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Distrofia muscular de Duchenne:  
Avances terapéuticos. 

Exon skipping PTC 124  

Micro/mini distrofinas Utrophin 

Stem/progenitor cell 
Células madre 

Corticoides 



Justificación del uso de los 
corticoesteroides en la DMD 



Se ha visto que muchas de las secuencias de eventos que 

 ocurren en el músculo distrófico son atribuidas más al daño 

causado por las respuesta inmunológicas en frente a  

un músculo distrófico que al defecto primario  “per se”. 

Efecto de los corticoides 



FASE REGENERATIVA FASE DE NECROSIS 

M1 

M2c 

M2a 

interferon 
IFN-y 

INOS 
Nitric oxid Sintasa 

CITOLISIS 

Interleukina (IL4) 
y 

arginasa 

Inhibe actividad M1 
al competir con  

 el sustrato compartido 
ARGININA 

Promueve la proliferación 
de mioblasto y la reparación 

GLUCOCORTICOIDES 

• Favorece activación M2 

• Induce interleukina (IL-4) 

• Inhibe IFN-y 

  

Distintos macrófagos y distintas funciones 
 en diferentes fases de la inflamación  



DMD 
Mutación puntual “nonsense” 

Ensayo terapéutico: Tratamiento 
postranscripcional PTC 124 (Ataluren®) 



1) Normal 
2) Deleción 
3) Duplicación 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
           
 
 
 

                          

Genética DMD/DMB 

4)Mutación puntual:  

-  “Nonsense” o sin sentido 
UAG ámbar; UAA ocre, UGA opal 
Codon  STOP 

 -  “Missense”.    No codon Stop 
 

79 

15 % 



¿Como se sintetiza una proteína? 

Elongación 

Finalización 
Codon STOP 
fisiológico 

Transcripción 

DNA 

PROTEINA 

mRNA 
tRNA 

 
 Ribosomas 

 

Traducción 



Proteina 
completa 

RIBOSOMAS 

Amino acidod 

mRNA 

Traducción de la información genética en la 
producción de  proteínas 

CODON  
STOP  

TERMINAL 



Proteina 
incompleta 

Mutación  nonsense (STOP codon) 

Proteina mRNA 

Mutación nonsense : Uno de los tres codones de terminación del RN A (UAG, ámbar; UAA, 
ocre; UGA,opal),  

CODON 
STOP  

TERMINAL 

Nonsense 
(Premature Termination) 

Codon 
 



Mutación  sin sentido. 

 
 

  Se puede modificar una mutación sin sentido? 
 
Se puede modificar la traducción del RNA? 

 



Pregunta clásica de facultad de medicina: 

 
 

1. Cefalosporina de 1ª generación 
2. Vancomicina 
3. Teicoplamina 
4. Aminoglucósidos 

 
 

De los siguientes antibióticos, cual actúa  
modificando la traducción de RNA?: 



Aminoglucósidos y DMD 

Los aminoglucósidos se unen a diversas fracciones 
de los ribosomas “ restauran” las mutaciones 
“nonsense”, productoras de  un codon STOP, a nivel 
del mRNA al  insertar un aminoacido y así 
permitiendo la síntesis completa de la proteína 
Inconvenientes: 
Dosis altas 
1.Vía parenteral 
2.Efectos secundarios. 
3.Etc. 
Por tanto se precisa del desarrollo de  moléculas sintéticas de bajo 
peso molecular,  no antimicrobianos, absorción oral, etc. 

 

PTC 124:  ATALUREN® 

PTC Therapeutics, Inc. ©  Pensilvania 
2009   



Ataluren ® 
 Estructura  

• 1,2,4 oxadiazole benzoic acid 
• Peso Molecular= 284 Daltons 

 Mecanismo de acción 
• Se une a  28S Ribosomal 
• Inductor (dosis dependiente) de la lectura ribosomal de “stop codon” 

prematuros. Respeta los “stop codon”  normales. 
• No es un antibiótico. 

