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Abstract:

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad genética que
cursa con herencia recesiva ligada al sexo, causada por mutaciones nulas del
gen de la proteina de musculo distrofina. Esta enfermedad causa la muerte
alrededor de los 30 afios de vida por insuficiencia cardiaca o respiratoria debido
al deterioro muscular muy grave. Para hacerle frente, una de las lineas de
investigacion es el disefio de una terapia génica para introducir en los pacientes
un transgén micro-distrofina que provea la funcién esencial de la proteina, ya
gue actualmente no es posible introducir eficazmente el ADN complementario
(cDNA) completo de la distrofina de manera efectiva en un tratamiento de terapia

génica in vivo con un vector basado en virus adenoasociados (AAV).

Durante las dos ultimas décadas, se ha hecho un avance considerable en la
investigacion de esta estrategia de tratamiento, habiendo llevado ya a cabo
ensayos clinicos en pacientes de DMD, con la consiguiente mejora de su funcion

muscular.



2. Introduccioén:
2. 1. Distrofia muscular de Duchenne

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad genética recesiva
ligada al sexo, por lo que afecta fundamental a varones, con una prevalencia de
1 de cada 3500-5000 varones. Se produce por mutaciones nulas en el gen que
codifica la proteina de musculo distrofina, caracterizandose por la falta de funcién
de la proteina. Las mutaciones que causan DMD suelen ser deleciones del gen
o el cambio de una base por otra, produciéndose un codon sin sentido (de stop
de la traduccién), y en algunos casos, duplicaciones de exones.
Independientemente de su causa, las mutaciones que provocan DMD dan como
resultado una proteina truncada por la presencia de un codon stop prematuro o
la alteracion de la pauta de lectura de codones del gen, lo que durante el proceso
de traduccién dard lugar a una secuencia de proteina sin relacion con la
distrofina. En ambos casos, las proteinas producidas son rapidamente

degradadas por el organismo.

El diagndstico de DMD suele ocurrir a los 4 afios de media, cuando los sintomas
empiezan a manifestarse mas claramente. Los sintomas mas habituales son
caidas frecuentes, dificultad para levantarse, correr, saltar, dolor muscular,
retraso del crecimiento y pantorrillas hipertrofiadas.®2
El tratamiento de la DMD actualmente se centra en la terapia con
glucocorticoides, ya sea con prednisona o deflazacort, ® para ralentizar el
deterioro muscular, disminuyendo la apoptosis de células musculares,
tratamiento con inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y
betabloqueantes para prevenir las cardiomiopatias, ademas de monitorizacion
constante, fisioterapia y articulos médicos de ortopedia para prevenir
contracciones y enfermedades derivadas de la DMD. )

Los pacientes de DMD necesitan ayudarse de andadores para poder andar
desde muy jovenes. A los 13 afios, el 95% de los pacientes dependen de una
silla de ruedas. ® Los individuos que padecen DMD tienen una esperanza de
vida de alrededor de 30 afios, contando que estén siendo tratados de la manera

anteriormente descrita. La causa de muerte siendo habitualmente insuficiencia



cardiaca o respiratoria. ®7 Los individuos que sufren DMD comulnmente
presentan defectos de conduccién, arritmias tanto ventriculares como
supraventriculares, hipertrofia ventricular, fibrosis del ventriculo izquierdo y
necrosis cardiaca. ® Por otro lado, aungque las muertes por insuficiencia
respiratoria ahora son menos frecuentes gracias a la respiracion asistida, siguen
ocurriendo debido a infecciones que empeoran la precaria capacidad respiratoria
de los pacientes de DMD. () Sin el tratamiento que reciben actualmente, los
pacientes de DMD fallecen a una edad promedio de 19 afios. @

2.2. Distrofina

La distrofina es una proteina estructural que se halla unida al sarcolema, la
membrana citoplasmética de las células musculares, proporcionandole soporte
estructural, al organizar y estabilizar el complejo de proteinas asociadas a
distrofina (DAPC), al cual pertenece, siendo esencial para mantener la integridad
del sarcolema y la proteccion que éste aporta cuando el musculo realiza una
contraccion. ©

La presencia de distrofina esta enriquecida en los costameros, complejos
proteicos que unen el sarcolema con el sarcémero, el cual es la unidad funcional
basica de la fibra y se compone de filamentos que realizan la contraccién y
relajacion del muasculo.

El DAPC, a grandes rasgos, proporciona un vinculo estructural entre la matriz
extracelular y el citoesqueleto de las células musculares, ademas de otras
funciones reguladoras del tejido muscular, y su ausencia deriva en que el tejido
muscular se vaya dafiando, con la consiguiente sustitucion del musculo dafiado
por tejido conectivo y adiposo, por lo que se va perdiendo la funcién muscular

progresivamente.



2.2.1 Distrofina y sus dominios:

La distrofina tiene cuatro dominios (Figura 1):

-Un dominio amino-terminal conocido como ABD1, compuesto por dos dominios
homologos de calponina, unido a microfilamentos de actina. La calponina es una
proteina de unién a Ca?*, y su unién a microfilamentos de actina aumenta la
flexibilidad de éstos. (19 La actina es una proteina que actla como un
componente mecanico en casi todas las células eucariotas, y es esencial en la
adhesion de las células, su motilidad, y la determinacion de su forma vy rigidez.
ABD1 también se une a la citoqueratina 19, una proteina filamentosa intermedia.
Este dominio es de gran importancia para la funcion de la distrofina, y como
veremos mas adelante, va a estar presente en todas las formas de micro-

distrofina desarrolladas.

-El dominio central en barra, compuesto por 24 repeticiones de espectrinas, que
son secuencias de aminoacidos enrolladas en triples hélices alfa, formando
barras de 5 nm. La seccién formada por las repeticiones 11-17 también se une
a la actina, y la seccién que abarca las repeticiones 20-23 interacciona con los
microtUbulos. Esta asociaciébn es necesaria para la correcta organizaciéon de
éstos en las células musculares. La falta de organizacion de los microttbulos en
ratones se ha asociado a un empeoramiento de la distrofia.

