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RESUMEN

La distrofia muscular de Duchenne es un trastorno genético grave y degenerativo que se
diagnostica durante la infancia y provoca debilidad muscular progresiva, ademas de
complicaciones respiratorias y cardiacas. Este desgaste del musculo es debido a la falta de
distrofina e impide a los nifios afectados llevar una vida normal conllevando a una muerte
prematura. Esta enfermedad no tiene cura, por lo que para mejorar la calidad de vida de los
pacientes y alargar su esperanza de vida se busca la produccion de distrofina mediante
distintas estrategias de terapia génica. El objetivo de este trabajo es la documentacion y
comparacion de los distintos métodos de terapia génica comprobando su efectividad y que no
conlleven efectos secundarios, para ello, se ha llevado a cabo una busqueda bibliogréfica en
bases de datos cientificas. EI campo de la terapia génica para la distrofia muscular de
Duchenne ha avanzado mucho durante los altimos afios, estando actualmente aprobados dos
farmacos, eteplirsen y ataluren. Ademas, se estan llevando a cabo ensayos clinicos con otros
compuestos que en un futuro podrian ser eficaces para la produccion de distrofina. Sin
embargo, no todos los ensayos clinicos tienen efectos terapéuticos para el paciente, por lo que
se concluye que aun hace falta mucha investigacion para dar con farmacos eficaces que
puedan combatir la distrofia muscular de Duchenne.

Palabras clave: CRISPR/Cas9, Distrofia muscular de Duchenne, distrofina, oligonucleétidos
antisentido, salto de exon, terapia génica.

ABSTRACT

Duchenne muscular dystrophy is a severe and degenerative genetic disorder diagnosed during
childhood that causes progressive muscle weakness, in addition to respiratory and cardiac
complications. This muscle damage is due to a lack of dystrophin and prevents affected
children from leading normal lives resulting in a premature death. This disease has no cure, so
to improve the quality of life of patients and extend their life expectancy we look for a
dystrophin production through different gene therapy strategies. The aim of this study is the
documentation and comparison of the different methods of gene therapy checking the
effectiveness and that do not involve side effects, for this a bibliographic search was
conducted in scientific databases. The field of gene therapy for Duchenne muscular dystrophy
has advanced significantly in recent years with two drugs currently approved, eteplirsen y
ataluren. In addition, clinical trials are being carried out with other compounds that could be
effective for the expression of dystrophin in the future. However, not all clinical trials have
therapeutic effects for the patient, so it is concluded that much research is still needed to find
effective drugs that can fight Duchenne muscular dystrophy.

Keywords: antisense oligonucleotides, CRISPR/Cas9, Duchenne muscular dystrophy,
dystrophin, exon skipping, gene therapy.



1. Introduccién

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad genética progresiva causada
por mutaciones en el gen de la distrofina, las cuales provocan una ausencia de distrofina
funcional. La distrofina es una proteina estructural del sarcolema que conecta el citoesqueleto
de las fibras musculares a la matriz extracelular; por tanto, actia como un importante
estabilizador de las fibras musculares y las protege del dafio durante la contraccion (Breitbart
y Murry, 2016; Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). El peso molecular de la distrofina es de 427
kDa (Shieh, 2018) y se compone de 3685 aminoacidos (Hotta, 2015).

La distrofina se ensambla con otras proteinas y forma el complejo de proteinas asociadas a la
distrofina (DAPC), compuesto por tres subcomplejos (Cirak et al., 2012): el primer
subcomplejo estd formado por los sarcoglicanos (a, B, v y 9), el segundo lo conforman la
sintrofina, nNOS y la distrobrevina, y el ultimo subcomplejo comprende el B-distroglicano y

el a—distroglicano (Figura 1).

Ademas de su funcion estructural, la distrofina tiene un importante papel de sefializacion ya
que esta involucrada en la localizacion de la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS), enzima
que interactia con la distrofina y la sintrofina, y también regula el flujo sanguineo en el

musculo esquelético segln sus necesidades metabdlicas (Cirak et al., 2012).
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Figura 1. Organizacion del complejo de proteinas asociadas a la distrofina (DAPC) en la fibra muscular (Cirak et
al., 2012).



La proteina esta formada por cuatro dominios funcionales (Nelson et al., 2009; Cirak et al.,
2012; Camacho Salas, 2014), como se puede apreciar en la figura 2: el amino-terminal, el
dominio en bastdn, el dominio rico en cisteina y el carboxilo-terminal. EI dominio amino-
terminal se encarga de la unioén a la actina, mientras que el carboxilo terminal se une a la
sintrofina y distrobrevina (Le Rumeur, 2015), dos proteinas citoplasmaéticas implicadas en la
sefializacion celular. En posicién central, el dominio en baston, consistente en repeticiones de
espectrina que forman triples hélices (Hotta, 2015). EI dominio rico en cisteina contiene los
sitios de anclaje al B-distroglicano y consiste en dominios WW, mano EF y ZZ (Le Rumeur,
2015); todos ellos requeridos para la union del B-distroglicano (Cirak et al., 2012).
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Figura 2. Estructura de la proteina distrofina (Hotta, 2015).

El gen de la distrofina, gen DMD (Figura 3), se encuentra en Xp21.2 (Gonzélez-Huerta et al.,
2004), es el gen més grande encontrado en humanos (Falzarano et al., 2015; Le Rumeur,
2015; Kole y Krieg, 2015) con un tamafio de 2,2 Mb (Ramos et al., 2019), formado por 79
exones y 78 intrones (Hotta, 2015).
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Figura 3. Estructura del gen de la distrofina (Hotta, 2015).



Debido a su gran tamafio y al complejo proceso para producir la distrofina es propenso a la
aparicion de mutaciones (Shieh, 2018). Las mutaciones pueden ser debidas a una duplicacion
(10%) o a mutaciones puntuales, pero la mayoria de las mutaciones en el gen de la distrofina
son deleciones intragénicas (65-70%) en uno 0 mé&s exones y principalmente agrupadas en 2
puntos calientes: entre los exones 45 y 55, y entre los exones 2 y 19 (Breitbart y Murry,
2016). Estas mutaciones pueden provocar o no una interrupcién del marco de lectura del gen
(Breitbart y Murry, 2016). Si no se interrumpe el marco de lectura, la proteina que se produce
sera mas pequefia o parcialmente funcional, pero se producira, esto da lugar a otro tipo de
distrofia muscular mas leve, la distrofia muscular de Becker (BMD) (Cirak et al., 2011).

Algunos de los exones del gen DMD tienen los codones divididos entre dos exones
adyacentes (Figura 4), es decir, uno o dos nucleétidos del coddn terminal se encuentran en un
exon y el tercer nucledtido del triplete se encuentra en el exon contiguo (Kole y Krieg, 2015).
Esto acarrea graves consecuencias a la hora de la traduccion de la distrofina, ya que si se
produce una delecion y el marco de lectura se interrumpe porque parte de un coddn
permanece en el exdn adyacente al eliminado, el mMRNA codifica para una proteina no

funcional (Breitbart y Murry, 2016) la cual serd degradada por el proteasoma celular.
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Figura 4. Disposicion de los codones del mRNA de la distrofina: los rectangulos representan codones completos,
mientras que los trapezoides tienen los codones divididos entre dos exones adyacentes (Duchenne Parent Project
Espafia, 2021).