 
 Actividad Preclínica y toxicología 

• Muestra  actividad en la DMD y la FQ en  modelos de ratón a partir de niveles 
plasmáticos de 2-10 µg/mL (Du, PNAS 2008; Welch, Nature, 2007). 
 

 Fase 1 : Perfil de seguridad y PK 
• Perfil de Seguridad apoyaba  el desarrollo de ensayos clínicos 
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YIELD 

PROTEINA 
COMPLETA 

Ataluren ® 

Proteina mRNA 

 Debe existir una  mutación sin sentido.. 
 Por ello es obligado la secuenciación del gen . 

CODON 
STOP  

TERMINAL 
NORMAL 

CODON  
STOP 

PREMATURO 
SIN SENTIDO 

 

Promueve la lectura ribosoma 



ataluren 

Ataluren ® 
una sola molécula para múltiples indicaciones 



Ataluren ®  

Fase preclinica.  
Fase 1: Caracterización clínica  

EVOLUCION DE LOS ENSAYOS CLINICOS 
 



Dystrophin 

Myosin Standard 

Control ataluren* 

 *10 µg/mL for 12 days  

Ataluren ® induce la producción de distrofina en las 
células de ratón mdx. 

Welch et al. Nature, April 2007 
PTC Therapeutics, Inc. © 
2009   



PTC Therapeutics, Inc. © 
2009   

Ataluren ®  Fase 2b en DMD 











Situación actual y futura 
• Actual: Protocol Number PTC124-GD-019-DMD 
 - Incluye los 4 niños préviamente estudiados 
    - Caminen o no. Valoración 6MWT y otros parámetros 
    - Tomado todos medicación  
    - Evaluar eficacia y tolerabilidad 
Futuro: Protocol Number PTC124-GD-020-DMD 
Criterios inclusión: 
 - Mutación puntual ” nonsense “ 
 - Doble ciego, placebo control 
     - Estando con tratamiento corticoideo 
 - Edad >7 años. 
 - Que caminen >150 en  la prueba 6MWT )  
    - Que en dos detereminaciones no exista entre ellos una  
      diferencia > del 20% entre ellas  





EXON SKIPPING 
O SALT DEL EXON 51 



“Exon skipping” o salto del exon 

• Objetivo/finalidad 
• ¿En que se fundamentas la técnica ? 
• ¿ Qué pacientes son candidatos a su uso? 
• ¿Cómo están los ensayos actualmente ? 



Objetvo/finalidad 
• Tratar los pacientes afectados de  una 

DMD, causada por una delección out 
frame, convirtiéndolos en una distrofia 
de Becker 

• Como no todos los pacientes tienen la 
misma delección, la estrategia será 
distinta para cada uno de ellos   el 
tratamiento será “ a la carta” 



B1 B2 C 

B1 paciente con mutacion puntual (missense) 
      Banda reducida en intensidad pero PM normal 
B2 paciente con delección  
      Proteína de bajo PM, pero normal en cantidad 
C = control, PM= 430 Kd 
D= DMD (no proteína) 
E = paciente con delección 
      Banda no emigra completamente 

D E 

ANALISIS 
PROTEICO 
WESTERN 
BLOT 

Distrofias de cinturas y otras 

430 Kd 
Normal 
cantidad 



¿ Què pacients son candidatos a la 
técnica del salto del exón ? 

• Sólo los que tienen una delección “out fame”. Y 
como veremos provablemente no todos ellos son 
hoy técnicamente candidatos  
 

• ¿Qué es una delección “out frame”? 
 
Es una delección  que produce un “Codón Stop y por  
tanto una ausencia total de proteína. 

 



Ensayo terapéutico-Salto del exón 51 
Nucleótido PROO51/GSK968 Prosensa/GSK 

 Sólo aplicable a los pacientes con delecciones: 
 
13-50, 29-50,43-50, 45-50, 49-50, 50, 52 
 
La terapia del exón 51 representa el 13% de las 
DMD 

 



Distrofia muscular de Duchenne: Avances terapéuticos. 

