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Cuarta conferencia de mesa redonda en Ménaco del 88 Enero de 2005:
Regulacion del crecimiento muscular: ¢Un método tapéutico para distrofia
muscular Duchenne?

Tres acercamientos farmacologicos pueden ser maspidos que las técnicas de terapia génica para
desarrollar un farmaco que pueda mantener los masdos y su funcion por un tiempo limitado.

La cuarta conferencia de mesa redonda en M6naco tomo
lugar el 15 de Enero de 2005. Como las mesas radond
anteriores, fue organizada y financiada pakdaociation
Monégasque Contre les Myopathiesl Duchenne Parent
Project France ambas pertenecientes al international
United Parent Projects Muscular DystropiyPPMD.
Dieciocho cientificos de seis paises fueron invisaal
presentar y discutir los resultados de sus invasiog
sobre diferentes acercamientos para mantenerda yna
funcién muscular de los chicos con DM Duchenngyamo
técnicas genéticas, si no por métodos mas convele®
como farmacos conocidos, acercamientos que poskfan
capaces de ayudar a los pacientes durante un tiémpo
tado mientras ellos esperan una cura de largo plazo
Once representantes de las asociaciones de padoebal
paises estaban también presentes, principalmergeeo

sus miembros, las familias con chicos con DM Duoken
son aquellos que estan mas interesados en el poodgeda
investigacién que beneficiara a sus nifios. Estanmé es
escrito para ellos y para todas las otras faniiashenne
en el mundo entero, asi como también para sustpesdia
Este texto no es un informe cientifico, pero traaebu-
mir lo que dijeron los cientificos en un lenguaje gpueda
entenderse facilmente.

Esta cuarta conferencia de mesa redonda constabesde
sesiones principales sobfactor de crecimiento similar a
la insuling inhibidores de proteasp miostating cada uno
precedido por una introduccion. Los cientificos swn-
cionados en este informe sin sus titulos. La mayt@ia
ellos son profesores y todos tienen un doctoraduei-
cina (MD) o ciencia (PD).

El factor de crecimiento similar a la insulina, IGF1, estimula la regeneracion muscular.

El IGF-1 todavia no es un farmaco para DM Duchenne.
En su introducciénGill Butler-Browne delHbpital Pitié-
Salpétriereen Paris advirtié que el IGF-1, el cual es ofre-
cido en Internet como un medio de retardar el euvej
miento, no deberia ser usado como una terapiadfsra-
fia muscular antes de que un efecto beneficiosa balp
probado en pruebas clinic#sunque ha sido demostrado
gue este factor de crecimiento causa hipertrofiscular

en ratones vivos — un aumento de tamafio de lagsélu
musculares, pero no un aumento de su nimero-pase
ce sOlo tener un pequefio efecto en cultivos ddasglu
musculares humanas, probablemente debido a quie el n
mero de células de satélite, las cuales regenasdibtas
musculares dafiadas, no aumentan junto con un tamafio
mayor de las células musculares. Y los misculosatan
dos en los ratones no parecen tener una mejorsiuBaci
menos que ellos sean ejercitados al mismo tiempo.

Asi, antes de que el IGF-1 puede ser recomendado pa
nifios con distrofia muscular, debe ser probadongusdlo
el tamafio de los misculos aumenta sino tambiéansu f
cion sin la necesidad de ejercicio fisico excegigm un
agotamiento del niumero limitado de células satdbtque
significaria una disminucion de la capacidad demega-
cién muscular.

Ratones con mas IGF-1 de lo normadladia Rosenthal
del Laboratorio Europeo de Biologia Moleculan Mon-
terotondo cerca de Roma describidé sus experimentos
ratones que habian sido genéticamente alteradappar
ducir cantidades mayores de lo normal del factardei-
miento natural IGF-1.

Tal factor, una proteina de aproximadamente 70 &mino
dos en una cadena con tres puentes quimicos gstala-
lizan, asi como con una forma similar a la insylamaste
en seis formas con estructuras ligeramente difesehbs
efectos de estas formas diferentes no son soélovossi
como la promocion del crecimiento de la célula rissg
sino también negativos como causar cancer. Unasde |
diferentes formas, llamada mIGF-1, que esta loadizen
el tejido muscular, es de interés para un posixetera-
péutico en nifios con DM Duchenne.

A fin de contestar la pregunta de lo que pasaradméa
cantidad del mIGF-1 en los masculos es aumentada po
encima del bajo nivel normal, fueron creados ratone
transgénicos que no tenian ninguna distrofia, peeo
tenian genes extra del IGF-1 en los ndcleos dedukas
musculares. Este fue hecho con técnicas genétieasaqu
pueden ser aplicadas en la gente. Bsttuses no-



distréficoscon altas concentraciones de mIGF-1 mostraro
una fuerte hipertrofia muscular después de 14 méses
gunos otros efectos eran una disminucién de lagehs
mantenimiento extendido de la masa y fuerza museunla
animales envejecidos, y una curacion aceleradadstu-
lo lesionado El mIGF-1 adicional no indujo problemas
cardiacos, no promovié el cancer, y no tenian magu
otros efectos secundarios patolégicos. Los ratotbs
distréficos los cuales tenian también genes IGF-1 adicio-
nales, mostraron una inflamacion y fibrosis megogdu-
jo mucho la degeneracién muscular. Asi el mIGHFet m
jora el ambiente local para una eficiente regem@mnac
muscular.

Antes que el IGF-1 sea aplicado como un farmaapéer-
tico para pacientes con DM Duchenne, tiene querser
contrada una manera de tener de forma mas efidaz-el
tor, mIGF-1, en los muasculos sin necesidad defeansu
gen, es decir sin procedimientos genéticos. Singaden
ingerir el compuesto purificado o una mezcla indeiea-
da de diferentes formas como es ofrecido en Inteone
inyectandolo en la corriente de sangre o directéenem
los musculos sera ineficaz o hasta peligroso.

Mejora de funcién de corazén en hamsteres por IGF-1
Yves Fromesdel Institut de Myologieen Paris describio
sus estudios para mejorar la funcion cardiaca destedes.
Animales con un defecto genético después de una mut
cion espontanea fueron usados. Ellos tenian unafiist
del Anillo Oseo (Cinturas) con una afectacion caudi
que era clinicamente similar a la distrofia debzén en
las etapas tardias de los pacientes con DM Duchenne
Becker.

