaco para
una enfermedad rara como la distrofia Duchenne. El pro-
medio del costo del desarrollo de un farmaco hasta su
aprobacién es de cerca de $300 millones de dolares, o
capitalizarlo en mds de $800 millones. Este dinero tiene
que venir de inversionistas que aceptan el riesgo del fra-
caso, pero esperan una ganancia si un firmaco es comer-
cializado con éxito. Las sociedades de inversion pueden
aumentar millones de délares, lo saben las compaiifas de
biotecnologia a menudo recién fundadas, lo saben los
mercados farmacéuticos y aconsejan a los inversionistas,
sus clientes, sobre los riesgos y los beneficios posibles.
Estos especialistas son muy conscientes de qué importante
es el resultado positivo de las pruebas clinicas. Por lo tanto
las pruebas tienen que ser disefiadas y realizadas muy cui-

dadosamente, porque una prueba fallida tiene una influ-
encia grande sobre la cotizacién y la cotizacién en el
mercado de una compaififa. Una prueba negativa puede
incluso destruir una compaiifa y por lo tanto causar la
demora del desarrollo de un farmaco, todo lo que las
familias de Duchenne estan esperando.

"Por favor deje a nuestro hijo ser parte de las primeras
pruebas clinicas, estamos preparados a hacer todo e ir a
donde sea, porque entonces obviamente el tendria una
oportunidad para una cura". Los muchos correos elec-
trénicos, algunos de paises lejanos, me llegan con esta
peticién desesperada. Los siguientes parrafos son una
respuesta para esa pregunta.

Solo muy pocos nifios, menos de 10, participan en las
primeras tres pruebas clinicas fase I en chicos con Du-
chenne en los Estados Unidos, Holanda y Gran Bretafia.
Vienen de las cercanias de los centros clinicos porque los
chicos tienen que ser verificados clinicamente repetida-
mente y deben tener una mutacién conocida de forma
precisa en su gen de la distrofina.

Solamente un solo musculo estd siendo tratado a nivel
local en estas primeras pruebas. Incluso si los resultados
son positivos, p.e., si suficiente nueva distrofina aparece
sin efectos secundarios serios, y si después este solo mus-
culo estd funcionando mejor, sin embargo a pesar de este
cambio positivo, los chicos no obtendrdn ningiin beneficio
terapéutico. jSu distrofia muscular no serd curada ni dis-
minuida la velocidad! Con estas primeras pruebas, uno
desea solamente probar que dos nuevos métodos - la
omision de exdn y la transferencia de mini-gen - estdn
funcionando realmente en miisculos humanos. Uno busca
solamente una prueba de principio.

En general, solo cuando esto ha sido demostrado, el
préximo paso, una aplicacion sistémica serd probada. Los
farmacos potenciales - oligorribonucleétidos en antisen-
tido, AONS, o virus adeno-asociados cargados con los mini
genes - serdan inyectados en la circulacién sanguinea con el
propdsito de que puedan alcanzar todos los misculos. La
primera prueba sistémica empezard probablemente en
Holanda en el 2008 y serd realizada también con pocos
chicos de las cercanias de los centros clinicos.

Por estas razones, no tiene sentido que los padres viajen
con su nifio a centros de prueba lejanos o incluso en otros
continentes y vivan cerca de ellos por muchos meses. Esto
seria mucho muy costoso y no curarfa al nifio. Lo mejor
que las familias pueden hacer para conseguir acceso a una
terapia tan pronto como estd lista y aprobada es ser miem-
bro de una de las asociaciones activas de distrofia muscu-
lar, tener hecho un andlisis genético del nifio, y registrar su
mutacién exacta y toda otra informacion clinica en los
bancos de datos para Duchenne que estan siendo estableci-
dos ahora. Entonces los investigadores podrian contactarse
con familias cuyos hijos tienen una mutacidn necesitada,
porque mds y mds pruebas clinicas serdn llevadas a cabo
en los préximos afios, también con chicos que tienen una
mutacidén infrecuente y anormal. Y las familias deben leer
informes de investigacién actualizados con el propdsito de
que sepan qué esta ocurriendo y cudndo y dénde estard
disponible un farmaco realmente eficaz.



Omision de exon y transferencia génica.

La omision de exén no es una cura. La técnica de omi-
sion de exon trata de disminuir la velocidad de la rdpida
distrofia Duchenne a una distrofia Becker mucho mis leve.
Esta no cambia al gen mismo con su mutacion, pero afecta
cémo es leido y procesado el gen defectuoso. La omisién
de ex6én no serd una cura para distrofia Duchenne, solo
debe reducir la gravedad de sus sintomas, es solamente una
terapia.

Si una mutacién, una delecién, duplicaciéon o mutacién
puntual, altera el marco de lectura del ARN mensajero,
ARNm, y causa por lo tanto distrofia Duchenne, el marco
puede ser restaurado retirando artificialmente del ARNm
uno o mas exones con oligorribonucledtidos en antisen-
tido, AONs. Son pequeiios trozos de ARN cuyas secuen-
cias son disefiadas en tal manera de que se unen por si
mismos precisamente a la secuencia complementaria del
ARNpre-m dentro del exén a ser retirado o en sus regiones
fronterizas, y en ningiin otro lugar. Estos AONs por lo
tanto interfieren en la maquinaria de empalmado con el
propdsito de que el exdn o exones seleccionados no sean
mas incluidos en el ARNm, son omitidos.

Como a este ARNm se le omitieron exones es mas
corto de lo normal, la proteina distrofina es también mas
corta, contiene menos aminoacidos. Si los aminoacidos
faltantes son parte de regiones no-esenciales, como el
dominio de varilla (rod domain), la proteina mas pequefia
puede a menudo todavia realizar su papel estabilizador en
la membrana celular del midsculo. El resultado seria el
cambio de los sintomas de Duchenne severos en los
sintomas mucho més leves de distrofia muscular Becker.

Para las primeras pruebas de omisién de exén, dos cla-
ses de AONs quimicamente protegidos son usadas. Tienen
que ser protegidos porque son destruidos lentamente en las
células musculares por enzimas destructoras del dcido nu-
cleico. Los dos tipos de AONs son los 2'O-metil-fosforo-
tioatos, también llamados 20-metilos y los morfolinos.
Debido a su estructura inusual, los morfolinos no son real-
mente nucleétidos asi que la abreviacién AON no es muy
correcta para ellos. Pero por razones practicas, estoy usan-
do AON para ambos tipos en este informe como esta sien-
do hecho también en muchos trabajos cientificos.

Prueba de omision de exén en Holanda. Judith van
Deutekom, ahora jefa de investigacién de Prosensa B.V.,
una compaiifa biotecnologica en Leiden en Holanda, fue
incapaz de estar presente en la reunion en Filadelfia, por lo
tanto, Elizabeth Vroom, presidenta del United Parent Pro-
ject Muscular Dystrophy internacional, UPPMD, informé
sobre la primera prueba en humanos con la técnica de
omision de exon que fue completada a fines del 2006.

El objetivo de esta prueba fue probar que la omisién de
exon es viable en los pacientes con Duchenne. Fue un es-
tudio local en un drea pequefia de un solo musculo, el mus-
culo tibialis anterior de la espinilla, que estaba siendo tra-
tado con un AON 20-metilo contra el exén 51. La prueba
fue disefiada solamente para proveer una prueba de prin-
cipio y no un beneficio terapéutico en los nifos tratados.

Los investigadores holandeses escogieron la versiéon
AON 20-metilo contra el exén 51, porque tenian expe-
riencia extensiva con este tipo de AONs quimicamente

estabilizados, no sélo tratando con éxito fibras musculares
en cultivos de células, sino también por inyeccion local y
sistémica en musculos individuales y la circulacién san-
guinea de animales vivos. El exén 51 fue escogido como el
primer blanco a omitir porque omitiendo exitosamente este
solo ex6n permitiria la restauracién del marco de lectura de
la proteina en hasta 25 % de todos los chicos de Duchenne
con deleciones.

Porque 1la omisién de exén es un nuevo procedimiento
médico, pruebas genéticas clinicas y moleculares inten-
sivas fueron realizadas en cada chico antes del inicio de la
prueba. Como el organismo regulador holandés no permi-
ti6 que una biopsia de musculo fuera realizada antes de la
prueba, una biopsia de piel serd tomada, de la cual cultivos
de células fueron preparados. En estos procedimientos de
laboratorio, la delecién en especial, se determino previa-
mente a nivel del ADN, fue confirmada en el ARNm, y las
secuencias de bases de las regiones fronterizas antes y des-
pués de los exones eliminados fueron determinadas tam-
bién. Ademas, el gen de la distrofina entero fue analizado
para asegurarse de que no habia ninguna irregularidad
inesperada. Aunque ya era conocido que el omitir el exén
51 trabajaba bien en animales vivos y en cultivos de célu-
las de pacientes con Duchenne, el procedimiento de omi-
sioén fue repetido en cultivos de células musculares de las
biopsias de piel de cada chico, con el fin de excluir cual-
quier riesgo de que no podria funcionar en el muisculo
viviente durante la prueba. Por razones de seguridad adici-
onales, los chicos fueron tratados secuencialmente, uno
después de otro, lo que significa que solamente después de
que los resultados en el primer chico fueron positivos y no
indicaban ningtin efecto secundario, el segundo nifio fue
tratado, y asi.

Los resultados de la prueba, aunque sean muy alenta-
dores, no pueden ser resumidos aqui, porque al momento
de escribir este informe a fines de Noviembre del 2007, no
eran todavia publicados. Después de su publicacidn, serdn
parte de mi préximo informe de investigacién disponible
en el primer cuarto del 2008.

Cuatro chicos, que ya usan silla de ruedas, participaron
en este estudio de método abierto. Tienen entre 10 y 13
afios de edad y habian demostrado deleciones de los exo-
nes de la distrofina 50, 52, 48-50, y 49-50. Fueron tratados
en secuencia, esto significa que solo después de que los
resultados en un chico eran positivos y no mostraban nin-
glin efecto secundario serio, el préximo chico era tratado.
Cada chico recibi6 cuatro inyecciones de 0.2 mg de
PROO051 disuelto en 0.2 ml de solucion salina (0.9% NaCl)
bajo anestesia local, en una regién pequeiia de 1.5 cm de
extension del musculo tibialis anterior.

Después de cuatro semanas, tejido muscular fue obte-
nido por una biopsia del sitio de la inyeccién y se probd
para buscar el ARNm omitido y distrofina acortada espe-
rada. Estas pruebas mostraron que el 64%, 85%, 97%, y
73% de las fibras musculares todavia presentes en el mus-
culo distréfico, contenian nueva distrofina en sus membra-
nas después de este tratamiento de 4 semanas. En compa-
racion con la laminina 02, una proteina no afectada por el
proceso distréfico, el contenido de distrofina fue de 33%),
35%, 17%,y 25%. Esta comparacién tiene en cuenta la



extension de la degeneracién muscular. Sin este ajuste el
chico de 13 afios con mucho tejido conectivo y grasa en
sus musculos tenia solamente 3% de la cantidad normal de
distrofina, mientras que el chico con los musculos menos
afectados tenia 12%. Los métodos moleculares de secuen-
ciacién probaron que la nueva distrofina tenfa exactamente
la estructura esperada con un marco de lectura restaurado.
Fue imposible determinar si la cantidad de nueva distrofina
habria sido capaz disminuir la velocidad de progresion de
la enfermedad en el musculo entero, porque el volumen de
tejido muscular tratado era demasiado pequefio.

Estos resultados significan que un tratamiento de omi-
sién de exdén, cuando este disponible, debe empezar cuan-
do la mayoria de los musculos todavia estdn intactos, esto
es, apenas la mutacién precisa de la distrofina sea cono-
cido causa un cambio del marco de lectura.

Los investigadores holandeses estdn ahora preparando
la préxima prueba clinica durante la que intentaran la ad-
ministracion por todo el cuerpo o sistémica del AON 20-
metilo contra el exén 51, para que asi el firmaco potencial
pueda alcanzar todos musculos, incluyendo aquellos del
pulmén y corazén. Estos estudios serdn de corto plazo, de
un mes, y de largo plazo, de seis meses, y serdn hechos
con cantidades diferentes de AON para determinar la dosi-
ficaciéon mas eficaz que posiblemente pueda disminuir sig-
nificativamente la velocidad de los sintomas de Duchenne
de los chicos. Que tanto serd mejorada la funcién muscular
también dependeria de la actual funcionalidad resultante de
las proteinas tipo Becker obtenidas después de la omision.

También més estudios sistémicos con ratones serdn
llevados a cabo para investigar los farmacodindmica de los
AON:s, para ver qué exactamente ocurre con ellos dentro
de las fibras musculares. En algunos de estos estudios ani-
males, los AONSs serdn inyectados subcutdneamente, bajo
la piel, porque esto serd el tipo mds practico de aplicacion
si inyecciones repetidas son necesitadas. En estudios simi-
lares, ha sido mostrado que la aplicacién sistémica trabaja
bien, que incluso los musculos del corazén pueden ser tra-
tados, y que no hay ningunos efectos adverso serios en las
enzimas del higado o otros valores sanguineos.

El desarrollo completo de la omisidn del exén 51, es
s6lo el principio del programa de investigacion de Prosen-
sa para encontrar un tratamiento eficaz para distrofia mus-
cular Duchenne. El desarrollo de otros AONs para las otras
deleciones seguird poco después. En adicién al AON 20-
metilo para omitir el exén 51, la compafifa ya ha disefiado
y producido en cantidades suficientemente grandes otros
AONs para omitir los exones 43, 44, 45, 46, 50, 52 y 53.
Estos AONS juntos permitirdn el tratamiento de mds del
65% de todos los pacientes con deleciones.

En el futuro, serd también posible usar esta técnica para
restaurar el marco de lectura en algunas duplicaciones o
cudndo tiene que ser omitido mds de un exén. P.e., la omi-
si6n de multiexén de los 11 exones del 45 al 55 produciria
una distrofina Becker en hasta el 63% de los chicos con
Duchenne con deleciones como es descrito por C. Beroud
et al. en la publicacién Human Mutation 28:196-202
(2007). El estado actual de tratar las duplicaciones fue des-
crito por A. Aartsma-Rus et al. en la publicacién BMC
Medical Genetics 8:43-47 (2007), y una resefia sobre la
omisién ex6n fue publicada por A. Aartsma-Rus'y G-J. B.
van Ommen en la publicacién RNA 13:1-16 (2007).

Prueba clinica de omision de exén en el Reino Unido.
En la reunién en Filadelfia, la fase I de prueba de omisién
de exdn no fue discutida, la cual después de un poco de
demora, estd a punto de empezar en el Reino Unido a prin-
cipios del 2008. Pero porque esta prueba es tan importante,
estoy repitiendo algo de mi resumen del 2006 de la reunién
del PPUK en Londres con informacién m4s reciente afia-
dida:

El consorcio MDEX fue creado en enero del 2005 para
desarrollar la técnica de omision de exén mds alld y llevar
a cabo estudios clinicos. Los miembros del consorcio son
Francesco Muntoni, Kate Bushby, Volker Straub, Dominic
Wells, Jenny Morgan, George Dickson, lan Graham, Matt-
hew Wood, Steve Wilton, y Jenny Versnel. El Departamen-
to de Salud del R.U., el Concilio de Investigacién Médica,
el Parent Project UK (ahora Action Duchenne), y las aso-
ciacién de distrofia muscular Britdnica, Muscular Dystro-
phy Campaign, estdn también involucradas.

Francesco Muntoni del Colegio Imperial como presi-
dente del Consorcio MDEX, dijo en la reunién del 2006 de
Londres que en este prueba, se intentara omitir el exon 51,
porque en 20 % de los chicos con Duchenne, aquellos con
la delecion de los exones 45-50, 47-50, 48-50, 49-50, 50,
52, 52-63 podrian ser tratados por la omisién de sélo éste
exon 51. Seis oligos en antisentido diferentes, AONs, fue-
ron probados en cultivos de misculo humano normal, en
cultivos de musculo de nifios con Duchenne, en prepara-
ciones enteras de musculo (con Steve Wilton) y en ratones
distréficos humanizados que contienen misculo de pacien-
tes con Duchenne (con Judith van Deutekom). Los mejores
resultados fueron obtenidos con el AON morfolino H51A
desarrollado en el laboratorio de Steve Wilton. Dominic
Wells podia mostrar en los experimentos con ratones mdx,
y que este AON morfolino era suficientemente estable para
un tratamiento a largo plazo en chicos con Duchenne. Este
resultado fue obtenido por la cooperacién de cuatro labora-
torios, dos britdnicos, uno holandeses, y uno australiano,
fue publicado en Septiembre del 2007 en la publicacién
Human Gene Therapy, 18: 798-810. Como se dijo antes,
los morfolinos tienen una estructura que es quimicamente
diferente pero tienen una forma similar a los 2'O-metilos,
por lo tanto, ellos no son realmente nucleétidos, pero para
no hacer las cosas demasiado complicadas, también los
abrevio como AONS.

El AON morfolino a ser usado por los britdnicos, es de
30 unidades de largo, incluye la secuencia entera del AON
2'0O-metilo utilizado por los holandeses, que tiene solamen-
te 20 unidades. Ambos componentes en antisentido se
unen exactamente a su secuencia complementaria del in-
centivador de empalmado exonico, ESE, dentro del ex6n
51 del ARNpre-m de la distrofina y en ningtn otro lugar.
Este bloqueo del ESE impide la unién de las proteinas SR
que son componentes esenciales del complejo de proteinas
del empalme del ARN. La consecuencia es la exclusion del
exon seleccionado del ARNm, p.e. el ex6n es omitido. Las
secuencias ESE de exones en genes diferentes tienen algu-
nas semejanzas estructurales, pero son suficientemente
diferentes, y ésta es la razén para la precision de la omi-
sién de exo6n: solamente el exdn seleccionado es omitido
en el gen seleccionado y no otro exén en el mismo gen o
en alguno otro de los més de 20,000 genes humanos, asi
que es estadisticamente improbable que haya otra secuen-
cia totalmente complementaria de la longitud de las dos



estructuras en antisentido en el genoma humano entero.
Por lo tanto, es improbable que esta técnica genética cause
cualquier efecto secundario genético.