EXON SKIPPING  



Terápia del “salto del exón” 

 
• Idea surge de manera simultanea.. 

 
• Steve Wilton, actualmente en Perth (Australia) 

 
• Johan den Demmen (Departamento de Genética 

del  Centro Médico de la Universidad de Leyden) 



Salto del exón 
 • Es un largo proceso que empieza hace 16 años con 

la Dra. Annemieke Aartsma-Rus en el Centro 
Médico de la Universidad de Leyden . 

• Se inicia  recomponiendo el gen DMD en levaduras 
(trabajo realizado por Petra Grootsholten). Una vez 
creado el gen humano de la DMD en levaduras 
éstas  fueron  transferidas a un ratón, que  al 
recombinarse con el núcleo de las celulas madre del 
ratón, se crean dos genes: el gen hDMD y el propio 
gen mxd del ratón en el cromosoma X. 



• Posteriormente se crearon  colonias de ratones que 
tenían el gen artificial hDMD además de su gen mxd 
en el cromosoma X. 

• Así teníamos un ratón con gen DMD (humano) para 
experimentar con un Oligonucleotidos humanos en 
vivo y  no tener que experimentar en un ratón con 
oligonucleotidos de ratón. 

• Una vez trasferido el gen al ratón se crearon ratones 
con las delecciones deseadas con el fin de 
experimentar  y poder así trabajar en el salto del 
exón 
 



transfiriéndolo 

Recomponiendo gen DMD humano 
en levaduras 

DMD(H) 
DMD(H) 

DMD(H) mxd 

DMD(H) DMD(H) 

DMD(H) 

Creación de colonias de ratones  
Con expresion de los dos genes  

DMD(H) 

DMD(H) DMD(H) 

mxd mxd 

mxd 

Mxd D Mxd D 

Finalmente se reproducen en el gen DMD(H) las delecciones deseadas 

mxd 



E1 

i1 

Escisión Intron splicing exons 

E1 i2 ADN (Gen) 

i2 i1 

E2 

E2 

E3 

E3 5’ 3’   Pre –mRNA 

Capping  y  poliadenylation (A) Acota la proteína 

E5 E4 E3 E1 E1 Poy (A) 

E1 E2 E3 E4 E5 

5’ 3’ 

RIBOSOMAS,  AL CITOSOL  

mRNA 

En que se basa la técnica del salto del exón 



E1 

i1 

Escisión Intron splicing exons 

E1 i2 ADN (Gen) 

i2 i1 

E2 

E2 

E3 

E3 5’ 3’   Pre –mRNA 

Capping  y  poliadenylatin (A) 

E5 E4 E3 E1 E1 Poy (A) 

E1 E2 E3 E4 E5 

5’ 3’ 

AL CITOSOL RIBOSOMAS  

mRNA  

Mutación out frame  

Mutación in frame  

No proteína  PROTEíNA 



Posteriormente se comprobó que un  

oligonucleótido  complementario de 
la secuencia deletada también inducía 
un EXON SKIPPING 
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Oligonucleótidos (Aos) 
Lab. Prosensa /GSK 

• Los oligonucleótidos (Aos ó 2.0 metil fosforotiatos) 
o 2.0 metilos son creados  a la carta para  saltar 
determinados exones 

• Los 2.0 metilos se unen a las proteínas séricas 
siendo tranportadas a todas  las células.  

•  Los que  no se unen a las proteínas plasmáticas 
son eliminados por el riñón. De aquí la toxicidad 
renal observada en los ensayos. 