Aparte de las 24 repeticiones de espectrina, hay 4 regiones bisagra que le
aportan elasticidad a la distrofina. La primera region bisagra une el dominio
amino-terminal con el dominio central en barra, y la Ultima region bisagra une el
dominio central en barra con el dominio rico en cisteina, que es el sitio de unién

con la proteina B-distroglicano. @1

-El dominio rico en cisteina contiene un sub-dominio que consiste en un dedo de
zinc, un dominio que cambia de conformacion en presencia de calcio para
enlazarse con la calmodulina, lo cual puede tener que ver en su regulacion. (%

12), El dominio rico en cisteina también se une a ankirina B, una proteina



sefalizadora necesaria para que la distrofina se sitle y mantenga en el
sarcolema. Este dominio también esta presente en todas las micro-distrofinas

disefiadas, por su vital importancia al ser el sitio de unién de B-distroglicano.

-El' dominio carboxil-terminal, compuesto por dos polipéptidos enrollados
similares a las repeticiones de espectrinas del dominio en barra. Este dominio
provee el sitio de union de las distrobrevinas y sintrofinas. A pesar de esto, las

micro-distrofinas, por lo general, van a carecer de este dominio.

spectrin-like repeat

\.;""ge ‘ ABD2
R
4

R R L R B R RRHR RR R R
S 6 gl 8 9 10 13 RL} 16 18 19 3 20 21 22 23 24 g}

Figura 1

Las regiones de la distrofina. En la izquierda, se observa el extremo N-terminal
(ABD1) y sus dos subdominios homoélogos de calponina (CH1 y CH2). En la zona
central, estan las repeticiones de espectrinas (R) y las regiones bisagra (H). A la

derecha, estan la region rica en cisteina y el extremo C-terminal.

2.2.2. Complejo de proteinas asociadas a distrofina (DAPC)

El DAPC esta a su vez compuesto por complejos menores entre sus proteinas.

Complejo distroglicano: Esta formado por las proteinas a-distroglicano y -
distroglicano, generadas de un mismo ARNm y estan unidas entre si. La funcién
de a-distroglicano es unirse a la laminina, una glucoproteina que esta enlazada
a la matriz extracelular. B-distroglicano tiene como funcién servir de enlace de a-

distroglicano con la distrofina.



La ausencia de a-distroglicano esta asociada a distrofias similares a DMD,
aunque rara vez se dan por su cuenta, ya que un individuo con un gen mutado
que no da lugar a a-distroglicano es letal para el embrién.

Sarcospan y sarcoglicanos: Sarcospan es una proteina con varias funciones,
una de ellas es formar un sub-complejo con los sarcoglicanos, que son 4
proteinas transmembrana, a, B, y y 6-sarcoglicano. El sub-complejo sarcospan-
sarcoglicanos refuerza la union entre a y B-distroglicano. Se ha demostrado que
la falta de un sarcoglicano produce la ausencia del resto del sub-complejo
sarcospan-sarcoglicanos, produciéndose distrofia muscular del anillo 6seo,

también conocida como distrofia muscular de cinturas.

El sarcospan también estd relacionado con la via de sefializacion de la
fosfatidilinositol-3-kinasa. La activacion de esta via da lugar a un aumento de la
produccion de proteinas necesarias para la regeneracion del musculo, asi como
al aumento de produccion de la utrofina, una proteina parecida a la distrofina que
cubre una funcién similar durante el periodo embrionario y en musculos dafiados.
El sarcospan participa en la activacion de esta via, asi que esta involucrado en

la regeneracion de los musculos dafiados. 1)

Distrobrevina, sintrofinas y 6xido nitrico neuronal:

La distrobrevina y las sintrofinas son proteinas unidas al extremo C-terminal de
la distrofina mediante su propio extremo C-terminal. Aqui la distrofina actiia como
la conexidon entre ambas proteinas y el sarcolema. Se ha visto que la
distrobrevina se asocia por su extremo N-terminal a los sarcoglicanos, con la
funcion de apoyar la estabilidad del complejo DAPC. (11.14)

Por otro lado, la distrobrevina y las sintrofinas estan asociadas para fijar el 6xido
nitrico al sarcolema. Las sintrofinas estan involucradas en la sefializacion de la
calmodulina, el 6xido nitrico, la cinasa-3 activada por estrés y la proteina 2
asociada a receptor del factor de crecimiento. Sin embargo, la ausencia de las
sintrofinas no produce ningun fenotipo distrofico. La ausencia de distrobrevina

produce un fenotipo distréfico en musculo esquelético y cardiaco. (9



La funcion del 6xido nitrico en el DAPC es la de sefializar a los vasos sanguineos

para que se dilaten y proporcionen suficiente oxigeno y nutricion a las células

musculares.
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Figura 2

El complejo de proteinas asociadas a distrofina. Se puede observar que la
distrofina sirve de enlace entre el citoesqueleto de actina de las células
musculares a través de su extremo N-terminal, y la matriz extracelular mediante

el subdominio de los distroglicanos.



2.3. Planteamiento de la estrategia para la terapia génica con micro-distrofina

Actualmente no existen tratamientos eficaces para los pacientes de DMD, que
es por lo que se ha recurrido a buscar terapias innovadoras, como las terapias

génicas, para solucionar el problema de raiz.

El gen de la distrofina es el gen humano conocido de mayor tamaiio,
aproximadamente 2200 kilobases, de las cuales los exones, es decir, las
regiones que se mantienen en el ARNm maduro, ® suponen 14 kilobases (kb).
Actualmente, no es posible almacenar el ADN complementario (CDNA) de la
distrofina, es decir, ADN solo compuesto por los exones del gen, en un vector
eficaz como son los virus adeno-asociados (AAV) que se estan usando. 2

Idealmente, una terapia de aumento génico aspira a introducir mediante un
vector la secuencia completa de cDNA del gen de la distrofina, y lograr la
expresion en las células musculares del individuo. Esto en un futuro puede que
cambie, pero actualmente no tenemos vectores para empaquetar e introducir un

transgén de una secuencia tan larga in vivo en las células musculares.

La terapia génica en la que se centra esta revision es lo que se conoce como
una terapia de aumento génico, que consiste en la introduccién de un transgén
en el paciente para solventar un déficit en la funcion del gen. Al ser imposible el
empaquetamiento en los vectores de la secuencia completa del cDNA de la
distrofina, se pretende conseguir la expresion de una proteina similar, pero de
menor tamafio (micro-distrofina), de manera que cubra las funciones esenciales

gue desempefia la distrofina normal.

