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RESUMEN

La terapia génica actualmente se tiene en cuenta como una herramienta fundamental en el uso
terapéutico de patologias congénitas, ya que en muchas de estas se han conseguido resultados
esperanzadores en lo que respecta a la historia natural de la enfermedad.

Actualmente los virus constituyen la forma mas eficaz de transferir genes terapéuticos al interior
de las células diana y son los vectores méas utilizados en ensayos clinicos de terapia génica.

Una de las enfermedades en la cual se esta trabajando fehacientemente con este tipo de terapia,
es la amaurosis congénita de Leber, la cual es una patologia autosomica recesiva que afecta a
varios genes, caracterizandose clinicamente por una disminucion de la visén desde el
nacimiento por afectaciéon de los conos y bastones de la retina . El objetivo de las
investigaciones que se han realizado, ha consistido en la sustitucion del gen RPE 65 mediante la
utilizacioén del virus adenoasociado, lo cual ha alcanzado grandes avances en cuanto al
tratamiento, si bien no se ha logrado aun la remision completa de la enfermedad.

Los ensayos clinicos actuales estan muy cercanos a lograr mejorias totales y a largo plazo.

En cuanto a los ensayos preclinicos, muchos de ellos han demostrado resultados favorables
tanto en roedores como en caninos. Como complemento a esto, ensayos recientes demostraron
que los roedores que padecian amaurosis congénita de Leber recuperaron por completo la
funcion visual.

En cuanto a los ensayos clinicos, también han logrado grandes avances, donde tres hombres
comenzaron con una vision bulto.

Esto resultados constituyen un gran avance para el area clinica, puesto que cada vez hay mas
conviccion de que las personas que sufren amaurosis congénita de Leber puedan recuperar por

completo su visén.

Palabras claves: terapia génica, amaurosis congenita de Leber, vectores, enfermedades

monogénicas, mutacién de RPE20/RPEG5, estudios preclinicos y clinicos.
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INTRODUCCION

La presente revision resume los datos bibliograficos encontrados sobre la aplicacion de
la terapia génica para el tratamiento de la amaurosis congénita de Leber (ACL). La ACL es una
patologia autosdémica recesiva que resulta en un tipo de ceguera congénita, con una prevalencia
de 10 a 18% de los casos de ceguera congénita, siendo éste un porcentaje relevante (1) por lo
que parece oportuno focalizarse en esta enfermedad, para ejemplificar los avances de la terapia
génica en la actualidad.La decision de trabajar esta tematica radica en la gran importancia de las
terapias génicas en el ambito médico-cientifico global, en contraste con un escaso conocimiento
de las mismas por parte del médico clinico en el sistema de salud de nuestro pais. Se eligi6 la
ACL por ser una de las enfermedades congénitas con mayores avances en investigacion en
terapia génica, teniendo ensayos clinicos en fase 11 y 111 en curso (2)

La terapia génica consiste en la transferencia de material genético - ADN o ARN - a
células somaticas del organismo con un fin terapéutico. Esta modalidad terapéutica esta en auge
en la actualidad, ya que fue impulsado por el proyecto genoma humano (2003), pudiéndose
facilitar la identificacion de genes responsables de diferentes enfermedades. Con ello fue
posible el desarrollo de numerosos tratamientos génicos potencialmente curativos para

enfermedades monogénicas desde hace ya varias décadas.

Entre las enfermedades que primero se consideraron para su tratamiento con terapia
génica, destacan las inmunodeficiencias severas combinadas (SCID) asociadas a mutaciones en
los genes adenosina deaminasa (ADA). La ausencia de ADA implica una acumulacion del
sustratos que resultan toxicos para los linfocitos T. Esta fue una de las primeras patologias en
ser tratadas mediante terapia génica con vectores retrovirales, teniendo por objetivo la
transferencia del gen ADA en las células madre hematopoyéticas que dan origen a los linfocitos
T de los pacientes. Los mejores resultados se han obtenido extrayendo células de la médula 6sea
de los pacientes, purificando las células CD34+, a las que se les introdujo el gen ADA con los
vectores terapéuticos correspondientes; finalmente teniendo las células corregidas
genéticamente, fueron infundidas en los pacientes. En todos los casos se comprobd la presencia
de células corregidas genéticamente en las células de la sangre de los pacientes. La gran
mayoria de ellos mostraron beneficios clinicos incuestionables, sin que en ningln caso se
produjeran efectos adversos graves. Este protocolo constituye uno de los ejemplos mas
significativos de la eficacia y la seguridad que la terapia génica puede ofrecer a pacientes con

enfermedades monogénicas (3).