El gen DMD cuenta con distintos promotores que dan lugar a diferentes isoformas de
distrofina (Le Rumeur, 2015; Chamberlain y Chamberlain, 2017), expresadas tanto en tejidos
musculares como no musculares. Estas isoformas, representadas en la figura 5, incluyen las
variantes de la distrofina candnica Dp427, con promotor aguas arriba del exdn 1, que se
expresa en linfocitos, cerebro y musculo. Las isoformas son Dp260, con promotor aguas
arriba del exon 30 y con expresion en la retina; Dp140 que se expresa en el cerebro y en el
rifidn y su promotor se localiza aguas arriba del exon 45; Dpl116 expresada en las células de
Schwann, con promotor aguas arriba del exon 56; y Dp71, cuyo promotor se encuentra aguas
arriba del exdn 63, con expresion ubicua (Shieh, 2018). El lugar donde se encuentre la

mutacion dentro del gen DMD determinara el perfil fenotipico del paciente (Shieh, 2018).
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Figura 5. Las diferentes isoformas de la distrofina con sus distintos promotores (Shieh, 2018).

2. Objetivos

El principal objetivo de este trabajo es recopilar informacion sobre las diferentes alternativas
de terapia génica para combatir la distrofia muscular de Duchenne, analizando las diferentes

ventajas e inconvenientes de cada uno de los métodos.

Objetivos mas especificos son la identificacion de los estudios mas recientes realizados sobre
cada una de las estrategias de terapia genica y la comparacion de los distintos métodos entre si

eligiendo el mas adecuado para cada tipo de paciente.
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. Metodologia

Para la realizacion de este trabajo se ha procedido a una blsqueda bibliogréfica consultando
bases de datos cientificas como PubMed, Google Académico, SciELO o Dialnet. Ademas, he
accedido a la pagina web de la asociacién Duchenne Parent Project Espafia y a la web de
National Institutes of Health (NIH).

Para la busqueda de estos articulos se han empleado palabras clave tanto en espafiol como en

inglés. Algunas de estas palabras clave son “Duchenne muscular dystrophy/Distrofia

2 13 2 13

muscular de Duchenne”, “dystrophin”, “gene therapy/terapia génica”, “microdystrophins”,

2% ¢

“exon skipping/salto de ex6n”, “antisense oligonucleotides”, “eteplirsen”, “CRISPR/Cas9” o

“ataluren”.

El principal criterio de seleccién para los articulos ha sido la fecha de publicacion, escogiendo
aquellos de los afios mas recientes; aunque algunos articulos con una antigtiedad mayor se han
seleccionado debido a que tenian contenido de interés o bien para completar la informacion
recopilada. Ademas, solo se han seleccionado articulos escritos en inglés o en espafiol dando
preferencia a los articulos en inglés ya que este es el idioma empleado en la divulgacion

cientifica.

4. Sintomatologia de la distrofia muscular de Duchenne

Este trastorno neuromuscular se caracteriza por un desgaste muscular progresivo (Falzarano et
al., 2015; Breitbart y Murry, 2016; Nascimento Osorio et al., 2017) que provoca inflamacion
e inhibicion de la regeneracién de fibras. Al no haber distrofina se produce dafio en el
sarcolema acompafiado de una alteracion de la homeostasis del calcio (Cirak et al., 2012;
Camacho Salas, 2014). Esto provoca la sustitucion de las fibras musculares por tejido
fibrético y adiposo (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019), ya que la fibra muscular se necrosa y no
es posible su regeneracién. Estos cambios pueden ser observados en una biopsia muscular del
paciente (Shieh, 2018). Otro indicador de la DMD es la hiperCKemia (Camacho Salas, 2014),
es decir, unos altos niveles en suero de la enzima creatinquinasa, encargada de la fosforilacion

de la creatina en la contraccién muscular.
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Las manifestaciones de la enfermedad se dan a nivel del musculo esquelético, a nivel del

musculo cardiaco y a nivel cerebral (Camacho Salas, 2014). Por lo que, ademas de la
debilidad muscular progresiva, el paciente afectado por DMD tendra problemas respiratorios,
cardiacos (Nascimento Osorio et al., 2017) y algunos sufriran deficiencias cognitivas (Wang
et al., 2017). Una de las manifestaciones mas claras para reconocer la enfermedad es la
maniobra de Gowers, en la que el nifio necesita usar las manos para levantarse del suelo
(Nascimento Osorio et al., 2017; Shieh, 2018). Ademas, se puede apreciar un agrandamiento
de los musculos de las pantorrillas (Ramos Yéanez et al., 2017; Duchenne Parent Project
Espafia, 2021), y también es comun la escoliosis.

La DMD es una enfermedad recesiva ligada al cromosoma X que afecta a ~1 de cada 5000
varones recién nacidos (Bengtsson et al., 2016; Wang et al., 2017; Shieh, 2018; Verhaart y
Aartsma-Rus, 2019; Duchenne Parent Project Espafia, 2021). Los primeros sintomas aparecen
a los 2-3 afos (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019) y se caracterizan por caidas frecuentes o un
retraso al caminar (Camacho Salas, 2014). La pérdida gradual de tejido muscular conlleva a la
dependencia de silla de ruedas a los 12 afios, a la necesidad de ventilacion asistida a los 20 y a
la muerte prematura, normalmente a los 30-40 (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). La causa de

mortalidad principal es debida a complicaciones respiratorias.

La BMD, distrofia muscular de Becker, es otro tipo de distrofia muscular mas leve que la
DMD causada por mutaciones en el mismo gen de la distrofina. En la BMD el paciente sufre
una pérdida parcial de la distrofina (Chamberlain y Chamberlain, 2017), manteniendo una
proteina mas corta o con unos niveles de expresién menores que en condiciones normales; en
la DMD se da una pérdida completa de la distrofina funcional. Esto es debido a que la
mutacion en la DMD rompe el marco de lectura, mientras que en la BMD se mantiene (Cirak
et al., 2012) produciendo una distrofina con deleciones internas pero funcional (Aartsma-Rus
et al., 2007). Los pacientes con DMD son diagnosticados a una edad temprana con una rapida
y progresiva pérdida de distrofina que conlleva a una muerte prematura. Por otra parte, los
pacientes con BMD son diagnosticados a una edad mas avanzada, manteniendo durante mas
tiempo la ambulacion y con una esperanza de vida mas o menos normal (Aartsma-Rus et al.,
2007). La BMD tiene una incidencia menor que la DMD, aproximadamente afecta a 1 de cada

100.000 pacientes (Duchenne Parent Project Espafia, 2021).
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Actualmente no hay cura para la DMD (Breitbart y Murry, 2016; Echevarria et al., 2018), las

mejoras en los cuidados de los pacientes ralentizan la progresion de la enfermedad y alargan
la esperanza de vida. Los cuidados estandar incluyen una ventilacion no invasiva y ayuda para
la tos, manejo nutricional con alimentacion por sondas gastrointestinales y tratamiento de
cardiomiopatias (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). Ademas, es importante la administracion de
corticoesteroides (Falzarano et al., 2015; Nascimento Osorio et al., 2017; Shieh, 2018) que
ayudan en el tratamiento de la enfermedad; sin embargo, tienen efectos adversos como
aumento de peso, osteoporosis, cataratas o intolerancia a la glucosa (Mendell y Rodino-
Klapac, 2016).