En la prueba britdnica, tres grupos de dos chicos con
Duchenne cada uno, de 12 a 18 afios de edad, participaran.
Tres dosis diferentes: 0.09, 0.297, y 0.9 mg de AON mor-
folino en una solucién de 0.9 ml serd usada en cada grupo,
entregada en un volumen de un centimetro cibico de tejido
muscular, con nueve inyecciones directamente en uno de
los dos musculos extensores brevis digitorum, en el exte-
rior del pie que es necesitado solamente para mover los
dedos del pie. Asi que puede ser retirado sin serias conse-
cuencias si algunos efectos secundarios inaceptables ocur-
rieran. Chequeos clinicos extensivos incluyendo biopsias
serdn hechos antes y 30 dia después de las inyecciones
para valorar los resultados del tratamiento.

Como la prueba holandesa, la prueba britdnica también
solamente proveerd la prueba de principio de que la admi-
nistracion local del AON morfolino en un solo musculo
humano es segura y es eficaz en restituir por lo menos un
poco de la produccién de distrofina. Es esperado que por
lo menos con alguna de las dosis diferentes distrofina acor-
tada aparezca en mds del 10 % de las fibras musculares.
Los chicos participantes no conseguirdn ningtn beneficio
terapéutico. Pero todos los resultados de esta prueba seran
necesarios después para una aplicacion sistémica de los
farmacos potenciales para Duchenne en la circulacién san-
guinea para que todos los misculos puedan ser alcanzados.

Después de una demora de varios meses, el tltimo de
los permisos necesarios por las autoridades reguladoras del
R.U. ha sido dado en octubre del 2007, asi los primeros
chicos recibirdn sus inyecciones de AON a principios del
2008 después de la terminacion de todos los preparativos
pre-clinicos.

Janet Rose Christensen es Vicepresidenta de Asuntos
Regulatorios y Calidad de la compafifa BioPharma AVI
Inc. en Portland, Oregén en EUA. Explicé el papel de su
compaiiia en la prueba de omisién exén en pacientes con
Duchenne en el Reino Unido. Por varios afios, esta com-
paiifa farmacéutica ha desarrollado los oligos morfolinos
en antisentido, morfolinos para abreviar, como firmacos
genéticos contra muchas enfermedades cardiovasculares,
virales, y de higado. Once pruebas clinicas con compues-
tos de esta clase ya han sido realizadas con mas de 300
participantes. Por lo tanto, la compaiiia tiene una gran
pericia quimica y clinica con estos firmacos en antisen-
tido. Secuencias seleccionadas en el gen de la distrofina
para inducir omisién de exén han sido identificadas, en
cooperacién con Steve Wilton en Perth en Australia. Con el
consorcio MDEX, estardn activamente involucrados en la
fase I de prueba clinica ahora a ser empezada en el R.U.
aproximadamente.

El morfolino, llamado AVI-4658 por la compaiifa, que
serd usado en esta prueba para omitir el exén 51, es una
cadena que consta de 30 subunidades. Los estudios de in-
vestigacion han mostrado que este induce eficazmente la
omisién de ex6n del exén 51. Este se une muy especifica-
mente a la secuencia complementaria seleccionada en el
centro del ex6n 51, usando el emparejamiento de bases
Watson-Crick. Este morfolino consta de 1,144 atomos de
carbono, hidrégeno, nitrégeno, oxigeno, y fésforo. Es
sintetizado en el drea de fabricacion clinica de AVI por

personas entrenadas de acuerdo a los "buenos procedimi-
entos de fabricacion", GMP, para la produccién de far-
maco.

Antes de que el AVI-4658 pueda ser usado en la prueba
britdnica, tuvo que ser aprobado por el MHRA (Autoridad
Reguladora de Medicamento de Salud) en el Reino Unido.
Janet Christensen describi6 los procedimientos complica-
dos de aprobacién en los Estados Unidos: Porque la distro-
fia Duchenne es considerada una "enfermedad seriamente
debilitante y pone en riesgo la vida", se espera que la as{
llamada "Regulacién de la FDA 21 CFR 312 Parte E" sea
aplicada y que dice "...es apropiado ejercitar la flexibili-
dad mds amplia para aplicar estdndares estatutarios, mien-
tras se preserven las garantfas apropiadas para la seguridad
y efectividad. Estos procedimientos reflejan el reconoci-
miento de que los médicos y pacientes son generalmente
voluntariosos en aceptar grandes riesgos o efectos secun-
darios de productos que tratan enfermedades que ponen en
riesgo la vida y seriamente debilitantes, de los que acepta-
rian de productos que tratan las enfermedades menos
serias."

Janet Christensen termind su presentacién diciendo:
"Estas regulaciones otorgan poder a la FDA de ver de
manera un poco diferente en estas aplicaciones para una
terapia de Duchenne, de aquel otro fairmaco para el de
dolor de cabeza, y es ahora importante conseguir la pri-
mera prueba clinica con este morfolino en marcha y ter-
minarla con éxito. Esperamos que esto abra un proceso de
aprobacién mucho mas rapido para las muchas siguientes
que serdn necesarias para tratar a todos los chicos cuya
enfermedad puede ser tratada por omision de exén."

Los primeros pasos hacia la multi-omision de exon.
Terence Partridge del Centro Médico Nacional Infantil en
Washington hablé de algunos problemas abiertos con la
omision de exon, y luego de la suya y la nueva investiga-
cién de sus colegas que trabajan para omitir dos exones en
perros distréficos para abrir el camino para la multi omi-
sién de ex6n que llevara la nueva técnica también a los
chicos con Duchenne, que necesitan que mas de un exén
sea omitido para restaurar el marco de lectura cambiado de
la distrofina.

La omisién de ex6n en ratones mdx trabaja bien con los
AONSs 2'O-metilo y morfolinos contra el exén 23, inyecta-
dos repetidamente en su circulacién sanguinea producien-
do nueva distrofina en algunos misculos de hasta 50% del
nivel normal. Pero los morfolinos no ingresan a los miiscu-
los del corazoén y la razén para este fallo no es conocido.
Dominic Wells del Colegio Imperial en Londres informé
en la conferencia del 2006 del PPUK en Londres, sobre los
primeros experimentos que mostraban que los morfolinos
entran en el corazén bajo tratamiento de ultrasonido. El
Dr. Partridge y sus colegas también estdn trabajando en
este problema.

Aunque los ratones mdx no tienen ninguna distrofina en
sus musculos, sus sintomas de distrofia son muy leves, por
lo tanto, no son un modelo animal ideal de la distrofia
muscular Duchenne humana. Y ya que viven solamente
cerca de dos afios, los experimentos a largo plazo de varios
afios no pueden ser realizados con ellos. Sin embargo, los
perros viven mucho mas tiempo que los ratones, y los per-
ros perdigueros dorados GRMD distréficos son fisicamen-
te discapacitados, por lo tanto, los experimentos con estos



perros darfan resultados que podrian ser probablemente
muy similares a lo que uno podria ver después en estudios
clinicos de pacientes con Duchenne.

Los experimentos con perros GRMD tienen otra venta-
ja: en las dos pruebas clinicas en Holanda y el R.U. para
omitir el ex6n 51 en chicos con Duchenne se ha visto y
mostrado posteriormente que la omisién de exdn trabaja
realmente en pacientes. En estas pruebas, solamente un
solo exdn estd siendo omitido. Pero cerca del 50% de todas
las distrofias Duchenne son causadas por deleciones, du-
plicaciones, y mutaciones puntuales, mencionadas en la
base de datos de Duchenne de Leiden, necesitaran omitirse
dos o mds exones para restaurar el marco de lectura. Y
algunas multi-omisiones de exén serian una terapia para
grupos algo grandes de pacientes. Por ejemplo, omitir los
11 exones del 45 al 55 causaria una distrofia Becker con
sintomas muy leves en hasta 63 % de los chicos con Du-
chenne con deleciones. Y ya que los perros distréficos
necesitan una omisién doble de exon, los experimentos
con ellos abrirfan el camino para un tratamiento de esos
chicos con Duchenne con mutaciones més dificiles.

Los perros distréficos tienen una mutacion en el sitio de
empalme del exén 7 en el gen de la distrofina que causa la
delecion del ex6n 7 en el ARNm, y un cambio del marco
lectura con un codén de parada prematuro pronto después.
Omitiendo los dos exones 6 y 8 se restauraria el marco de
lectura.

Dosis diferentes de un céctel de tres AONs morfolinos,
dos diferentes de ellos en contra del ex6n 6 y uno en contra
del exén 8, fueron inyectados localmente en el musculo
tibialis-anterior de perros GRMD adultos jévenes. Dos se-
manas después de la inyeccion, biopsias fueron realizadas,
que mostraban que nueva distrofina habia aparecido en
todas las fibras musculares alrededor del sitio de la inyec-
cién y que la estructura del misculo parecia casi normal.

El Dr. Partridge y sus compafieros de trabajo han cola-
borado recientemente con Shin 'ichi Takeda en la Instala-
cién de Investigaciéon Animal General en Tokio, donde
podian aplicar inyecciones sistémicas en la circulacion
sanguinea de los perros con resultados muy prometedores.
Como los detalles de estos experimentos todavia no son
publicados, no pueden ser resumidos aqui.

La omision de exén con AONs morfolinos tiene varias
ventajas: (1) resultan en una entrega de cuerpo completo a
todos los misculos, pero todavia con la excepcién del co-
razon; (2) son muy eficaces; (3) no parecen ser toxicos; (4)
no son metabolizados, degradados, en el cuerpo pero se
excretan con la orina; (5) solamente tienen un efecto de
corto plazo asi que serdn necesarios tratamientos repetidos,
pero esto permitiria poner fin al tratamiento si una mejor
terapia esta disponible; y (6), no crean problemas inmuni-
tarios porque no contienen proteinas foranea y la nueva
proteina distrofina es solamente producida dentro de los
miusculos.

Asf que los AONs morfolinos trabajan bien en un
mamifero grande con una estructura de cuerpo muy similar
a los seres humanos, pero esto no es garantia de que estos
farmacos potenciales surtirdn efecto y durante mucho
tiempo suficiente en chicos con Duchenne. La mayoria del
trabajo en los afios anteriores ha sido hecho con los AONs
morfolinos y los 2'O-metilos. Una terapia final futura bien
pudiera necesitar de una mezcla de ambos tipos de AONs
para optimizar el efecto de omisién y minimizar la toxici-

dad. Y los problemas todavia desconocidos que puedan
aparecer que uno podria quizas tener que resolver con
otros cocteles de AONs o incluso con otras clases de
AONES.

.Pero cuando habra un farmaco de omision de exén
para chicos con Duchenne? Hice esta pregunta a Gertjan
van Ommen en Leiden en una entrevista en Enero del
2004. Su respuesta algo larga fue acortada aqui a 5 pala-
bras: "estard lista en 10 afios". La entrevista entera estd en
mi informe de Ménaco 2004-1 en www.duchenne-
research.com. Los diez afios no significaban un intervalo
de tiempo cientificamente preciso. Sélo fue un estimado
por un cientifico destacado que trabajaba en esta nueva
técnica, que supo muy bien qué pasos de investigacién
lentos todavia eran necesarios y que hay muchas cosas que
podian ir mal. Ahora, a fines del 2007, usted podria decir
que un poco mdas de 6 afios es lo que falta de los 10 ori-
ginales, si usted toma estos 10 afios en su primera impre-
sién. jPero usted no debe hacer eso! El nimero de afios
restantes podria ser 8, 9, e incluso 10 otra vez, o, si todo va
bien, pocos como 4 o 3.

Y me fue dicho por algunos, que uno no debia dar nin-
gln estimado de tiempo, porque usted, los padres, tomari-
an esta informacién literalmente y empezarian a contar los
meses y dias que faltan. Por otro lado, sé que aquellos, que
tienen una idea de cdmo trabaja el mundo real de la vida, y
el mundo de la ciencia en especial, comprenderan esta
situacion y apreciardn la siguiente declaracion, que recibi
de Francesco Muntoni, que lo escribi6 después de haber
hablado con su colega van Ommen:

"Estoy enteramente de acuerdo en que es importante
proveer informacion realista; y es realista esperar que du-
rante los préximos 6 afios la comunidad cientifica, después
de haber omitido el ex6n 51, hayan terminado mds pruebas
sistémicas de AONSs para omitir algunos exones adiciona-
les. Es importante darse cuenta de que un curso experi-
mental hacia una terapia nunca se detiene. Por ejemplo,
hay nuevos antibiéticos que son producidos constantemen-
te. No creo que tengamos que esperar 6 afios para ver el
primer beneficio potencial; pero igualmente estoy muy
seguro que el tipo de AONs y su modo de la entrega que
estamos usando ahora serdn considerados obsoletos para
ese entonces. Es por lo tanto probable que durante los
préximos 6 afos, veremos el desarrollo de un método
eficaz y seguro para la administracion repetida de algunos
AON:s, y con suerte esto resultard en una respuesta clinica
importante y positiva. Al mismo tiempo también es muy
probable que nosotros, la comunidad cientifica, estaremos
estudiando todavia mejores estructuras quimicas y méto-
dos de entrega, y no podriamos estar sorprendidos si en
otros 6 afios, estudios clinicos adicionales seran iniciados
para evaluar AONSs nuevos y mejorados.

El punto que realmente quiero para lograrse, es que éste
sea un curso amplio, no un tnico objetivo, y las cosas pro-
veidas estén avanzando, éste serd un curso muy lleno de
acontecimientos en la direccién correcta. A veces las cosas
ocurren mds rapido de lo que esperamos, y estos estallidos
de genialidad de alguien que los causa, son siempre muy
bienvenidos pero totalmente imprevisible. Esperamos
aprender mucho de las pruebas tempranas con AONs, y lo
que aprendemos afectard positivamente la entrega, disemi-
nacion y eficacia, y reducird significativamente el tiempo



de espera para los muchos que miran y esperan.

La transferencia del gen de la distrofina, la primera
prueba clinica con un vector de virus. La siguiente des-
cripcién estd basada en los resimenes de mis informes de
las reuniones de Cincinnati y Londres sobre las presenta-
ciones de Scott McPhee de la compaiiia Asklepios Bio-
pharmaceuticals y Xiao Xiao de la Universidad de North
Carolina, asi como en Chapel Hill NC. La informacién
anterior es actualizada con los nuevos datos dados en la
reunién en Filadelfia por Christopher Shilling del Centro
para Terapia Génica Muscular en el Laboratorio de Inves-
tigacion Infantil en Columbus/ Ohio donde la prueba tiene
lugar.

La transferencia de un gen de la distrofina modificado
con un vector viral, un transportador de un gen, a las célu-
las musculares es una de las estrategias para una terapia de
distrofia muscular Duchenne. El uso de virus adeno-asoci-
ados, AAV, como vectores tiene algunas ventajas impor-
tantes. Son muy eficaces en el misculo y corazén y pue-
den probablemente ser usados tratar a todos los pacientes
con Duchenne sin considerar sus mutaciones. Los estudios
pre-clinicos de prueba-de- principio en ratones y perros
distréficos han ayudado al desarrollo de un vector de mini-
gen de la distrofina para la primera prueba clinica de este
método de terapia génica. El vector usado es un AAV de
serotipo 2.5, uno asi llamado nano particula biolégica
Biostrophin ™ desarrollada por la compaiifa Asklepius.
Estos virus no pueden ser multiplicados por las células que
infectan, porque la mayoria de sus genes fueron retirados.
Esta modificacion hizo el espacio para las secuencias de
codificacién del gen terapéutico a ser transferido.

Sin embargo, los vectores AAV son algo pequefios,
pueden solo aceptar material genético fordneo de no mis
largo de aproximadamente 5,000 pares de bases. Por esta
razon, el ADNc de la distrofina normal, los 79 exones
combinados sin los intrones, que es de aproximadamente
14,000 pares bases de largo, tuvo que ser acortado consi-
derablemente para ajustarse a este vector pequefio. Una
transferencia de tal ADNc del mini-gen no curaria por lo
tanto la distrofia muscular Duchenne, pero puede transfor-
marla en una forma Becker de progresiéon mucho més
lenta.

Por lo tanto, los vectores usados en la primera prueba
estan llevando la construccién de gen de mini-distrofina
delta-3990, con partes eliminadas del ex6n 17 y todos los
exones del 18 al 59 y del 70 a 79. Eso significa que la
esperada distrofina Becker serd un tercio de larga de la
proteina normal. En 1990, un paciente de Becker de 61
afios fue diagnosticado y quien todavia era capaz de ca-
minar y tenia esta clase de distrofina acortada en sus
musculos.