Otros ensayos de terapia génica exitosos fueron para el tratamiento de pacientes con

deficiencia genética en la proteina Lipoprotein lipasa (LPL). En estos pacientes el gen que
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codifica la LPL tiene mutaciones que hacen que la proteina no sea funcional, y las personas
afectadas tienen hipertrigliceridemia, xantomas y pancreatitis a repeticion.(4)

En noviembre del 2012, el medicamento Glybera recibi¢ la aprobacion en Europa para el
tratamiento de la deficiencia de la lipoproteina lipasa (LPLD). Glybera es un medicamento de
terapia génica que contiene el principio activo alipogén tiparvovec (una variante del gen de la
lipoproteina lipasa (LPL) humana, LPLS447X) y el vector que transportard este gen a las
células musculares estd formado por una cubierta proteinica derivada del virus adenoasociado
de serotipo 1 (AAV1), el promotor del citomegalovirus (CMV), un elemento regulador
postranscripcional del virus de la hepatitis de la marmota y repeticiones terminales invertidas
derivadas del AAV2. Se inyecta en una sola serie en los muasculos de las extremidades
inferiores, desde donde pasa al interior de los miocitos. Los elementos del vector se eligieron de
forma que se promoviera la expresion del gen LPLS447X; al apropiarse de la maquinaria de
expresion de la célula y los miocitos elaboran el producto proteico LPLS447X sin que el vector
tenga capacidad para reproducirse por si mismo. Glybera se ha estudiado en 27 pacientes con
deficiencia de lipoproteina lipasa que seguian una dieta baja en grasas. La mayoria de los
pacientes tratados con Glybera también recibi¢ tratamiento inmunosupresor. Solo debe
emplearse en los pacientes cuya enfermedad ha sido confirmada mediante las pruebas genéticas
pertinentes y que presentan concentraciones detectables de la enzima lipoproteina lipasa en

sangre. (5)

Estos resultados son relevantes para inferir la utilizacion de terapia génica en la ACL.
La amaurosis congénita de Leber fue descrita por primera vez por el oftalmélogo Theodore
Leber en 1869 en pacientes jovenes con disminucién de la vision.(6) Esta revision tiene el
propdsito de demostrar la importancia del uso de las terapias génicas en diferentes patologias
hereditarias, puesto que gran parte de las mismas representan la Unica opcion terapéutica. Mas
especificamente en este trabajo se realizara una busqueda bibliografica exhaustiva sobre el uso

de terapias génicas dirigidas al tratamiento de la ACL.
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OBJETIVO GENERAL

>

Exponer la aplicabilidad de terapias génicas en el tratamiento de las enfermedades
hereditarias, focalizdndose en la ACL.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A\

Definir la terapia génica, exponiendo los conceptos basicos para su comprension.
Describir patologia y terapéutica paliativa actual de la ACL.

Realizar una resefia sobre los ensayos preclinicos de terapia génica para el tratamiento
de la ACL.

Exhibir ensayos clinicos que actualmente se encuentran en curso sobre la terapia génica
de la ACL.

Aplicar los conocimientos interiorizados durante el curso de metodologia cientifica | y
Il en la realizacion de esta monografia.

Fomentar la practica arménica del trabajo grupal en el desarrollo de este trabajo

bibliografico.
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METODOLOGIA

Se realizard una revision bibliogréfica consultando distintas bases de datos como
PubMed, Timbo, Scielo, Elsevier, Cochrane y se tendran en cuenta principalmente los articulos
encontrados desde el afio 2009 hasta el afio 2015. Las palabras claves que se utilizaran son: gene
therapy, Leber Congenital Amaurosis, vectors, monogenic disease, RPE20/RPE65 mutation,
pre-clinical and clinical trials.

La informacién recaudada sera sometida a un analisis exhaustivo por parte de los
integrantes del grupo, guiados por la tutora utilizando las herramientas adquiridas durante el

desarrollo del curso.
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MARCO TEORICO

En la presente revision se realizard una introduccién a la terapia génica, continuando
con una mencidn sobre los procesos fisiologicos generales del ciclo visual y todos los aspectos
referentes a la amaurosis congénita de Leber, realizando hincapié en el tratamiento experimental

mediante terapia génica.

Terapia Génica: Generalidades

Se define como terapia génica a “la introduccion de material genético en las células del
organismo, mediante el uso de diversos vectores para modificar el repertorio genético celular y
curar enfermedades de origen hereditario o adquirido” (7). Actualmente éste es un campo que
se encuentra en pleno desarrollo, ya que cada vez son mas sus posibles aplicaciones
terapéuticas, sobre enfermedades antes sin tratamiento. Es importante comprender las
modalidades de las terapias génicas para asi poder razonar claramente la aplicabilidad de las
mismas en patologias con escasas 0 nulas opciones terapéuticas.

Se puede distinguir dos situaciones de terapia génica segin la célula diana del
tratamiento. Una de ellas esta dirigida a las células somaticas y es la mas utilizada actualmente,
y la otra esta dirigida a las células germinales, lo que conlleva maltiples consideraciones
bioéticas y por lo tanto la investigacidn esta mas acotada. Se consideran a su vez dos tipos de
terapia génica, las llamadas in-vivo y ex-vivo. En la primera, el material genético se introduce
directamente en las células diana del organismo, mientras que en las terapias ex-vivo, se extraen
las células diana de un individuo, se cultivan y se le transfiere el gen, posteriormente. Si es
posible se seleccionan las células modificadas y se las implanta nuevamente en el individuo, ya
sea en el organo o tejido afectado o en la circulacién sanguinea. La principal desventaja de este
método, es que algunos tejidos no crecen en medios de cultivo, y la gran manipulacion que
traen aparejadas estos procesos hace que las posibilidades de contaminacién sean alin mayores.
Sin embargo, para algunas situaciones clinicas, esta seria la Gnica opcién terapéutica efectiva.