El motivo por el cual se llegd a plantear la estrategia de lograr la expresion de
una forma acortada de distrofina surge de las observaciones realizadas de otra

distrofia muscular ligada a una mutacion en el gen de la distrofina, llamada
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distrofia muscular de Becker (BMD). Lo que ocurre en BMD es que los individuos
tienen mutaciones en el gen que expresa la distrofina, pero las mutaciones no
alteran la pauta de lectura de los codones ni dan lugar a codones stop
prematuros, a diferencia de lo que sucede en DMD.

Existen sujetos con BMD con grandes deleciones, pero el marco de lectura se
mantiene, y la delecion se produce en la seccién central en barra, que es en su
mayoria no esencial, eliminandose Unicamente repeticiones de espectrinas
(Figura 3). La seccion central en barra codifica para lo que es esencialmente un
polimero, asi que los pacientes de BMD expresan una forma acortada de la

distrofina, la cual retiene gran parte de la funcién de la proteina. 23

En BMD, ocurre una pérdida parcial de la funcién de la distrofina y es una
enfermedad que cursa de manera mas benigna que DMD, conociéndose el caso
de un paciente de BMD que tenia capacidad ambulatoria asistida por andador a
los 61 afios de edad con una delecion del 46% de los exones de la distrofina.
(Figura 3). 23

Mid BMD: 61-year-old
ambulatory patient dysirophin

Figura 3. La proteina tipo distrofina de un paciente de BMD ambulatorio a los 61
afos. Notese que el dominio central en barra apenas tiene 8 repeticiones de

espectrina 'y 3 de las 4 regiones bisagra.
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Con esta informacion, se llegd a la conclusion de que se podria inducir la
transduccion de una version acortada de la distrofina, una micro-distrofina, con
una cantidad reducida de repeticiones de espectrinas de la seccidon central en
barra, para restaurar parcialmente la funcion que realiza la proteina en pacientes

de DMD, de forma similar a como ocurre en BMD.

b MNormal dystrophin: ABD connects to extracellular matrix with CR domain

ABD "™1 | 2|3 ™4 |5|6|7 8|9 |1w|11)12|13 14|15 /16|17 |18[19 20|21 (22|23 |24 ™ CR CT

€ Duchenne muscular dystrophy: dystrophin cannot fulfil linker function becawse cysteine domain is lacking

ABD Y o

d Becker muscular dystrophy: dystrophin is partially functional, crucial domains are present

ABD Y r— ™ CR T

Figura 4

b. La proteina de la distrofina normal con sus cuatro dominios.

c. Una proteina generada por el gen mutado de distrofina, en un caso de DMD
por coddn stop prematuro. El coddon stop prematuro impide que llegue a
generarse el dominio rico en cisteina, lo que impide que se produzca una

distrofina capaz de conectar el sarcémero y la matriz extracelular.

d. Una proteina tipo distrofina en un caso de BMD por delecion. La molécula ha
perdido repeticiones de espectrina respecto a la proteina normal, pero conserva

los dominios necesarios para tener una funcién parcial.

Respecto a los tipos de terapia génica, existe la terapia in vivo y ex vivo. La
terapia in vivo consiste en administrar el vehiculo directamente en el organismo

del paciente y que este llegue a las células diana. ¢ Por qué se utiliza la terapia
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in vivo en estos ensayos? La terapia ex vivo se basa en extraer células madre
del tejido, introducir el gen deseado mediante un vector y reimplantarlas para
que gradualmente el 6rgano se sustituya con células que tengan integrado el gen
que se quiere expresar. Sin embargo, el musculo tiene una tasa de reemplazo
anual de menos del 1%, asi que apenas afectaria a una minima proporcion del
total de las células musculares del individuo. Por eso, se prefiere realizar la
terapia in vivo y lograr que un numero significativo de células musculares

expresen el transgén de la micro-distrofina.

Respecto al vehiculo a utilizar para que el ADN llegue a las células diana, se
utiliza un vector AAV recombinante, en el que se puede introducir una cadena de
ADN de hasta 4.7-4.9 kilobases (kb). 4 Normalmente, se utilizan los serotipos
5, 9y rh.74 (14) con el gen de micro-distrofina en su interior preparado para que

pueda haber transcripcion dentro de las células diana.

2.4. Otras estrategias de terapia génica para el tratamiento de DMD

En el &mbito de la terapia génica, aparte de la estrategia que consiste en lograr

expresion de micro-distrofina, existen otras estrategias para tratar DMD:
2.4.1. Salto de exdn

La principal diferencia en cuanto a BMD causada por delecién y DMD causada
por delecién, es que en BMD no se altera el marco de lectura de codones, pero
en DMD si. Esto se debe a que un codén puede hallarse localizado en dos
exones consecutivos, una parte en el extremo 3’ de un exén vy la otra parte en el
extremo 5’ del siguiente exdén. Por tanto, si una mutacion elimina uno de esos

dos exones, se altera el marco de lectura.

Un exdn es una region de un gen gue no se escinde durante el proceso de corte
y empalme para formar el ARNm, @5 y un intrén es una seccién no codificante

de un gen, que se escinde y elimina durante la formacion del ARNm maduro. (16)

La estrategia de salto de exdn consiste en emplear un oligonucleétido antisentido

para provocar que un determinado exon se escinda como si fuese un intrén. La

13



secuencia del oligonucleotido es complementaria de la secuencia del exon que
se quiere saltar en la lectura, de manera que al unirse a éste bloguea el acceso
de la maquinaria del espliceosoma, interfiriendo con el proceso de corte y
empalme. Como consecuencia, el exén no pasa a formar parte del ARNm, con
lo que se restaura el marco de lectura correcta y se produce una proteina
funcional. Eterlipsen y Golodirsen son farmacos de tipo oligonucleotico

antisentido con estructura morfolino.

Eterlipsen realiza salto del exdn 51 para reestablecer el marco de lectura en
individuos con delecion del exdn 50 (Figura 5), y Golodirsen realiza salto del exén
53 para reestablecer el marco de lectura en individuos con delecion del exdn 52
(Figura 6). Un problema de esta metodologia es que se centra en individuos con
deleciones especificas que dan lugar a DMD, asi que solo un bajo porcentaje de

individuos que padecen DMD pueden beneficiarse de esta estrategia. 17 18 19)

En el caso de Eterlipsen, su aprobacion por parte de la FDA fue controvertida,
debido a la poca mejoria que produce, ademas de sus efectos adversos. No esta

aprobado en Europa. %9
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Figura 5.