Esta prueba clinica fase-Ia de terapia génica es ahora
realizada bajo la supervision del Dr. Jerry Mendell en el
Hospital Infantil de la Escuela de Medicina en la Univer-
sidad Ohio State en Columbus. Fue aprobada por la Agen-
cia Federal de Fairmacos FDA, siguiendo pruebas de segu-
ridad y toxicologia del vector AAV de mini- distrofina en
animales de laboratorios. Ha empezado el 28 de marzo del
2006, cuando el primer chico recibi6 las primeras inyecci-
ones de Biostrophin en tres sitios, con 0.5 cm. de separa-
cién, en su musculo biceps de un brazo, mientras los bi-
ceps del otro brazo recibi6 solo solucién salina. La prueba
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es hecha con método doble-ciego, ni los pacientes ni los
investigadores médicos y cientificos saben hasta el final de
la prueba entera en qué biceps fueron inyectados los
vectores.

Ningtin beneficio terapéutico es esperado en los chicos
en esta primera prueba, cuyo objetivo principal es proveer
la prueba de principio de que este tipo de terapia génica no
solo trabaja en un miisculo esqueléticos de ratones y per-
ros, si no también en un misculo humano. Los otros objec-
tivos eran colectar datos de seguridad, para determinar la
dosis requerida para conseguir la produccién de la mini-
distrofina en el musculo; y ver si hay cualquier reaccion
inmunoldgica a la mini-distrofina o al material del vector.

Seis chicos con Duchenne que tienen al menos cinco
afios y de quienes las mutaciones del gen de la distrofina
son conocidas precisamente, estaban participando. Todos
los seis ahora han recibido sus inyecciones. Dos dosis dife-
rentes fueron usadas para cada grupo de tres pacientes.
Muestras de tejido muscular del sitio de la inyeccion fue-
ron obtenidas por biopsias de cuatro chicos a las cuatro
semanas y de dos chicos a las doce semanas después de las
inyecciones.

Ningunos eventos adversos relacionados con terapia
génica fueron observados, indicando que el procedimiento
es bien tolerado. Debido a la naturaleza del disefio doble-
ciego, las muestras de la biopsia muscular fueron guarda-
das congeladas hasta el final de la prueba entera, cuando
fueron examinadas en busca de la presencia de nueva dis-
trofina acortada. Los resultados de estos andlisis estardn
disponibles a finales del 2007.

Los préximos estudios fase-Ib estdn siendo ahora pre-
parados con perros y monos. Transferencia génica alenta-
dora y resultados de expresion ya han sido obtenidos. Esta
fase de estudio con chicos con Duchenne se espera sea rea-
lizada en el 2008 y 2009. En esta prueba, un miembro en-
tero recibird infusiones de los vectores a través de circu-
lacién sanguinea temporalmente obstruida. Esta entrega
regional puede potencialmente brindar un poco de mejora
en la calidad de vida de los participantes. Finalmente, una
fase II/III de prueba con entrega sistémica de cuerpo entero
es planeada para el 2009/2010 con un niimero grande de
pacientes.

Transferencia génica con pericitos, células madre de
musculo adultas. Giulio Cossu del Instituto de Célula
Madre en el Hospital San Raffaele en Mildn describi6 el
muy prometedor trabajo suyo y sus colegas hacia una
terapia de células madre para distrofia Duchenne.

Para una terapia de células madre eficaz de la distrofia
Duchenne, una fuente segura y éticamente aceptable de
una cantidad grande de células madres de musculo adultas
es necesaria, eso darfa lugar predominantemente a células
musculares y no a células no deseadas como tumores. Y
debe ser posible aplicar estas células sistémicamente in-
yectandolas en el sistema de vasos sanguineos que puede
distribuirlas alrededor del cuerpo. Luego tienen que cruzar
el vaso y las paredes celulares de musculo, y quedarse
dentro de las fibras sin crear algin problema local. Estas
condiciones al parecer fueron encontradas en los meso-
angioblastos, que son células madre adultas ubicadas en el
exterior de los pequefios vasos sanguineos dentro del tejido
muscular de donde pueden ser aislados.

Para sus primeros experimentos en animales, los inves-



tigadores italianos usaron un ratén con un tipo de distrofia
muscular de cinturas (anillo 6seo, limbgirdle), que tiene
ausente una proteina de las proteinas del complejo distrofi-
no. Después de las inyecciones de mesoangioblastos de ra-
tones normales, estas células madre "Sanas" eran capaces
de causar la re-aparicién de mas del 80 % de la cantidad
normal de la proteina faltante, el alfa-sarcoglicano, en
todos los musculos esqueléticos de los ratones distréficos.

Para una posible terapia de Duchenne con esta nueva
técnica, el gen intacto de la distrofina tiene que ser trans-
ferido del tejido muscular de un donador sano a los meso-
angioblastos de los pacientes, en un procedimiento de
laboratorio con un vector viral. Entonces algunas células
transducidas que contienen el gen de la distrofina normal,
deben ser multiplicadas y re-inyectadas finalmente en la
circulacién sanguinea del paciente. Tal tratamiento autd-
logo evitaria problemas inmunolégicos. Por otra parte, los
mesoangioblastos de un pariente sano con genes de la
distrofina normales pueden ser usados. Pero esta clase de
tratamiento heterologo necesitaria la supresion inmune a
largo plazo.

Los mesoangioblastos usado en estos experimentos
fueron aislados de las paredes de vasos sanguineos de ra-
tones y perros. Pero para realizar el préximo paso hacia el
desarrollo de un método terapéutico para pacientes de
Duchenne, tales células madre deben ser obtenidas de una
fuente humana y ser usadas en los experimentos con ani-
males. El Dr. Cossu y sus colegas han hecho efectivamen-
te esto durante los ultimos meses y publicando sus nuevos
resultados en Febrero del 2007, en la revista Nature Cell
Biology 2007: 9, 255-267.

Por lo tanto, los investigadores buscaron células madre
similares en las paredes de los pequefios vasos sanguineos
de tejido muscular humano obtenido de biopsias diagnds-
ticas. Encontraron alli tales células madre, pero sus propie-
dades eran algo diferentes de los mesoangioblastos. Por lo
tanto, estas células fueron llamadas "células derivadas de
pericito", o pericitos para abreviar. Sus propiedades eran
exactamente ésas que las células madre deben tener para
ser usadas en una terapia de Duchenne, concretamente: (1)
son faciles de aislar del material biol6gico humano como
tejido muscular; (2) pueden ser multiplicados considera-
blemente en el laboratorio a las cantidades necesarias para
un tratamiento sistémico de chicos; (3) es posible transferir
las secuencias del gen de la distrofina "sanas" en ellos con
vectores virales; (4) pueden emigrar de la circulacién san-
guinea a los musculos; y (5) desarrollan células musculares
funcionales dentro del tejido muscular viviente.

Los resultados mas decisivos fueron obtenidos en expe-
rimentos con ratones mdx que, en adicién de no tener al-
guna distrofina, también tenifan su sistema inmunolégico
desactivado por manipulacién genética. Uno mes después
de tres inyecciones sistémicas de pericitos normales, esto
es no-distréficos, en las arterias de la pierna de cinco de
estos ratones, 200 a 450 nuevas fibras musculares con
distrofina fueron encontradas por norma en las muestras
representativas que investigaron. Cuando pericitos huma-
nos de pacientes con Duchenne con genes de la distrofina
mutados, tratados primero con los vectores de virus conte-
niendo genes de mini-distrofina, fueron inyectados de for-
ma semejante en estos ratones, 190 a 320 nuevas fibras
musculares con mini-distrofina fueron encontradas en los
musculos investigados. La funcién de los misculos en los
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ratones tratados se encontré fue mejorada significativa-
mente.

Por lo tanto, como préximo paso hacia una aplicacién
humana, el equipo del Dr. Cossu aisl6 mesoangioblastos
de perros normales y distréficos, los multiplicé en cultivos
y los inyect6 en una arteria de las patas delanteras de los
perros distréficos. Las células de perro no han sido carac-
terizadas en gran detalle, y por tanto no era conocido si
correspondian realmente a los pericitos en seres humanos.
Para esta razén fueron llamados mesoangioblastos otra
vez.

Cuatro perros fueron tratados con cinco inyecciones
sistémicas mensuales de células autdlogas aisladas de cada
perro tratado, en las que el gen, el ADNCc, de una micro-
distrofina humana fue transferido con un vector viral en el
laboratorio. En este caso, ninguna supresién inmune era
necesaria. Pero, contra la expectativa, este tratamiento no
fue exitoso. La razén para el fracaso podria haber sido que
la longitud corta de la distrofina producida, después de la
transferencia del gen de la micro-distrofina, era insufici-
ente para mantener la funcién muscular en un animal
grande como el perro.

En un tratamiento heterologo, seis otros perros fueron
inyectados de forma semejante con células donadas de
perros sanos pero con inmunosupresion con ciclosporina.
En este caso, una expresion extensiva de distrofina normal
y una mejora de la funcién muscular fueron obtenidas. En
un animal, las células fueron soltadas de un catéter en la
aorta. Esto permitié la diseminacién mas extendida de las
células. Los resultados de las inyecciones de células madre
eran dramdticos: este Gltimo animal exhibié una mejora
notable en su distrofia y caminaba bien cinco mes después
de la inyeccién final; los otros animales se recuperaron en
un grado menor.

Los investigadores planean repetir los experimentos
con las células autdlogas después de la transferencia de
genes de una mini-distrofina en vez de los micro-genes
mds cortos, y posiblemente también usen el método gené-
tico de omision de ex6n desarrollado por Luis Garcia en
Francia.

El Dr. Cossu terminé su presentacién con la declara-
cién: "Proponemos ahora una prueba clinica con pacientes
de Duchenne. Pero primero tenemos que realizar estudios
a largo plazo con los perros, y tenemos que hacer pruebas
de toxicologia y preparar las células humanas bajo las con-
diciones de grado clinico. Este trabajo ya ha empezado y
tomard otro afio. En la prueba, tres pacientes recibiridn
inyecciones a nivel local en un miisculo para ver si estas
células madre humanas producen distrofina humana real-
mente en un masculo humano. De alli en adelante, tres
otros pacientes recibirdn inyecciones sistémicas de células
donadas con farmacos contra el rechazo inmune de las
células fordneas.

La primera y mds importante medida serd la seguridad
durante mucho tiempo. Ya sabemos que nada pasé a los
ratones y perros, pero no sabemos qué pasaria a los nifios
cuando los tratemos realmente en una prueba clinica. La
segunda medida serd ver si la fuerza muscular es manteni-
da o aun incrementada. Hemos desarrollado un nuevo
método de medir la fuerza en fibras musculares solas. Y,
obviamente, seguiremos todas recomendaciones de
TREAT-NMD.

Este tratamiento de células madre todavia estd en su



infancia. No sabemos qué eficaz serd, y cuales serian ser
los riesgos. Después de todo, estaremos inyectando mu-
chas células en los chicos, y podria haber problemas se-
rios. El procedimiento es complicado, tomard unos afios, y

costard mucho. Pero tiene un gran potencial, y estamos
excitados sobre sus posibilidades. Lo probaremos en
chicos porque podria resultar en una cura verdadera."

Acercamientos farmacolégicos.

Aumento de la utrofina para reemplazar la distrofina.
Hay cuatro grandes desafios que tienen que ser encontra-
dos por alguien que trata de encontrar una terapia para
distrofia Duchenne: (1) la funcién de la enorme proteina
distrofina que estd faltante en los nifios de Duchenne, tiene
que ser restituida; (2) para hacer una diferencia, al menos
20 % del nivel normal de distrofina tiene que reaparecer
otra vez, o si no esta proteina, entonces otra, como la utro-
fina que puede reemplazarla; (3) esto debe ocurrir en todos
los musculos esqueléticos, y en aquellos del corazén y los
pulmones, también; y (4), cualquier respuesta inmune en
contra de una nueva proteina tiene que ser evitada.

Cuando Kay Davies, ahora en la Universidad de Ox-
ford, trat6 de encontrar el gen Duchenne hace mds de 20
afios, encontrd en su lugar una proteina, la utrofina, y su
gen. La utrofina es una proteina con una estructura y fun-
cién muy similar a la distrofina. En humanos, su gen esté
ubicado en el cromosoma 6, tiene 75 exones, y es aproxi-
madamente de un millén de pares de bases de largo. Como
la distrofina, conecta la estructura de la F-actina en las cé-
lulas con un complejo de proteinas en las membranas,
similares al complejo asociado con la distrofina. La utrofi-
na estd presente en varios tejidos del cuerpo, también en el
musculo humano, pero alli estd concentrada en las regio-
nes donde los nervios motores hacen contacto con las
membranas del misculo en las junciones neuromuscu-
lares.

En pacientes con Duchenne, la utrofina empieza a ex-
tenderse de las junciones nervio-musculo a las membranas
del musculo. Cuanta mds utrofina un paciente tiene, él mas
tarde debe usar una silla de ruedas. Eso quiere decir que
una mds grande cantidad utrofina por la activacién de su
gen harfa la distrofia Duchenne mas benigna. Durante el
desarrollo fetal a las 12 semanas, los musculos contienen
ambas, utrofina y distrofina, luego la utrofina desaparece
lentamente de las membranas celulares, hasta que en el
parto solamente distrofina queda en las membranas. Por lo
tanto, la utrofina es una forma fetal de la distrofina. Esto
quiere decir, que la reactivacién del programa de desarrol-
lo para la utrofina resultaria en un tratamiento para distro-
fia Duchenne.

Los ratones mdx cuyo gen de la utrofina fue inactivado
experimentalmente, que no tienen ni distrofina ni utrofina
en sus musculos, tienen sintomas como de Duchenne y se
mueren temprano, en contraste con "la normalidad" de ra-
tones mdx cuyos musculos indican un dafio menos severo
a pesar de la ausencia de distrofina.

En otros experimentos con ratones mdx transgénicos
que tenian mini-genes de utrofina en su linea germinal,
introducidos por una técnica que no puede ser usada en
humanos, fue mostrado, que la utrofina, si estd presente en
cantidades mds grandes, puede reemplazar a la distrofina.
Incrementando la cantidad de utrofina por un factor de tres
a cuatro, el desarrollo de los sintomas distréficos algo
ligeros de los ratones mdx podian ser prevenidos.
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Por lo tanto, para una posible terapia de Duchenne, uno
debe tratar de incrementar los bajos niveles de utrofina
junto al aumento de la actividad de su gen. El gen tiene
dos sitios de inicio diferentes, las secuencias promotoras,
al que los compuestos de sefializacion se unen para iniciar
la sintesis de la proteina. Un promotor induce la producci-
6n de una forma predominante de dos formas similares de
utrofina, la utrofina-A, que se localiza exclusivamente en
cantidades algo pequefias en las junciones neuromuscu-
lares de todas las células musculares. Los investigadores
entonces empezaron a interferir en este proceso de sefia-
lizacién, asf que mads de la forma-A de la utrofina es hecha
y dirigida a las membranas celulares del misculo, donde
posiblemente ocuparia los sitios desocupados por la distro-
fina en chicos con Duchenne. Sin embargo, se reconocié
rdpidamente que encontrar una sustancia que podia aumen-
tar la utrofina, y luego desarrollarla a un farmaco potencial
para una terapia eficaz de distrofia Duchenne, era una tarea
dificil y costosa que no podia ser realizada en un laborato-
rio de la universidad. Asi que la Dra. Davies co-fundé la
compaiiia Summit plc, antes VASTox plc, ubicada en
Abingdon cerca de Oxford.

En esta compaiiia, a finales del 2007, mas de 30,000
compuestos quimicos habian sido analizados por su habi-
lidad de aumentar la actividad del gen de la utrofina en los
cultivos de tejido de ratones mdx. La enzima productora de
luz, luciferasa, de luciérnagas es usada en un sistema de
reactivo recientemente desarrollado para probar la presen-
cia de utrofina. Hasta julio del 2007, 31 sustancias prome-
tedoras fueron encontradas, las cuales pudieron incremen-
tar la luciferasa varias veces. Estan ahora siendo optimiza-
das y evaluadas en ratones mdx vivos con el objetivo de
incrementar la eficiencia mas alld, y asegurar que la utro-
fina es suficientemente aumentada en todos los musculos
de los animales. Pruebas de deteccién adicionales con el
pez cebra distréfico estdn en curso, que identificaran po-
siblemente otros firmacos para tratar la distrofia Du-
chenne.

Dos de los compuestos activos mds tempranos, el
VOX A y VOX B, ya han sido evaluados sist¢émicamente
en ratones por inyeccion intraperitoneal, en el abdomen.
Después de 12 semanas de inyecciones sistémicas sema-
nales, en los musculos esqueléticos evaluados de los ra-
tones fue aumentada la utrofina con evidencia de beneficio
muscular. Después de la optimizacion posterior de los
compuestos, un candidato de desarrollo clinico, el SMT
C1100, mostraba reduccién de la degeneracién muscular,
fibrosis, deposicion de grasa, e inflamacién crénica, por lo
tanto, los animales habian recuperado significativamente
su funcién muscular. Después de las inyecciones diarias
durante 28 dias, ningin efecto secundario aparecio, asi que
el compuesto parece ser seguro. Si la toxicologia y manu-
factura preclinica en curso son exitosas, las pruebas de
seguridad en humanos con voluntarios sanos podrian tener
lugar a mediados del 2008 y con pacientes con Duchenne



podrian empezar probablemente a principios del 2009.

Tratamiento con biglicano aumenta la utrofina. En la
reunion del 2006 en Cincinnati, Justin Fallon de 1a Uni-
versidad Brown en Providence, RI, describi6 el trabajo de
su laboratorio sobre la proteina biglicano (biglycan),
ahora, en Filadelfia, present6 los nuevos resultados mos-
trando que el biglicano puede aumentar la utrofina dra-
madticamente.