Dos formas diferentes de proteinas IGF-1 humanctsalse
artificialmente fueron aplicadas a estos hamsideados

maneras, inyectandoselas bajo la piel, subcutarmeanme
transfiriendo su gen como ADN desnudo por un pldemi
directamente en el musculo del corazén. Despuésage
semanas, los signos patolégicos fueron considenaiie
normalizados, especialmente la dilatacion del ¢oragu
fibrosis fue reducida y la contractibilidad de io&sculos
cardiacos fue mejorada.

Esta terapia IGF-1 parece ser segura sin efectaadac
rios negativos. Sin embargo, hay probablementanga
de concentracién 6ptimo de IGF-1 porque un excesd®
inducir una hipertrofia indeseable de los miscuboslia-
Ccos.

Tratamiento con IGF-1, una estrategia para generar
crecimiento muscularEn la primera parte de su presenta-
cion, Lorenzo Puri delDulbecco Telethon Instituten
Castel Romano cerca de Roma, Italia, hablé erifzepa
parte de la presentacion de sus estrategias pawengar la
regeneracion muscular. Esto puede ser hecho aativand
inhibiendo genes que influyen en las células satdfistas
células satélite son necesarias para repararllda<énus-
culares después de una lesion, o durante la degédrer
muscular causada por la ausencia de distrofinaeiem

tes con distrofia muscular Duchenne.

El IGF-1 es uno de muchos factores que activandogsg
miogénicos que producen nuevos componentes mussular
y organizan su correcta interaccion para crearagsles-
tructuras en la célula muscular después de un aaiée
gradacion. El conocimiento cada vez més detalladade
vias de sefializacion, en las cuales el IGF-1 jatiper-
mitird encontrar intervenciones terapéuticas coosot
factores que podrian dirigir posiblemente la inficia del
IGF-1 en musculos distréficos y asi aumentar siidat!.

Inhibidores de proteasa, leupeptina y BBIC, retarda la degeneracion muscular.

El papel de las proteasadAlfred Stracher de laUniver-
sidad Estatal de Nuevéorkinicio esta sesién explicando
gue la degradacion muscular en la distrofia Ducherm
principalmente causada por la enzica#paing una enzi-
ma que destruye proteinas, una proteasa, la caatiga-

da por el calcio. Las células musculares contiemen u
forma inactiva de esta enzima en sus estructurasaoh-
les.Cuando, como en la distrofia Duchenne, las membra-
nas de la célula muscular son dafiadas por la aas#mc
distrofina, iones de calcio del exterior de la Zllegan
hasta la calpaina y la activan conduciendo astlasé&ruc-
cion extendida de la mayor parte de las proteinda e
célula. Usando inhibidores de la calpaina comaipejt-
tido modificado, ldeupeptina que consiste de tres ami-
nodcidos - leucina-leucina-arginina-, la degradaconbis-
cular en ratones mdx puede ser casi completamarde p
da.La leupeptina puede ser dada por via de la bocay pu
de ser por lo tanto idealmente dada como una tedspla
distrofia Duchenne.

En un estudio clinico preliminar en Italia, sietécok con
Duchenne, de 8 a 12 afios de edad, fueron tratadastd

un afio con dosis muy bajas de leupeptina. Susasivel
activos de creatina kinasa (CK) disminuyeron caarsid
blemente de aproximadamente 10 000 U/L a entre GD0 y

000 U/L. Esto es una indicacion de una disminuciolade
degradacion muscular.

Prueba clinica del inhibidor de la calpaina C10lLa
CepTor Corporatioren Baltimore desarrolla un inhibidor
de la calpaina basado en los resultados experifesnta
positivos con la leupeptindheresa Michele la vicepre-
sidente de la investigacion para la compaiiia, tesus
esfuerzos para dirigir la leupeptina hacia los mlos;
principalmente combinando leupeptina modificada con
carnitina para la cual las células musculares tiema
proteina receptora en sus membranas.

Pruebas de este nuevo compuesto, llamado CMyoe
dur, en ratones y perros son iniciadas para aseguear g
una aplicacion a largo plazo en nifios sera posible.

Un formato de nuevo farmaco de aplicacion invest@a
nal (IND) seré llenada con la agencia licenciadéade
FDA a finales del 2005, de modo que un estudiaadin
fase-I/ll para probar la seguridad y farmacocirzétet
destino final del farmaco en el cuerpo, comienciden
Estados Unidos en el 2006. Debido a su denominagon
farmaco huérfano como compuesto terapéutico para DM
Duchenne, nifios con DM Duchenne de 6 a 13 afios de
edad participaran en este primer estudio clinico.



Inhibidor de la calpaina BBIC.Lee Sweeneye laUni-
versidad de Pensylvanin Filadelfia hablé de otra protei-
na capaz de bloquear la actividad de proteasaadlam
inhibidor concentrado Bowman-Bi(BBIC) que es una
proteina natural formada de 71 aminoéacidos y aasied
las semillas de la soya (soja). El BBIC no es aativatra

la calpaina la cual es una proteasa de la cistpara,si
contra las proteasas de la serina como las enzigesti-
vas normales tripsina y quimotripsina. Esta protpinede
ser aplicada oralmente. Es demasiado grande paea ent
en las células musculares asi que esta actiadadas
células bloqueando una via de sefalizacion. Ladlasmi
de la soya (soja) contienen a otros inhibidoregrdeeasas
también, pero el BBIC debe ser purificado de ettamer
las semillas directamente no tiene ningun efecto.

El BBIC bloquea el proceso distréfico en ratones mdx
inhibiendo la degradacion muscular. La masa museslar
aumentada y la fuerza muscular es también aumerasida
las células musculares mas grandes también auroemdar
fuerza. Los niveles activos de CK se redujeron bésta

la fibrosis también. Y de otras aplicaciones erigraes

de cancer se sabe que el BBIC es un farmaco muycseg
De este modo, las pruebas humanas con nifios con Du-
chenne estan ya siendo preparadas por el NIH.