Los exones del gen de la distrofina. En la imagen, los margenes curvos de los
exones representan que hay un codon que esta localizado entre un exon y el

siguiente. En el recuadro rojo, se encuentran los exones 50 y 51, los cuales

14



comparten un codon. Esto significa que la delecion de uno de los exones

supondra una alteracion del marco de lectura.

Exon 1-51 Exon 53 Exon 54-79
t

Transcription
¥

Exom 1-51 Exon 54-70

¥
Splicing
¥
Exon 1-51 Exon 54-70

¥

Reading frame restored
¥

Partially functional dystrophin produced
u

ABD - ™~ CR CT

Figura 6

Esquema del salto del exon 53. La delecidon del exdn 52 ha alterado el marco de
lectura del gen de la distrofina. El corte del exdn 53 permite la produccién de un

ARNmM con una secuencia de lectura coherente.
2.4.2. CRISPR

Se esta desarrollando terapia génica basada en edicion de genes mediante
CRISPR, pero por ahora solo se ha probado en ensayos clinicos con animales,
con un éxito muy reducido, considerablemente menor al que se ha logrado hasta
la fecha con los genes micro-distrofina. 9 La terapia con CRISPR podria lograr
una reparacion permanente de la mutacion que pueda sufrir un individuo a través
de la edicién de sus genes. La terapia es prometedora, pero todavia le falta
mucho desarrollo, no solo en el &mbito del éxito que tenga editando los genes y
logrando una expresioén significativa de distrofina, sino también en el &mbito de

la seguridad en el tratamiento. 2V
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2.4.3. Terapia de aumento de expresion de utrofina

La utrofina es una proteina en gran parte similar a la distrofina (Figura 7).
Comparte el 80% de su secuencia genética, y se manifiesta con un complejo de
proteinas asociado similar. Sin embargo, carece de las repeticiones de
espectrinas 15 a 19, es incapaz de reclutar 6xido nitrico y no tiene interaccion
directa con los microtibulos. Basdndose en pacientes de BMD que tampoco
pueden reclutar 6xido nitrico directamente con sus formas de distrofina, se

sospecha que hay un mecanismo compensatorio para ello.

La utrofina se expresa durante el desarrollo temprano de los musculos y
gradualmente es reemplazada por distrofina. También se expresa en la edad
adulta, su forma A en la unidon neuromuscular y su forma B en las células
endoteliales. Esta forma A se expresa durante lesiones musculares en miofibras
regeneradas, y en DMD la expresion de utrofina también se encuentra
aumentada. Un aumento de la presencia de utrofina en pacientes de DMD
retrasa la pérdida de la funcidbn muscular, y grandes aumentos en la expresion

de utrofina han conseguido impedir el fenotipo distréfico en ratones.

Por ahora, en humanos solo ha habido un estudio del que se tengan datos, un
estudio de fase I, con individuos sanos adultos, para determinar la seguridad de

SMT C1100, un farmaco oral que aumenta la expresiéon de utrofina.

En el enfoque de conseguir un tratamiento eficaz, independientemente de la
mutacion que provoque DMD en un individuo, esta estrategia es prometedora,

pero actualmente se encuentra en una fase muy temprana de su desarrollo.
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Figura 7

A. Complejo de proteinas asociadas a distrofina. B. Complejo de proteinas
asociadas a utrofina en la unién neuromuscular. Una diferencia de la utrofina es
que se une a raspyn, una proteina citoplasmatica que actia como uniéon con

receptores de acetilcolina.

2.4.4. Salto de lectura de coddn stop

Una de las causas de DMD son mutaciones de cambio de base que generan un
codon stop, por lo que el ribosoma termina la formacion de la distrofina

prematuramente y no se forma una proteina completa.

A grandes rasgos, esta estrategia consiste en impedir que el ribosoma lea el
coddn stop prematuro (Figura 8). Se ha intentado realizar usando gentamicina,
aunque esta presentaba mucha toxicidad a las dosis necesarias. También,
basado en esta estrategia, estd en ensayos clinicos un farmaco llamado

Ataluren. ¢ 26)
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Exon 1-52 Exon 53 Exon 54-79
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Figura 8

El desbloqueo de la lectura del codon stop prematuro da lugar a la produccion
de distrofina.

2.5. Métodos de evaluacion de la funcion muscular en DMD

Para valorar la eficacia del tratamiento con micro-distrofina, se realiza la
Evaluacion Ambulatoria NorthStar (NSAA) antes y después de que se aplique el
tratamiento para observar la mejoria de la funcién motora. ¢:28) El NSAA consiste
en una serie de 17 pruebas, con una puntuacion total de 0 a 34. Cuanto mas alto
el valor, mas préximo se esta a la funcién motora que se espera de un individuo

sano.

Ademas de la NSAA, Solid Biosciences también ha incluido como manera de
medir la mejoria en sus pacientes la prueba de la caminata de 6 minutos, una
prueba en la que el paciente debe caminar todo lo posible durante 6 minutos.
Esta prueba se utiliza en pacientes con insuficiencia cardiaca y/o respiratoria

para medir su mejoria 0 empeoramiento.
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3. Objetivos

El principal objetivo de este trabajo es establecer la viabilidad y eficacia de la
terapia de aumento génico, utilizando la expresion de micro-distrofina en el

musculo como terapia para DMD, mediante la bibliografia disponible.

Como objetivos secundarios, juzgar bajo un punto de vista critico las fuentes
consultadas, familiarizarse con la terminologia especifica relacionada con la
terapia génica, y observar metodologias que puedan contribuir a la eficacia del

tratamiento en un futuro.

4. Metodologia y materiales:

El trabajo consiste en una revision bibliografica, con el propésito de extraer datos
novedosos sobre la terapia génica con micro-distrofina en pacientes de DMD,

asi como la eficacia y seguridad del tratamiento en humanos.

Para esto, se ha buscado en MedLine via PubMed realizando la siguiente
blasqueda: ((“micro-dystrophin”) OR (“microdystrophin”) OR (“pudystrophin”) OR
(“pdys”™)) AND (“muscular dystrophy, Duchenne”[Mesh]).

Ademas de esto, se ha tomado informacién de articulos cientificos y otras
fuentes de informacién como comunicados de prensa, aportados por el tutor

Antonio Martinez Laborda.