Una vez que la transferencia génica se lleva a cabo correctamente, el material genético
introducido en la célula puede acoplarse correctamente al genoma celular, formando parte de los
cromosomas, 0 puede quedar formando estructuras llamadas episomas. “Un episoma es un
elemento genético extracromosomal. ”’(8). Los genes integrados al cromosoma tienen como
ventaja que se pueden seguir segregando a las células hijas durante la replicacién del ADN
celular y mitosis. Sin embargo, si la integracion de estos genes ocurre en la heterocromatina
celular puede conllevar a su silenciamiento a corto plazo. Por otro lado, la integracién de

vectores en el genoma celular puede activar oncogenes especificos, causando asi una division
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celular desmedida y activando procesos neoplésicos. Este problema se podria anticipar y
corregir en los experimentos ex-vivo, ya que las células que no cumplan con las condiciones
apropiadas, podrian ser seleccionadas y eliminadas antes de ser administradas en el organismo.

Algunos sistemas de transferencia génica estan disefiados para transferir genes en
celulas donde pueden quedar como elementos extracromosémicos (episomas) y tener una
expresion elevada. En el caso que las células se estén dividiendo activamente, como el gen
introducido no se segrega a las células hijas, la expresion a largo plazo puede ir disminuyendo y
harian falta tratamientos repetidos con sistema que porta el gen terapéutico.

Sin embargo, en algunos casos puede que no haga falta una expresion estable a largo
plazo. Por ejemplo, las terapias génicas contra el cancer suelen implicar la transferencia y
expresion de genes a células cancerosas con la intencion de eliminarlas, por lo que una vez
eliminado el tumor, el gen terapéutico no seria necesario.

La transferencia del gen a la célula se puede llevar a cabo mediante los llamados
métodos fisico-quimicos, o mediante los vectores virales. Los métodos de transferencia génica
fisico-quimicos implica que el gen terapéutico se inserte en un plasmido (molécula de ADN
que puede ser mantenida de manera episdmica) y éste se transfiera a las células utilizado la
microinyeccion, la electroporacion, la utilizacion de micro particulas de oro recubiertas de
ADN, los liposomas o estructuras lipo-proteicas, que se asocian al plasmido. Estos métodos
presentan grandes ventajas: son sencillos de preparar, lo cual permite su produccion de forma
industrial, admiten la transferencia de cantidades suficientes de ADN, en general son poco
toxicos y poco inmunogénicos. Los inconvenientes incluyen su baja eficacia de transferencia
(transfeccion) a las células diana, y al no integrarse en el genoma, no garantizan la expresion a
largo plazo en células que tengan alta tasa de division.

Actualmente los virus constituyen la forma mas eficaz de transferir genes terapéuticos al
interior de las células diana y son los vectores mas utilizados en ensayos clinicos de terapia
génica. Los virus se componen de acidos nucleicos (ADN o ARN) encapsulados en envolturas
proteicas (y a veces también lipidicas) que los protegen y les permiten entrar en las células por
endocitosis mediada por receptor u otros mecanismos. Es posible alterar el genoma de los virus
para incorporar un gen terapéutico. Una vez en el interior de la célula, la informacién contenida
en el gen terapéutico se expresa aprovechando el conjunto de enzimas celulares necesarias para
la transcripcion del gen y sintesis de proteinas. Para el tratamiento de enfermedades
monogénicas, en general se utilizan vectores virales que no se replican en la célula y que pueden
integrar su genoma al cromosoma celular. Estos vectores virales se obtienen por eliminacion de
genes responsables de su replicacion y virulencia sustitucion por el gen terapéutico, de esta
forma el nuevo virus mantiene la capacidad de infectar las células pero es incapaz de
multiplicarse en ellas. Asi, un virus puede ser transformado mediante técnicas de ingenieria