La proteina biglicano estd presente durante el desarrollo
en el exterior de los musculos esqueléticos y del corazén, y
conecta con sus dos extremos a las proteinas alfa- y gama-
sarcoglicano, que son dos componentes del complejo dis-
tré6fino-proteico en las membranas celulares del musculo.
El biglicano es importante para la regulacién de muchas
proteinas sefialadoras y estructurales de las membranas.
Los experimentos con ratones no-distréficos cuyo gen para
el biglicano fue desactivado, mostraban que en ausencia
del biglicano muchas proteinas del complejo distréfino
habian desaparecido. Tratando a estos ratones con inyec-
ciones locales y sistémicas de biglicano recombinante hu-
mano, artificialmente hecho, resulté en la reaparicién de la
proteina beta-sintrofina, que era un indicativo de que el
complejo distréfino fue restituido.

Biglicano humano también fue administrado por inyec-
ciones locales y sistémicas a ratones mdx, donde mejoré
mucho los sintomas de estos animales ligeramente distrd-
ficos que no tienen distrofina en sus musculos. Sin embar-
g0, el descubrimiento mds sorprendente fue, que después
de las solas inyecciones sistémicas, su normal nivel bajo
de utrofina en el miisculo tratado fue aumentado aproxima-
damente cerca de 2.5 veces de dos a tres semanas después
del tratamiento.

El préximo paso fue ver si el tratamiento con biglicano
mejora la funcién muscular en ratones mdx. Después de
tres meses de repetidas inyecciones sistémicas con bigli-
cano humano, los musculos de estos ratones sin distrofina
eran mucho mas resistentes al dafio causado por alarga-
miento forzado y contracciones.

El biglicano esta presente en el desarrollo en humanos,
por lo tanto, su uso como un farmaco no se esperaria cause
un rechazo inmune importante. Debido a que actda fuera
de las células musculares, no tiene que cruzar las membra-
nas del musculo cuando se usa como un agente terapéuti-
co. Los alfa- y gama- sarcoglicanos, las dos proteinas a las
que el biglicano se une, estdn solamente presente en los
musculos esqueléticos y cardiacos. Eso significa que el
biglicano puede estar activo principalmente en estos dos
tipos de musculos, y por lo tanto tendrfa efectos secun-
darios minimos.

Los experimentos con animales continuardn para opti-
mizar las condiciones del tratamiento. Tardard aproxima-
damente de 12 a 18 meses fabricar suficiente biglicano
humano en grado de pureza clinica, asi que una fase I de
prueba clinica podria entonces ser empezada en aproxi-
madamente dos afios con este farmaco potencial para
Duchenne.

Leer a través de los codones de parada prematuros con
PTC124. Langdon Miller de PTC Therapeutics en South
Plainfield, NJ, actualizé los resultados resumidos en mis
informes sobre las conferencias de Cincinnati y Londres,
con la informacién mas nueva sobre la fase II de prueba

13

clinica con PTC124.

Cerca del 13 a 15 % de los pacientes con Duchenne
tienen una mutacion sin sentido o de parada en su gen de la
distrofina, que cambia un solo codén de aminoacido en
uno de tres codones de terminacién prematuros, TGA,
TAG y TAA. En el ARNm, estos codones se vuelven
UGA, UAG, y UAA y causan que la sintesis de proteina se
detenga prematuramente antes de que la nueva distrofina
sea ensamblada completamente. En este caso, una distro-
fina truncada es producida, que es demasiada corta para
tener su funcién normal. E1 PTC124 es un farmaco de
molécula-pequena, disefiado para permitir que la maqui-
naria creadora de proteina lea a través (o por encima) de la
sefial de alto prematura, resultando en la produccién de la
proteina de largo completo. Para que un nifio se beneficie
de este farmaco, la mutacion exacta debe ser determinada
por la secuenciacion de la regién alrededor del sitio de la
mutacion, para ver si realmente hay una mutacién sin sen-
tido que causa su distrofia Duchenne. Solamente cuando
eso es verdadero, es posible que el PTC124 pueda tener
actividad. Por lo tanto, el PTC124 puede ayudar a que la
maquinaria celular supere una de las causas genéticas de la
DM Duchenne. Tal tratamiento es diferente de la terapia
génica o de omisién de exon.

El PTC124 es un farmaco nuevo, primero en su clase.
Fue encontrado en un programa de buisqueda de farmaco
automatizado de alto-caudal, que evalu6 cerca de 800,000
compuestos de bajo peso molecular por su habilidad de
superar los efectos de mutaciones sin sentido. Estos com-
puestos fueron entonces optimizados quimicamente duran-
te varios afios de trabajo de laboratorio. Aunque fue el
antibidtico gentamicina el primero en demostrar inducia la
lectura a través de los codones de parada, el PTC124 no
estd relacionado con la gentamicina y no es un antibiético.
Los detalles del PTC124, incluyendo su estructura mole-
cular y su prueba pre-clinica intensiva, han sido divulga-
dos en la revista Nature, 447, 87-91 del 3 mayo del 2007
con un comentario de News & Views "Ignore the non-
sense" en la pagina 42.

El PTC124 no esté todavia disponible comercialmente,
todavia estd bajo el desarrollo de estudios animales y
humanos. Es un medicamento oral, un polvo cristalino
blanco con un sabor suave de vainilla, proporcionado en
paquetes pequefios. El fairmaco es mezclado con agua,
leche o jugo antes del uso.

Ya que el PTC124 puede inducir la lectura a través de
las mutaciones sin sentido en cualquier ARNm, es también
un farmaco potencial para otros trastornos genéticos atri-
buibles a mutaciones sin sentido, p.e., fibrosis quistica. De
hecho, PTC Therapeutics ya ha dirigido algunos estudios
fase Il y espera iniciar estudios a largo plazo con la fibro-
sis cistica asi como con pacientes de Duchenne.

Para determinar si el PTC124 puede ser un farmaco util
para Duchenne, experimentos preclinicos fueron hechos en
cultivos de células. El tratamiento de PTC124 en células
musculares mdx en estos cultivos, mostraba que distrofina
de largo completo fue producida y se traslad6 a su correcto
lugar debajo de la membrana muscular. En ratones mdx
vivos, después de la dosis oral por hasta ocho semanas
aparecia nueva distrofina en los musculos esqueléticos,
diafragma y corazén, lo que redujo la fragilidad del mus-
culo y las concentraciones de CK sanguineo. Los estudios
de toxicidad en ratones, ratas y perros a los que se les dio



dosis altas del farmaco, no han indicado en general efectos
secundarios serios agudos. Inflamacién de rifiones fue ob-
servada en ratones e inflamacion de la glandula suprarrenal
fue vista en perros. Tumores de grasa marrén fueron en-
contrados en ratas en un estudio pero no se vieron otra vez
cuando el estudio fue repetido. Pruebas claras de cualquier
problemas de rifién o adrenal similar en humanos no han
sido vistos. Los humanos no tienen mucha grasa marrén
asi que es improbable que este efecto sea significativo para
los humanos. En estudios clinicos la atencidn especial serd
dada a la prueba para problemas de rifién o glandula
adrenal.

En la primera prueba clinica del PTC124, una fase I de
prueba de método abierto fue realizada en 61 voluntarios
adultos sanos de 18 a 30 afios de edad. Este rango de edad
fue escogido porque era similar al de los adultos jévenes
con Duchenne. Recibieron el formaco tres veces al dia du-
rante tanto como dos semanas. La absorcién del farmaco
también era evaluada con y sin comida. El fairmaco fue
bien absorbido en el cuerpo y era posible mantener las
concentraciones de plasma de 2 a 10 microgramos/ml,
como se sabia era activo en ratones mdx. El PTC124 de-
mostrd pocos efectos secundarios como ndusea, diarrea y
dolor de cabeza en dosis muy altas de mas de 150 mg/kg.
Algun aumento leve de enzimas de higado fue visto a
veces. Dosis de hasta 100 mg/kg/dia fueron toleradas bien
por estos adultos sanos, una dosis mayor que la planeada a
ser dada a niflos con Duchenne.

Estos resultados respaldaron el inicio de una fase-II de
estudio clinico. En la parte inicial de esta prueba clinica de
método abierto, 26 nifios con Duchenne, de 5 a 13 afios,
completaron el enrolado y la prueba. Seis nifios recibieron
una dosis de 16 mg/kg/dia y 20 nifios recibieron una dosis
de 40 mg/kg/dia divididos en tres partes por dia. Los nifios
tenfan mutaciones de parada diferentes: 15 con UGA, 6
con UAG, y 5 con UAA, distribuidas entre los exones 6 a
70. Los pacientes fueron valorados clinicamente por més
de 21 dias antes del tratamiento, entonces recibieron el
farmaco diario durante 28 dfas y finalmente seguian exa-
minaciones durante 28 dias adicionales. Biopsias muscula-
res fueron realizadas antes y después del tratamiento en los
musculos del pie extensor digitorum brevis, para buscar la
restauracion de la produccidén de distrofina de largo com-
pleto. Otras pruebas quimicas y funcionales también fue-
ron hechas para medir el efecto terapéutico y monitorear la
seguridad.

Antes de que los nifios de los primeros dos grupos re-
cibieran el farmaco, el tejido muscular de su biopsia inicial
fue tratado con PTC124 en el laboratorio. Los aumentos
esperados dependientes de la dosis en la cantidad de dis-
trofina de largo completo, fueron detectados en el 100% de
los nifios en estos experimentos de laboratorio. En cerca
del 50% de los 26 nifios en ambos grupos de dosis, 3 de 6
en el grupo de dosis mds bajay 11 de 20 en el grupo de
dosis mds alta, un aumento ligeramente visible de distro-
fina podia ser detectado en el material de la biopsia que se
obtuvo al final del tratamiento con el firmaco durante 28
dias. Una de las razones de por qué nueva distrofina no fue
encontrada en todos los nifios, podria ser que la concentra-
cién de PTC124 en la sangre estaba debajo del rango de
concentracién esperado de 2 a 10 microgramos/ml de plas-
ma, posiblemente debido a la rdpida degradacion del far-
maco en nifios comparado con adultos. Pero todos estos
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niflos mostraron una reduccién de la actividad del CK
durante el tratamiento, que aumenté luego otra vez durante
el periodo de continuacién sin el tratamiento, como se
esperaba para un agente farmacéutico que tiene que ser
administrado continuamente. Fueron observados algunos
efectos secundarios de leves a moderados pero infrecuen-
tes, como diarrea, ndusea y dolor de cabeza, y no habia
ninguna anormalidad de laboratorio clinicamente rele-
vante.

Algunos padres y profesores observaron que, después
del tratamiento, algunos de los nifios mostraron mayor
actividad, incrementaron la resistencia, y menos fatiga que
antes del tratamiento. Estos son solamente informes infor-
males de los padre, asi que esta clase de descubrimientos
tienen que ser valorados en mas detalle.

Basados en estos resultados, se asumié que una dosis
mads alta de PTC124 podia resultar en la aparicién de
nueva distrofina en cantidades suficientes para tener un
efecto terapéutico. Por lo tanto 12 nifios adicionales con
Duchenne fueron enrolados en esta prueba. Estos nifios
recibieron 80mg/kg/dia de PTC124 dividido en tres dosis
separadas y dadas por 28 dias. Esta dosis debe ser suficien-
te llegar a una concentracién de al menos 2 a 10 microgra-
mos/ml en el plasma sanguineo. Esta extension de la prue-
ba ha sido completada, los datos estan siendo analizados
ahora, y los resultados finales estardn disponibles pronto.

Al final de su presentacidn, el Dr. Miller menciond tres
preguntas que tienen que ser respondidas antes de que el
PTC124 pueda volverse un farmaco para chicos con Du-
chenne: (1) ;Actividades positivas a corto plazo del
PTC124 se traducirdn en beneficios clinicos deseados a
largo plazo como la funcién muscular, la fuerza, y resis-
tencia aumentada, asi como mejor calidad de vida? (2)
(Qué dosis del PTC124 proveera el mejor beneficio clinico
sin peligro? (3) (Cudntos meses tomard traducirse la acti-
vidad farmacolégica de corto plazo en un beneficio clinico
a largo plazo?

Solamente una prueba clinica a largo plazo y controlada
puede abordar estos asuntos. Los préximos pasos a ser to-
mados por PTC Therapeutics por lo tanto, son terminar el
analisis de los datos de los estudios de fase-Ila terminados,
y luego preparar todos los requisitos para la evaluacién de
una prueba clinica a largo plazo por la FDA estadouniden-
se y el EMEA europeo antes del final del 2007. Esta prue-
ba mads larga es esperado empiece en los meses venideros.
PTC también abrird una extension de estudio a largo plazo
para los nifios tratados en la fase-Ila de prueba.

Proyecto Catalyst: Descubriendo y desarrollando
cuatro nuevos farmacos para tratar la distrofia Du-
chenne. La compaiiia PTC Therapeutics en South Plain-
field, NJ, esta enfocada en el descubrimiento y desarrollo
de farmacos de pequefia-molécula, que modifican el
control post-transcripcional (PTC) de la biosintesis de
proteinas, después de que la informacion genética es
copiada, transcrita, del gen al ARN. Ellern Welch, una jefa
de grupo de esta compaiifa, presentd el Proyecto Catalyst,
un programa para descubrir y desarrollar pequefios com-
puestos quimicos que pueden volverse fAirmacos para una
terapia de distrofia muscular Duchenne.

El Proyecto Catalyst fue empezado en mayo del 2004
con el objetivo de identificar con métodos de busqueda
automadticos entre varios cientos de miles compuestos,



aquellos que pueden modificar la produccién, expresion,
de cuatro objetivos biolégicos en las células musculares.
Estos cuatro objetivos fueron escogidos, porque la inves-
tigacién ya habia mostrado que aumentando o disminu-
yendo su expresion pueden mantener y mejorar la estruc-
tura y funcién del musculo en pacientes de Duchenne: La
disminucién o inactivacion de la miostatina y el aumento
del factor de crecimiento similar a la insulina IGF-1 espe-
cifico del musculo, pero no de la isoforma especifica del
higado, promoveria el crecimiento y regeneracién muscu-
lar. El aumento o activacién de la utrofina e integrina-
alfa7 estabilizaria la membrana muscular y mejoraria la
funcién muscular por lo tanto.

Los métodos de busqueda autométicos para encontrar
estos farmacos potenciales para Duchenne, usan un pro-
cedimiento de prueba recién creado para medir sus activi-
dades con un sistema de reporteo de proteina: los ARNm
para cada uno de los cuatro objetivos fueron combinados
con el gen de la enzima luciferasa de luciérnagas. En pre-
sencia de un compuesto activo, luz intensa es producida
por la luciferasa la cual entonces es incrementada o redu-
cida. Medir de forma exacta y automatica la intensidad de
la luz es mucho mads ficil que analizar los efectos biol6-
gicos de los objetivos.

Un relativo pequefio numero de compuestos con al
menos algunas de las propiedades deseadas, estdn siendo
ahora optimizados, cambiando su estructura quimica y
caracterizar sus propiedades bioldgicas, farmacolégicas y
médicas. Cambios de la estructura quimica que afectan,
p-e., la actividad, potencia, solubilidad, permeabilidad,
metabolismo, toxicidad, efectos secundarios, biodisponi-
bilidad oral, y otras propiedades, estan en marcha. Este
proceso de optimizacién ocupa a muchos quimicos durante
varios afios. Finalmente, para los compuestos mas prome-
tedores, la sintesis del laboratorio tiene que ser aumentada
suficientemente para producir suficiente material para una
prueba pre-clinica en tejido muscular aislado y animales
vivos como ratones mdx. Un nimero de compuestos con la
habilidad de modificar la expresion de los objetivos estan
ahora en varias etapas de este proceso de optimizacion.

PTC Therapeutics tiene ahora varios farmacos poten-
ciales disponibles que disminuyen la miostatina a concen-
traciones muy bajas, aumentan la isoforma muscular del
IGF-1, pero no la especifica de higado, y aumentan la
utrofina e integrina-alfa7 dos veces. Estos muy promete-
dores farmacos potenciales serdn optimizados adicional-
mente durante los préximos afios, con el objetivo de empe-
zar estudios clinicos de fase-I para la toxicidad con nifios
con Duchenne alrededor del 2009.

La informacién del gen de la distrofina mismo, inclu-
yendo sus mutaciones, no serd cambiada por estos farma-
cos, tendran probablemente que ser tomados por toda la
vida del paciente. Pero posiblemente después podran ser
usados en combinacién entre ellos, y con otros fairmacos y
técnica genéticas como la omisién de exon para proveer
una terapia de Duchenne 6ptima y muy eficaz.

La inhibicion del NFkB mejora la estructura y funcion
muscular. George Carlson y su equipo en la Universidad
Still en Kirksville, Missouri, estaban tratando de compren-
der por qué la pérdida de distrofina resulta en una distrofia
muscular en el ratén mdx, porque deseaban disefiar un en-
foque de investigacién centrado en una terapia. Hab{a sido
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propuesto que la entrada, el influjo, de cantidades grandes
de iones de calcio, d&tomos de calcio cargados, en las célu-
las musculares era responsable de los sintomas distréficos.
Pero la medicién del influjo de calcio en fibras aisladas
severamente distréficas del musculo expiratorio triangula-
ris sterni, TS, de ratones mdx, mostraba que este influjo no
estaba incrementado realmente en estas fibras estresadas,
comparado con el influjo en fibras musculares normales
bajo las mismas condiciones. Esto indicé que un aumento
del influjo de calcio no es responsable de la degeneracién
muscular en la distrofia muscular. Sin embargo, el miscu-
lo TS es estirado pasivamente cada vez que el animal
aspira, sugiriendo que ese estiramiento pasivo de las fibras
distréficas activaba un mecanismo que promueve la
degeneracion del musculo. Otros investigadores mostraron
que el estiramiento pasivo activa la via de sefializacién
NFkappaB en el misculo. El Dr. Carlson y sus colegas
pronto empezaron a probar la hipétesis de que la activa-
cién de esta via era responsable del dafio del misculo TS
distréfico estirado.