También se han incluido articulos presentes en la bibliografia de algunos de los

articulos incluidos en la busqueda.

De los articulos obtenidos en la blusqueda, se excluyeron aquellos cuyo texto
completo no pudo ser accedido por el autor, asi como aquellos que no estaban

relacionados con el uso de micro-distrofina en DMD.
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5. Resultados y discusion:
5. 1. Modelos animales

Gran parte de la investigacion que se ha hecho con micro-distrofina hasta la
fecha se ha llevado a cabo principalmente en modelos animales de distrofia
inducida por knockdown del gen de la distrofina en ratones, o perros con
mutaciones espontaneas, habitualmente la distrofia muscular del golden

retriever. Existen pocos ensayos con humanos hasta la fecha.

Los ensayos con animales han servido para descubrir los efectos que causa la
micro-distrofina en animales con distrofia muscular, demostrar la eficacia de los
tratamientos con micro-distrofina, asi como estudios de tolerancia y de

biomarcadores de la enfermedad.

Tanto en ratones como en perros se ha demostrado que los tratamientos con
micro-distrofina logran alcanzar las fibras musculares de manera eficaz y mejorar

la situacion de los musculos tratados. 9 30

Un dato importante sobre el modelo de raton es que la tolerancia y la eficacia de
los tratamientos es mayor de lo esperado en humanos. En general, manifiestan
menos efectos adversos debidos al tratamiento, y la distrofia muscular les afecta
menos que a los humanos. La menor gravedad de su enfermedad provoca que
el tratamiento sea mas eficaz. Ademas, el aumento de la regulacion de la utrofina
gue ocurre debido a la distrofia muscular compensa en mayor medida los efectos

negativos de su carencia de distrofina.

Por lo tanto, aunque los modelos en ratones han mostrado una gran utilidad en
la investigacion en DMD, no es un modelo muy similar a humanos en términos

de valorar tolerancia y efectividad de los tratamientos con micro-distrofina. ¢%

En contraste, el modelo canino de la enfermedad comparte mayor similitud con
DMD que el modelo en ratones, ya que la severidad de la distrofia muscular de
los golden retriever es mas parecida a la DMD humana, por lo que es un mejor
modelo para utilizar en ensayos pre-clinicos centrados en evaluar la eficacia de

una terapia con micro-distrofina. 2
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En individuos con DMD, a pesar de que sus genes para el complejo de proteinas
asociado a distrofina (DAPC) son funcionales, las proteinas del DAPC no se
expresan en ausencia de distrofina, de manera que la distrofina es necesaria
para que puedan expresarse. En presencia de micro-distrofina, se recupera al
menos parte del DAPC, a excepcion de las proteinas asociadas al dominio C-
terminal (Disbrevina, sintrofinas), que no se incluye en las terapias con micro-
distrofina. 3 Por otro lado, las DAPC tienen una expresiébn menor en
cardiomiocitos. @9 Aungue todas las proteinas del DAPC son importantes, como
se ha expuesto con anterioridad, lo mas importante de la distrofina, y lo que se
pretende principalmente a la hora de disefiar una micro-distrofina, es que actue
como una unién entre las fibras de actina y el sarcémero a través de su dominio

N-terminal, y la matriz extracelular a través de su dominio rico en cisteina.

Respecto a los modelos animales de distrofia en ratones, utilizando como terapia
una micro-distrofina que incluye el dominio C-terminal, se reestablecio la
expresion de las DAPC asociadas al dominio C-terminal, aunque esto no supuso
una mejoria respecto de los otros modelos de micro-distrofina. ¢4 Esto es
razonable, ya que no parece que este grupo de proteinas tenga una funcién
esencial, puesto que el 6xido nitrico tiene un mecanismo compensatorio de

obtencion vy fijacion.

Aungue la micro-distrofina logra la expresion de las DAPC, a diferencia de la
distrofina, no consigue la expresién en cardiomiocitos de las proteinas cavinas
1-4. Las proteinas cavinas, en especial la 1 y la 4, han sido asociadas a
sefalizacion cardioprotectora mediante receptores al para fosforilar proteinas
cinasa. Esta fosforilaciébn ocurre, como protecciéon, cuando el corazén es
sometido a estrés. Con lo cual, la micro-distrofina no logra este tipo de efecto

cardioprotector, cuya carencia esta asociada a cardiomiopatias en DMD. (3%

Este hallazgo deberia tenerse en cuenta en futuras investigaciones, con el
objetivo de hallar una estructura de micro-distrofina que logre la expresion de

cavinas en musculo cardiaco, ya que ésta es la principal causa de muerte en
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pacientes de DMD, ademas de afectar también con frecuencia a los pacientes
de BMD.

Respecto a los modelos caninos de DMD, se ha observado que la administracion
de un tratamiento con micro-distrofina junto a células madre mesenquimales
(MSC) mejora la eficacia del tratamiento, debido a que las MSC producen un
efecto inmunosupresor, que disminuye la respuesta inmune del organismo

provocada por la micro-distrofina. (6 37)

El tratamiento complementario con MSC para inducir inmunosupresion todavia
esta en una fase temprana, pero podria suponer una mejora considerable del
tratamiento con micro-distrofina. No obstante, queda por determinar la seguridad

de este tratamiento.

También se ha descubierto que la miostatina, un factor de crecimiento que limita
el crecimiento del tejido muscular, tiene reducida su regulacion en DMD y en la

distrofia muscular del Golden Retriever.

5.2. Ensayos clinicos en humanos

Hay gque mencionar que, en los ensayos clinicos de fase | en terapia génica, los
voluntarios no son individuos sanos como en el desarrollo de muchos farmacos,
sino que deben ser pacientes de la enfermedad que pretende tratar la terapia
génica. Esto se debe a que no es ético administrar un vector apto para terapia
génica a un individuo sano, ya que desarrollara anticuerpos frente a éste, lo que
reducira sus posibilidades de recibir un tratamiento de terapia génica utilizando

ese vector en el futuro, en el caso de que lo fuese a necesitar.