genética en un vector recombinante seguro. Los vectores virales constituyen los sistemas mas
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eficaces para transferir genes, ya que son capaces de infectar una elevada proporcion de las
células diana y poseen una elevada eficacia de transduccion génica. De todas formas existen
algunas limitaciones en el uso de los virus, derivado de la expresion de secuencias virales, por
lo que la seguridad en el empleo de los vectores virales constituye una importante preocupacion
debido a que se puede producir una transferencia involuntaria del virus nativo patégeno, o bien
porque pueda activarse un oncogén debido a la posibilidad de mutagénesis insercional al
insertarse el genoma del virus en el genoma del huésped. Otro punto a destacar es que mediante
el uso de éste tipo de terapia se pueden generar reacciones inflamatorias en el huésped, que
pueden llevar a la destruccion de las células transducidas con el material genético. Para
contrarrestar esta reaccion inmune se intenta eliminar el mayor nimero posible de genes virales
del vector con el fin de obtener una expresion mas estable del gen terapéutico. Los virus mas
utilizados para generar vectores son el adenovirus, el virus adenoasociado, virus vaccina,
herpesvirus y retrovirus. Los adenovirus pueden transportar genes de gran tamafo, también
tienen una gran eficacia en la transduccién, incluso de células que no estan proliferando.
Ademas, se ha demostrado que es un virus que no potencia ningin oncogen. En cuanto a los
virus adenasociados, se utilizan mucho, porque a diferencia del primero genera una baja
respuesta inmunitaria, sin embargo, sélo admite genes de pequefio tamafio en su genoma. En el
caso del herpes virus, el mismo es portador de un genoma muy grande y por lo tanto permite su
manipulacién con genes de gran tamafio. Este vector es muy utilizado en las enfermedades
neuroldgicas, ya que tiene tropismo por células neuronales y puede mantenerse de forma
episomica en varios tipos celulares, haciéndolo ideal para terapias a largo plazo en células de
baja tasa de division. En cuanto al retrovirus existen varios tipos, pero los mas utilizados en
terapia génica derivan del virus de la leucemia murina (Moloney Leukemia Virus, MLV, género
Gammaretrovirus) y los derivados del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1,
género Lentivirus). Los retrovirus son utilizados porque se integran en el genoma celular y asi
permiten la expresién de genes terapéuticos a largo plazo en células en divisién y ademas no
inducen inmunidad. A diferencia de MLV, los lentivirus presentan la particularidad de no
necesitar division celular para su integracion y, por ello, resultan mas Gtiles cuando la célula
diana a modificar no se halla en un estado activo de division. En cuanto al virus vaccinia es un
buen candidato para terapia génica debido a que infecta a una gran variedad de células y se
pueden producir altos titulos virales con relativa facilidad. Este vector ha sido usado con éxito
en experimentos para el tratamiento de melanomas y cancer de colon.

Otro tipo de terapéutica a la cual se puede llegar mediante el uso de terapias génicas, es
la terapia antisentido, en la cual se busca interferir con la sintesis de proteinas a nivel de la
transcripcién y/o de la traduccion. Actualmente existen tres tipos de terapias antisentido: las
secuencias de ADN antisentido, las secuencias de ARN interferente y las ribozimas. En las

primeras, el pequefio oligonucledtido se une por complementariedad de bases al pre ARNm o
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directamente al ARNm mediante puentes de hidrogenos. EI ARN interferente se une a una
secuencia complementaria del ARNm e induce su degradacion mediado por RNAsas celulares.
Por altimo, las ribozimas son secuencias de ARN cataliticos que hidrolizan al ARNm.(9)(10)

Anatomia y Fisiologia de la Via Visual

La retina es la capa mas interna del globo ocular encontrandose en intima relacion con
el humor vitreo por su sector interno y con la coroides por su sector externo. Estd compuesta por
dos sectores independientes por su diferente origen embrionario, pero complementarios en el
ciclo visual; estos sectores son el epitelio pigmentario y la pars nervosa retiniana. El epitelio
pigmentario se encuentra apoyado sobre la coroides formando la capa nimero uno de la retina,
encargada de absorber el excedente de luz, para asi evitar el reflejo de los haces luminosos con
el resto de las estructuras oculares, también tiene una funcién de fagocitosis de los segmentos
externos de los conos y bastones entre otras(11)(12). Luego en direccidn interna se encuentran
las nueve capas restantes de la retina: la capa de conos y bastones, limitante externa, nuclear
externa, plexiforme externa, nuclear interna, plexiforme interna, capa ganglionar, capa de las
fibras del nervio Optico y plexiforme interna en contacto con el humor vitreo (Figura 1). El haz
de luz entra por la pupila pasa por el cristalino y se dirige hacia el cuerpo vitreo y de alli
atraviesa todo el espesor de la retina hasta el epitelio pigmentario en donde comienza la cascada
de sefales del ciclo visual. Los conos y bastones trabajan acoplados al epitelio pigmentario, ya
que si no fuera asi el potencial de accidn no se podria generar en estas células y asi pasar a las
neuronas bipolares y seguir el camino de la via visual. Los conos son las células que se
encargan de la visién a color y los bastones de la vision en penumbras, por lo que se hara
énfasis en éste Ultimo ya que aqui asienta la explicacion de la enfermedad de Leber. Como se
dijo anteriormente, los bastones son los responsables de mantener en la vision en la penumbra
mediante un complejo sistema de sefializacion intracelular que se explicard a continuacién: los
bastones cuando estan en penumbras se encuentran activados porgue una gran concentracion de

GMP ciclico (GMPc) mantiene abierto los canales de sodio, lo cual despolarizada la célula.
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Figura 1: Estructura e histologia de la retina. Imagen extraida de Histologia de Michael Ross. Editorial

Meédica Panamericana.Pdgina 907; 5° edicion. Afio 2006

Una vez que un haz de luz incide sobre estas células el pigmento visual llamado rodopsina se
activa y actua sobre una proteina G que a su vez activa una GMPc fosfodiesteras que cataliza la
degradacion del GMPc, lo cual produce un cierre de los canales de sodio provocando una
hiperpolarizacion de la célula. A este nivel el pigmento visual rodopsina tiene un rol
fundamental en el ciclo interno fotorreceptores-epitelio pigmentario. La rodopsina consta de dos
partes, la porcién proteica u opsina y la porcién derivada de la vitamina A llamada retinol, la
cual absorbe la luz adoptando diferentes configuraciones. En la forma inactiva la rodopsina
contiene el isomero 11-cis retinol que se encuentra unido a la opsina. La activacién de la
rodopsina se inicia por absorcién de la luz en la region 11-cis retinol, cambiando su
configuracion a una molécula mucho mas inestable llamada metarrodopsina 1, que en cuestion
de minutos se libera de la porcion proteica de la rodopsina y se transforma en holo-trans retinol,
el cual necesariamente debe viajar al epitelio pigmentario para sufrir la isomerizacién a 11-cis
retinol por la proteina especifica del epitelio pigmentario de la retina (RPE 65) y asi regresar al

baston para que el ciclo visual se pueda dar con normalidad. (13) (14)
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Amaurosis Congénita de Leber: Generalidades