Es necesaria mucha mas investigacion para el desarrollo de terapias efectivas. Se puede
restaurar la expresion parcial de la distrofina funcional mediante terapias como la adicion de
genes, salto de exdn o las terapias de edicion de genomas. También se puede enfocar desde el
punto de vista de las rutas metabdlicas involucradas en la patogénesis de la DMD (Verhaart y
Aartsma-Rus, 2019).

5. Terapia génica

Se denomina terapia génica a todos aquellos métodos que se basan en la transferencia o
modificacion del material genético de un individuo con el objetivo de combatir una
enfermedad, devolviendo a la célula su correcto funcionamiento. La transferencia de genes en
terapia génica se puede realizar de 2 maneras, ex vivo 0 in vivo. La transferencia de genes ex
vivo es aquella empleada en células o tejidos en cultivo in vitro, que crecen y proliferan en
este medio para después ser inyectadas al paciente. Por otro lado, nos referimos a
transferencia in vivo cuando insertamos el material genético directamente sobre la célula o

tejido objetivo.

Hay varias estrategias de terapia génica (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019), abarcando estas la
adicion de genes, el salto de exon, la edicion de genomas, la lectura forzada del codén de

parada o la terapia con células madre, entre otras.
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5.1. Adicion de genes

Esta terapia persigue el objetivo de lograr microdistrofinas, que son distrofinas mucho mas
pequefias que las que se han visto de manera natural en los pacientes con BMD (Verhaart y
Aartsma-Rus, 2019). Esto se consigue introduciendo en la célula un gen codificante para
microdistrofinas que, a pesar de tener deleciones internas, pueden ser parcialmente

funcionales.

Estas microdistrofinas solo deben contar con dos dominios clave: uno de union a actina en el
extremo amino y otro de union al B-distroglicano (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). La
proteina actina forma parte del citoesqueleto celular que mantiene la forma de la célula y tiene
un importante papel en el movimiento, ya que unida a la miosina provoca la contraccion
muscular. EI p-distroglicano es una proteina encargada de la union entre la laminina de la
matriz extracelular y la distrofina del citoesqueleto. El resto de dominios parecen no ser

importantes para preservar la funcionalidad de la proteina.

Uno de los primeros estudios realizados en la terapia de insercion de genes revela que un
paciente con una delecidén de los exones 17 a 48 manifestaba un fenotipo distrofico leve
(Shieh, 2018), manteniendo la fase ambulatoria incluso a los 61 afios. Esto demuestra que, a
pesar de que mas del 46% de la proteina se encuentre ausente, los fenotipos leves son
posibles.

El gen codificante para microdistrofinas se introduce mediante un vector viral, concretamente
un virus adenoasociado (AAV), ya que es de los pocos que puede infectar el musculo
eficientemente (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). Sin embargo, AAV cuenta con algunos
inconvenientes, es muy pequefio y tiene limitada capacidad transgénica a 4,5 kb (Mendell y
Rodino-Klapac, 2016; Ramos et al., 2019), mientras que el gen DMD es mucho mayor, de
unas 2,2 Mb (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). Por ello, se emplean microdistrofinas o
minidistrofinas para este AAV, porque el gen de la distrofina es demasiado grande para que
pueda insertarlo (Hotta, 2015; Shieh, 2018).

Los vectores AAV inducen la traduccion del gen de la microdistrofina o minidistrofina en el
musculo. Los mas empleados son AAV8 y AAV9Y, los cuales se diferencian por las proteinas

de su capside viral, ya que tienen una alta eficiencia en las células in vivo y pueden aliviar los
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sintomas de la DMD (Wang et al., 2017). Se comprob6 que AAV8 es muy eficiente a la hora

de traspasar la barrera que suponen los capilares sanguineos (Wang et al., 2017).

Se vio que la distribucion de los diversos vectores era distinta entre unos y otros (Sierra
Delgado et al., 2019), por ejemplo, AAV4 alcanzaba su maxima distribucion en pulmones,
rifdn y corazdn, mientras que los niveles de AAV7 y AAV9 eran comparables en el higado
(Wang et al., 2017).

Actualmente, hay tres programas de micro/minidistrofinas en desarrollo (Figura 6), y todos
ellos utilizan un promotor especifico del musculo que impulsa la expresion de estas
micro/minidistrofinas. Estos tres programas estan siendo llevados a cabo por Sarepta, que usa
una capsida AAVrh74 con un promotor MHCK?7 (Salva et al., 2007); por SGT-001, la cual
emplea una cépsida AAV9 con un promotor CK8 que impulsa a la expresion de
microdistrofinas; y, por ultimo por Pfizer, PF-06939936 que también emplea una cépsida

AAV9 con un promotor especifico del masculo (Shieh, 2018).

AAVrh74 (s E-  Nationwide/Sarepta

a

" Ao - EENOSSEDIEN- SGT-001

TV - DI PF06939926

Figura 6. Las 3 micro/minidistrofinas en desarrollo (Shieh, 2018).

Uno de los mayores problemas de la adicion de genes es la inmunidad frente al vector AAV
manifestada por algunos pacientes (Falzarano et al., 2015; Mendell y Rodino-Klapac, 2016).
Para prevenir la respuesta inmune los pacientes reciben corticoesteroides, los cuales también
mejoran la fuerza muscular (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). Otra alternativa sugerida para
evitar esta respuesta es la plasmaféresis, donde se extrae todo el plasma de la sangre del
paciente devolviéndole las células sanguineas al sistema circulatorio, para suprimir asi el

sistema inmunitario de este (Shieh, 2018).
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Aunque este tipo de terapia con micro/minidistrofinas funcione y ralentice la progresion de la

enfermedad, la fabricacion de los vectores virales a la escala necesitada para el tratamiento de
los pacientes con DMD es muy costosa, ademas de que requiere tiempo por ser muy alta la
dosis de vector requerida (Wang et al., 2017); aproximadamente 1-2 meses para producir el
suficiente vector viral con el que tratar a un anico paciente (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019).