Esta proteina NFkB fue encontrada en 1986, el mismo
afio que el gen de la distrofina. Estd presente en el cito-
plasma de todas las células, pero la mayor parte del tiem-
po, esta inactivada por otra proteina, la inhibidora xB, o
IxB. Cuando la inflamacioén es iniciada por complejos
procesos reguladores para combatir una infeccién viral o
bacterial, el complejo IkB kinasa, IKK, afiade dos grupos
de fosfato al NF«B y por lo tanto, lo libera de su inhibidor.
El NF«B ahora activado migra del citoplasma al el nicleo
de la célula y, debido a que se une ahi a regiones promoto-
ras y activadoras de muchos genes, causa la activacién de
estos genes. Varios cientos de genes se conoce que son
parte de los diferentes pasos de cadenas de reaccion, lla-
madas cascadas, que dependen del NF«B activo en el ni-
cleo de la célula. Cuando la inflamacién no es necesitada
mads, la activacién del NF«kB es detenida por los factores
anti-inflamatorios. Si mutaciones genéticas, otras situaci-
ones patogénica o de estrés no permiten que estos factores
desactiven el NFkB, algunas enfermedades crénicas se
desarrollan, como la arteriosclerosis, fibrosis de pulmén,
asma, artritis reumatoide, y probablemente también dis-
trofia Duchenne.

El Dr. Carlson empez6 a evaluar fidrmacos que impiden
la activacidn del NF«B y estudio los efectos de estos far-
macos sobre el miisculo TS crénicamente estirado. Hay
varios formacos que pueden impedir la activacién del
NF«B. Uno de éstos es el ditiocarbamato de pirrolidina
que ha sido demostrado previene se separe el complejo
inactivo NF«kB-IkB, con el propésito de que el NF«kB no
pueda moverse hacia el niicleo de la célula. Este firmaco
se encontr6 era eficaz para mejorar la estructura y funcién
del musculo distréfico. Algunos de estos farmacos inhibi-
dores del NF«B ya estd aprobada su venta para el tratami-
ento de otras condiciones. Uno de éstos es la Sulfasala-
xina, que es usada para el tratamiento de la artritis reu-
matoide juvenil.

El Dr. Carlson y sus compafieros de trabajo ya han
evaluado estos dos fairmacos sobre fibras aisladas del
musculo TS de ratones mdx, y encontraron que su dia-
metro y su funcién habian aumentado significativamente.
En este momento, el Dr. Carlson estd revisando algunos
farmacos que impiden la via del NF«kB, y estd particular-
mente interesado en probar compuestos que estdn siendo



ahora usados en tratar otras condiciones. Al final, el Dr.
Carlson dijo: "Tal vez debemos empezar a considerar
pruebas clinicas para algunos de estos farmacos inhibi-
dores del NFxB que estdn ahora siendo usados para tratar
otras enfermedades humanas."

Beta—agonistas, farmacos potenciales para distrofia
Duchenne. Gordon Lynch de la Universidad de Mel-
bourne en Australia present? el trabajo de investigacion de
su laboratorio, del uso de los farmacos bien conocidos
llamados beta-agonistas para mantener e incrementar los
musculos de pacientes con Duchenne. Los beta-agonistas
son sustancias similares a las hormonas, que se unen a
proteinas receptoras especificas en las membranas celu-
lares, y luego influyen en su actividad iniciando vias de
sefializacién dentro de la célula, por las cuales, a través de
una cadena de proteinas especializadas interactuantes,
sefiales quimicas son enviadas a objetivos biolégicos en la
célula que tienen que ser activados, inhibidos, o modifica-
dos para asegurar el funcionamiento apropiado de las célu-
las bajo condiciones cambiantes. La via, o reaccion en
cascada, influida y modificada por los beta-agonistas, es la
llamada via de sefializacion beta-adrenergica que es, entre
otros efectos bioldgicos, importante para el control de sin-
tesis y degradacién de proteina.

Algunos beta-agonistas son fairmacos que ya son am-
pliamente usados por inhalacién para relajar los misculos
lisos de la via aérea de pacientes de asma, son broncodila-
tadores. Otros tienen poderosos efectos anabdlicos en los
miusculos esqueléticos, especialmente cuando se inyectan
en dosis altas en la circulacion sanguinea. Son a veces
explotados ilegalmente por atletas que buscan mejoras en
el tamafio del misculo y reducciones de grasa del cuerpo.

Como los beta-agonistas podrian ser también ttiles para
revertir el deterioro muscular en personas de edad, el Dr.
Lynch y sus colegas probaron su potencial anabélico en
experimentos con ratas de 28 meses, que se estaban acer-
cando al final de su duracién de vida acostumbrada de
aproximadamente 30-32 mes. En el 2004, los investiga-
dores mostraron que el tratamiento diario de estas ratas
viejas por 4 semanas con 1.4 mg/kg con fenoterol por
inyeccidn intraperitoneal, en el abdomen, anul6 el deterio-
ro muscular ligado a la edad. En comparacién con ratas
adultas de 16 meses, que habian terminado su crecimiento,
la masa muscular de las ratas viejas era significativamente
mads grande, las fibras musculares tenfan un didmetro mis
grande, la fuerza del misculo fue incrementada, y muchas
de las fibras musculares lentas se habian hecho fibras rapi-
das, resultando en contracciones musculares mds rapidas y
mas fuertes. Estos resultados indicaron que los beta-ago-
nistas posiblemente podian ser usados en la sarcopenia, el
deterioro y debilidad muscular asociada a la poblacién en
crecimiento de personas de edad. El fenoterol es uno de la
generacion vieja de beta-agonistas, y en experimentos si-
guientes el Dr. Lynch y sus colegas han revisado la efica-
cia y mas fuerza de los beta-agonistas de nueva genera-
cién, como el formoterol y salmeterol, ambos estin apro-
bados para tratar el asma en humanos.

Si el deterioro muscular de personas de edad sanas pu-
diera ser tratado por beta-agonistas, entonces es obvio que
también pudieran ser beneficiosos para los pacientes con
enfermedades con deterioro muscular como la distrofia
muscular Duchenne.

16

De hecho, una primera prueba clinica con pacientes con
distrofia Duchenne y Becker ya ha sido realizada. Como el
fenoterol no pudo ser usado, los participantes fueron trata-
dos por 28 semanas con 8mg/dia de albuterol, otro beta-
agonista que es un farmaco aprobado. Esta dosis baja fue
escogida después de otra prueba de un afio con pacientes
con distrofia FSH adulta, en la que se mostré que en dosis
de 16 y 32 mg/dia el albuterol resulté en algunos proble-
mas cardiacos inaceptables. La dosis reducida en la prueba
con Duchenne no causé ningunos efectos secundarios,
pero produjo solamente un aumento modesto de la fuerza
muscular que era insuficiente para tener un efecto
terapéutico.

Por lo tanto, el Dr. Lynch y sus colegas se preguntaron
si el beta-agonista mads fuerte, formoterol, seria eficaz en
ratones mdx distréficos. Dosis muy bajas de formoterol, 25
microgramos/kg, aumentaron el tamafio de la fibra muscu-
lar y mejoraron la funcién de dos misculos esqueléticos
probados de estos ratones distréficos. Importante, estas
mejoras en la fuerza muscular no fueron relacionadas con
ninglin cambio en la fatiga del misculo.

Los planes para futura investigacion hacia una terapia
de Duchenne incluirdn experimentos pre-clinicos adiciona-
les, especialmente de separar los efectos positivos de los
beta-agonistas sobre los musculos esqueléticos, de su po-
tencial influencia negativa en el corazén. Debido a que
estos beta-agonistas actian en la misma clase de receptores
que son encontrados en los musculos esqueléticos y el co-
razén, separar sus efectos es un desafio cientifico impor-
tante. Después de todo, los pacientes con Duchenne no
necesitan un aumento de sus corazones. También, otro
efecto secundario, la desactivacion de los receptores beta
en las membranas celulares del muasculo, debe ser evitada
para permitir el desarrollo de beta-agonistas con efectos a
largo plazo. Después de que estos problemas hayan sido
resueltos en ratones y perros, serd posible realizar nuevas
pruebas clinicas con chicos con Duchenne.

Bloquear los agentes inflamatorios. La degradacién y
muerte de células musculares en la distrofia muscular
causa procesos inflamatorios que limpian los residuos
celulares. Los corticoesteroides pueden suprimir la
inflamacion, y esto es probablemente una de las razones
por el qué el farmaco prednisona, su forma activa pred-
nisolona, y el relacionado deflazacort pueden incrementar
la masa y fuerza muscular y reducir la respuesta inmune,
sin embargo a menudo con algunos efectos secundarios
incémodos. Estin siendo usados extensamente en chicos
con Duchenne para mantener la funcién muscular por lo
menos algunos afios. Pero su mecanismo exacto de accién
todavia no es conocido.

Melissa Spencer de la Universidad de California en
Los Angeles inform6 sobre los experimentos para con-
trarrestar la inflamacién y la respuesta inmune, y asi
encontrar las maneras de reemplazar eventualmente los
corticoesteroides con firmacos que se centran en el dafio
mediado por el sistema inmune. Alguno del siguiente texto
estd basado en la presentacién de Sylvia Lopez, una estu-
diante postgraduada en el laboratorio de la Dra. Spencer,
en la reunién del afio pasado del PPMD en Cincinnati.

Estudios han indicado que niveles aumentados de
células T CD4 y CD8, y mas importante, células mieloides
del sistema inmune aceleran la evolucién de la enfer-



medad. Estas células segregan citokinas, moléculas que
promueven la inflamacién y el desarrollo de fibrosis, en
musculos mdx y Duchenne. En personas sanas, éste es un
proceso normal de curacién de una herida que estabiliza el
tejido débil y promueve la curacién. En nifios con Du-
chenne, este proceso se sale control y se vuelve crénico,
asi que es como una herida constantemente curdndose. Por
lo tanto, la inhibicién o el retiro de células inmunes, y
también la modulacién de citokinas activas, posiblemente
disminuiria la velocidad de degradacién y fibrosis de miis-
culos distréficos. Varios farmacos anti-inflamatorios apro-
bados ya existen. Si pudieran demostrar influyen positiva-
mente en la distrofia Duchenne, tomaria mucho menos
tiempo obtener el permiso de la FDA para el tratamiento
adicional de Duchenne que para la aprobacién de un
totalmente nuevo farmaco.

Tres de estos farmacos estdn ahora siendo evaluados en
el laboratorio de la Dra. Spencer con ratones mdx. Y ya
estin siendo probados en pruebas clinicas en pacientes con
otras enfermedades: CTLA-4Ig contra la artritis reuma-
toide, Galectin-1 también contra la artritis, ya ha sido de-
mostrado mejoran la regeneracién muscular, y el Anti-
asialo GM1, un anticuerpo usado en el Mal de Parkinson.
La prueba en ratones mdx de otros dos firmacos continua;
Remicade® y Enbrel®, ambos aprobados para artritis reu-
matoide y otras enfermedades. Otro objetivo importante
para farmacos anti-inflamatorios es la proteina NFkappaB,
que fue hablado en esta reunién por el Dr. Carlson.

Al final de su presentacidn, la Dra. Spencer menciond
importantes nuevos resultados. La osteopontina es una
proteina que se encuentra en el flujo sanguineo y que tiene
muchas funciones en biologia ¢sea, regulacién inmune,
supervivencia celular, inflamacién y metdstasis del cancer.
Ha sido mostrado que su concentracion esta aumentada en
la sangre y también en los musculos de ratones mdx. Los
ratones mdx sin osteopontina tienen mejor fuerza muscu-
lar, valores de CK menores, y fibrosis reducida. Por lo
tanto, si un farmaco puede ser encontrado que inhiba la
osteopontina en pacientes con Duchenne, probablemente
mejoraria la reparacién muscular, mejoraria su funcion, y
reducirfa la fibrosis.

Los estudios de tratamiento a largo plazo serdn nece-
sarios para determinar si estos firmacos podrian volverse
terapias para pacientes con Duchenne, y por lo tanto po-
dran usarse en lugar de los corticoesteroides, y posible-
mente en combinacién con métodos genéticos como la
omisién de ex6n para mejorar su esperanza y calidad de
vida.

Prueba clinica con MYQO-029 para inhibir la mio-
statina: La miostatina es producida en las células muscu-
lares como una proteina inactiva que consta de 375 amino-
acidos. Después de algunos pasos de reordenamientos
moleculares, se vuelve bioldgicamente activa y luego
inicia una serie de reacciones quimicas dentro de la célula,
que limita el crecimiento de los musculos. Por lo tanto,
desactivando la miostatina, debe ser posible estimular la
regeneracion de fibras musculares de nifios con Duchenne
para que no sean destruidas tan rdpido o incluso podrian
aumentar de tamarfio.

Ratones no-distréficos cuyo gen de la miostatina fue
desactivado por métodos genéticos, tienen musculos es-
queléticos hasta tres veces mas grandes, con significa-
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tivamente mads fibras de didmetro mayor de lo normal. Hay
un ganado vacuno, la raza Azul Belga, que es muy muscu-
loso porque su gen de la miostatina fue desactivado por
una mutacién hace los siglos. Recientemente fue descu-
bierto que en los perros de carreras ingleses bully whip-
pets, sus musculos muy grandes eran también causados por
la ausencia de miostatina. Y en Berlin, un nifio fisicamente
muy fuerte ahora de 8 afos fue identificado, cuyos miscu-
los esqueléticos son dos veces mas grandes de los de un
nifio normal. Esta es una sefial poderosa de que la inacti-
vacion o inhibicién de la miostatina resultaria en un au-
mento del crecimiento muscular en nifios con Duchenne
también. Sin embargo, una terapia de miostatina no podria
influir en la causa genética de la enfermedad, pero podria
probablemente, en combinacién con tratamientos genéticos
mads bdsicos como la transferencia del gen de la distrofina
y la omisién de exén, aumentar sus efectos terapéuticos.

Kathryn Wagner del Centro Wellstone de Distrofia
Muscular en la Universidad Johns Hopkins en Baltimore,
informé ya en la reunién en Cincinnati que su equipo de
investigacion habia criado a ratones mdx que, en adicion a
no tener distrofina, tampoco podian hacer miostatina. Los
ratones adultos de estos animales sin miostatina tenfan
musculos mas normales, tenian menos fibrosis, tejido cica-
trizante, y regeneraron sus musculos mas rapido que los
ratones mdx "normales".

Para responder a la pregunta si la ausencia de miostati-
na tendria efectos similares en el corazdn, las investigacio-
nes adicionales con ratones mdx mostraban que el bloqueo
de miostatina no tenia ningtin efecto sobre el corazén. Esto
significa que la actividad de la miostatina parece estar res-
tringida a solo los musculos esqueléticos.

En la cooperacién con la compaiiia Wyeth Pharmaceu-
ticals en Collegeville cerca de Filadelfia, una prueba clini-
ca con Myo 029, un anticuerpo especifico que se une a la
miostatina y bloquea su actividad, estd siendo realizada
ahora. Esta proteina no causa rechazo inmune porque su
estructura es humana, esta "humanizada". Puede ser inyec-
tada en la circulacién sanguinea o bajo la piel.

Tres grupos de 36 pacientes de distrofia muscular adul-
ta, entre algunos de ellos pacientes de Becker, estan siendo
tratado por via intravenosa con 1, 3, y 10 mg/kg de MYO-
029 cada dos semanas por 24 semanas, seguido de 12 se-
manas de pruebas y supervision clinica.

El objetivo de este fase I/II de prueba clinica es valorar
la seguridad y probar hay alguna eficacia. Los resultados
preliminares muestran que el MYO-029 es tolerado bien y
que su seguridad a corto plazo es excelente. Habra una
publicacién tan pronto como la prueba este terminada y los
resultados sean completamente analizados y valorados.

Como serd importante saber los efectos a largo plazo de
este farmaco, un estudio con perros distréficos es planea-
do. Wyeth no es la tinica compaiiia activa en este campo.
Otras compaiiias estdn desarrollando otros métodos de
bloquear la actividad de la miostatina, no sdlo para el trata-
miento de distrofias musculares, sino también para otros
problemas de salud mucho més importantes econdémica-
mente como el deterioro muscular en personas viejas.

La Dra. Wagner terminé su presentaciéon en Cincinnati
con la advertencia, repetida aqui: Los padres no deben
comprar supuestos inhibidores de la miostatina ofertados
en Internet. Estos compuestos no han pasado por pruebas
clinicas y son probablemente iniitiles o incluso peligrosos.



El BBIC inhibe las proteasas, pero el Myodur (C101)
no lo hace. Lee Sweeney de la Universidad de Pennsyl-
vania en Filadelfia habl6 de la nueva investigacién en la
inhibicion de proteasas. La degradacién de proteinas del
musculo en la distrofia Duchenne es causada por varias
proteasas diferentes, enzimas destructoras de proteinas,
entre ellas la enzima calpaina, que es activada por el cal-
cio, y un gran complejo de proteina, llamado el protea-
soma. Cuando, como en la distrofia Duchenne, las mem-
branas celulares del musculo se agujerean porque la dis-
trofina estd ausente, iones de calcio, 4tomos cargados, de
afuera de las células activan a la calpaina e indirectamente
también al proteasoma. Esta actividad enzimatica aumenta-
da resulta en la destruccidn extendida de proteinas celula-
res importantes, que son requeridas para la funcién de la
célula muscular y su supervivencia. Los investigadores
estdn tratando de inhibir la actividad de la calpaina y otras
proteasas y retrasar la degradacién de la célula muscular
por lo tanto.