PROTOCOLO ESTUDIO 54 pacientes (Fase 2b), acabada  



Resultados PROOS1/GSK968 48 s (I/IIa)ext  

Nathalia Goemans et al. WMS oct- 2011 ( Almacil Portugal)  
  Grupo                 Edad m               Baseline       Resultado (6MWT) ()= SD 
  
•Tratado (12)        9.48 (1.88)       384 (121)   Aumento (M )        80 (29) 
• No tratado (16) 9.64 (1.45)        353 (72)    Decremento (M)    53 (79)     
•Efectos secundario: Microglobulinemia 100% 
                                     Proteinuria 92% 
                                     Reacción local  100% 
Dosis 6 mg/kg semanal subcutáneo 
48 semanas 

Nosotros actualmente en la Fase 2B ext (estudio  de 54 niños) 





Resultados “Disapersen” 54 Pacientes 

• Objetivo primario valoracion parámetros 6 MWT 
– Regimen continuo (18): 

•  Media 35.09 m Rango= (7.59-62.60 m) 

 
– Regimen intermitente(17): 

• No diferencias con placebo a las 24 semanas 
• 48 semanas,  Media  27.08 (rango= 9.83-63.99 m) 

 



  
 

 
A todos los miembros de la Unidad UTIN 
 

• Dr. Andres Nascimento 

• Dr. Carlos Ortez (n presente) 

• Dra. Anna Febrer 

• Dra Maria Cols 

• Dr. Martí Pons (no presente) 

• Dra. Cristina Jou 

• Dra. Sonia Paco 

• Dra. Cecilia Jiménez Mallebrera 
 

• Unitat d’assajos 

– Joana Claverol 

– Pilar Santín 

– Ctistina Llanos  
 

Muchas gracias por su atención 





Atrofia spinal AME ligada al gen SMN1 
SMN2 SMN1 

C>T  exon7 
Conduce exclusion exon 7 

Sólo 10% prot  
completa 

90%proteina no 
funcional  

 

100% proteína 
completa 

Fenotipos: 
1- Atrofia espinal tipo I (Werdning Hofmann) 
2- Atrofia espinal tipo II (intermedia) 
3- Atrofia espinal tipo III (E. Kugelwer-Welander) 
 



Terápias para la AME ligada al gen 
SMN1 

• SMN1 y SMN2 se diferencian en 5 nucleótidos no 
codificantes 

• El cambio de un simple nucleótido C>T en un splicing exon 
7 conduce, a la exclusión de exón 7 en muchos transcritos. 

• Como consecuencia SMN2 produce sólo un 10% de 
proteína  completa o “full-length”. 

• Así el número de copias del SMN2 se relaciona de una 
manera general con la gravedad  del fenotipo. 



Agentes que sobreexpresan el gen SMN2 y 
promueven la inclusión del exon 7 

1. Fenilbutirato: 
• Al inhibirr de la histona deacetiasa augmmenta  la 

antidad de “Full length” proteína en el SMN2 
• En los ensayos practicados, (placebo-control), no 

se detectaron mejorias stadisticamente 
significativas  

 



2)-Acido valproico 
• Es otro inhibidor deacetilasa histonas 
• Incrementa el mRNA para la síntesis de SMN1. 
• Fase II en 2 pacientes de  SMA I 
• Fase II 29 pacientes SMA tipos II y III 

– Aumento de peso, reducción plasmática carnitina 
– Pérdida de función motora (escala Hammersmith) 

• Fase II en 27 pacientes, no beneficios 
• Reciente fase II  placebo control no mejorías 



3)- Albuterol 

• β-adrenérgico. En vitro se ha demostrado que 
aumenta el mRNA del SMN, aumenta el número de 
gems promoviendo la inclusion del exón 7  

• Varios estudios (Tizzano et al.) reportan mejoría en 
las escalas de evaluación.  

• No ensayo placebo control 



4-) Aminoglicósidos 
En fibroblastos promueven el código de lectura 
del codon stop en el exón 8 estabilizando así la  
síntesis de SMN. 
5)- N- Metil-D- aspartato 
 Incrementa en ratas la expresión del SMN2, el  
 número de UM y les  alarga la vida 



6)- Nucleótidos antisense 

• Desarrollados para bloquear un intronic splicing 
supresor que previene el skipping o salida del 
exon 7. 