En resumen, esta técnica puede ser efectiva para aumentar las microdistrofinas expresadas en
el musculo y mejorar la calidad de vida de los pacientes, pero aun queda mucho camino para

alcanzar una alta efectividad y resolver los retos que este tratamiento plantea.
5.2. Salto de exon

Este método es el mas empleado (Echigoya et al., 2015; Echevarria et al., 2018), ya que la
mayor parte de los pacientes tienen una interrupcion en el marco de lectura del gen DMD, que
es lo que produce la proteina disfuncional y lo que provoca la enfermedad. Con el salto de
exon se busca corregir el marco de lectura y producir una distrofina como en la BMD
(Aartsma-Rus y van Ommen, 2009; Heemskerk et al., 2009). Esto se consigue escondiendo
uno o varios exones a la maquinaria de splicing de RNA (Aartsma-Rus et al., 2010; Kole y
Krieg, 2015), por lo que si se saltan esos exones que provocan la interrupcion del marco de
lectura, se podra continuar con la traduccion del resto de exones de manera normal
produciendo una proteina mas corta pero parcialmente funcional (Shieh, 2018; Verhaart y
Aartsma-Rus, 2019).

En el salto de exon juegan un importante papel los oligonucleétidos antisentido (Shieh, 2018;
Duchenne Parent Project Espafia, 2021), que son analogos modificados del DNA o RNA
(Aartsma-Rus y van Ommen, 2009) que hibridan con una secuencia especifica del exén que
nos interesa en el pre-mRNA (Falzarano et al., 2015) y evitan su traduccién, lo cual provoca
el salto de exdn y la restauracion del marco de lectura (Kole y Krieg, 2015; Verhaart y
Aartsma-Rus, 2019).

Cada mutacion necesita un método especifico de salto de exén, pero la mayor parte de
pacientes contienen las deleciones en los exones 45-55 (Echigoya et al., 2015), por lo que
estos exones en particular conforman un punto caliente y afectan a muchos pacientes

(Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). Las deleciones més frecuentes que causan DMD se dan en el

10
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exon 50 o en los exones 49-50, 48-50, 47-50, 45-50. Todas ellas interrumpen el marco de

lectura e impiden una produccién de distrofina funcional, ya que el marco de lectura abierto

se encuentra entre 2 exones.

Por ello, el salto del exén 51 lo podemos aplicar al 13% de los pacientes afectados con DMD
(Aartsma-Rus et al., 2010; Wang et al., 2017; Shieh, 2018; Verhaart y Aartsma-Rus, 2019)

restaurando asi el marco de lectura.

La figura 7 representa el salto de exon 51: los rectangulos hacen referencia a los exones que
contienen todos los codones en un solo exon, mientras que los trapezoides representan los
exones en el que los codones se encuentran entre 2 exones adyacentes. ElI exdn 51 esta
sefialado en rojo; la primera linea representa los exones en un paciente con BMD con una
delecion de los exones 48-49, que como vemos no interrumpe el marco de lectura,
produciendo una distrofina funcional. En la segunda linea se representa un mRNA de un
paciente DMD con una delecion de los exones 48-50, la cual si interrumpe el marco de lectura
ya que el exdn 50 comparte codon con el exdn 51; esto impide la expresion de la distrofina.
En la tercera linea hemos saltado el exon 51 gracias a los oligonucle6tidos antisentido que se
unen a él (linea negra) y generan un mRNA con una delecion 48-51, lo que restaura el marco
de lectura y da como resultado una distrofina funcional a pesar de contener deleciones

internas (Kole y Krieg, 2015).

N S|

Figura 7. Disposicion de los exones en el mRNA de la distrofina con el salto de exon 51 gracias a los
oligonucledtidos antisentido (Kole y Krieg, 2015).
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Se han desarrollado dos oligonucledtidos antisentido diferentes para el salto de exon 51:

eteplirsen y drisapersen (Figura 8) (Kole y Krieg, 2015; Shieh, 2018; Verhaart y Aartsma-
Rus, 2019).

Drisapersen es un 2"-O-metilfosforotioato (2"OMePS) con el que se han realizado estudios en
nifios de aproximadamente 7 afios (Kole y Krieg, 2015). El tratamiento con drisapersen en
individuos en estadios tempranos de la enfermedad (6-8 afios) demostrd que estos mejoraron
en el 6-minute walk test (6MWT) frente al grupo placebo. Sin embargo, al hacer otro ensayo
con pacientes entre 5-16 afios, es decir, en fases tempranas y tardias de la enfermedad
(Verhaart y Aartsma-Rus, 2019), los resultados en el 6MWT fueron similares entre el grupo

de tratamiento con drisapersen y el grupo placebo.

En todos los pacientes tratados con drisapersen se observaron reacciones en el sitio de
inyeccion, proteinuria, inflamacién de rifion y sintomas parecidos a la gripe (Kole y Krieg,
2015; Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). Ademas de eso, en algunos pacientes se asocié con
trombocitopenia (Echevarria et al., 2018). Todas estas respuestas se asocian al fosforotioato
que suele causar efectos inflamatorios (Kole y Krieg, 2015); por ello, este compuesto no fue
aprobado ni por la FDA (Food and Drug Administration) ni por la EMA (European Medicines
Agency) (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). El desarrollo de drisapersen no ha seguido adelante
(Shieh, 2018; Verhaart y Aartsma-Rus, 2019).

Eteplirsen o Exondys 51 es un fosforodiamidato morfolino oligémero (PMO) empleado para
tratar pacientes de manera continua durante 3 afios (Kole y Krieg, 2015; Verhaart y Aartsma-
Rus, 2019). Este estudio se realiz6 en chicos de 7-13 afios, con una media de 9 afios (Kole y
Krieg, 2015). A las 24 semanas del tratamiento, se produjo un aumento significativo en los
niveles de distrofina en los pacientes tratados, mientras que los resultados del 6MWT no eran
significativos al compararlos con el grupo placebo. En la semana 168, la diferencia de la
distancia caminada entre los 2 grupos fue de 65,4 m (Kole y Krieg, 2015); por lo que los
pacientes tratados continuamente con eteplirsen continuaban caminando un 18% de la
distancia que caminaban en la semana 12. Ademas, en esta semana 168 de tratamiento, las

funciones pulmonares en todos los pacientes permanecieron estables.

Teniendo en cuenta que los pacientes con DMD al ser tratados con corticoesteroides

disminuyen su capacidad para caminar en unos 50-100 m por afio (Kole y Krieg, 2015), estos
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son unos buenos resultados que nos indican que este farmaco aumenta los niveles de

distrofina y ralentiza la progresion de la enfermedad (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). Ningun
tipo de respuesta inmune o sintomas parecidos a la gripe fueron observados (Kole y Krieg,
2015); por todo ello fue aprobado por la FDA en 2016 (Lim et al., 2017; Shieh, 2018).

Lo importante es que se ha iniciado el camino en la blsqueda de tratamientos efectivos y
sanos basados en oligonucle6tidos antisentido para combatir la DMD. Actualmente se estan
desarrollando estudios con oligonucle6tidos antisentido 2°-O-metilfosforotioato (2"OMePS)

estereopuros para el salto de exén (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019).
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Figura 8. Estructura quimica del eteplirsen (PMO) y del drisapersen (2"OMePS) (Kole y Krieg, 2015).