Estos ensayos, han tenido por ahora como principal objetivo establecer un perfil
de seguridad, con el objetivo secundario de determinar la mejoria de los
pacientes. Los pacientes aptos para estos ensayos son pacientes de DMD que
todavia conservan capacidad ambulatoria, que carecen de alguna lesion ajena
gue pueda afectar a las pruebas, y que no tienen anticuerpos contra el vector.
(28, 38) |_a siguiente informacion es de ensayos que estan terminados o en curso,

de los cuales las respectivas compafias han aportado datos.
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La informacion aportada hasta ahora por Pfizer y Solid Biosciences sobre sus
ensayos proviene de comunicados de prensa, por lo que puede estar sesgada.
Se haincluido de todos modos en esta revision, porque apenas hay estudios con

micro-distrofina en humanos.

A actin binding domains (ABD) ABD2 D SBDDbBD
— DD e S

B  PF-06939926 (Pfizer; ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03362502)

AAV
9
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AAV _—
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SGT-001 (Solid Biosciences IGNITE DMD; ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03368742)
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Figura 9

A. Gen de la distrofina

B. Vectores, promotores musculares y version de micro-distrofina que estan
siendo empleadas en los ensayos clinicos de Pfizer, Sarepta Therapeutics
y Solid Biosciences

5.2.1 Disefio de los transgenes empleados en los ensayos clinicos con humanos

Vectores: AAV9y AAVrh.74 son variantes de AAV que tienen como érgano diana
los musculos. En concreto, AAVrh.74 tiene una mayor afinidad por el musculo

cardiaco, aunque su afinidad por el musculo esquelético es similar a la de AAV9.

Un motivo por el que Sarepta usa AAVrh.74 puede ser que el porcentaje de la
poblacion con distrofias musculares que presenta anticuerpos ante esta variante

es menor que el de otros AAV, al menos seguin su escrutinio. 9

Promotores musculares: La base de los promotores afiadidos al transgén es el
promotor del gen de la creatinquinasa muscular (MCK). Las regiones clave son

un potenciador especifico del musculo (206 pares de bases) y un promotor
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proximal (358 pares de bases). Con estas dos regiones, se crea el promotor CK6,
que dirige una expresion relativamente baja comparado con el promotor del
citomegalovirus, que en efectividad consigue buenos resultados, pero tiene un

tamafo demasiado grande.

MHCK7 es un promotor quimérico, es decir, con ADN de mas de una especie,
del cual se han eliminado ciertas secciones poco conservadas del potenciador
original. A MHCKY se le han afiadido 50 pares de bases altamente conservadas
en varias especies del exén no codificante del gen de MCK, asi como el
potenciador de la cadena pesada de a-miosina de ratdén, que es su cambio mas
importante. Con esto se consigue una expresion del transgén similar a la del

promotor del citomegalovirus.

Por otro lado, CK8 es una version de MHCK7 con 2 copias del potenciador del
gen de MCK, en vez de tener una copia del potenciador del gen de MCK vy el
potenciador de la cadena pesada de a-miosina. Con posterioridad, se vio que
afadir otro potenciador del gen de MCK cuadruplica y triplica la expresion en
musculo esquelético y cardiaco, respectivamente, con lo que se cre6 CK8e, que
contiene 3 copias del potenciador, y tiene deleciones de secciones poco
conservadas del potenciador y el promotor proximal para reducir su tamafo. Este
promotor tiene mayor eficacia que el promotor del citomegalovirus en células

cardiacas in vitro. (49

Regiones del gen de la micro-distrofina: EI dominio N-terminal (ABD1), las
regiones bisagra que conectan la seccién en barra central con la region N-
terminal y con la region rica en cisteina, unas pocas repeticiones de espectrina
y el dominio rico en cisteina son las regiones que tienen en comun los 3 disefios
de micro-distrofina. Esta es la estructura necesaria minima para que la distrofina

esté conectada con la matriz extracelular y el sarcomero (Figura 3).
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5. 2. 2. Solid Biosciences

Los siguientes datos pertenecen al ensayo clinico NCT03368742, que comenzo
en diciembre de 2017 y sigue en curso. Tiene 7 pacientes reclutados hasta la

fecha, de un total de 16 pacientes planeados.

Por parte de los ensayos que ha y esta llevando a cabo Solid Biosciences, se
estd usando un vector AAV9 y se emplea el promotor CK8e. Esta terapia ha
recibido el nombre de SGT-001

Solid Biosciences

Cohorte 1 |Cohorte 2
Edad Entre 5y 1.
Dosis {genomas vectoriales/kg) 5x10°13 2x10~14
M2 Individuos 3

N2 Reacciones adversas severas

Variacion promedia en el NSAA (tras 1 afio) 1 0,3

Variacion promedia de la prueba 37 49|

de caminata de 6 minutos (metros)

Tabla 1. Resumen de los datos cuantificables del ensayo clinico de Solid

Biosciences

El principal objetivo del ensayo es determinar la eficacia y seguridad en un

margen de 12 meses. (50)

El estudio es aleatorizado, sin enmascaramiento (open-label), y dividido en dos
cohortes, una cohorte con 3 pacientes que han recibido una dosis de SGT-001
de 5x10'® genomas vectoriales/kg, y una cohorte con 4 pacientes que han

recibido una dosis de SGT-001 de 2x10* genomas vectoriales/kg. “

Los individuos de la cohorte de la dosis de 2x10* genomas vectoriales/kg
mostraron, en muestras biopsiadas, una distribuciéon amplia de fibras musculares
con micro-distrofina, beta-sarcoglicano y 6xido nitrico en ellas. Los individuos de
esta cohorte también han mostrado una disminucion de sus niveles de
creatinquinasa, lo que indicaria que han disminuido las lesiones musculares de

estos individuos.
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Uno de los pacientes perteneciente a la cohorte que recibié la dosis de 2x10%4
genomas vectoriales/kg sufrié una reaccion adversa severa, consistente en una
infeccion gastrointestinal, la cual se cree que no tenia que ver con el tratamiento,
ademas de una disminucion transitoria en el recuento de plaguetas, que no se

consideré como seria y que si se atribuyé al tratamiento. 2

Otro de estos pacientes, también perteneciente a la cohorte que recibio la dosis
de 2x10'* genomas vectoriales/kg, sufri6 una reaccién adversa severa, que
cursé con un recuento bajo de plaquetas y globulos rojos, dafio renal agudo y

empeoramiento de la funcién cardiopulmonar. 3

Respecto a la NSAA, los pacientes de la cohorte de la dosis de 5x10'2 genomas
vectoriales/kg tuvieron una mejora promedio de 1 punto tras 1 afio, y los
pacientes de la cohorte de la dosis de 2x10%* genomas vectoriales/kg tuvieron
una mejora promedio de 0,3 puntos tras 1 afio, frente al empeoramiento

promedio de 4 puntos tras 1 afio de la cohorte sin tratar.