Se define la amaurosis congénita de Leber como una retinopatia de origen genético, de
herencia autosémica recesiva, que lleva a la ceguera temprana en individuos que la padecen.
Implica distrofia retiniana, con la ausencia de conos y bastones, siendo la forma mas severa de
distrofia retiniana congénita. Representa 2 a 5% de los casos de ceguera infantil en el mundo
desarrollado, en donde se han identificado varios genes asociados (Figura 2). Estos, en
conjunto, so6lo explican alrededor del 70% de los casos de amaurosis retiniana congénita.
Durante el desarrollo de ésta revision se hard énfasis en el gen RPE65 ya que las terapias
génicas actuales se enfocan directamente sobre este gen y su producto proteico; siendo el mismo
un gen que se localiza en el brazo corto “p”” del cromosoma 1 en la posicion 31 desde el par de
bases 68.428.823 al 68.449.958. Actualmente no existe forma de conocer la condicion de
portador asintomatico de un individuo, hasta asociarlo con progenie que exprese la enfermedad

de Leber clinicamente.

CEP290

GUCY2D

RDH12
RPGRIP1

— AlIPL1
IMPDH1 RPE65

Figura 2: Prevalencia de genes asociados con la ACL: CEP290 (15%), GUCY2D (12%), CRB1 (10%) RPE 65
(6%)son los genes que se encuentran mutados con mayor frecuencia. Faltan ser identificados
aproximadamente un 30% de genes en esta patologia. Extraido de Leber congenital amaurosis: Genes,
proteins and disease mechanisms /2009.

Clinicamente se manifiesta por disminucion de la vision ya en los primeros meses de
vida, que se traduce en falta de respuesta al estimulo externo. En la mayoria de los casos, el
trastorno es progresivo y permanente, y la vision de estos pacientes se limita a la distincion de
formas, luz y oscuridad. Otros sintomas incluyen estrabismo, movimientos involuntario e
incontrolable de los ojos (nistagmus) reflejo pupilar alterado, fotofobia, leucocoria, coloboma y
queratocono. Ciertos pacientes pueden asociar sintomas extraoculares, como pérdida de la
audicion, retraso psicomotor, crisis epilépticas o hipoplasia de la linea mediofacial, nifios

autistas y pacientes con albinismo. Se ha descrito también que todos los pacientes con ACL
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expresan el signo oculodigital de Franceschetti, el cual consiste en un desplazamiento posterior
de el globo ocular (enoftalmos) por compresion de los globos oculares con los pufios.

Una evaluacion clinica adecuada y la historia oftalmologica, asi como la determinacion
de las alteraciones de la retina sugerentes hacen un diagnéstico correcto de la aparicion
temprana de distrofias retinianas en la infancia. La utilizacion de nuevas herramientas de
diagndstico como la tomografia de coherencia éptica (OCT), se unen con el electroretinograma
de potenciales evocados (ERG) para apoyar el diagnostico. EI fondo de 0jo en estos pacientes es
normal en principio; a medida que los pacientes entran en la adolescencia temprana, el fondo de
0jo comienza a evidenciar alteraciones, como atrofia de los vasos sanguineos oculares,
alteraciones maculares, y deterioro del epitelio pigmentario retiniano y tejido conectivo
subyacente. El estudio de la variante genética asociada al desarrollo de la enfermedad en cada
paciente se realiza a partir de la extraccion de una muestra de ADN (procedente de células de la
sangre) y la amplificacion por PCR (polymerase chain reaction) y secuenciacion de la region
codificante alterada.

Actualmente se estan describiendo ciertas caracteristicas que deben ser patognomdnicas
a la mutacion del RPE65; dichas caracteristicas son la pérdida de los fotorreceptores, la
disminucién en la concentracion de 11-cis retinol y el aumento de la activacion térmica de la
cascada de fototransduccion por los cromoforos libres. Por lo tanto, la terapia génica con el gen
sano de RPE65 puede aumentar la cantidad del cromdforo incrementando asi la captura de
fotones lo que lleva a una disminucién en la actividad térmica de la cascada de
fototransduccidn. De esta manera se evitaria la apoptosis de los conos y bastones, aunque no se

puedan recuperar las células que ya se perdieron (6).