• Experimentado en tejidos y ratas 
• Uso de la via intracerebroventricular   en 

modelos de ratón ha mejorado las parálisis. La 
via de administración es un gran inconveniente   



7)- Stem cells o células madre 

• Uso como tratamiento potencial de la AME 
 
• Gracias a la capacidad de convertirse en 

neuronas se ha empleado en un paciente con 
carencia  de SMN. 



8)- Otros: 
• Hidroxiurea:usado sólo en cultivos de células de AEI 

con la finalidad de potenciar el mRNA para la 
obtención de SMN1 (full-length). 

• Un estudio piloto de 8 semanas no confirmó 
aumento de proteína. 

• Actualmente se esta llevando a término un ensayo 
con 20 mg/día en pacientes tipo II y tipo III. 

 
• Melatonina: sólo experimentado el en laboratorio 



 
Muchas gracias por su atención 



Resultado a las 12 semans 



Estado actual ensayo exón skipping 51 
• Estudio extensión PROOS1/GSK968 48 s (I/IIa ext) 
• Estudio 2B DMD 114117, (3 niños   tratados) 
• Estudio DMD 114349 ext. (mismos niños) 
Estudio Fase III (114044) PROO51/GSK968 (5 niños) 
         Criterios de inclusión: 
• Sujetos afectos que tengan  delecciones antes 

mencionadas, candidatas por el salto de el exón 51 
• Los pacientes deben caminar 
• Edad>5 años  
• Capaz de completar el 6MWT con una distancia  minima de 

75 metros 
• Estar recibiendo  corticosteroides durante un mínimo 6 

meses. 
• Todos los pacientes reciben tratamiento (no doble ciego) 

 





12 s 

24 s 
Se  confirma la 
funcionalidad 

de la distrofina 
mediante 

6MWT 
En l fase  

extensión 



Efectos secundarios  
 ANALÍTICAS LABORATORIO 
• Alteracioes hepaticas en dos pacietes (gamma GT 

en dos pacientes) 
• Trombocitopenia 
• No alteraciones del complemento 
• No presencia de anticuerpos antidistrofina 
   CARDIOLÓGICOS 
• No se detectaron ateraciones cardiológicas  
   (ECG ni en la ECO)  



Conclusión (1) 

• Favorable perfil farmacocinetico: Se mantenian los 
niveles del fármaco a lo largo de la semana 

   con la administración subcutánea. 
 
• PRO051/GSK968 a dosis semanaes de 6 mg fue bien 

tolerado 
– Alteraciones renales  
– Dolor local moderado 



Conclusión 2 

• Se detectó distrofina a las 24 semanas en 
todos los paciente 
 

• Considerable aumento de puntuación en  test 
de los 6 minutos  
 

• Se necesita muestra más grande 



Salto del exón 51 mediante AVI-4658 
Fase Ib/II 

• Llevado a término por el grupo del Dr.Muntoni  

• Mediante un morfolino oligomérico antisense 
AVI-4658  Teplirsen® 

    
• Los morfolino son péptido conjugados cuya vida 

media es muy corta entre 2 y 4 horas . 





FASE III 

•  5 niños 



Morfolio 







Inhibición de la P de la tirosinamediante un proteosoma 



miRNA 

• mi RNAs  derivado de zonas no codifcantes son reconocido 
como un importante regulador de genes y de funciones 
celulares. 

• En ocasiones y concretamente la terapia conjunta del salto 
del exón en la DMD junto a la inhibición  del miR31 puede 
contribuir a un gran aumento en la síntesis de Distrofina 
 

• La investigación no hace más que empezar . 
• Las perspectivas  a corto plazo son grandes 







Efectos secundarios  
 ANALÍTICAS LABORATORIO 
• Alteracioes hepaticas en dos pacietes (gamma GT 

en dos pacientes) 
• Trombocitopenia 
• No alteraciones del complemento 
• No presencia de anticuerpos antidistrofina 
   CARDIOLÓGICOS 
• No se detectaron ateraciones cardiológicas  
   (ECG ni en la ECO)  



Conclusión (1) 

• Favorable perfil farmacocinetico: Se mantenian los 
niveles del fármaco a lo largo de la semana 

   con la administración subcutánea. 
 