El BBIC hace més lento el proceso de degradaciéa. Un
futura terapia de DM Duchenne podria usar ambas ace
camientos: BBIC o leupeptina para bloquear la dégyra
cién muscular, y el IGF-1 para estimular el proagso
regeneracion.

Estudio clinico del BBIC Kenneth Fischbeckde los
Institutos Nacionales de la Salud (NIeh Bethesda cerca

de Washington reporto el primer estudio clinicopkdo
con el inhibidor de proteasa natural BBIC. Este po@sto
ha sido probado como farmaco potencial para eletdnc
anti-inflamatorio en seis estudios clinicos de fase
aproximadamente 150 adultos sin ningiin efecto skeeun
rio toxico. Pero no ha sido todavia probado ensifio

La primera prueba clinica fase-I con nifios con Donke
esté siendo preparada ahora. Esta comenzara aiiel ot
del 2005. Quince nifios, de 4 a 8 afios de edadcipart
ran. Diferentes dosis de BBIC seran usadas magpo2es
000 unidades por dia durante un mes. Un gramo d€ BB
purificado contiene 500 a 600 unidades. Este gmilwo
gue los nifios pueden beber disuelto en jugo da.fElt
objetivo de la prueba es descubrir cualquier efeetun-
dario y determinar la dosis méaxima tolerada.

Una prueba de fase-Il seguira en el 2006, estaaseato-
ria, con método doble ciego, prueba controladaptace-
bo con 24 nifios de entre 4 a 6 afios de edad conebne
durante 6 meses. Se espera que los beneficioatel t
miento sean similares a un tratamiento con predaiso
esto es, el mantenimiento de la masa y fuerza rtarscu
reduciendo la degradacién muscuirlos resultados de la
Fase-I e Il de prueba®n positivos, un estudio de fase-lll
con muchos pacientes y centros clinicos particgsant
seguira, a menos que el denominacién de farmaatehué
no como terapéutico para DM Duchenne permita la-apr
bacion inmediata de un tratamiento con BBIC.

No es conocido aun de que modo el BBIC influyelen e
crecimiento muscular a nivel molecular. Pero Icsiita-
dos experimentales con animales y gente adultesumi
gue sera seguro y posiblemente eficaz en niflosdbneh
Por lo tanto, el inicio inmediato de pruebas chgies
justificado.

La inhibicién de la Miostatina libera la limitacién del crecimiento muscular

Innervacion de las fibras muscularesJean-Marie Gillis
de laUniversité de Louvaien Bruselas inicio esta sesion
describiendo la manera que la motoneuronas, lagoser
que transmiten las 6rdenes de movimiento que seafor
en el cerebro al misculo, que se conectan coiblas f
musculares.

Cada fibra nerviosa individual se conecta con upgide
fibras musculares, una unidad motora. No todasriata-
des motoras trabajan simultdneamente, sélo taatas ¢
son necesatrias por la demanda de fuerza para $esatyo
un movimiento deseadBurante la contraccién muscular,
las unidades motoras son activadas en un patrativmt
Las fibras musculares individuales tienen diamedifes
rentes, y entre mas grande el diametro, mas fyerzde
producir una fibra.

Cuando una fibra muscular se hipertrofia, es de@ndo
es aumentada por farmacos o actividad muscular, est
puede producir mas fuerza. Asi, cuando un musdpér-h
trofiado tiene que producir una cierta fuerza, tstelra
gue contraerse menos a menudo que un musculo normal
Cada fibra muscular individual de un chico con Baroie
tendria que trabajar entonces menos a menudo csando
tamafio ha sido aumentado después de un tratansi@mto
un farmaco. Esta reduccion en la carga de trabdjeiin
dual genera menos estrés en las fibras y dismieluyafio

y degradacion. Sin embargo, las fibras musculares c
Duchenne con un didmetro grande se degradan mide rap
gue las fibras que son pequefias. Un tratamientample
gue la hipertrofia muscular deberia ser entoncestpla
punto para producir tamafios de fibra 6ptimos.

Inhibicién de la miostatina por anticuerpo y propégo.
Tejvir Khurana de laUniversidad de Pensylvanen
Filadelfia present6 los resultados de experimepana
aumentar el tejido muscular bloqueando la actividiath
proteina miostatina.

La miostatina, también llamadctor de diferenciacion de
crecimiento 8 GDF-8, es sintetizada como una proteina
inactiva que consiste en 375 aminodacidos. Parasece
biol6gicamente activa, los 266 primeros aminoagidos
llamados epropéptidg son separados, y dos cadenas de la
parte restante con 109 aminoacidos se combinaasunt
para formar un doble anill&l propéptido separado otra
vez se une al doble anillo, todavia inactivado.rBpppti-
do es removido cuando el complejo se une a su oialéc
receptora por fuera de la membrana de la célulautars
Esta ahoractiva miostatindnicia una serie de reacciones
guimicas dentro de la célula, una cascada de seiaie
finalmente interrumpe la regulacién genética quelogi-
ria por otra parte a la biosintesis de nuevas iprEenus-



culares. Como ocurre esto, no es completamentadidte
todavia.

Estos hechos condujeron a la idea de que al inatdiva
miostatina, la regeneracion de los muisculos deH@®s
con Duchenne podria ser estimulada de modo queradlo
fueran destruidos tan rapido o hasta incrementtarsa-
fio.

En un primer acercamiento para bloquear la activitéalh
miostatina, un anticuerpo monoclénico contra lastait-
na de ratones, o JA16, preparado por la compalfieth
Researchfue usado. Este es una proteina inmune que se
une muy por si misma muy especificamente sélonaida-
tatina y asi inactivarla. Una solucién que contiestos
anticuerpos fue inyectada una vez por semana bédja-e
fragma de ratones mdkespués de tres meses, los anima-
les tratados eran 12 % mas pesados que los anideles
control sin el tratamiento, ellos tenian una méjacion
muscular, y su degeneracién muscular habia disdonui
junto con sus niveles activos de creatina kinasa.