Ensayos pre-clinicos de terapia génica para LCA

Modelos murinos

Se ha progresado ampliamente en las Gltimas dos décadas en la identificacion genética de
enfermedades retinianas congénitas y adquiridas a partir de modelos animales, mejorando el
conocimiento existente respecto a la patogenia de las mismas. En enfermedades donde no
existen modelos animales naturales, éstos se han generado artificialmente mediante ingenieria
genética o transferencia genética somatica.(15) Tres modelos murinos de deficiencia de RPE65
fueron reportados. Un modelo RPE65 -/- knockout fue creado por recombinacion homdéloga
reemplazando los primeros tres exones e intrones que intervienen en el gen RPE65 del ratén.
Estos ratones desarrollan una degeneracion retiniana lentamente progresiva, que se mide por el

espesor de la capa nuclear externa de la retina, donde se ubican los nlcleos de los
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fotorreceptores. En el raton, esta porcion de la retina solo representa los bastones, que forman
aproximadamente 97% de la poblacién de fotorreceptores. Entre los meses 1 y 2 de vida, estos
ratones tienen una capa nuclear externa de espesor normal, pero existen anomalias visibles. A
los 6-7 meses, la pérdida de fotorreceptores genera una capa nuclear externa 70% de su espesor
original. A los 12-18 meses, esta capa esta reducida al 50%, y al 30% de su espesor a los 24
meses de edad. La distribucion espacial de la degeneracion del receptor no ha sido determinada
hasta la fecha.

La tasa de degeneracion de los fotorreceptores en este modelo puede depender de
variables del medio y genéticas. La degeneracion de los conos es mucho mas rapida en estos
ratones que la de los bastones. En el &rea central de la retina murina, se observa degeneracion
masiva de los conos al mes de vida. Esta pérdida inicial afecta preferencialmente los conos
sensibles a longitudes de onda cortas, localizados en la retina ventral. A su vez, se encontré que
las vias apoptoticas en los conos son distintas a aquellas en los bastones.

Estos ratones knockout acumulan a su vez grandes cantidades de ésteres trans-retinol,
que se acumulan en forma de goticulas lipidicas en las células de la retina. En contraste, las
células del epitelio pigmentario (16) muestran a su vez ausencia de granulos de lipofucsina,
apoyando la hip6tesis de que el ciclo all-trans y 11-cis-retinal es necesario para la acumulacion
de dicho pigmento.

Los primeros resultados alentadores se obtuvieron inyectando un vector derivado de
AAV 2 con el gen RPE-65 en la regidn subretiniana de ratones knockout. Los mismos, de
forma general mostraron una mejora del 80% en el electrorretinograma de ratones adultos. Dos
semanas después de la inyeccion se detectd una expresion robusta del gen RPE 65 y altos
niveles de 11 cis retinol, junto con una reconstitucion de la actividad isomerasa y ademas se
observé que la terapia impidié una masiva degeneracion de los conos (16). Resultados similares
se han obtenido utilizando como vector un AAV 5, puesto gque luego de seis meses se
detectaron altos niveles de rodopsina, una disminucion en la acumulacién del trans retinol, se
produjo el rescate de los fotorreceptores por la inclusién lipidica y se restaurd la funcién visual,
comprobado por los resultados del electrorretinograma. En este mismo estudio, se comprobo
gue mientras mas temprano se realiza el tratamiento, las vias visuales se conservaban con mayor
integridad, ya que aquellos animales tratados luego de los seis meses de vida mostraron una
degeneracidén mas avanzada (16)

Los ratones con una mutacion natural, por otro lado, muestran un espesor de la capa casi
normal hacia las 8 semanas de edad, mientras aumenta el nimero de espacios vacios de bastones
en los segmentos externos. Estos ratones, al igual que los ratones knockout, también muestran
una rapida tasa de degeneracién de los conos en el primer mes de vida (16)

En adicidn a estos modelos, se cred un modelo adicional knockin para Rpe65R91W con

el fin de reproducir la enfermedad causada por una de las mutaciones mas comunes observadas

15|Pagina



en los pacientes con ACL. Estos ratones expresan parcialmente la proteina mutante RPE65 y la
generacion de 11-cis-retial y rodopsina, llegando a niveles 10% de lo normal. En términos de
grosor de la capa nuclear externa, ambos grupos de ratones knockout y knockin mostraron
resultados similares. Estos resultados sugieren que la produccion minima de rodopsina no es
suficiente para detener la progresion de la degeneracion de los bastones. Sin embargo, los
ratones knockin parecen mostrar mejor preservacion de la capa externa que ratones knockout de
la misma edad. La degeneracion de los conos en el grupo knockin es mas lenta que en el
knockout. En ambos modelos, los conos sensibles a longitudes de onda cortas de la retina
ventral mostraron ser los mas afectados, si bien hay mas degeneracién en los ratones
knockout.(16)

En estudios realizados recientemente se observo que ratones que padecian ACL
recuperaron totalmente la funcion de los conos, la actividad de la guanilato ciclasa (proteina
esencial para la fotoexcitacion), y preservaron los conos a largo plazo. Estos resultados se
obtuvieron utilizando AAV 5 como vector para el remplazo de los genes Gucy2e y Nrl, los
cuales son los responsables de la produccion de una proteina adenilato ciclasa (ret GC1)

esencial en el ciclo de los retinoides. (17)

Modelos caninos

La raza Briard es afectada por una retinopatia de herencia recesiva caracterizada por
provocar ceguera nocturna, y distintos grados de ceguera diurna, pudiendo llegar a ser total.. La
degeneracidn retiniana en este modelo es tan paulatina que no hay evidencia de pérdida de
fotorreceptores hasta los 1.5 afios de vida. Si bien no disminuye la cantidad de fotorreceptores
hasta el afio y medio de vida, si existen cambios moleculares dentro de los mismos, asi como en
las células bipolares y améacrinas. La etapa final de degeneracién en la retina periférica sucede
en promedio a los 5-7 afios de vida.