Uno de estos inhibidores es el inhibidor concentrado
Bowman-Birk, BBIC, una protefna natural compuesta de
71 aminodcidos, que puede ser aislada de las semillas de
soya (soja). Es una sustancia soluble en agua que puede ser
tomada de forma oral. Como es demasiado grande para
entrar en las células musculares, bloquea varias proteasas
como las enzimas digestivas tripsina y quimotripsina fuera
de las células, e interrumpe vias de sefiales que pueden
producir procesos de inflamacién en la distrofia Duchenne.
El BBIC bloquea el proceso distréfico en ratones mdx
inhibiendo la degeneracién muscular, este efecto es com-
parable a la prednisona. El tratamiento a largo plazo con
BBIC incrementa la masa y fuerza muscular en ratones
mdx. La actividad de la CK y fibrosis son también redu-
cidas considerablemente. De otras aplicaciones en pacien-
tes con céncer, es conocido que el BBIC es un farmaco
muy seguro.

Pruebas clinicas fase I estdn ahora siendo preparadas
junto con el Dr. Kenneth Fishbeck en los Institutos Nacio-
nales de Salud de EUA en Bethesda acerca de Washington,
y empezardn tan pronto como la aprobacién de la FDA sea
obtenida. Si las pruebas clinicas muestran que resultados
similares a aquellos encontrados con ratones mdx pueden
ser obtenidos en nifios con Duchenne, este fAarmaco algo
benigno, aunque no puede resolver el problema genético
basico, puede posiblemente disminuir la velocidad de la
degradaciéon muscular en la distrofia Duchenne. Las semil-
las de soya también contienen otras proteasas, asi que el
BBIC debe ser aislado y purificado de ellas. Comer las
semillas directamente no tiene ningun efecto.

El tripéptido leupeptina fue el primer inhibidor identi-
ficado que posiblemente podia reducir la actividad de la
enzima calpaina en ratones mdx. La leupeptina consta de
tres aminodcidos con un grupo aldehido quimicamente
reactivo que es esencial para la actividad inhibitoria. El
Mpyodur, el compuesto C101 investigado y desarrollado
por la compaififa CepTor en Baltimore, es una combinacién
de leupeptina con carnitina, que fue pensado para inhibir la
calpaina mis eficazmente que la leupeptina como informo
la Dra. Theresa Michele de CepTor en la reunién del 2006
del PPMD en Cincinnati. En el laboratorio del Dr. Sweeny,
fueron realizados estudios pre-clinicos adicionales para
verificar los efectos de la leupeptina, asi como del Myo-
dur, antes de que estudios clinicos pudieran ser empren-
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didos. Los resultados fueron decepcionantes: en los expe-
rimentos con ratones mdx, fue mostrado que el Myodur
después de un tratamiento de 8 semanas, o la leupeptina
después de un tratamiento de 6 meses, no increment6 el
tamaiio del musculo, y no mejoré la funcién muscular, y
no redujo el dafio muscular. En efecto, la calpaina no era
inhibida si no aumentada por estos firmacos, y la calpa-
statina, un inhibidor natural de la calpaina, fue disminuida.
Asi que la calpaina no parece ser un objetivo Uutil para un
farmaco de Duchenne. La prueba clinica planeada por
CepTor no tendra lugar.

Pruebas clinicas internacionales con agentes farma-
cologicos: el Grupo Cooperativo Internacional de Inves-
tigacion Neuromuscular, CINRG, es una cooperacion de
22 hospitales en EUA, Canad4, Bélgica, Italia, Suecia.,
Argentina, Australia, e India, que realiza pruebas clinicas
en nifios con Duchenne. Diana Escolar, del Centro Médi-
co Nacional Infantil en Washington, DC, quien organiza y
supervisa estas pruebas, hablé de las pruebas terminadas y
todavia en curso mds recientes. Para la documentacion de
estos estudios, métodos de control estandarizados han sido
desarrollados para medir no sé6lo las funciones musculares,
sino también muchos otros pardmetros incluyendo la cali-
dad de vida.

La Dra. Escolar no hablé de los resultados de dos prue-
bas recientemente terminadas que ya han sido publicadas.
Son la prueba con creatina y glutamina, publicada en la
revista Annals of Neurology 58:151-155 (2005), que indi-
caban un efecto leve pero no importante sobre la funcién
muscular, y la prueba con oxatomida, publicado en la
revista European Journal of Pediatric Neurology, Abril 23,
2007, que no indicaba una mejora importante de la funcién
muscular.

La Dra. Escolar present6 entonces los primeros resulta-
dos de un estudio piloto fase I/II piloto de método abierto
con pentoxifilina, en nifios con Duchenne que no recibie-
ron corticoesteroides al menos durante un afio fueron re-
clutados. Diecisiete nifios con Duchenne de 4 a 7 afios de
edad participaron. La prueba empez6 en marzo del 2002 y
fue terminada en julio del 2006. Al principio, cada nifio
fue clinicamente controlado por 3 meses y luego tratado
por 12 meses. El efecto del tratamiento fue medido por
pruebas de funcién muscular cuantitativa y por varias otras
pruebas. Ocho de los nifios dejaron el estudio prematura-
mente, a algunos de ellos debido a efectos secundarios
como leucopenia, una disminucién del nimero de glébulos
blancos.

El mds importante, sin embargo negativo, resultado fue
que el tratamiento de un afio con pentoxifilina fallo al no
incrementar significativamente la fuerza y funcién muscu-
lar. Pero, aunque los nifios no recibieron ningun cortico-
esteroide, no habia deterioro de su fuerza muscular. Por lo
tanto, puede haber sido un efecto estabilizador del trata-
miento. Para verificar si esto es realmente el caso, un
estudio mds grande y controlado es necesario.

Tal estudio doble-ciego con 64 pacientes con Duchenne
mayores a 7 afios, pero todavia capaces de caminar al
menos 10 metros, ha sido empezado en septiembre del
2005, y serd terminado en diciembre del 2007. Cada nifio
recibi6 el farmaco o un placebo diario por 12 meses. Los
pacientes pueden usar corticoesteroides u otros compues-
tos adicionales como creatina, glutamina, co-enzima Q10,



etc. pero no era permitido cambiar estos tratamientos
durante el estudio.

Una fase II de estudio piloto de método abierto con co-
enzima Q10, en 13 chicos con Duchenne ambulantes de 7
a 11 afios de edad tratados con corticoides empez6 en sep-
tiembre del 2001, y fue terminado en enero del 2005. La
dosis inicial de 90 mg/dia fue subida a 400 mg/dia, que
resulta en el nivel de suero objetivo de al menos 2.5 micro-
gramos/ml. El tnico efecto secundario fue migrafa en un
nifio en una dosis elevada que pudo ser resuelto con reduc-
cion de la dosis. Los nifios fueron tratados diariamente por
seis meses y luego tenian la alternativa de quedarse con el
farmaco hasta la terminacién del estudio.

Este tratamiento con co-enzima Q10 incremento la fun-
cion muscular un 7.3 % sobre el promedio en estos pacien-
tes de Duchenne tratados con corticoide. La funcién mus-
cular fue medida por pruebas de miisculo cuantitativas
totales.

En base a este resultado, una prueba clinica aleatoria
controlada por placebo con 120 pacientes no ambulatorios
de 10 a 15 afios serd empezado en marzo del 2006, que es
esperado se termine en diciembre del 2008. Los pacientes
estan siendo tratados diariamente por 12 meses en 4 gru-
pos que recibe cada uno 0.75 mg/kg/dia de prednisona, o
Co-enzima Q10 para conseguir un nivel en suero de 2.5
microgramos/ml, o una combinacién de ambos farmacos.
Los resultados del tratamiento son comparados con pacien-

tes que reciben un cuidado mejorado estandarizado, pero
ningin placebo es usado.

Los resultados de todas las pruebas serdn publicados
tan pronto como sean valorados completamente. Informa-
cién sobre estas y otras pruebas en Duchenne estdn en
internet en www.clinicaltrials.gov.

Al final de su presentacion, la Dra. Escolar mostré una
lista de lo que, como directora de la clinica neuromuscular
en el Centro Médico Nacional Infantil, sugiere que los pa-
dres deben dar a sus nifios con Duchenne:

Tratamiento con 0.75 mg/kg/dia de prednisona, o
0.9 mg/kg/dia de deflazacort sélo si el paciente o la familia
son obesos y después asesoramiento nutricional, debe em-
pezar inmediatamente después del diagndstico; vitamina D
y suplementos de calcio; dieta estricta basada en alta pro-
teina y baja en carbohidratos y grasas, p.e. carne magra,
frutas y verduras frescas; 5 g/dia de creatina; 0.3g/kg de
glutamina dos veces un dia; 200-400 mg/dia de co-enzima
Q10; otros suplementos aceptados, pero no incentivados
que dependen de los padres, son p.e. extracto de té verde,
arginina, y anti-oxidantes como el Protandim. Cuando el
tratamiento con corticoesteroide es empezado de los 2 a 4
afios de edad, el aumento de peso es menos problema que
cuando se empieza después. El crecimiento reducido es
otro efecto secundario en todas las edades. Los cambios
conductuales son menores o pasajeros cuando el trata-
miento es empezado temprano.

. Coémo aprueba la FDA un farmaco para Duchenne?

Tan Nguyen de la Oficina de la FDA de Desarrollo de
Productos Huérfanos en Washington, explic6 en una pre-
sentacién muy comprometida y optimista que la Adminis-
tracion de Farmacos y Alimentos de EUA, la FDA, no esta
ahi para demorar o parar el desarrollo de fdrmacos muy
necesitados, pero que las preocupaciones y la ansiedad de
una familia con un nifio con una enfermedad incurable son
comprendidas bien por la FDA. Mucho ha sido hecho para
acelerar el proceso de aprobacién de foirmacos para enfer-
medades raras y serias como la distrofia muscular Du-
chenne, y disminuir la carga financiera relacionada con su
desarrollo.

La Acta Federal de Alimentos, Firmacos y Cosmético
original fue firmada en la ley en 1938 después del desastre
con el elixir de sulfanilamida, que causé la muerte de 107
pacientes a los Estados Unidos. Pero hasta 1962, 1a FDA
solo podia forzar a los fabricantes a probar que sus fairma-
cos eran seguros. Después de que mds de 10,000 nifios
deformes nacieron en Alemania por talidomida, de nombre
comercial Contergan, una catdstrofe aun mas grande ape-
nas fue evitada en EUA por su aprobacién demorada debi-
do a los datos de seguridad insuficientes. El proceso de
aprobacién de un farmaco de la FDA fue modificado en
octubre 1962 de manera radical, con la introduccion de las
enmiendas Kefauver-Harris. De ese tiempo en adelante, a
los fabricantes se les exigié no solo probar que un firmaco
es seguro, si no también que es eficaz a la FDA para apro-
barlo para su venta.

Un desarrollo de un farmaco no huérfano tiene que pa-
sar por las siguientes etapas: (1) La fase preclinica implica
estudios de laboratorio y animales que toman en promedio
6.5 afios a un costo de $1-12 millones para asegurar su se-
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guridad, actividad bioldgica, y formulaciones; (2) la fase-1
de investigacién clinica entre 20-100 voluntarios sanos
(duracién de 1.5 afios en promedio) para determinar su
perfil de seguridad en humanos; (3) la fase-1I de investiga-
cién clinica entre 100-500 pacientes (duracién 2 afios en
promedio) para evaluar la dosis dptima, seguridad, y efica-
cia; (4) la fase-III de investigacién clinica entre 1,000-
5,000 pacientes (duracién 3.5 afios en promedio) para con-
firmar la seguridad del farmaco y eficacia de uso a largo
plazo. El costo de todas las tres fases investigacidn clinica
es de cerca de $15-300 millones. Por lo tanto, el tiempo
total de desarrollo puede ser de hasta 15 afios, con un costo
medio de cerca de $360 millones. En general, de 5,000
compuestos valorados, solamente uno es aprobado y llega
al mercado. Para el desarrollo de un fdrmaco huérfano
para una enfermedad como la distrofia muscular Du-
chenne, con un nimero limitado de pacientes, algunos re-
quisitos de investigacion no podrian ser aplicables. Por lo
tanto, tienen que ser modificados creativamente dentro de
un marco regulador rigido.

Cuando los estudios pre-clinicos han sido terminados,
el patrocinador del fairmaco presenta una nueva Solicitud
de Nuevo Fdarmaco Investigado, IND, en la FDA para ob-
tener el permiso de dirigir estudios clinicos del fairmaco.
Después de la terminacion de todas las fases de investi-
gacion clinica, el patrocinador archiva una Solicitud de
Nuevo Fdrmaco, NDA, para iniciar el proceso de aproba-
cién de venta final. El proceso de aprobacién de la FDA
implica examinar los datos pre-clinicos y clinicos para
respaldar la seguridad y efectividad del farmaco. Esto
toma, en la mayoria de los casos, un afio o menos, a un
costo de mds de un millén de délares.



Un farmaco es llamado fdarmaco huérfano si, entre
otras definiciones, su intencion es tratar una enfermedad
infrecuente que afecta a menos de 200,000 personas en los
Estados Unidos. Con cerca de 10,000 chicos de Duchenne
viviendo en EUA, esta enfermedad es considerada una
enfermedad infrecuente y un farmaco desarrollado para su
tratamiento puede ser considerado un farmaco huérfano.
Seis fdrmacos potenciales para Duchenne ya han recibido
la designacion de farmaco huérfano: el mazindol, oxan-
drolona, PTC124, los AONs 27-O-metilos para omision de
exon, la leupeptina, e idebenona. Desafortunadamente,
algunos de estos farmacos no estdn mds en desarrollo
clinico activo por varias razones. Hasta ahora, la FDA ha
aprobado mas de 300 farmacos huérfanos para aproxima-
damente 180 otras enfermedades raras.

Cuando una compafifa desarrolla un farmaco huérfano,
consigue varios incentivos financieros a través del proceso
de designacién de farmaco huérfano. Estos son: (1) 50%
de los costos de desarrollo clinico son abonados en su im-
puesto federal; (2) exencién del pago normal a la FDA de
aplicacion de venta de mds de un millén de ddlares; y (3)
una exclusividad de venta de siete afios seguido a su apro-
bacién de venta. La compaififa también puede competir por
subvenciones de farmaco huérfano de hasta $400,000 por
un afio, hasta cuatro afios ($1.6 millén total) para costear
los gastos de las pruebas clinicas. Debe ser apuntado que
un potencial acortamiento del tiempo de aprobacién de
hasta tres afios en algunos casos, podria ser posible a tra-
vés de la Aprobacion de la Subparte E. Esto es conseguido
principalmente aprobando el firmaco en base de adecua-
dos datos de la fase-II de investigacién clinica. Un formaco
todavia no aprobado bajo investigacién activa, pero que
demuestra ser prometedoramente seguro y eficaz, puede
ser permitido sea dado a pacientes con una enfermedad
seria o inmediatamente con peligro de muerte bajo el uso
del programa compasivo, si ninguna terapia alternativa
satisfactoria existe.

El Dr. Nguyen también hablé de muchos detalles de
cémo la FDA supervisa el proceso de desarrollo entero
para garantizar la seguridad de los pacientes en las pruebas
clinicas y la demostracion de la efectividad del farmaco.

Los farmacos huérfanos, también, tienen que ser segu-
ros y eficaces. Entre las muchas respuestas que el Dr.
Nguyen tuvo que dar a las preguntas después de su pre-
sentacidn, aqui se ponen dos a continuacion:

"Es poco claro para pronosticar con cualquier seguridad
razonable en este momento, que tanto cada uno de los mu-
chos oligonucleétidos en antisentido con secuencias dife-
rentes tendrian que pasar por el proceso de aprobacién en-
tero como nuevos farmacos. Seria deseable si el primero
de cada clase tenga que pasar por el, y para los siguientes,
el proceso seria algo abreviado. Es razonable que la comu-
nidad Duchenne deba pensar un poco adelante sobre este
asunto y proveer sugerencias apropiadas o recomendacio-
nes en algtn foro publico."

"La FDA insiste en que la aprobacién de un farmaco
huérfano esté sujeta a los mismos altos estdndares para la
seguridad y eficacia como para cualquier formaco no huér-
fano. Atn asi, la FDA esta consciente de la opinién de
algunos padres que debido a que la enfermedad es tan
grave, se pueda dar un fairmaco no aprobado pero prome-
tedor a sus hijos enfermos inmediatamente y no esperar
muchos afios mds, incluso si esto incrementa el riesgo
considerablemente y que algo negativo pueda pasar."

Kate Bushby dijo en este contexto y escribo sus pala-
bras en casi su totalidad: "Sabemos que tenemos que
conseguir algo que trabaje en los pacientes rapido. Pero
tenemos que minimizar todos los riesgos. No quiero dar
algo a un nifio de 6 afios que no sea posiblemente eficaz,
porque la DM Duchenne no mata a nifios de 6 afios ma-
flana. Uno no aprende lo suficiente de una fase I de prueba
para hacer una extrapolacién a un tratamiento a largo pla-
zo. Cada paso de una prueba indica algo diferente. En cada
paso, un farmaco podria fallar, no queremos eso, pero pu-
diera. jPodria incluso haber fatalidades! Si un médico da
un farmaco después de una fase I de prueba y demuestra
ser peligroso en la fase II de prueba, estard en un problema
legal. Si usted quiere que un formaco vaya a una amplia
comunidad, tiene que pasar por un proceso de regulacion.
Solamente entonces estard disponible y asequible a todos
los que lo necesitan. Si usted hace atajos y baja por la ruta
equivocada, usted retrasard los problemas. Uno debe poder
tomarse el tiempo y conseguir todos los datos necesarios.
Podria ser muy malo, si un fairmaco, aprobado después de
una prueba de corto plazo, se vuelve inseguro durante un
tratamiento a largo plazo, y entonces tiene que ser recha-
zado. Y los padres no pueden aceptar la responsabilidad y
s6lo firmar una exencidn. Eso seria poco ético. Y ;Que
ocurre, si su hijo se muere? Tenemos la responsabilidad
para los pacientes y para los padres también.”