No se ha logrado un beneficio suficiente probablemente debido a una recepciéon pobre por
parte del tejido objetivo (Falzarano et al., 2015; Echevarria et al., 2018). Este es el principal
obstaculo de los oligonucle6tidos antisentido ya que <1% alcanzan el compartimento celular
correcto (Echevarria et al., 2018). A esto hay que afiadir la restriccidn por parte de las barreras

corporales, como la barrera hematoencefalica (Echevarria et al., 2018).

La mayoria de moléculas antisentido se excretan rapidamente por el rifion debido a su
pequefio tamafio, para solucionarlo se modifican los oligonucledtidos para que se unan a las
proteinas plasmaticas, lo cual disminuye su excrecion renal y potencia su acumulacion en los
tejidos (Echevarria et al., 2018).

Por todo lo anterior, para mejorar la eficiencia del tratamiento se debe mejorar la recepcion de
los oligonucledtidos antisentido por parte de las células musculares, para ello se conjugan
estos oligonucle6tidos antisentido con péptidos dirigidos a los masculos (Echevarria et al.,
2018; Verhaart y Aartsma-Rus, 2019).
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Los PMO son incapaces de restaurar la expresion de distrofina en el muasculo cardiaco, para

conseguirlo se conjugan estos PMO con pequefios péptidos, principalmente péptidos ricos en
arginina que mejoran la recepcion celular (Echevarria et al., 2018). Esto solo ha sido probado
en animales, en los que se observan altos niveles de salto de exon en musculo esquelético y
cardiaco. En humanos y primates, estos péptidos causan toxicidad renal (Echevarria et al.,
2018; Verhaart y Aartsma-Rus, 2019).

También se han desarrollado péptidos de transduccién llamados Pip (PMO internalization
peptide) para aumentar el salto de exdn en el tejido cardiaco. Se vio que uno de estos
péptidos, Pip5e-PMO mejoraba los niveles de restauracion de distrofina tanto en masculos
periféricos como en el corazon tras una inyeccion intravenosa. A partir de Pip5e-PMO se
desarroll6 Pip6-PMO que mejoraba los niveles de distrofina en el corazén de ratones mdx sin
provocar una respuesta inmune, ademas de prevenir cardiomiopatias en estos (Echevarria et
al., 2018).

Los triciclo-DNAs (tcDNA) (Figura 9) son nucleotidos disefiados para limitar la flexibilidad
de torsion del esqueleto de azlcar para estabilizar los heteroduplex tcDNA/RNA (Echevarria
et al., 2018). Tienen una eficacia mayor que los 2°OMePS y los PMO ya que provocan
niveles mayores de salto de exdn y revelan por primera vez la expresion de distrofina en todos

los tejidos que tenian falta de ella (musculo esquelético, corazén y SNC).

Se evaluo el perfil toxicologico del tcDNA en ratones con DMD (Echevarria et al., 2018) y se
vio que las altas dosis de este farmaco eran bien toleradas, produciendo minimos dafios como
necrosis de algunas células de los tibulos proximales del rifion o una pequefia inflamacion del
higado. Estudios posteriores demostraron la desaparicion de estos efectos secundarios toxicos
con el paso del tiempo.
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Figura 9. Estructura quimica del tcDNA (Echevarria et al., 2018).
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Sin embargo, a pesar de este perfil esperanzador de los tcDNAs, los oligonucledtidos

antisentido tipo fosforotioato inhiben la coagulacién y activan rutas alternativas del
complemento; por tanto, debe haber un equilibrio de enlaces fosforotioato y fosfodiéster
(Echevarria et al., 2018) para que estas moléculas sean eficaces minimizando la toxicidad. El
empleo de tcDNA como oligonucle6tido antisentido para tratar la DMD depende de como sea

tolerado por humanos.

También se han realizado ensayos clinicos para el salto de otros exones, por ejemplo, el 44,
45 y 53 usando oligonucledtidos antisentido PMO (Shieh, 2018). Esto beneficiaria al 7,6%,
9% y 8,1% (Kole y Krieg, 2015) de los pacientes, respectivamente. Casimersen ha sido
disefiado para el salto de exdn 45, mientras que Golodirsen para el salto de exén 53 (Shieh,
2018).

El salto de exones individuales beneficia a un pequefio porcentaje de pacientes, mientras que
el salto de 10 exones podria beneficiar al 70% de los pacientes con deleciones en el gen DMD
(Aartsma-Rus y van Ommen, 2009). Se ha comprobado que es factible inducir el salto
multiexén 45-51 (Aartsma-Rus et al., 2007), lo cual da lugar a fenotipos méas suaves de la
enfermedad. Sin embargo, esta técnica tiene limitaciones que dependen de los exones objetivo

y de la longitud de los intrones flanqueantes (Aartsma-Rus et al., 2007).

No solo se pueden saltar exones en los casos de delecion, sino que también se aplica a las
duplicaciones de exones, lo cual es muy beneficioso ya que al saltar exones duplicados se
produce el transcrito original, con toda su longitud (Aartsma-Rus et al., 2007), permitiendo
asi la produccién de distrofina silvestre. Las duplicaciones de uno o mas exones afectan a 7-
10% de los pacientes (Aartsma-Rus et al., 2007).

Por ejemplo, un paciente con una duplicacion del exon 45 (Aartsma-Rus et al., 2007) fue
tratado con un oligonucleétido antisentido especifico para este exon. EI RNA se aislé 2 dias
después del tratamiento y mostrd unos niveles significativos del salto de exdn 45. Cabe la
posibilidad del doble salto de ambos exones 45, el original y el duplicado, provocando un
transcrito con una interrupcion del marco de lectura. En las muestras tratadas se observo una

expresion de distrofina, mientras que en las no tratadas no habia sefiales de la proteina.
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En el caso de la duplicacion del exon 44 sucede lo mismo que en el caso anterior (Aartsma-
Rus et al., 2007); se puede producir un salto de exon 44 o un doble salto de exdn 44-44 que
provoca una interrupcion del marco de lectura, y, en consecuencia, no se produce distrofina.
Para solucionar el problema del doble salto se induce un salto del exon 43, ademas de ambos
exones 44, es decir salto de exones 43-44-44. Esto restaura el marco de lectura y revela la
presencia de distrofina en los pacientes tratados con este método. El salto del exon duplicado

44 se representa en la figura 10.

A Exon 44 duplication

Single exon 44 skipping: restoration of normal transcript

X242 4344 4
X428 4344 a5 PR 42 43] 44 a5

Double exon 44 skipping: out-of-frame transcript

L 424 43|44 4
L 42 43R 45
Exon 43, 44 and 44dup skipping: restoration reading frame

X212 451

Figura 10. Salto del exdn duplicado 44 con las posibilidades de: salto Gnico de exdn 44 que da un transcrito
normal, salto doble de exones 44 que interrumpe el marco de lectura, y salto de exones 43-44-44 que restaura el
marco de lectura (Aartsma-Rus et al., 2007).