En un segundo acercamiento, un propéptido artifieate
creado fue usado, el cual ademas, tuvo que séiilestdo
uniéndolo al llamado fragmento Fc de una inmunagleb
na normalmente presente en el suero sanguinegpieste
péptido estabilizado fue inyectado durante tresemes
ratones mdxLos resultados eran similares a aquellos del
primer acercamiento, excepto que no sélo la fuabzalu-
ta de las fibras musculares era mayor como seadpsr
pués de que la fibra se habia hecho mas grandetasm
bién la fuerza especifica habia aumentado, ladysor
volumen, asi la fibra entera era mas fuerte.

Estos resultados muestran que estudios adicionalesie
an ser realizados y, como los siguientes parratgstran,
pruebas clinicas estan siendo preparadas ya pompa-
fila Wyeth. Pero debe ser entendido que esta dasa-d
tamiento no puede ser una cura completa de lafisstr
muscular Duchenne porque la causa genética ddéda en
medad no seria eliminada. Pero, comparado con otros
métodos, este tendria la ventaja que no genernatitep
mas inmunes o de toxicidad, ni ningunos riesgogtiEns
por virus.Las compafiias farmacéuticas como Wyeth estal
interesadas ya en esta técnica porque el aumerdo de
masa muscular también seria importante para persona
viejas y personas con otras enfermedades que @egehd
musculo.

Estudio clinico de un anticuerpo contra la miostas.
Anthony Celestede lawyeth Research compaen Co-
llegeville cerca de Filadelfia informé que el blegucon el
anticuerpo de la miostatina esta siendo probadtiyia
camente en una prueba de fase-1 con voluntaridsoadu
sanos.

El anticuerpo JA16 contra la miostatina de raténusedo
para las investigaciones preparatorias con ratmaes
como la presentada poejvir Khurana Para la prueba
humana, el anticuerpo humano especifico para nista
MYO-029 fue preparado y primero probado en ratones
SCID que no tienen un sistema inmunolégico intgcte
interferiria con el anticuerpo humano. En estasnes, la
masa de musculo esquelética aumenté hasta un 839% d
pués de una aplicacion de so6lo 1 mg./Kg./semarmstee
anticuerpo humano durante 3 medesfuerza muscular
aumento también significativamente, y no hubo endde

=)

de toxicidad Veinte semanas después del final del trata-
miento, la masa muscular regreso a su normalidad. Es
resultado es importante porque si en una aplicduidma-
na posterior algunos problemas ocurrieran, elrriiato
podria ser detenido y los pacientes volveriansituacion
original. Estudios preclinicos también fueron =sadios
con el anticuerpo humano en otros animales, reta®jos
y monos, con dosis muy altas de hasta 100 mg./ldg. N
hubo otra vez ninguna evidencia de toxicidad uso#fec-
tos secundarios.

Después de que estos resultados positivos fueteniob
dos, "los esfuerzos en la compafiia escalaron erpte
mente". La Wyeth esta comprometida ahora con este pr
yecto y hara que un tratamiento este a disposagdos
pacientes.

Los siguientes pasos planeados es encontrar unaffequ
molécula inhibidora en vez del anticuerpo que espin-
teina que tiene que ser inyectada. Un pequefio @stpu
molecular podria ser posiblemente administradaoraate
como una pildora. El trabajo esta ya en progress grar
contrar formas solubles que se unan a la estrudaira
receptor y del propéptido que seria capaz de rentave
miostatina antes de que esta se una al receptamesm-
brana de célula muscular. Esto dejaria el recejpi@r |
para unirse con otras sustancias que también s@sae
rias para afectar otras vias de sefalizacion eéllda.
Después de la reunién, Wyeth ha anunciado el inieio
una fase I/ll de prueba clinica con pacientes adubn
distrofia muscular Becker, del anillo dseo (cinf)ry
FSH, no solo para otra vez evaluar la seguridgabeien-
tes sino también medir cualquier efecto positivéeen
preservacion de la masa muscular. Se espera queslds
tados de este estudio estén disponibles a finaleZ006.
Y la Asociacion de Distrofia Muscular de EUA MDA ha
decidido apoyar estos estudios con una beca daillgs
nes de dolares.

Transferencia del gen del propéptido de la miostati.

El equipo de investigacion deiis Garcia en ellnstituto
Généthoren Evry cerca de Paris investiga la posibilidad
de transferir el gen del propéptido de la miostaén los
musculos de modo que ellos puedan producir continua
mente al agente que realiza la inhibicién de spiprore-
cimiento.

La estructura de ADN con la informacién genéticapas
262 aminoacidos del propéptido y los 4 aminodacitids
sitio de anclaje fue empacada en un virus adencizakn
tipo 1, AAV1, junto con secuencias de control. Millo-
nes de estos vectores de transferencia génicanfeeton-
ces inyectados en musculos de la pata de ratonesies.
Después de 2 semanas, los musculos inyectadosihabia
aumentado en un 25 %, y este aumento de su masa pe
manecio6 estable.

Una construccidn similar del vector fue usada payac-
ciones en las arterias de las patas de ratonesatesm
mdx/REX distréficos mientras el flujo de salida veadue
blogueado por un pico maximo de presion arterigis S
semanas después de esta inyeccion parcialmerimisiat
bajo presion, todos los musculos de la pata deatoses
normales habian aumentado en aproximadamente #%n 35
Como los ratones mdx/REX comienzan a perder sus mus-
culos cuando ellos tienen aproximadamente 5 meses d



edad, las inyecciones intra-arteriales fueron caagas
en este tiempo. Dos meses mas tarde, sus musaulos n
habian aumentado significativamente, posiblemente p
que el niUmero de sus células satélite, las cualeses-
ponsables de la regeneracion, fue disminuido pprosle-
so de distrofico. Pero el tejido muscular lucia rs@iso
gue el de los animales de control sin tratar conase
necrosis y con muy poca fibrosis.

Cuando la estructura genética del propéptido tigrze
mutacién que causa el reemplazo del aminoacidm acid
aspartico en la posicién 99 por alanina, el pragépnu-
tado es mucho mas estable que el natural. Expeiosien
con esta estructura mutadas estan siendo prepasidos
como pruebas con perros distréficos.