En estudios realizados en once perros tratados con AAYV, se vio que diez mostraron una
restauracién casi normal de los conos y bastones. Ademas se demostré que mientras mas tarde
se comience el tratamiento, en la retina y en el resto de la via visual se producen
desaferenciaciones irreversibles, lo cual apoya a que los animales con tratamiento tardio tengan
una leve mejoria de su enfermedad. En estos perros para evaluar la funcion subcortical luego de
la terapia se utilizé el reflejo pupilar, que mostro grandes mejoras, lo que habla de ausencia de

desafernciaciones en las vias nerviosas.(16)
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Etapa clinica.

La utilizacion de terapia génica para ACL ha mejorado los bajos niveles de la proteina RPE-65
en el epitelio pigmentario, llevando a una mejora en la vision y en la degeneracion de los
fotorreceptores, lo que da como resultado una conservacion, sobre todo, de los conos.

En esta terapia se apunta a la transferencia del gen RPE-65 a un pequefio pool localizado de
células. Este método disminuye la probabilidad de toxicidad sistémica desencadenada por el
agente inyectado, de eventos adversos y de desencadenamiento de la respuesta humoral. El
vector fue administrado en principio de forma unilateral, aunque luego se suma tratamiento
contralateral, con buenos resultados. Se decidid utilizar como vector el AAV 2 dentro de una
capside de AAV 1, ya que demostré una eficaz transduccidn en el epitelio pigmentario, un
aumento en los valores de rodopsina y una pobre respuesta inflamatoria, lo cual se ve favorecido
por la presencia de la barrera hemato-retiniana a nivel ocular (18)

Los vectores virales disponibles en la terapia génica retiniana tienen habilidad de
difusion transtisular muy limitada. En ciertos casos, particularmente vectores que actien a nivel
de las capas internas de la retina y el tracto uveal, la administracion intravitrea por inyeccion
puede ser suficiente. Sin embargo, este método no es efectivo para las células de las capas
externas. Estas deben entrar en contacto directo con el vector viral para una transduccion
exitosa, como ha sido comprobado desde etapas preclinicas con animales. En estos casos, los
agentes terapéuticos deben ser puestos en el espacio subretinal. (Figura 3)

RETINAL GENE THERAPY
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Los procedimientos ensayados para la localizacion subretiniana del vector han sido varios,
como la simple difusion, o una inyeccidn transcoroidal. Estos métodos han probado ser poco
eficaces. De todos los procedimientos investigados para llegar al espacio subretinal, la gran
mayoria de los investigadores han empleado un abordaje transvitreo, transretiniano. Este

abordaje tiene varias ventajas practicas y tedricas. En primer lugar es un procedimiento similar a
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otras cirugias oftalmoldgicas para las que existen oftalmdlogos entrenados; permite
visualizacién directa de la retina a lo largo de todo el procedimiento, y monitorizacion en
tiempo real de la inyeccion. No se requiere el disefio de nuevo instrumental para llevarlo a
cabo, y permite la realizacion de maniobras adicionales en el caso de surgir complicaciones
intraoperatorias.

La inyeccién subretiniana del vector produce un pequefio desprendimiento o “bleb”.
Casi todo o todo el volumen de material inyectado esta atrapado en este espacio, con muy poco
escape del material al humor vitreo. EI volumen de distribucion es limitado, lo que permite una
mayor eficacia del vector inyectado, y un menor indice de toxicidad local y sistémica. Poco
tiempo luego de la inyeccidn, el bleb se vuelve indetectable en la retina humana. Dado que no
debe penetrar en las estructuras vasculares aledafias, esto también protege contra la exposicién
sistémica a la droga, y la integridad de la barrera 6culo-vascular permanece intacta (18).

A su vez, existe compartimentalizacion inmunoldgica cuando el material antigénico se
coloca en el espacio subretinal. Limitar la exposicion a esta area puede resultar en reacciones
inmunitarias caracteristicas y evidentes, pero cuando la colocacién queda confinada al espacio
subretinal, puede inducirse tolerancia antigénica. Esta propiedad, Unica del espacio subretinal,
es de gran importancia para la terapia génica, dado que el desarrollo de respuesta inmune
especifica limitara la eficacia del tratamiento.

El contacto de la droga con otras areas de la retina mas que la seleccionada debe
evitarse a toda costa también con el fin de evitar toxicidad. El correcto posicionamiento y
compartimentalizacion de la misma se realiza mediante intercambio de aire.