TREAT-NMD, una Red de Excelencia de la Unién Europea.

Serge Braun, director cientifico de la Asociacién de Dis-
trofia Muscular Francesa AFM, Association Frangaise
contre les Myopaties, primero describi6 esta muy activa
organizacion nacional de pacientes. Fue fundada en 1958,
tiene ahora 75 centros clinicos en Francia y es conocida en
todo el pais por su Téléthon, un programa de television de
30 horas el primer fin de semana de diciembre de cada
afio. Después de que fue empezado en 1987 con la ayuda
de Jerry Lewis y basado en el Teletén de EUA, este evento
de recaudacion de fondos provee en promedio por si solo
140 millones de ddlares todos los afios. El presupuesto
entero de la asociacién para el 2006 era de 170 millones de
ddlares, de los que 88 millones fueron usados para finan-
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ciar cerca de 400 proyectos de investigacion para la terapia
de enfermedades de neuromusculares, entre ellos cerca de
100 proyectos estan fuera de Francia incluyendo los Esta-
dos Unidos.

El Dr. Braun luego explic6é cémo la AFM y otras orga-
nizaciones de pacientes en Europa, se dieron cuenta que
las actividades de investigacion para terapias, diagndsticos,
y atencion del paciente para enfermedades neuromuscu-
lares en los diferentes paises de la Unién Europea estaban
pobremente coordinados, una situacién inaceptable en
vista de las severas consecuencias de estas enfermedades
raras. El miembro de la AFM Frangoise Salama, que tiene
un hijo con Duchenne, junto con varios de sus colegas



europeos presiond a la Comisién Europea para que sumi-
nistrara la financiacién para la integracidn de actividades
en esta drea, y esto fue muy exitoso, con un llamado para
redes de excelencia en esta drea que aparecen en el 2004.
El objetivo de tales redes es "reforzar la excelencia cienti-
fica y tecnolégica en un tema de investigacion particular
por la integracién a nivel Europeo de la masa critica de
recursos y pericia necesitada al crear a una integracion
progresiva y durable de las capacidades de investigacion
de las partes de la red". Luego de un largo proceso de apli-
cacion, este programa, TREAT-NMD, fue aprobado en
diciembre del 2006 con un presupuesto de 10 millones de
euros — cerca de 15 millones délares de EUA - durante 5
afios, y el trabajo activo fue empezado en enero del 2007.

TREAT-NMD es ahora una red de excelencia que com-
parte el conocimiento experto de los miembros académi-
cos bdsicos y clinicos e industriales con el fin de desarrol-
lar herramientas tecnoldgicas y metodologicas en vista de
acelerar la elaboracion de nuevas terapias para enferme-
dades neuromusculares.

TREAT-NMD tiene sus oficinas en la Universidad de
Newcastle en Inglaterra, es coordinado por Kate Bushby y
Volker Straub, y tiene un Consejo Asesor de Ciencia y
Tecnologia con Marianne de Visser de la Universidad de
Amsterdam en la direccién, y un sitio web: www.treat-
nmd.eu, que, entre una gran cantidad de informacién,
contiene un boletin frecuentemente publicado que es
enviado a mas de 1,000 personas cuyas direcciones estan
en su lista de distribucién.

Esta introduccién del Dr. Braun fue seguida por la
presentacion de Kate Bushby con el titulo de TREAT-NMD
en accion, los primeros seis mes. Los objetivos mds impor-
tantes de TREAT-NMD son: (1) La cooperacidn interna-
cional adicional enfocada en el desarrollo de terapias para
Duchenne y distrofias musculares congénitas asi como
para atrofia muscular espinal; (2) promover mdltiples
acercamientos terapéuticos sugiriendo y coordinando
pruebas clinicas; (3) encontrar a pacientes para participar
en las pruebas por la creacién de un banco de datos inter-
nacional; (4) crear estdndares para las pruebas clinicas que
permitan que sus resultados sean comparado con otras
pruebas similares; (5) desarrollar estindares internacional-
mente aceptados para diagndstico y cuidado, (y 6) distribu-
ir conocimiento actualizado sobre investigacion, diagnés-
tico y cuidado a todos los pacientes, sus familias, y centros
de tratamiento sobre todo en aquellas dreas menos privile-

giadas del mundo.

TREAT-NMD tiene 21 miembros activos — universida-
des, grupos de pacientes, agencias gubernamentales, com-
paiifas biotecnolégicas, y personas individuales — por toda
Europa, que son principalmente responsables de repartir
los objetivos de la red. Trabajan juntos con grupos de to-
das partes del mundo, y nuevas colaboraciones en esta drea
importante son bienvenidos.

La Dra. Bushby luego menciond cuatro ejemplos de
actividades actuales y futuras:

(1) Hacer un registro internacional de pacientes en
acuerdo con registros existentes, con el propdsito de que
haya una configuracion estandarizada minima de la infor-
macion clinica y diagndstica de pacientes para ser usada en
el desarrollo y futuro manejo de un banco de datos supra-
nacional. Esto permitirfa identificar a pacientes apropiados
para las pruebas clinicas, la recoleccién, observacion y
comparacion de los datos de investigacion clinica a largo
plazo de pacientes que pasarian por los diferentes trata-
mientos, y para la informacién de familias individuales
sobre los avances de investigacion y cuidado.

(2) Establecer los estandares mas avanzados de cuidado
en cooperacion con el Centro de Control y Prevencion de
Enfermedad, el CDC, en Atlanta en los EUA. El trabajo en
este proyecto ya ha comenzado, cubrird todos los aspectos
del manejo médico y social de los pacientes. Maneras ten-
dran que ser encontradas para asegurarse de que las reco-
mendaciones sean seguidas en todos los centros de salud y
las organizaciones de pacientes asociadas serd una manera
clave de hacer esto ocurra.

(3) Estandarizar las medidas de resultados clinicos para
las pruebas, es decir los cambios tienen que ser medidos de
manera clinica. Dos seminarios ya fueron hechos en mayo
y junio del 2007.

(4) Un Centro de Coordinacién de Pruebas Clinicas,
CTCC, ha sido establecido en la Universidad de Fiburgo
en Alemania, que desarrollard las recomendaciones para el
disefio de pruebas clinicas para enfermedades raras en co-
operacion con compaififas farmacéuticas y las autoridades
reguladoras.

Al final de su presentacidn, la Dra. Bushby dijo que
TREAT-NMD era una gran oportunidad para la comu-
nidad Duchenne entera de ir hacia adelante, y que TREAT-
NMD ya estd en accion. La oficina en Newcastle puede ser
contactada por correo electrénico: info @treat-nmd.eu y
siempre es alegre de recibir preguntas y comentarios.

Por qué necesitamos saber la mutacion exacta?

Robert Weiss de la Universidad de Utah en Salt Lake City
respondié a esta pregunta, como lo hizo Kevin Flanigan en
la reunién del 2006 en Cincinnati. El siguiente texto usa el
resumen de la presentacion del Dr. Flanigan como la base,
con algo de nueva informacién anadida.

La mutacién exacta de un chico que parece tener distro-
fia Duchenne debe ser conocida para confirmar que tiene
realmente distrofia Duchenne, y no alguna otra enferme-
dad muscular, p.e., una de las muchas distrofias de cinturas
(Anillo Oseo) que pueden mostrar sintomas similares a
Duchenne. Si la mutacién muestra que el marco de lectura
del ARNm de la distrofina esta cambiado, entonces, €s
mucho mds probable sea distrofia muscular Duchenne,
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mientras que una mutacion que conserve el marco de
lectura intacto, pronostica en la mayoria de los casos
distrofia muscular de Becker. Saber la mutacioén exacta
permite un mejor asesoramiento genético de la familia del
chico y sus parientes maternos, entre quienes las portado-
ras de Duchenne pueden ser detectadas. Finalmente, algu-
nas nuevas terapias potenciales, como la omisién de exdn,
y la lectura a través del cod6n de parada con PTC124,
requieren conocimientos detallados de la mutacién en el
gen de la distrofina del paciente, la mutacion especifica.
Para detectar las deleciones y duplicaciones, la técnica
analitica ahora ampliamente usada es el método de amplifi-
cacion miiltiplex con sonda dependiente de ligado, MLPA,



desarrollado hace algunos afios por el Dr. Jan Schouten de
la compaiia MRC-Holanda en Amsterdam. Para esta y
otras pruebas genéticas, solo 5 a 10 ml de una EDTA com-
pleta de sangre del paciente es necesaria para aislar el ma-
terial genético de los glébulos blancos. El paciente no tiene
que venir al laboratorio, la muestra de sangre puede ser
enviada por el correo.

Para dar una descripcién muy breve del procedimiento:
158 oligodesoxirribonucledtidos con secuencias especial-
mente disefladas para unirse en dos sitios de cada uno de
los 79 exones de la distrofina son usados. Si un exén esta
presente, los dos nucleétidos disefiados para su secuencia
en especial se unirdn en dos sitios y entonces son conecta-
dos, ligados, unos con otros. Los nucleétidos ligados sir-
ven como una plantilla para la amplificacién con PCR, un
método de multiplicacién muy fuerte. El producto ampli-
ficado puede entonces ser leido después de la separacién
por electroforesis como picos en una grafica. Si un exén en
especial no estd presente porque esta eliminado, los dos
nucledtidos para este exdn no pueden unirse a la secuencia
del ex6n y por lo tanto no pueden reunirse entre si, asi que
el pico mdximo correspondiente estd faltante en la grafica.

Esta técnica detecta las deleciones y las duplicaciones
de todos los 79 exones del gen de la distrofina en pacientes
con Duchenne, pero no detecta mutaciones puntuales. Pero
porque es un método cuantitativo, deleciones y duplicacio-
nes también pueden ser detectadas fiablemente en s6lo uno
de los dos genes de la distrofina de mujeres portadoras con
Duchenne, incluso si la delecién o duplicacién en el paci-
ente emparentado es desconocida. Esta es una de las venta-
jas mds importantes del uso extendido de este método.

Sin embargo, resultados positivos, que indican una de-
lecién de un solo ex6n cuando no hay nada, podria ocurrir
en el raro evento de un polimorfismo o mutacion en el sitio
donde las sondas MLPA se unen a la secuencia del gen.
Un polimorfismo es un cambio no causante de enfermedad
de una sola base en el ADN. Por lo tanto, cuando el méto-
do MLPA encuentra una delecion de un solo exon, la con-
firmacién de la delecién de un solo ex6n por otro método
es requerida.

Si ninguna mutacién puede ser encontrada con la
prueba de MLPA, el paciente podria tener una mutacién
puntual. Con la técnica de secuenciacion con primer
interno/amplificacion de una sola condicion, SCAIP,
desarrollada en el laboratorio del Dr. Flanigan, es posible
fiablemente encontrar y caracterizar en detalle todas muta-
ciones puntuales, incluyendo los codones de parada, dele-
ciones pequefias e inserciones, tanto como mutaciones en
sitios de empalme. En este método de dos paso, la secuen-
cia de bases completa de todos los exones del gen de la
distrofina, asf como de todas las regiones de la frontera
intrén-exon con la sefial de empalmado, y también de
todos los promotores puede ser determinada. Todas estas
regiones distintas del gen son amplificadas primero en una
sola reaccion en cadena por polimerasa, PCR, y luego
directamente secuenciadas usando métodos estdndar de
secuenciado génico automadticos para detectar mutaciones

puntales y otras.

El método mas nuevo de andlisis genéticos muy efica-
ces y exactos del gen de la distrofina estd disponible
usando nuevas plataformas basadas en microarray, que se
refiere a tecnologia de chip genético. En efecto, como es
descrito en el préximo capitulo sobre el programa CETT,
tal prueba de chip genético para grandes deleciones y du-
plicaciones, y mutaciones puntuales pequefias, estd ahora
disponible en la Universidad Emory en Atlanta. Es plane-
ado que los métodos basados en chip genético sean ofre-
cidos por una red internacional de laboratorios clinicos,

Con estos métodos de prueba, MLPA, SCAIP, y prue-
bas de chip genético, 95-98 % de todas las mutaciones
pueden ser encontradas. Sin embargo, el 2 a 5 % restante
pueden no encontrarse. Si el paciente tiene sintomas defi-
nitivos de Duchenne o de Becker, pero ninguna mutacién
detectable en muestras de sangre, entonces una biopsia de
musculo se vuelve necesaria, para que la presencia o au-
sencia de la proteina distrofina misma en las fibras muscu-
lares pueda ser determinada por métodos de deteccién de
proteina. La técnica western blot tiene la ventaja de dar
una indicacion de la cantidad y el tamaiio de la proteina
distrofina, pero la técnica de inmunofluorescencia es usada
principalmente porque la distrofina, cuando esta presente,
puede hacerse claramente visible bajo el microscopio. Las
membranas celulares de las fibras musculares en una
muestra de biopsia muscular de un paciente con Duchenne
se quedan oscuras, mientras aquellas de una persona con
musculos sanos muestran lineas brillantes ininterrumpidas
de luz fluorescente, y en aquellas otras de un paciente con
Becker solo algunos segmentos de luz fluorescente brillan-
te son visibles.

El Dr. Johan den Dunnen de Centro Médico de la Uni-
versidad de Leiden envié un mensaje diciendo que los
datos de ADN no son suficientes para concluir que ocurre
realmente a nivel del ARNm y por lo tanto, no es posible
decidir qué AON usar para una terapia de omisién de
exon. Datos publicados muestran que en 5 a 10 % de los
pacientes con Duchenne con deleciones o duplicaciones
las consecuencias no son las esperadas. Por lo tanto, antes
de que tal tratamiento sea empezado, el ARNm debe ser
aislado de una biopsia muscular o de piel, y secuenciado
alrededor de la delecidén o los puntos de duplicacién para
confirmar lo que ha sido pronosticado por las pruebas de
ADN. Esta revision ha sido realizada para todos los chicos
con Duchenne que participaron en la primera prueba clini-
ca de omision de exén en Holanda. Ademas, células culti-
vadas fueron usadas para probar que el efecto del tratami-
ento de omisién de exdén era como el deseado, p.e., que el
ultimo nucledtido antes del exén o exones delecionados
estaba conectado con el primer nucleétido después de la
delecion sin un cambio del marco de lectura. E1 ARN
mensajero también puede ser usado para encontrar muta-
ciones raras que causan la incorporacion de fragmentos
intronicos a los exones empalmados en el ARNm de la
distrofina.

Una nueva era de examinacion genética para distrofia muscular Duchenne ha comenzado.

CETT (Programa de Colaboracion, Educacion y
Traduccion de Prueba). Este programa fue presentado

por Madhuri Hegde de la Escuela de Medicina de la
Universidad Emory en Atlanta, Georgia. Este proyecto es



un desarrollo conjunto soportado por los Centros de Con-
trol y Prevencién de Enfermedades en Atlanta, CDC, la
Oficina de Trastornos Raros de los Institutos Nacionales
de Salud en Bethesda, la Universidad Emory en Atlanta, la
Sociedad Americana de Genética Humana, el Colegio
Americano de Genética Médica, la Sociedad para Trastor-
nos Metabdlicos Heredados, y la Alianza Genética. Fue
empezado en el 2006 con el objetivo de cambiar la traduc-
cion deficiente de la investigacion genética de pruebas a
laboratorios clinicos para enfermedades raras (1) al apoyar
la colaboracién clinica y de investigacion para el desarrol-
lo de pruebas genéticas de alta calidad, (2) apoyando re-
coleccién de datos genéticos y clinicos en bases de datos
publicas para promover investigacién terapéutica, (3) des-
arrollando pautas para pruebas de laboratorio, y (4) pro-
veyendo y distribuyendo material de informacién actuali-
zado para pacientes, sus familias y otros cuidadores mé-
dicos. Los detalles del CETT pueden ser vistos en la in-
ternet en www.cettprogram.org.

La distrofia muscular Duchenne fue uno de los prime-
ros grupos en usar el modelo del programa de CETT para
desarrollar una colaboracion entre los intereses clinicos, de
investigacidn, y representacion del paciente. A través de
los esfuerzos de muchos representantes como Jerry Lewis
de la MDA en el pasado, y de Patricia Furlong del PPMD
actualmente, los problemas y necesidades de los cerca de
10,000 chicos con Duchenne en los Estados Unidos no
solo son conocidos por el piblico en general, si no tam-
bién entre politicos en Washington y capitales estatales. La
colaboracién del CETT-PPMD ya ha llegado a su primer
objetivo importante, nombrado validacién e implementa-
cion de la prueba basada en microarray, usando chips
genéticos, para distrofia muscular Duchenne en la Uni-
versidad Emory para detectar mutaciones en el gen de la
distrofina. La prueba basada en microarray es sumamente
sensible y de tiempo rapido. La "validacién" en este con-
texto significa que los resultados del método de chip gené-
tico sobre muchas muestras de pacientes con Duchenne y
portadoras con diferentes mutaciones, han sido compara-
dos con los resultados sobre las mismas muestras obteni-
dos por otros métodos establecidos. En todos los casos, las
mismas mutaciones fueron encontradas.