Respecto a la prueba de la caminata de 6 minutos, los pacientes de la cohorte
de la dosis de 5x10%® genomas vectoriales/kg tuvieron una mejora promedio de
37m recorridos mas, y los pacientes de la cohorte de la dosis de 5x10*2 genomas
vectoriales/kg tuvieron una mejora promedio de 49m recorridos mas, frente al

empeoramiento de 8,5 metros menos de la cohorte sin tratar.
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5.2.3. Pfizer

Los siguientes datos pertenecen al ensayo clinico NCT03362502, que comenzo6
en diciembre de 2017.

Por parte de los ensayos que ha y esta llevando a cabo Pfizer, se esta usando
un vector AAV9 y un promotor de expresion en el musculo del que no han dado

informacion. Esta terapia ha recibido el nombre de PF-06939926

Pfizer

Cohorte 1 |Cohorte 2
Edad Entre 6y 12 afios
Dosis (genomas vectoriales/kg) 1014 3x10°14
M2 Individuos 3
M2 Reacciones adversas severas
Variacidn promedia en el NSAA (tras 1 afio) 3.5 3.5
Concentracion de distrofina relativa respecto a la 24% 51%

media en individuos sanos pediatricos

Distribucidn de la expresidn de micro-distrofina
respecto del total de las fibras musculares 28,50% 43,40%
(tras 2 meses)

Distribucidn de la expresidn de micro-distrofina
respecto del total de las fibras musculares 21,20% 50,60%
(tras 12 meses)

Tabla 2. Resumen de los datos cuantificables del ensayo clinico de Pfizer

El principal objetivo del ensayo es determinar a qué dosis deja de ser seguro o
tolerable el tratamiento en un margen de un afio. Como objetivos secundarios,
estan la distribucién y expresion de micro-distrofina tras 2 y 12 meses; la
incidencia, gravedad y causalidad de los efectos adversos ocurridos en un
margen de 5 afos, y la incidencia y gravedad de los cambios clinicos relevantes
en el peso, las constantes vitales, el electrocardiograma, las tendencias suicidas
e irregularidades halladas en laboratorio, en un margen de 5 afios.
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En su ensayo de fase 1b para determinar la seguridad de dos dosis diferentes,
participaron 9 varones con capacidad ambulatoria de edades entre 6 y 12 afos,
3 de ellos recibieron una dosis de 10** genomas vectoriales por kilogramo, y
otros 6 recibieron una dosis de 3x10'* genomas vectoriales/kg.

Hubo 3 individuos, todos ellos pertenecientes a la cohorte que recibio la dosis de
3x10%* genomas vectoriales/kg, que sufrieron reacciones adversas severas
(SAR). Una de las SAR fue deshidratacién por vémitos persistentes, y dos de las
SAR fueron debidas a activacion de la cascada del complemento que requirieron
tratamiento con eculizumab, un anticuerpo monoclonal que detiene la cascada
del complemento. De los dos pacientes que sufrieron la activacion de la cascada
del complemento, uno de los pacientes tuvo lesiones renales con sindrome
urémico hemolitico atipico, que requiri6 didlisis, y el otro paciente tuvo
trombocitopenia y sindrome urémico hemolitico atipico, que requirié transfusion

de plaquetas.

El sindrome urémico hemolitico atipico es una anemia hemolitica que afecta al
riion. Se trata de una enfermedad con una incidencia de 2 casos por millén de
habitantes, y se asocia a diversas mutaciones que causan la desregulacién de

la via alternativa del complemento. ¢4

Este estudio analizé la concentracion de distrofina mediante cromatografia de
liguidos acoplada a espectrometria de masas, comparada con un valor promedio
de 60 muestras pediatricas de individuos sanos, ademas de medir en qué
porcentaje de los musculos se detectaba micro-distrofina mediante una técnica

de inmunofluorescencia no especificada.

De los voluntarios tratados con la dosis de 10 genomas vectoriales/kg, se
obtuvo un 24% de concentracion relativa de distrofina respecto al valor promedio
de los individuos sanos, una distribucion en el 28,5% de las fibras musculares a

los 2 meses, y 21,2% a los 12 meses.

De los voluntarios tratados con la dosis de 3x10'* genomas vectoriales/kg, se
obtuvo un 51% de concentracion relativa de distrofina respecto al valor promedio

de los individuos sanos, una distribucion en el 48,4% de las fibras a los 2 meses,
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y 50,6% a los 12 meses de los 3 pacientes de este grupo a los que se pudo

analizar.

El NSAA de los 6 voluntarios que se pudieron estudiar tras 1 afio de la
administracion del tratamiento, 3 de la cohorte de 3x10'* genomas vectoriales/kg
y 3 de la cohorte de 104 genomas vectoriales/kg, mejoraron un promedio de 3,5
puntos en NSAA

También se observd una reduccion en la fraccion grasa de los muslos en los
individuos de la cohorte de la dosis de 3x10'* genomas vectoriales/kg, pero no

en la cohorte de la dosis de 10 genomas vectoriales/kg. ¢

Pfizer esta llevando a cabo actualmente un ensayo de fase Ill llamado CIFFREO
que busca tener un total de 99 participantes. Uno de los participantes fallecié en
diciembre de 2021, lo que supuso una interrupcién del ensayo, aunque
aparentemente se debié a que el paciente ya tenia una funcion cardiaca muy

deteriorada. El estudio planea continuar en junio de 2022. (46)

5.2.4. Sarepta Therapeutics

Por parte de los ensayos que ha llevado a cabo Sarepta, se esta utilizando un
vector rAAVrh74.MHCK7 (un vector AAVrh.74 recombinante con el promotor
MHCK?7), al que ha nombrado SRP-9001. Los siguientes datos pertenecen al
ensayo clinico NCT03769116 iniciado en noviembre de 2017.
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Sarepta Therapeutics

Cohorte 1
Edad Entre 4y 7 afios, 4.8 afios de media
Dosis (genomas vectoriales/kg) 2x10414
M2 Individuos 4
M2 reacciones adversas menores 33
M2 reacciones adversas moderadas 20
M2 Reacciones adversas severas o
M2 reacciones adversas consideradas 13
relacionadas con el tratamiento
Variacion promedia en el NSAA (tras 1 afio) 5,5
Reduccidn promedio de coldgeno en el tejido 26,70%
muscular respecto del valor basal
Concentracion relativa media de creatinguinasa 67,27%
respecto a valor basal [tras 1 afio)
Distribucion media de la expresion de
micro-distrofina respecto del total de las 81,50%
fibras musculares (tras 12 semanas) (general)
Distribucion media de la expresion de
micro-distrofina respecto del total de las 96%
fibras musculares (tras 12 semanas) (sarcolema)

El principal objetivo del ensayo es evaluar los efectos adversos ocurridos a los
pacientes en un margen de 5 afos. Los objetivos secundarios son determinar la

capacidad motoray los niveles de expresion de micro-distrofina tras 12 semanas.