• PRO051/GSK968 a dosis semanaes de 6 mg fue bien 

tolerado 
– Alteraciones renales  
– Dolor localmoderado 



Conclusión 2 

• Se detectó distrofina a las 24 semanas en 
todos los paciente 
 

• Considerable aumento de puntuación en  test 
de los 6 minutos  
 

• Se necesita muestra más grande 



Protocol de estudioGSK2402969 
• Fase II 

– Doble ciego 
– Estudios paralelos placebo control 
– Regimen de dos dosis 
Finalidad:  
1. Valorar seguridad 
2.  Eficacia  
3. Tolerabilidad 
4. Farmacocinética  
En pacientes afectos de DMD con delecciones  
específicas  



PROTOCOLO ESTUDIO  



WMS 2010 Kumamoto 





1) Normal 
2) Deleción 
3) Duplicación 
4) Mutación puntual                                 
   Mutación Puntual “nonsense”. 

              (UAG, ámbar; UAA, ocre; UGA,opal) 
 
          Mutación puntual “missense” 
                ( UGA AGA UGG AAG GAU                      

                ( UGA AGA UGG GGA GAU                    
            

          

Genètica DMD 



Distrofia muscular de Duchenne: Avances terapéuticos. 

EXON SKIPPING  



EXON SKIPPING 

• Según la regla de lectura una mutación nonsense 
(Codon/stop), genera una DMD. 

• Sin embrago mutaciones “nonsense” (amb codon 
/stop) se han identificado en DMB 

• Esto es el resultado de un proceso de “skipping” 
(salto) que conduce a una mutación in “missense“ 
en el mRNA 



Nucleotidos antisense que inducen el salto del 
exón del gen de la distrofina  

• La delección del exón 45 es el más 
deletado y produce una DMB 
severa. Mientras que la delección 
de los exones 45+46 produce un 
DMB suave. 



Distrofia muscular de Duchenne: Avances terapéuticos. 



Registre 
Global  

De  
Pacients  
Afectats  

de 
Distrofias 

Musculars  



Qué es un 
Registre 
de pacients? 

Qué es  
TREAT- NMD? 

Recull informació  
anónima sobre pacients  
afectats d’ una mateixa  
malaltia 
Inclou:  
 Dades personals 
 Dades clíniques  
 Genètiques   

 Qui ho coordina?  

Coordina les bases de dades per 
la recerca.   



Els registres facilitan 
el reclutament de  
pacient para los assajos  

Aceleran la investigació 

Els pacients registrats 
reben l’ informació 
sobre las investigacions  

Ajudan as especialites 
a obtenir mes coneixaments 

Contribuyen a que todos 
los pacientes  registrados  
Reciinl matix tratament  



MOLTES GRÀCIES 



EXON SKIPPING 
O SALT DEL EXON 

Dr. Jaume Colomer  
Unitat de Patologia 

Neuromuscular.  
Servei de Neurologia 

Hospital sant Joan de Déu  



Ensayo terapéutico-Salto del exon 

Nucleótido  
PROOS1/GSK968 



Estudios previos 

• Confirmaron una producción de distrofina 
• Escasos efectos secundarios 





PROTOCOLO ESTUDIO  



Ensayo terapéutico-Salto del exón 51 
Nucleótido PROO51/GSK968 Prosensa/GSK 

 Sólo aplicable a los pacientes con delecciones: 
 
13-50, 29-50,43-50, 45-50, 49-50, 50, 52 
 
La terapia del exón 51 representa el 13% de las 
DMD 
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