Follistatina, un inhibidor de la miostatinaEn la segunda
parte de su presentacidmrenzo Puri relaté que era
posible aumentar considerablemente la actividagele!
de lafollistatina con el farmacdricostatina(TSA) que es
un inhibidor de la deacetilasa que actia expres@nesn
los cromosomas en el nicleo de las células mussulEr
la follistatina por su parte bloquea la actividadal mios-
tatina.

Soluciones de TSA aplicadas bajo el diafragma admest
mdx durante 3 meses aumentaron su masa muscular y
redujeron los niveles activos de creatina kinaseidera-
blemente, y tenian otros efectos benéficos. PEF&fa
tiene efectos secundarios indeseables como la dafda
cabello. El farmaco antiepiléptiézido valproicotiene un
efecto similar a la TSA, y como este es un farmaco-a
bado para el tratamiento a largo plazo de nifids,res
necesitaria nuevos estudios de toxicidad. Sin egobar
antes de que las pruebas clinicas sean comeniadas-
cion compleja de todosstos varios factores implicados
tiene que ser investigados.

Funcion de la miostatinaEn su presentacioKetan

Patel delColegio Veterinario Reagn Londres hablé de su
trabajo para averiguar donde y de que modo la atinat
inhibe el crecimiento del tejido muscular.

Pollos fueron usados como animales de laboratorgue
es facil seguir el desarrollo de sus misculoseangos
diferentes en el embridn durante la incubackamire los
somitas que son los precursores mas tempranos de todos
los musculos esqueléticos, sélo algunas célulasecem
miostatina activa, asi que no proliferan. Otrasitas
contienen follistatina la cual inactiva la miostatiy asi
asegura que estos somitas pueden dividirse pararfda
siguiente estructura en el desarrollo musculanietoma.
Esto significa que la division celular sélo ocuromde no
hay ninguna miostatina activa.

A fin de ver el efecto local de la miostatina, npgguefas
cuentas de cristal fueron cubiertas de miostatit@go
inyectadas en las estructuras del miotoma quef@rati en
los embriones tempranos de pollo. Las cuentas miamas
interfieren con el crecimiento del embrién, permiasta-
tina adicional inactiva los genes de varios, perde
todos, factores de proteina necesarios para alrdiébsale
musculo adicionalLas cuentas con miostatina paran asi el
crecimiento de musculo donde ellas estan localizada
este es un efecto a largo plazo. Las cuentas tamb&n

den ser sacadas, y entonces los factores de cegtomi
aparecen otra vez y el crecimiento muscular séciain
En otros experimentos con ratones que tienen sdején
miostatina inactivado, se encontrd que la masa nasc
aumento considerablemente, pero que la fuerza dlstum
lo no aumento de acuerdo con el tamafio mas granted
fibras musculares, es decir su fuerza especifgraiduyo.
Y las células musculares de los ratones machos miamt
inclusiones citoplasmicas, conjuntos tubularesrde u
estructura desconocida, que parecen ser la caugseda
fuerza del muasculo especifica disminuyera.

Efecto a largo plazo de la inhibicién de la miostata.
Kathryn Wagner de laUniversidad John Hopkinsn
Baltimore investig6 el efecto a largo plazo denkibiicién
de la miostatinaExaminando la estructura muscular de
ratones no-distroficos que tenian entre 3 meseafipg de
edad y que tenian inactivado su gen de la mioatatin
métodos genéticos, podria ser mostrado que aunsen-a
cia de miostatina durante periodos de hasta spdieta
vida normal entero, todos los ratones incluyendands
viejos tenian musculos normales con masa aumeritada.
ratones mdx cuyo gen de la miostatina tambiénrfaeti
vado mantuvieron su aumentada masa y fuerza muscula
en la vejez.

Para probar que tanto la regeneracion musculagtseiat
ra en ratones viejos normales y mdx sin miostatosa,
musculos fueron dafiados con farmacos téxicos. Emamb
casos, la capacidad regeneradora de los miscufog no
alterada, pero la degeneracion de los masculoscausa-
dos por la ausencia de distrofina continio comesant
Estos resultados muestran que la ausencia prolonigada
miostatina no tiene efectos negativos en ratorers. ue
tanto esto significa que la inactivacion de midssapor

un largo plazo en pacientes con Duchenne podribiéam
no producir ningln efecto adverso debe ser cheeado
estudios clinicos a largo plazo.

Un joven muchacho sin miostatinaMarkus Schulke del
Hospital Charitéde la Universidad Humboldt en Berlin
describio al primer nifio humano conocido, ahorghino
de 5 afios de edad, cuyos genes de la miostatizialens
de sus cromosomas 2 estaban inactivados por urga mut
cién. La adenina en el 50 nucledtido del primenimide

su gen de la miostatina esta sustituida por unaigaa
Asi, esta mutacién ha cambiado una parte no caddic
del gen, una regién altamente conservada duraetla-
cion que afecta el empalme de sus tres exonesc&issd
un empalme alterno del 70 % de los pre-ARNm’s de la
miostatina del muchacho, conduciendo a la adic&hG9
nucleotidos codificados después del primer exonlaon
consecuencia de que aparezca un codén de parawa-pre
turo, que interrumpe la biosintesis de esta peqpegiai-
na. Estos hechos moleculares explican las concemtesc
muy bajas de miostatina en los mdsculos y su cdample
ausencia en el serum sanguineo del chico.

A causa de la actividad reducida de la miostatosamus-
culos esqueléticos del chico son el doble de gsaddain
nifio normal, y él es fisicamente muy fuerte. Sun@acha
atleta profesional, es heterocigoética, o sea ielteetla
misma mutacién sélo que en uno de sus cromosomas 2.
Varios parientes varones de la madre eran o sdoiéam



excepcionalmente fuertes. Sin embargo, el padrendel
chacho no pudo ser investigado.

En Bélgica, el ganado "azul blanco" que tiene unsama
muscular aumentada aproximadamente del 20 %. Sin em
bargo ellos no toleran la tension fisica muy bigtos
tienen otra mutacién, una delecion (falta) de 1dleti-
dos en su gen de la miostatina. Asi que la intdhidie la
miostatina en chicos con Duchenne podria conducir a
problemas de salud todavia desconocidos. Posibtemen
un tratamiento no deberia ser comenzado demasiado t
prano. Pero el chico aleman no muestra ningunaefect
secundario médico a la edad de cinco afios.