La nueva prueba genética con chip-genético. En la se-
gunda parte de su presentacion, el Dr. Hedge describi6 esta
nueva prueba la cual es un procedimiento de 2 pasos. El
paso 1 usa una matriz (o array) de Hibridacién Compara-
tiva de Genoma (CGH) de la secuencia genomica entera de
la distrofina de 2.2 millones de pares de bases. En este pa-
so, las deleciones y duplicaciones de los exones son identi-
ficadas. El paso 2 se vuelve necesario, cuando ningunas
deleciones o duplicaciones son encontradas en el paso 1.
Paso 1: Estos chips genéticos son impresos por la
compafifa Roche-NimbleGen Systems Inc. en Madison,
Wisconsin. En una plancha de vidrio con dimensiones de
1 x 3 pulgadas (25 x 76 mm), al menos 400,000 oligo-
nucleétidos de ADN, conocidos como oligos de probeta,
son sintetizados por una técnica de propiedad llamada
Matriz Sintetizada Sin-Plantilla (Maskless Array Synthe-
sizer) y unidos en un patrén regular, conocido como matriz
(array). Los oligos son de cerca de 45 a 60 bases de largo,
y cubren, en duplicado, los 2.2 millones de pares de bases
del gen de la distrofina. Los oligos son sintetizados con la
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secuencia deseada del gen de la distrofina automética-
mente en la plancha. La muestra que contiene el ADN de
un paciente, es cortada primero en piezas pequefias de
cerca del mismo tamaifio de los oligos de probeta y marca-
das con un colorante fluorescente. Cuando la muestra es
esparcida sobre la matriz, el ADN del paciente puede unir-
se especificamente, hibridarse, por el emparejamiento
Watson-Crick de bases, con los oligos de probeta comple-
mentarios en la matriz en la plancha. Esos oligos de probe-
ta que se han combinado con sus parejas de la muestra del
paciente, y pueden entonces ser vistos y grabados por la
luz fluorescente producida por el colorante sobre la mues-
tra del paciente, después de la iluminacién con luz ultra-
violeta. Si el gen del paciente tuviera una delecién, los
oligos de probeta correspondientes se quedan solos, sin
hibridarse, y no producen luz por lo tanto. Como la se-
cuencia y la posicién de los oligos de probeta sin hibridar
es identificada, las fronteras de la delecidn, o puntos de
mutacidn, en el gen pueden ser determinados con muy alta
precisiéon. Cuando algunos exones son duplicados, el doble
de varios oligos de probeta son emparejados con sus pare-
jas, por lo que la intensidad de la fluorescencia producida
por ellos es dos veces mas fuerte.

Los resultados de este método son cuantitativos, por lo
tanto las deleciones y duplicaciones pueden ser determina-
das no s6lo en el gen de la distrofina de nifios con Du-
chenne, sino también en cualquiera de los dos genes de la
distrofina de mujeres. Por lo tanto, la prueba de chip-gené-
tico puede ayudar a determinar si una mujer es una porta-
dora de Duchenne o no, que es muy importante para ase-
soramiento genético exacto. Como este método detecta las
mutaciones a nivel del gen mismo, tiene la ventaja de
encontrar los puntos de mutacion aproximados de las
deleciones y las duplicaciones, p.e., sus inicios y finales,
que estdn mayormente dentro de los intrones. Esto podria
ser un descubrimiento importante para investigar las ra-
zones de los diferentes sintomas clinicos de pacientes con
la misma mutacién. Esto vuelve mds y mds obvio que los
intrones no son "basura" genética, si no que contienen
secuencias reguladoras que, entre otros efectos, pueden
influir en el desarrollo de ciertas sefiales clinicas. Si son
perturbados por las deleciones, es posible que esto pueda
resultar en diferencias en los sintomas clinicos.

Paso 2: Si ningunas deleciones o duplicaciones son en-
contradas en el paso 1, el paso 2 debe ser efectuado, que
puede identificar mutaciones puntuales, como deleciones
pequedias e inserciones. Para esta segunda parte del anali-
sis, una Matriz de Resecuenciacion de 47,000 pares de
bases es usada para buscar mutaciones puntuales (1) en los
14,000 pares de bases enteros de todos los exones de la
distrofina, (2) en los 8 promotores del gen de la distrofina,
(3) en las secuencias de intrén de 100 pares de bases de
largo en las regiones fronterizas de todos los 79 exones, y
(4) en la secuencia de la region alrededor de cinco muta-
ciones raras conocidas dentro de los intrones. Este paso de
resecuenciacion verifica en cada paso cada posicién de
nucledtidos en las regiones objetivo del gen de la distro-
fina, tanto si la base normal estd presente, como si ha sido
reemplazada por una de las tres otras bases posibles, o si
una base ha sido delecionada o una base adicional esta
insertada.

La mutaciones puntuales, pequefias deleciones e inser-
ciones, pueden causar (1) el cambio del marco de lectura



en el ARNm, que conduce a la distrofia Duchenne (muta-
ciones de cambio del marco de lectura), (2) el cambio de
un aminodcido por otro en la proteina distrofina que puede
o no causar distrofia Duchenne o Becker (mutaciones de
perdida de sentido), (3) la aparicién de un codén de parada
prematuro donde la sintesis de distrofina es interrumpida
(como mutaciones sin sentido), (4) la interferencia con el
mecanismo de empalme que puede conducir a la elimina-
cién de exones en el ARNm (mutaciones del sitio de em-
palme), o (5) el dafio en un promotor, que puede parar
completamente la sintesis distrofina y también conducir a
distrofia Duchenne.

Raras excepciones. Como con todas las pruebas gené-
ticas, en algunos raros casos, esta prueba de chip-genético
no puede encontrar una mutacién en un chico cuyos sinto-
mas clinicos indican distrofia Duchenne. Las mutaciones
podrian estar fuera de las regiones evaluadas. Para abordar
esta necesidad, un chip genético con 2.1 millones de oligos
de probeta en una matriz sumamente densa estd siendo
considerado. También en desarrollo estin chips genéticos
para pruebas para otras enfermedades neuromusculares, y
para el uso de manchas de sangre seca de programas de
averiguacion a recién nacidos y muestras de saliva. La
validacion de estos métodos esta en marcha.

Ventajas. En adicién a las ventajas de la nueva prueba
mencionada, como la alta sensibilidad en encontrar casi
todas mutaciones en los genes de la distrofina de pacientes

y portadoras, la ventaja principal es la rapidez de tiempo y
la alta sensibilidad y exactitud: lleva solamente cerca de 7
dias para el paso 1, la deteccién de deleciones en el 60 % y
de duplicaciones en el 5 % de los chicos con Duchenne, y
tarda otros 14 dias encontrar las mutaciones puntuales en
el 35 % remanente de chicos con Duchenne.

La nueva prueba genética ya esta disponible. Si
usted desea que su hijo o un pariente de sexo femenino se
haga pruebas con esta prueba, contictese con Emory Gene-
tics Laboratory en Atlanta en www.geneticslab.emory.edu,
o al tel. 404 778-8500, donde puede hablar del costo de la
prueba y la cobertura del seguro. Para casos donde ninguna
mutacion es detectada, una secuenciacion del ADNc usan-
do ARNm como material de empiezo estd también dispo-
nible. Esta prueba de secuenciacion requiere una muestra
de biopsia muscular. Muestras de sangre y biopsia de
afuera de EUA son aceptadas.

Futuro del CETT. Dentro de los siguientes afios, la
colaboracién del CETT espera organizar una red de labo-
ratorios clinicos, primero en los Estados Unidos, después
probablemente también en otros paises, donde esta prueba
rapida y segura estard disponible para todos los pacientes
de Duchenne y sus parientes mujeres. El PPMD con su
nueva iniciativa de DuchenneConnect proveera el acceso a
este programa y a todo material de informacién que esta
siendo preparado para la comunidad de Duchenne entera.

DuchenneConnect animara la colaboracion y evaluacion genética
para distrofia muscular Duchenne.

DuchenneConnect es un centro de informacién innovador
que conecta la comunidad Duchenne/Becker entera: paci-
entes y familias, médicos y profesionales de investigacion,
y la industria farmacéutica en una dnica fuente, para el in-
tercambio de datos, ideas y orientacidn, asi como la mas
reciente informacidn sobre investigacion y tratamientos en
curso.

Kyle Brown de Innolyst Inc. en San Mateo, California,
cuyo objetivo es "conectar la comunidad de investigacién
no lucrativa", describié el nuevo programa Duchenne-
Connect del PPMD, su relacién con el programa CETT, y
la necesidad de registrar toda la informacién clinica y
genética de tantos pacientes con Duchenne y Becker como
sea posible. Kyle Brown se dirigio a las familias en la re-
unién en una manera personal:

"Queremos conocer a los nifios enfermos y sus familias.
Queremos que usted entre su informacion en los progra-
mas de DuchenneConnect y CETT. Necesitamos los datos
clinicos y genéticos de su hijo y deseamos saber dénde
vive usted, pero guardaremos estos datos para mantener su
privacidad cuando dejemos a investigadores, compafifas
farmacéuticas y otros registros tener sus datos clinicos con
su permiso. La lista de las preguntas a las que tenemos ya
que haber respondido es larga: ;Cémo fue diagnosticado
su nifio? ;Cudles fueron los resultados de sus pruebas
genéticas y otras? ;Como estd caminando? ;Tuvo cirugia
ortopédica debido a contracturas o escoliosis? ;Qué clase
de ayudas técnicas estd usando? ;Necesita respiracion
asistida con qué clase de equipo? (El tiene problemas con
su corazén? ;Hay otros miembros en su familia con la
misma enfermedad?
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Esta lista no estd completa, hay mds preguntas en nues-
tros cuestionarios y aun mads serdn afiadidas en un futuro
préoximo. Este proceso de transferencia de informacién
serd un acontecimiento de preguntas y respuestas ininter-
rumpido, porque tendremos que estar en contacto con
usted por mucho tiempo.

A través de DuchenneConnect, usted podrd ver como la
enfermedad de su nifio se desarrolla en comparacién con
otros nifios. Y le mostraremos donde estan los mejores
asesores genéticos en el drea donde usted vive. Y para
hacer nuestro trabajo mds y mds valioso para usted necesi-
tamos sus sugerencias e ideas que usted debe traernos en
cualquier momento.

Sus datos estdn de forma andénima, eso es, sin su nom-
bre y direccién o maneras de identificarlo, serdn ofrecidos
a cientificos de Duchenne en cualquier parte que los nece-
site para su investigacion para una terapia. Y trabajaremos
con otros registros en el mundo, proveyendo los mismos
estdndares como nosotros. También las compafifas farma-
céuticas tendrdn acceso a ellos, por ejemplo si necesitan a
pacientes con mutaciones especificas para sus ensayos
clinicos. Pero si necesitan contactarse con usted, tendran
que preguntarnos si usted habia dado su permiso de com-
partir sus datos. Asi que, siempre usted estard en control de
lo qué ocurra con su informacién muy personal.

El resultado de todo esto serd una gran colaboracién no
s6lo a nivel nacional, sino también aun después a nivel
internacional, en el que su nifio y su familia entera tendrdn
el papel mds importante."

Por favor registrese en el nuevo centro de informacién
de internet del PPMD para volverse parte de esta fuerte



red: http://www.duchenneconnect.org. Actualmente, el
inglés es el tinico idioma usado en estas paginas de inter-

net, sin embargo, la traduccion en otros idiomas estara
disponible en un futuro préximo.

. Que significa '""Connect....", el titulo de la reunion en Filadelfia?

Palabras conclusivas de Patricia Furlong. Significa que
cada nifio y hombre joven con distrofia muscular Du-
chenne importan con sus familias, sus médicos y cuidado-
res que se aseguran de que los chicos puedan llevar una
vida significativa, y con los investigadores que estan ha-
ciendo todo para encontrar una terapia para ellos. Connect
(conexidn en espaiiol) significa también que todos ellos, la
comunidad Duchenne entera, debe mantenerse junta y tra-
bajar en conjunto con el propésito de que la distrofia Du-
chenne no acorte los mds de 70 afios acostumbrados o
25,000 dias de vida humana, a 20 afios o 7,300 dias del dia
del diagnéstico. El intervalo actual faltante de 50 afios
tiene que volverse mds y mds pequeiio hasta que desapa-
rezca completamente cuando, quizds no sea una cura com-
pleta, pero por lo menos sea una terapia eficaz en el futuro
cercano. Mis dos hijos murieron cuando tenian 15y 17
afios de edad, no llegaron a los 7,300 dias, pero eso fue
hace una década. Ahora, en los ultimos 10 afios, cerca de
1,500 dias fueron afiadidos, eso es un cuarto de una vida
con Duchenne, y los chicos tienen 8,800 dias, esto es unos
25 afios mas o menos. Asi que hay progreso y se acelerard
con todos los enfoques terapéuticos que son perseguidos
activamente en muchos laboratorios y hospitales del mun-
do.

La lista de estrategias de investigacion es larga. Muchas
de ellas han sido habladas durante esta reunion, y usted se
dar4 cuenta de eso, con los descubrimientos positivos acu-
mulativos y mds y mds pruebas clinicas en marcha, esta-
mos avanzando, y hay incluso una esperanza verdadera de
que por lo menos una o mas de las nuevas técnica, la omi-
sién de exén y supresion de codones de parada prematuros,
tiene el potencial de producir terapias significativas en los
siguientes afios.

A menudo nos preocupamos de que nuestro esperar
puede ser infructuoso, pero esta reunién ha mostrado que
hay progreso significativo, no s6lo avances de investiga-
cidn sino también de atencién médica para los chicos y
jovenes se vuelve mejor y mejor, y, muy importante, que
el publico y los gobiernos y sus organismos de salud en
muchos paises se den cuenta de que la DM Duchenne es
un problema mundial y juntos debemos terminar la DM
Duchenne. Cantidades cuantiosas de dinero se estdn ha-
ciendo disponibles, y nuestros propios esfuerzos, que
deben ser siempre intensificados, significativamente afia-
den a esta financiacidn para hacer los nuevos programas de

investigacion posibles, y acelerar las estrategias a mayor
plazo y mds maduras.

Algunas de las pruebas clinicas con chicos con Du-
chenne, especialmente las mas importantes como aquellas
de omision de ex6n, lectura a través de codones de parada
prematuros, aumento de la utrofina y transferencia génica,
estan usando técnicas terapéuticas nuevas. Por lo tanto,
estas pruebas deben ser realizadas muy cuidadosamente
para ser completamente seguras y eficaces. Mds pruebas
seran necesarias, por lo tanto, los cientificos necesitaran su
cooperacion persistente a pesar de la privacidn, el viajar, y
los muchos, a veces dificiles, procedimientos de evalua-
cién como biopsias repetidas, incluso cuando ninguna
funcién benéfica terapéutica es esperada. La participacién
de muchos mds de sus chicos es esencial.

La distrofia Duchenne no es una enfermedad simple.
Probablemente no habra una sola terapia que ayude a todos
los pacientes. Muy probablemente, habrd una combinacién
de técnicas diferentes para obtener la manera mas eficaz de
tratarlos. Y nadie serd dejado fuera. E1 PTC124 entrara en
un protocolo fase III. El ex6n 51 es el primero en ser omi-
tido en pruebas, pero otros seguirdn, también mutaciones
dificiles y menos comunes. Muchas pruebas con enfoques
mds convencionales podrian mostrar resultados positivos
que pueden resultar en tratamientos que no curarian la
enfermedad, pero retrasarian su progresion para preservar
musculo mientras esperan hasta que una terapia mas eficaz
y mds permanente este lista.

Y por favor comprenda, que muchas futuras terapias
serdn para una mutacién especifica. Esto significa que es
importante, que la mutacién exacta de cada nifio con Du-
chenne debe ser conocida para determinar qué clase de
terapia serfa la correcta para él. Métodos poderosos existen
con los que las mutaciones pueden ser analizadas precisa-
mente y también para las madres y sus parientes mujeres
que hacen el consejo genético muy confiable.

Asi que, ésta es nuestra posicion: Todos los nifios y
hombres jévenes con distrofia Duchenne necesitan en
todos lados, y se merecen, el acceso a diagnosis exacta 'y a
tiempo, evaluacioén genética, cuidado de punta, la oportuni-
dad de participar en pruebas clinicas, y acceder a tratami-
entos prometedores. Con el fin de terminar la DM Du-
chenne, tenemos que conectarnos, y trabajar juntos para
que esos 8,800 dias de vida con Duchenne se vuelvan
25,000 y mas.

Este informe, escrito principalmente entre Septiembre y Noviembre del 2007, estd también disponible en inglés y
alemdn. Mis informes anteriores en inglés, alemdn, y espafiol pueden ser vistos en internet en www.duchenne-
investigacion.com. La reunién anual del 2007 del Parent Project Muscular Dystrophy britdnico, PPUK, ahora
llamado ActionDuchenne, tuvo lugar en Londres del 2 al 4 noviembre del 2007. Actualizaré el actual informe durante
los préximos meses con nuevos resultados de investigacidn presentados en Londres. Aquellos que deseen recibir mis
futuros informes por correo electrénico tan pronto como estén listos, deben mandarme por favor su direccién de
correo electrénico. Guenter Scheuerbrandt, PhD., Im Talgrund 2, D-79874 Breitnau, Alemania. E-mail:

gscheuerbrandt @t-online.de

Traduccion al espaiiol por: Ricardo Rojas Caballero, Playa Rosarito 319 Fracc. Playa Sur CP 82040 Mazatlén,
Sinaloa, México E-mail: distrofiamuscular @yahoo.com.mx Internet: http://www.distrofia-mexico.org