Otro caso estudiado es la duplicacion de los exones 52-62 (Aartsma-Rus et al., 2007),
duplicacion localizada entre los exones 63 y 64. El salto maltiple de los exones duplicados
52-62 restauraria el transcrito silvestre al paciente. Alternativamente, el marco de lectura
puede ser restaurado generando una duplicacion que mantenga el marco, como con el doble
salto de los exones duplicados 52 y 62, o con el salto multiexdn de los exones originales 62,
63 y los exones duplicados 52 y 62. También puede darse el caso de la interrupcion del marco
de lectura, por ejemplo, con el salto del exon original 52, el salto del exdn original 62 o el
salto de los exones originales 52-62.

Este salto multiple de exones es posible gracias a los oligonucledtidos antisentido que

hibridan con los exones externos.
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Figura 11. Salto maltiple de exones duplicados 52-62 (Aartsma-Rus et al., 2007).

En la figura 11 se ve como el salto de los exones duplicados 52-62 restaura el transcrito
silvestre. El salto de los exones duplicados 52 y 62 restaura el marco de lectura, al igual que el
salto de los exones originales 62 y 63 combinado con el salto de los exones duplicados 52 y
62. Por otro lado, el salto individual del ex6n 52 original o el salto individual del exén 62
original rompen el marco de lectura. También interrumpe el marco de lectura el salto de los

exones originales 52-62 (Aartsma-Rus et al., 2007).

En resumen, los saltos de exones duplicados pueden ser muy eficaces ya que dan como
resultado el transcrito original, y por tanto, una produccion normal de la distrofina. Sin

embargo, pueden saltarse los dos exones duplicados lo cual interrumpe el marco de lectura.

El salto multiple de exones duplicados es mas dificil que el salto Gnico de exdén y su logro
depende de cuales y cuantos sean los exones duplicados (Aartsma-Rus et al., 2007). El salto
maultiple constituye todo un reto ya que el transcrito original solo se restaurara si se produce el

salto multiexén de los exones duplicados, lo cual es complicado ya que hay otros exones

17



Eg3 universidad
2 deleon

similares (los originales) que podrian ser objetivo del oligonucleétido antisentido vy

provocarian una interrupcion del marco de lectura.

Todos los métodos de salto de exon tienen como objetivo el pre-mRNA, y debido a la
rotacion de los oligonucle6tidos antisentido (Aartsma-Rus et al., 2010), de los transcritos de
RNA vy las proteinas de distrofina, el tratamiento con estos oligonucleétidos antisentido debe

ser repetido hasta que este sea eficaz (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019).
5.3. Edicidon del genoma

En la edicion del genoma se emplea la tecnologia CRISPR/Cas9 para inducir roturas de doble
cadena en lugares especificos del genoma, roturas que activan sistemas de reparacion de DNA
que provocan o bien recombinacion homdloga, que corrige mutaciones, o bien la unién de
extremos no homologos, que crea mutaciones adicionales (Hotta, 2015; Verhaart y Aartsma-
Rus, 2019). Este sistema puede ser empleado tanto in vivo como in vitro (Ousterout et al.,
2015).

La eliminacion de uno o mas exones mediante la técnica CRISPR/Cas9 podria beneficiar al
80% de los pacientes con DMD, siendo fundamental la intervencion a una edad temprana para
que la pérdida muscular sea la minima posible (Mendell y Rodino-Klapac, 2016). La edicion
del genoma resulta en la produccién de una distrofina BMD, que es parcialmente funcional
(Verhaart y Aartsma-Rus, 2019).

Este método puede ser empleado para borrar multiples exones de una sola vez, por ejemplo, la
delecion de los exones 45-55 (Ousterout et al., 2015) podria restaurar el marco de lectura de
la distrofina para aproximadamente el 40% de los pacientes que padecen DMD (Breitbart y
Murry, 2016; Young et al., 2016; Verhaart y Aartsma-Rus, 2019).

La edicion del genoma in vivo necesita la construccion de dos vectores AAV, uno para
entregar la proteina Cas9, y otro para entregar un RNA guia (CRISPR) a las células
musculares esqueléticas y cardiacas in vivo (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). Se ha visto que
es mas eficaz si estos dos son entregados por un unico vector AAV (Mendell y Rodino-
Klapac, 2016). La eficiencia de la recepcion del sistema CRISPR/Cas9 in vivo era muy baja

hasta que se combind con los vectores AAV (Wang et al., 2017).
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Por ejemplo, el CRISPR/Cas9 se emplea para eliminar una mutacion sin sentido en el exon 23

de ratones mdx (Tabebordbar et al., 2016; Zhu et al., 2017). Los vectores mas empleados para
ello son AAV9 o AAV8 (Mendell y Rodino-Klapac, 2016; Wang et al., 2017) ya que tienen
una recepcién muy buena por parte de los tejidos. En general, los resultados fueron favorables
dando lugar a la expresion de la distrofina y mejorando la funcion y la fuerza muscular
(Bengtsson et al., 2016; Tabebordbar et al., 2016; Wang et al., 2017), ademas de reducir la
creatinquinasa del suero (Amoasii et al., 2018), provocar una inversion de la necrosis
muscular y disminuir la fibrosis (Mendell y Rodino-Klapac, 2016). Se vio también una
restauracion de la actividad de la nNOS y de los componentes del DAPC. Un aspecto
importante es que la expresion de la distrofina se observé en el muasculo liso y en los
cardiomiocitos (Mendell y Rodino-Klapac, 2016; Zhu et al., 2017).

Ningun estudio mostro evidencia de efectos secundarios de la edicién del genoma, por tanto,
esta técnica parece prometedora en cuanto a su aplicacion en clinica para corregir el gen de la
distrofina (Mendell y Rodino-Klapac, 2016).

Una de las ventajas de la edicién del genoma es que no necesita repeticion del tratamiento, ya
que esta se da a nivel de DNA, vy, por tanto, todos los transcritos de RNA producidos a partir

del gen editado tendran el marco de lectura correcto (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019).

Una vez que se ha producido un dafio muscular masivo, los nucleos cuyo genoma esta editado
se pierden de las fibras musculares multinucleadas, por lo que se produce el dafio muscular.
Ademas, AAV no es integrado por las células madre musculares (Verhaart y Aartsma-Rus,
2019), por tanto, el musculo reparado portara la mutacion original DMD. Con el tiempo, los
pacientes cuyo genoma ha sido editado pueden experimentar un descenso gradual en los
niveles de distrofina parcialmente funcional, aunque este descenso seria mas lento que en la
terapia de adicién de genes (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). Necesitamos estudios a largo
plazo para comprobar la efectividad y duracién de los tratamientos de edicion del genoma en
pacientes con DMD.

Otros inconvenientes de esta técnica, al igual que para la adicion de genes, son la inmunidad
preexistente a AAV (Wang et al., 2017) y el reto de lograr una cantidad suficiente de vectores

para tratar a los pacientes (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). Ademas, los RNAs guias deben
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ser disefiados especificamente (Wang et al., 2017; Verhaart y Aartsma-Rus, 2019) para las

diferentes mutaciones, es decir, la edicién de genomas es especifica para cada mutacion.