¢, Como ocurre la hipertrofia de los musculoBurante la
discusion general al final de la reuniderence Partrid-
gedelHospital Hammersmiten Londres de nuevo hizo
surgir la cuestion sobre la manera natural en amébras
musculares cambian, cuando ellas se ven hipedeaxija
esto es cuando se hacen méas grandes despuésude un a
mento de los factores de crecimiento o por la iokih de
la miostatina. Y de que realmente todavia no hasids-
trado aun con estudios, que la hipertrofia condazea
aumento del nimero de los nicleos celulares osdetla-
las satélite. Tales estudios serian faciles dezegalidari-
an informacion importante de la manera en que rekato
de los musculos es producido.

Se discutieron los métodos estadisticos los cpalesi-

ten determinar el nimero y la capacidad de prailifde

las células satélite después de que estas sodagisle los
musculos de los animales que fueron primero tratado
factores de crecimiento o inhibidores. Los resoisore-
liminares de tales estudios no mostraron un eftictato
de la miostatina en las propiedades de las cé&laladite
adentro o afuera de los animales de laboratorio.

Las discusiones adicionales trataron las dificubiatie
explicar el efecto obviamente positivo sobre lososhas
distréficos de los ratones por el aumento de suscoids.
Tedricamente, la actividad muscular deberia daSar la
fibras aumentadas mas que las normales. El estgde me
rado de los musculos hipertréficos de los ratongs m
después del tratamiento es dificil de explicar.

Es posible que la activacién de las células satélite
aumento de los masculos no sean los Unicos efdetturs
tratamientos discutidos y que el estado de laadibrus-
culares es mejorado por un mecanismo todavia desieon
do.

En resumen, parece que algunos de los diferentesiose
de aumentar los musculos tienen un efecto postiva
distrofia muscular de ratones, porque ellos puedejorar
sorprendentemente el estado de sus muasculos. Aglemo
estos métodos estan ya siendo probados en humanos o
tales estudios estan siendo planeados. Sin embasgo,
participantes de la conferencia estuvieron de dougue
deben continuarse estos estudios con mucha caubela,
gue es muy poco conocido el mecanismo exacto de la
accion de los tratamientos propuestos.

Entrevista con Nadia Rosenthal:
Los padres no deben perder la esperanza mientraspesan por una terapia génica para distrofia
Duchenne.

Nadia Rosenthales la cabeza dehboratorio Europeo de
Biologia Molecular (EMBL) en su Dependencia en Monte-
rotondocerca de Roma. Después de la reunion de mesa
redonda ella respondié preguntas (en cursiva) dmtau
Scheuerbrandt sobre las posibles intervenciones @e-
cimiento muscular promovido por farmacos mientass |
mas permanentes terapias genéticas todavia estdlosi
desarrolladas y que la esperanza los padres rebé&idn

de perder.

Los padres con chicos con DM Duchenne necesitan la
esperanza de una cura para esta terrible enfermedad
Ellos colectan dinero, a menudo en bastantes peguefia
cantidades, que ellos donan a los parent projectgendo
gue eso salvara a sus nifios enfermos. Cuando elgém
distrofina fue encontrado en 1986, cada uno pensd q
habria una cura al afio siguiente. En las dos Ul8rivie-
sas Redondas en Mdénaco, se concluyo que esto tomara
todavia varios afios mas hasta que la omisién da este
lista como una terapia, y que al parecer las téanide
transferencia génica no estaran listas mas rapido.

Si vemos la historia de la terapia génica, vemeslagi
promesas fueron hechas tan temprano como en Iss afio
1970s, aun por cientificos, sobre las perspectieda
terapia génica, y aqui estamos 30 afios mas tarae, y
estamos todavia alli. Por supuesto, la terapiagémudria

lograrse algun dia, nuevos descubrimientos podegan

hechos, un nuevo vector viral podria ser encontyagkio
de pronto haria las promesas una realidad. jSa fasirde
simple!

Pero aun entonces, una terapia génica tendriaagae por
pruebas clinicas. Y es lo que yo les digo a losgmga
gue todos ellos quieren que su nifio sea el primeejitio
de indias. El problema es que un nifio no puede hazer
decisién informada de si desea participar en unelar
peligrosa. Por supuesto es una tragedia persorel deun
nifio con una enfermedad terminal que puede maatés
de que una cura sea encontrada. Pero méas dafia podri
hacerse precipitandose en estas pruebas. Si amieaito
fuera tan fantastico que no tuviera ningunos efesteun-
darios y curara al nifio, lo habriamos encontradd.ga
suefios de los investigadores es que ellos tropedara
repente con algo que trabajara perfectamente,rjees
algo realista.

Asi que obviamente, los investigadores han tenidohas
hipé6tesis que comprobar, y por lo que resulta graat
mucho tiempo en conseguirse toda la informaciéichas
Yo trabajo ahora en un acercamiento terapéuticomete-
dor, pero la ignorancia en este campo es simplement
profunda. He hablado muchas veces a diferentesmudi
cias y he tratado de explicar muy racionalmenfeotdn-
cial aparentemente milagroso del IGF-1 para regeretr
tejido, pero soélo si sabemos mucho més sobre sual e
proteina IGF-1 correcta para usar.



De todos modos pienso que hay mucho espacio para la
esperanza. Comencé a trabajar en distrofia musenlar
1984, y entonces existian los mismos problemasboes
pero sabiamos mucho menos. Nadie sabia sobre $tamio
tina, nadie sabia aun por qué la enfermedad esadau
Desde aquel tiempo, se ha hecho un progreso edimaer
rio, y alin asi, para los padres, nada de eso is@milgo
porque no hay ninguna cura adn. Asi que tenemo®el
blema de como decir a los padres que a pesaratgigso
no tenemos todavia la cura. Pienso en el hechibgue
terapéuticos potenciales estan ya siendo probadas p
conocer la seguridad en la fase-I de pruebas alnies
enormemente emocionante.

Y también el nimero creciente de laboratorios qaka-
jan en este campo.