El ensayo clinico es un ensayo sin enmascarar ni aleatorizar, fase 1/2a, con 4
pacientes ambulatorios de DMD sin presencia de anticuerpos para AAVrh.74,
medicados con una dosis estable de corticoides por lo menos 12 semanas antes

de iniciar el estudio.

Un dia antes de iniciar el tratamiento de terapia génica, se administré a los 4
pacientes un tratamiento inmunosupresor con prednisona intravenosa a dosis de

1 mg/kg que se mantuvo durante un mes.

A los 4 pacientes se les administré una dosis de 2x10'4 genomas vectoriales/kg

por via intravenosa.
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Respecto a los efectos adversos, ocurrieron 33 efectos adversos menores y 20
moderados, ninguno severo. De estos 53 efectos adversos totales, se considerd

que 18 de ellos tenian relacion con el tratamiento.

De los 18, 9 fueron vomitos. 3 de los pacientes tuvieron valores elevados

transitorios de y-glutamil transferasa que se resolvié con corticoides.

Los estudios histolégicos demostraron que el tratamiento no supuso alteraciones
dafiinas en la morfologia de los musculos, no hallandose alteraciones dafinas

del musculo cardiaco en las resonancias magnéticas.

Se determiné la transferencia del transgén por PCR cuantitativa,
inmunofluorescencia y Western blot. La expresion tras 12 semanas se determind
mediante inmunofluorescencia de biopsias del muasculo gastrocnemio
(coloquialmente, gemelo), observandose un promedio de 81,2% de fibras con
micro-distrofina, con un promedio del 96% de los sarcolemas con micro-

distrofina.

Los pacientes mejoraron un promedio de 5,5 puntos en el NSAA, se redujo en
un promedio de 26,70% la presencia de colageno en el musculo, y el valor de

creatinquinasa se redujo un promedio de 67,27%. 28

Respecto de los ensayos en humanos, dadas las reacciones adversas severas
qgue han ocurrido en el estudio de Pfizer y en el estudio de Solid Biosciences, es
probable que sus tratamientos tengan una probabilidad relativamente alta de
inducir sindrome urémico hemolitico atipico (frente a los 2 casos cada millon de
habitantes), debido a la activacion de la cascada del complemento y al hecho de
que los individuos afectados probablemente debian tener mutaciones que han
conducido a ello. De esto, los investigadores deducen que, dentro de las medidas
de seguridad que se toman en los ensayos con micro-distrofina, deberia
comprobarse si los voluntarios tienen alguna de estas mutaciones que derivan

en sindrome urémico hemolitico agudo antes de administrarle el tratamiento.

Respecto a la eficacia del tratamiento, en todos los casos se ha producido una

mejora respecto de individuos de DMD sin tratar con micro-distrofina.
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Un problema que hay a la hora de juzgar los ensayos es el numero reducido de
individuos que participan en éstos. Los promedios en los resultados, asi como el
porcentaje de individuos afectados por efectos adversos y la distribucién en el
tipo de efectos adversos, dado el volumen de datos, es probable que no sean

representativos de la realidad de cada tratamiento.

Otro problema presente en estos ensayos es la falta de enmascaramiento, que
puede haber inducido sesgos en el tratamiento.

Es probable que exista un sesgo de publicacion, asi como erratas, en el caso de
Pfizer y Solid Biosciences, dado que no han publicado un articulo que se haya
sometido a revision por pares ni el escrutinio necesario para publicar en una

revista cientifica.

En este mismo sentido, el estudio de Sarepta Therapeutics, que si se ha
sometido a revision por pares y el escrutinio de una revista, tiene mayor fiabilidad
a la hora de tener en cuenta los datos publicados, aunque también tiene el

estudio con el menor nimero de individuos tratados.

Respecto de la metodologia para introducir el transgén en el individuo, un AAV
recombinante introduce el ADN en el ndcleo de las células en forma de
concatémero, pero no se integra en el genoma y se ird diluyendo segun las
células realicen mitosis. Esto implica que la micro-distrofina mejorara
temporalmente la funcion muscular de los individuos, pero gradualmente dejaran
de expresarla, aunque los actuales estudios y modelos no nos permiten saber

cuanto durara la expresion del transgén. ¥

Otro problema que presenta la micro-distrofina es que los pacientes presentaran
reaccion inmune a ésta. Los individuos tratados con este tipo de terapia génica
necesitan tomar inmunosupresores semanas antes y después de recibir el
tratamiento, y hay que tomar especial precaucion y profilaxis frente a
enfermedades como el resfriado comun, el COVID-19 y la gripe, ya que sus
capacidades respiratorias son reducidas de base.
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6. Conclusiones

La terapia génica es un enfoque prometedor para enfermedades hereditarias
debidas a mutaciones en un gen concreto, como la DMD, las cuales no se

pueden tratar adecuadamente por medios convencionales.

DMD, aun siendo una enfermedad monogénica, dado el gran tamafo del gen
implicado, presenta una serie de desafios y limitaciones para los diferentes

enfoques de terapia génica aptos para ser usados como tratamiento.

Se estan llevando a cabo terapias exitosas con micro-distrofina que han

resultado en mejoras en la capacidad motora de los individuos tratados.

La terapia génica con micro-distrofina, aunque todavia esté en fase de desarrollo,
supone la estrategia mas eficaz actualmente disponible para tratar a los
individuos que padecen DMD, independientemente del tipo de mutacion que

tengan.
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