Por ultimo, cabe destacar que la proteina Cas9 puede inducir roturas en el DNA en lugares
fuera del sitio objetivo (Wang et al., 2017), por lo que se ha investigado la frecuencia con la
que estos efectos no deseados se producen en la edicion del genoma (Verhaart y Aartsma-
Rus, 2019). Para reducir estas roturas no deseadas se debe aumentar la especificidad de los
gRNA y de las enzimas Cas9 (Ousterout et al., 2015; Wang et al., 2017; Verhaart y Aartsma-
Rus, 2019).

Para la edicion del genoma, ademas se pueden usar nucleasas de dedos de zinc, enzimas de
restriccion artificiales que surgen de la combinacion personalizada de dominios dedos de zinc
con dominios de nucleasas para unirse a secuencias de interés (Hotta, 2015). Fokl es una
endonucleasa de restriccion muy empleada para formar nucleasas de dedos de zinc (ZFN)
conjugada con 3-4 dominios dedos de zinc. Las ZFN inducen pequefias deleciones o
inserciones (indel) en el gen de la distrofina dando como resultado una restauracion del marco
de lectura (Hotta, 2015).

La eliminacion del exén 51 del mRNA del gen DMD usando nucleasas de dedos de zinc
restaurd la expresion de la distrofina en muchos pacientes con DMD, concretamente el 13%
(Ousterout et al., 2015; Wang et al., 2017).

TALEN (Transcriptional Activator-Like Effector Nuclease) es otra herramienta de edicion
gendmica (Li et al., 2014) que engloba a enzimas de restriccion disefiadas artificialmente para
unirse a la secuencia de interés del DNA y cortarla (Hotta, 2015; Chen et al., 2016). TALEN
resulta de la conjugacion del dominio TALE con la nucleasa Fokl; el dominio TALE consiste
en repeticiones en tandem de 34 aminoacidos que varian en los aminoacidos 12 y 13 (Hotta,
2015). Se utiliz6 el sistema TALEN para unirse al exon 51 en un paciente con DMD que tenia
una delecién de los exones 48-50. La restauracion del marco de lectura y, por tanto,
restauracion de la expresion de la distrofina se debieron a la introduccion de pequefias

deleciones en el exon 51 (Hotta, 2015).
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Sin embargo, es el sistema CRISPR/Cas9 el que domina el terreno de la edicién de genomas
ya que es facil de construir y tiene una especificidad y efectividad mucho mas alta que ZFN y
TALEN (Hotta, 2015; Chen et al., 2016; Lammoglia-Cobo et al., 2016).

La comparacion entre estos tres sistemas de edicion de genoma se puede ver en la figura 12.
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Figura 12. Comparacion de los tres sistemas: ZFN; TALEN y CRISPR/Cas9, dando como resultado
recombinacion homdloga o unién de extremos no homoélogos (Chen et al., 2016).

5.4. Lectura forzada del codon de parada

Cuando la DMD es causada por una mutacion sin sentido, es decir, que un codén que
codificaba para un aminoacido es cambiado por un codon de stop o codon de parada, el marco
de lectura no se desorganiza, al contrario que ocurre en las mutaciones que provocan una
interrupcion del marco de lectura. Esta parada prematura de la traduccion da lugar a una
distrofina no funcional (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). Dichas mutaciones sin sentido
afectan al 13% de los pacientes que padecen DMD (Nelson et al., 2009) y pueden ser
reparadas gracias al poder de union de algunos compuestos al codon de stop prematuro. Como
se aprecia en la figura 13, estos compuestos fuerzan a la maquinaria de traduccion a
incorporar un aminoacido en la proteina, en lugar de detenerse en ese lugar. Destacamos dos

compuestos capaces de esto: la gentamicina y el ataluren (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019).
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Figura 13. Lectura forzada del codén de parada mediada por algunos compuestos (RTCs) (Namgoong y Bertoni,
2016).

El antibidtico gentamicina (Malik et al., 2010) es el mejor ejemplo para proseguir con la
traduccioén ignorando el codon de parada; sin embargo, un uso crénico de este compuesto
tiene un alto riesgo de toxicidad renal y ototoxicidad (Falzarano et al., 2015; Verhaart y
Aartsma-Rus, 2019). Este aminogltcosido no ha tenido mucho éxito ya que no aporta unos
beneficios claros a los pacientes con DMD (Namgoong y Bertoni, 2016) y conlleva efectos

secundarios (Falzarano et al., 2015).

El ataluren, PTC124, es un farmaco oral con un perfil mas sano que los antibidticos
aminoglucosidos (Falzarano et al., 2015). El tratamiento con ataluren, bajo el nombre
comercial de Translarna, restaura la produccién de la proteina afectada en varias
enfermedades causadas por mutaciones sin sentido (Nelson et al., 2009; Verhaart y Aartsma-
Rus, 2019).

Se realiz6 un ensayo placebo-control en el que la diferencia en 6MWT entre ataluren y grupo
placebo fue 29 m. A partir de ese ensayo se hicieron unos andlisis (Verhaart y Aartsma-Rus,
2019) que mostraron que el subgrupo de los pacientes mas propenso a tener unos mejores
resultados obtuvo una diferencia de 50 m respecto al grupo placebo. Estos datos conllevaron a

la aprobacion condicional por parte de la EMA en enfermos de 5 afios 0 mayores cuya causa
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fuese una mutacion sin sentido; por otra parte, la FDA no aprobd el ataluren (Shieh, 2018;
Verhaart y Aartsma-Rus, 2019).

Un aumento en los niveles de distrofina en comparacion con la base de la que se partia
(Falzarano et al., 2015; Verhaart y Aartsma-Rus, 2019) fue alcanzado en la mayoria de los
pacientes tratados con ataluren durante 1 mes. En 2018, la EMA extendié el tratamiento con
ataluren a nifios con DMD a partir de 2 afios que padecieran una mutacion sin sentido
(Verhaart y Aartsma-Rus, 2019).

Ataluren es un farmaco que ha demostrado ser sano y eficaz (Nelson et al., 2009; Falzarano et
al., 2015). El principal inconveniente del ataluren es que es aplicable solo en aquellos
individuos con una mutacion sin sentido, lo cual solo abarca al 13% de los pacientes, ademas
es un compuesto caro que no todo el mundo se puede permitir (Verhaart y Aartsma-Rus,
2019). Actualmente, el ataluren esta disponible solamente en algunos paises europeos, no en
todos. En Espafia no esta disponible, mientras que en paises como Alemania, Italia, Reino

Unido, Dinamarca, Francia, Portugal o Noruega si lo esta.
5.5. Terapia con células madre

Las células madre musculares aisladas de donantes sanos pueden ser expandidas in vitro para
luego ser trasplantadas en pacientes con DMD, con el objetivo de reparar el masculo dafiado.
Estas células trasplantadas tienen el gen de la distrofina intacto (Verhaart y Aartsma-Rus,
2019).