Si, y el nimero de acercamientos. Y pienso queda-s
rencia para combinar acercamientos es muy impertant
lo que estos seminarios en Ménaco hacen, debe mlsima
discusion entre nosotros los investigadores. Derastlo,
por ejemplo, ya he ofrecido mi ayuda y enviar rigasta
mi colega Kathryn Wagner en Baltimore quien tralesja
la combinacion de IGF-1 con inhibicion de la mitiss,
porque necesitamos saber que tanto aquellas das cos
podrian ser puestas juntas. Estoy también muy sadee
en la inhibicién de la proteasa, porque sabemambuen-
te que el IGF-1 hace eso de alguna forma. De ext® nte
pregunta es cuantas formas diferentes de atacacssi-
tan, y la respuesta es: tantas como sea posile@ta

célula es una pequefia maquina extremadamente gample

Y no sabemos qué acercamiento llevara a una cura.
Aunque la lesién en la distrofia muscular Duchepudie-
ra ser completamente simple, sélo una proteina, fiadt
puede ser reparada como un coche estropeado ode pue
ser arreglado cambiando un pedazo roto. Debid@aiga
célula tiene muchos modos diferentes de trabajededior
de los problemas. Y asi pueden haber maneras goe no
tros podamos inducir a la célula a compensar gjilittad

y mantener al menos al misculo durante el tiemjgo qu
necesitamos hasta que podamos sustituir realmeges e
gue es el objetivo final, o la reparacion de elpaelo que
haga otra vez distrofina funcional.

La otra cosa a decir a los padres es, que la igaesin
que ellos apoyan es cada vez mas realzada paoslae
cimiento de que hay muchas otras clases de dabilida
muscular que ocurren por envejecimiento, cancsufin
ciencia cardiaca crénica, enfermedades infeccigdaasta
SIDA, las cuales también tienen que ser tenidasienta.
Asi que hay una enorme necesidad de intervencadgup
muchos de los mismos procesos de degradacion quesve
en estas enfermedades son potencialmente trajaiyléess
mismas vias terapéuticas que intentamos desarpaltar
distrofia muscular.

Y seria entonces también interesante para las céifapa
farmacéuticas.

Asi es, he hablado a varias compafiias farmacéuyticas
logrado que ellos vean la distrofia muscular comaonuy
importante y extremadamente atractivo primer pasa p
tratar estas otras enfermedades con deteriorasdalscu-

los, porque el nivel de conocimiento es mucho ritas a
para la distrofia muscular que para, digamos, Uzluetro-
fia de muscular en la gente envejecida. Uno sabe mu
poco sobre esto, y esto mayormente ha venido ideda-
tigacion que hemos hecho sobre distrofia muscDiar.
este modo, los padres de chicos con DM Duchensemo
los Unicos que buscan una cura para tal enfermédtesly
mas comparfiias farmacéuticas se dan cuenta del imiscu
como un objetivo clave para la terapéutica. Y le gsto
significa no es necesariamente que conseguirenmsda
para DM Duchenne mas rapido, pero que cuando algo
parece bien, entonces habra dinero para pruebamyep
desarrollo de una terapia.

Y también para conseguirlo los pacientes en todatesp,
porque el mercadeo sera también importante.

Si, y la investigacién puede solo venir con el@gio de
prueba. Y el tiempo entonces para desarrollar imgéo y
traerlo al mercado es un nimero bastante previdéle
afos. Y este no siempre pasa suficientemente r@pido
el individuo. Todo lo que podemos decir hoy es, lgse
pruebas clinicas que hemos visto propuestas hpynas
de las cuales confian en sustancias que estamglaaaas
para su uso, son la mejor via rapida posible parmaaar
la enfermedad, tal vez no curar, pero al menosgpieios
problemas severos.

Lo que quise decir con mi pregunta al final dedamion
era, de que con los métodos que hemos discutidashoy
podria ganar tiempo hasta que algo mejor y mas perm
nente venga.

Si, absolutamente. Y obviamente que es una vesitaja
usar productos farmacéuticos que estan ya presemies
libros farmacoldgicos para algo mas. Por eso coonglar
SIDA y la distrofia muscular. Si la gente que sufee
ambos usa algunos anti-inflamatorios inhibidoreprade
teina, podriamos ser capaces de descubrir nueghse
prometedores. Esto es por lo que los bancos de dates
cOos son tan importantes, algunas veces proveyéadtmo
informacion inesperada.

¢Asi que, hay esperanza de que algo vaya a pasar?

jHay siempre esperanza! Sobre todo porque ahorarhay
movimiento real en una manera que no habia vigesan
Ahora pienso que es facil imaginar como ciertos@sos
en la célula pueden ser modulados por pequefiagufedé
ordinarias existentes. Esto podria conducir a endadera
brecha, como paso6 con el SIDA cuando los inhib&ldie
proteasa fueron desarrollados. De este modo, fames+
dades tan devastadoras como el SIDA, cuando ésta-pr
ro se volvid una epidemia, parecia aparentemeaotgan
ble y rivalizo con la distrofia muscular. Y ahosagente la
maneja. De modo que es lo que esperamos, mand@mndo
enfermedad, y posteriormente curarla.

Cuando los investigadores como usted hablan dimeeta
te a los padres en entrevistas como esta sobreolase-
cuencias de su trabajo, sus palabras son especiaéme
importantes para ellos y les dan verdadera esperabe



agradezco a usted y a todos sus colegas por susres$
y dedicacién y le deseo el éxito que necesitampignéo
gue se me permite decir esto también de partesifahai-

lias con chicos con DM Duchenne, cuyos represeesant
estaban presentes en esta reunion.

Algunos hechos cientificos.

Para entender mejor los diferentes acercamientda haa
intervencién farmacologica en el proceso distr6éno
nifios con Duchenne, algunos hechos basicos detrdidsa
muscular y su enfermedad mas severa, la distrafecm
lar Duchenne, son resumidos aqui de un modo mug.cor

Desarrollo muscular.En el embrién prematuro, las pri-
meras células que se convertiran en tejido mussolatas
somitaslas cuales proliferan para formamabtoma. Las
células del miotoma dan lugar a logblastosy lascélu-
las satéliteque son células de reserva para regenerar fibra
musculares dafiadas. Los mioblastos se fusionarel u
con el otro para formaniotubos, cuyos varios ndcleos
celulares estan centralmente localizados, y quaees se
desarrollan efibras muscularesmaduras cuyos nucleos
se localizados en la membrana de la célula. Latasélu
satélite, que son un tipo de células madre locateanen
en el exterior de la membrana de la célula muscular
Cuando las fibras son dafiadas por una lesién argor
enfermedad como la distrofia Duchenne, las cékaasli-
te reparan y regeneran las células muscularesalmane-
ra similar a la sintesis de nuevas fibras por lmblastos.
Muchas proteinas diferentes influyen en el dedaryola
estructura de los musculos. Algunas de ellas saime
nadas en este informe como el IGF-1, la miostayina,
follistatina.

Estructura muscular y sintesis de proteirza fuerza
generada por la estructura actina-miosina es gedafa

la fibra entera por un complejo de proteinas laedd en

la membrana de la célula, con la protedisirofina como
uno de sus componentes mas importantes.

El gen que lleva la informacion para esta protefnelgen
de la distrofina. Este se localiza en el cromosoma X. Su
estructura de &cido desoxiribonucleico, ADN, corgiena
secuencia de 2 220 228cledtidos o "letras genéticas”,
asi, este gen es el gen humano mas largo. Este7ene
regiones activas, lexones con un total de sélo 11 058
nucleétidos, los cuales especifican la secuenct@ib
aminodcidos los componentes basicos, de la proteina
distrofina.El resto mayor del gen, su 99,5%, esta formadog
por losintrones, que no contienen informacién para la
secuencia de aminoacidos de la proteina.

La secuencia de nucledtidos del gen es copiadaren el
cleo de la célula al &cido ribonucleico premensgjer
ARNpre-m. Los intrones son eliminados entonces y los
exones son empalmados juntos al ARN mensajero,

S

ARNmM. Este mensajero se mueve del nicleo de la célula a
losribosomasen el citoplasma donde la proteina es en-
samblada segun la informacion genética conservada e
estructura.

Duchenne distrofia muscularEsta enfermedad heredita-
ria es causada por unautacion en el gen de la distrofina,
un cambio que altera la informacién genética deantpe
la distrofina no pueda ser producida mas en lagase
musculares. Sin distrofina, las fibras musculaeedege-
neran, principalmente porque sus membranas se hacen
permeables. Entonces grandes cantidades de ioma$ de
cio entran en las células y activan enzimas conpodtea-
sacalpaina que destruyen todas las otras proteinas de los
musculos.

Para contrarrestar la degeneracién, las céluléiteagon
activadas para iniciar y mantener procedimientosfa-
racion. Los dos procesagegeneraciony regeneracion
estan en equilibrio durante algun tiempo hastaeljné-
mero de células de satélite se haga tan pequefia que
regeneracion reduce la velocidad y finalmente sa. pa
Este conduce al aspecto y el empeoramiento derltus si
mas clinicos de la enfermedad.

Acercamientos hacia una terapia con técnicas gésica
La reparacion de la mutacion pamision de exory el
reemplazo del gen por teansferencia de su estructura
activa normal entera, ADNCc, o de sus versiones mas
cortas, son técnicas de investigacion que han @sago
considerablemente. Sus resultados alentadoresijpain
mente obtenidos camtones mdxdistréficos, estan siendo
ahora intentados en estudios clinicos con pacieotes
Duchenne. En este momento, estas técnicas no parece
proveer una cura completa y a largo plazo de lerevd-
dad, pero sélo seran capaces de hacer mas latdgdae-
racion muscular, es decir ellas podrian cambiamuas
rapida distrofia Duchenne en una mucho mas ldisteo-

fia muscular Becker. Sin embargo, todavia se necesitaran
algunos afios hasta que una terapia, basada enéestias
cas, esté lista para los pacientes con Duchenne.

Una nota: A los cientificos les gusta hablar de las cosas en
que trabajan como si ellos tuvieran sélo una de cad:
unaproteinala distrofina,el gen,la fibra de muscular. En
realidad, ellos producen y trabajan con millonesiles de
millones de ellas. Este modo de usar el singulaeeardel
plural es seguido también en este informe.

Comprando tiempo con un farmaco “normal”.

Un farmaco "normal” que es ya usado contra otrée€n
medades, y es capaz de hacer mas lenta la degénerac
muscular o acelerar la regeneracion muscular, nadas
mucho menos tiempo para ser aprobado como unaaerap
para DM Duchenne, que una técnica completamenteanue

como la terapia génica. Esto seria de inmenso lcamefi
para el medio millén de familias en todo el mundo ¢
nifios con Duchenndlgunos farmacos potenciales los
cuales fueron comentados en esta reunién comGFel|
BBIC, leupeptina, follistatina y otros inhibidords la



miostatina, serian tales farmacos "normales”. Aarmju
sea todavia conocido como estos funcionan a nigkd-m
cular, ellos son tan prometedores que estan sigdimio
camente probados de todos modos. Y estos tenddan p
bablemente muchos menos efectos secundarios que los
corticoesteroides como la prednisona y deflazapgtson
todavia los Unicos farmacos aprobados que tienefiegn
to probado de retardacion y cuyo mecanismo prefgso
accion tampoco es conocido.

Como ha sido sugerido en la reunion, algunos faomac
bajo consideracion podrian ser tomados simultanei@ne
por ejemplo el IGF-1 para estimular la regeneraeion

Cientificos y especialistas médicos:

Kate Bushby (MD, PhD),University of Newcastle, RU

inhibidores de la calpaina para parar la degradaéiétos
podrian ser usados aun mas tarde en combinacidnneon
técnica genética como la omision de exon. Y elkizedi-
an ser aplicados tan pronto como después del rextioni
como sea posible, cuando la mayor parte de losutassc
todavia tienen una estructura normal. Esto "congorari
tiempo" para los nifios mientras ellos esperandagbfe-
mente mas eficaces terapias genéticas que tratormee
gir la mutacion misma del gen. El desarrollo adialate
los farmacos "normales" potenciales hablados aoplrii@
bien estar en un camino de atajo, un modo de matau-
chos de los nifios enfermos a tiempo.
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