Sin embargo, la eficacia de esta terapia se limita debido a la abundancia del tejido muscular y
a la capacidad de proliferacion limitada de las células madre musculares en cultivo (Zhu et al.,
2017). Se realiz6 un ensayo (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019) en el que se inyectaban
mioblastos en el tibial anterior de pacientes adolescentes, ademas de inyectarlos en el pulgar,
brazo y musculo de la pantorrilla en un paciente de 26 afios con DMD. Los mioblastos son
células musculares tempranas con un Unico nucleo, las cuales pueden proliferar o
experimentar diferenciacion. Estas inyecciones han resultado en una restauracion local de la
distrofina (Zhu et al., 2017; Verhaart y Aartsma-Rus, 2019), dando lugar a areas positivas de
distrofina frente a areas negativas de distrofina. Esto es debido a que los mioblastos se

mantienen muy cerca de los sitios donde se ha puesto la inyeccion, por tanto, la eficiencia de
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este tratamiento es muy baja y es necesario mejorar las condiciones de cultivo (Zhu et al.,

2017) para evitar la diferenciacion de las células in vitro durante el proceso, lo que conllevaria
a efectos adversos como trombosis y accidente cerebrovascular (Verhaart y Aartsma-Rus,
2019).

La terapia con iPSCs (induced Pluripotent Stem Cells), células madre humanas pluripotentes
inducidas, derivadas de pacientes persigue la diferenciacion de estas células en células
precursoras de musculo (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019) que pueden ser trasplantadas al
paciente una vez corregidas las mutaciones (Li et al., 2015; Lammoglia-Cobo et al., 2016)
mediante la edicion del genoma con CRISPR/Cas9 (Young et al., 2016). Por ejemplo,
podemos obtener cardiomiocitos a partir de estas IPSCs que ayudan a un desarrollo
fisiologico normal del corazdn en pacientes con DMD (Lim et al., 2018).

A pesar de lo prometedora que parece, esta técnica es poco eficiente en cuanto al recibimiento
de las células madre por parte del masculo esquelético; a esto hay que afiadirle los efectos no
deseados debidos a la Cas9 (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019) y los riesgos de tumor y teratoma

que pueden sufrir los pacientes tratados (Zhu et al., 2017).

Ademas, en el musculo distrofico la regeneracion se impide debido a la inflamacién y la
fibrosis que se dan en este, por tanto, las células madre trasplantadas podrian diferenciarse en
celulas fibréticas o adiposas sin lograr ningun beneficio para el paciente con DMD (Verhaart
y Aartsma-Rus, 2019).

6. Terapia para patologias secundarias causadas por la DMD

La pérdida de distrofina, ademas de causar DMD que es el defecto primario, puede conllevar
a la aparicion de patologias secundarias debido a la activacion de rutas patoldgicas incluyendo
inflamacion, pérdida de la homeostasis del calcio, isquemia funcional y dafio de la
regeneracion muscular (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). Hay terapias que se centran en estas
patologias secundarias para ralentizar la progresion de la enfermedad. Dentro de estas terapias
destacamos los antiinflamatorios, grupo de medicamentos en el que se encuentran los
corticoesteroides como prednisona, prednisolona y deflazacort, que son los tratamientos

estandar para la DMD (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). Logran ralentizar la progresion de la
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enfermedad pero su uso cronico tiene efectos adversos como ganar peso, retraso en el

crecimiento, resistencia a la insulina, osteoporosis y cambios de humor (Verhaart y Aartsma-
Rus, 2019).

El estrés oxidativo es uno de los signos mas comunes en la DMD, muchas rutas contribuyen
al aumento de ROS, especies reactivas de oxigeno, dando lugar a un aumento de los niveles
de calcio intracelular (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019). Para combatir este estrés oxidativo se
hace uso de los antioxidantes como la idebenona, la cual se encuentra en ensayos

experimentales.

Otro tipo de farmacos son los vasodilatadores (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019) ya que los
pacientes con DMD sufren de isquemia debido al mal funcionamiento de la enzima NOS al
darse una falta de distrofina. Sildenafilo y tadalafil (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019) tienen

propiedades vasodilatadoras y son usados frente a la disfuncion eréctil y el fallo cardiaco.

Ademas, se puede inhibir la miostatina (Verhaart y Aartsma-Rus, 2019), que es una proteina
que limita el crecimiento muscular, mediante la administracion de farmacos para estimular la

regeneracion del tejido muscular en los pacientes con DMD.

7. Conclusiones

e La mayoria de las terapias génicas buscan transformar el fenotipo DMD en un
fenotipo BMD, produciéndose asi distrofina funcional y consiguiendo unas

manifestaciones mas leves de la enfermedad.

e La terapia con micro/minidistrofinas ha demostrado ser poco eficaz por ser a
corto plazo y por la inmunidad mostrada por los pacientes frente al vector
AAV, con el cual se introducen estas micro/minidistrofinas en el masculo.
Ademas, la dosis de vector requerida por cada paciente es muy alta, por lo que

la fabricacion de estos lleva tiempo y es costosa.

e El salto de exon es el método mas empleado en la actualidad para tratar a
pacientes con DMD ya que beneficia a un amplio grupo de pacientes. En esta

técnica los oligonucle6tidos antisentido hibridan con una secuencia especifica

25



del mRNA de la distrofina e impiden su traduccion, lo que provoca el salto de
exon y la restauracion del marco de lectura. Se pueden realizar saltos de
exones individuales y multiples, ademas esta técnica se aplica tanto en casos

de delecion como en casos de duplicaciones de exones.

Los oligonucledtidos antisentido que tienen mayor importancia para el salto de
exon 51 son: eteplirsen (PMO), drisapersen (2°0OMePS) y los triciclo-DNAS
(tcDNA). El problema de este método es la baja recepcién de estas moléculas
por parte del masculo; por tanto, se debe mejorar esta recepcidn para mejorar
la eficiencia. Esto se consigue conjugando los oligonucledtidos antisentido con

péptidos dirigidos a los musculos.

Otro sistema muy eficaz para la terapia de la DMD es la edicion del genoma
mediante CRISPR/Cas9 que puede eliminar uno o varios exones de una sola
vez. Esta tecnologia emplea un RNA guia disefiado especificamente y la
proteina Cas9, que son entregados a las células musculares mediante un vector
AAV. Al igual que con la terapia de micro/minidistrofinas los pacientes
pueden mostrar inmunidad frente a este vector, y con el tiempo los niveles de
distrofina descienden. Ademas, Cas9 puede inducir roturas en lugares fuera del

sitio objetivo.

Si la DMD es causada por una mutacion sin sentido, el marco de lectura no se
desorganiza, y podemos repararla gracias a compuestos que fuerzan a la
maquinaria de traduccion a incorporar un aminoacido en lugar de detenerse en
ese codon de parada prematuro. Ejemplos de estos compuestos son la
gentamicina y el ataluren. El ataluren fue aprobado condicionalmente por la

EMA y actualmente no se encuentra disponible en todos los paises.

La mayoria de estas terapias tienen algunas consecuencias negativas o0 no son
eficaces al 100%, por lo que, a pesar de los avances de los ultimos afios y de
los ensayos clinicos que se estan realizando, es necesaria la investigacion para
desarrollar terapias efectivas que minimicen los sintomas de los nifios con

DMD, que a tantas familias afecta.
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