Los procedimientos efectuados con estos fines difieren en detalles. El protocolo
quirtrgico para la terapia génica en LCA2 del Hospital Infantil de Filadelfia agrega, por
ejemplo, la exéresis de la membrana hialoidea posterior (19). En muchos casos, el
desprendimiento vitreo posterior completo ya esta presente en los pacientes, a pesar de su
temprana edad, dado que las anomalias vitreas son caracteristicas de estas patologias. Las
complicaciones del procedimiento, como ser el desprendimiento de retina post inyeccion, son
poco frecuentes. La creacion de un orificio macular, por otro lado, parece ser una complicacién
Unica de la inyecci6n subretiniana, generalmente desarrollandose varios dias después de la
intervencidn en el postoperatorio. En estos casos particulares, no existe edema intraretiniano o
macular en ningn momento de la evolucion.(19)

En 2007 se comenzaron tres ensayos clinicos con 18 pacientes, los cuales mostraron los
maximos resultados hasta la fecha. Esto fue en un seguimiento de 90 dias a 1,5 afios. Utilizando
AAV 2 se vio que se podria generar una toxicidad elevada junto con una mayor respuesta
inmune, pero junto con esto se demostrd una mejoria en la funcion visual en dias, la cual fue
aumentando hasta los 1,5 afios posteriores, junto con una elevada concentracion de producto

genético (15). Mediante la realizacion de este estudio se pudo enfatizar en el concepto de que la
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terapia no puede recuperar los fotorreceptores perdidos, pero si puede aumentar la cantidad de
cromoforo isomerizado incrementando asi la captura de fotones. Todo esto llevo a que los
pacientes tratados presentaran una mayor sensibilidad a la luz en penumbras. En cuanto a la
agudeza visual dos de los grupos seguidos no mostraron ningun cambio satisfactorio, mientras
que el tercer grupo mostrd una mejora importante en la agudeza visual junto con la correccion
del nistagmo en ambos ojos.La utilizacién del electrorretinograma en estos pacientes fue
controvertida, ya que solo un paciente de 11 afios mostré mejoras en las sefiales eléctricas de las
celulas maculares, utilizando un electrorretinograma multifocal.

El reflejo pupilar a la luz (PLR) también fue utilizado como un método no invasivo para
demostrar la funcién de los fotorreceptores y de las vias nerviosas (16). Antes del tratamiento, la
mayoria de los ojos de los pacientes tenian una pérdida de la sensibilidad mayor a cuatro
unidades logaritmicas, y después del tratamiento todos los pacientes mostraron mejoras
significativas en la sensibilidad PLR (16).El efecto de la terapia fue muy lento en la visién de
los pacientes, ya que los resultados mostraron una mejora en los primeros 30 dias luego del
tratamiento y posteriormente en los 11 meses siguientes no se obtuvo cambio alguno.

Pero a pesar de esto hubo un caso especial en que un paciente luego de transcurrido un
afio de la terapia comenzd a visualizar letras y nimeros (16).

En otro estudio realizado en humanos se utilizo la terapia génica para reemplazar el gen
RPEG5 utilizandose como vectores virus adenoasociados, para tratar 3 pacientes adultos que
padecian ACL y los cuales aun conservaban una fina capa fotorreceptora. Se midid la vision
previo y luego de realizado el tratamiento. Los tres pacientes mostraron un aumento
estadisticamente significativo en la sensibilidad visual. Se pudo demostrar, en las areas de la
retina tratadas, la funcionalidad de conos en 2 de los 3 pacientes y de los bastones en los 3
pacientes, pero la cinética de éstos Ultimos era notablemente mas lenta en comparacion con la
del un ojo normal.(20)(21)

La mejoria observada en la visién dependiente de los bastones no fue igual en los tres
pacientes; en aquellos cuya capa fotorreceptora se encontraba mejor conservada en el area
tratada, mostraron aumentos superiores en la vision por bastones.

Otro estudio en el cual tres pacientes recibieron tratamiento monocular ha aportado
evidencia de que la administracion subretinal de vectores virales adenoasociados codificados
con el gen RPEB5 en pacientes que padecen la enfermedad de leber debido a mutaciones en este
gen, es segura y que ademas en algunos casos el resultado es beneficioso. Se ha evaluado este
procedimiento y se ha constatado que la seguridad y eficacia terapéutica persiste por o menos
hasta 1,5 afios luego de ser administrada la inyeccion, y que la mejoria en la funcién visual
comienza a ser evidente al mes de realizado el procedimiento.(22)

Esta mejoria de la funcion visual fue objetivada mediante una evaluacion objetiva y otra

subjetiva. El analisis objetivo se realizé mediante el analisis del reflejo fotomotor y movilidad
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ocular; el subjetivo fue evaluado mediante la agudeza visual, test del campo visual de
Goldmann y pruebas de movilidad.

Con respecto al reflejo fotomotor, en personas cuya vision no se encuentra afectada por
la enfermedad de Leber, un estimulo luminoso a cualquiera de los 0jos tiene como consecuencia
la contraccién pupilar de ambos ojos. En cambio en paciente con ésta enfermedad, el reflejo
fotomotor se encuentra significativamente afectado. De modo que una vez inyectado el vector,
mediante la realizacién de esta prueba, se observd una mejoria tanto en velocidad como
amplitud en el reflejo fotomotor unicamente en el ojo inyectado, no observandose este resultado
en el ojo no tratado. Esta prueba comprueba que los estimulos captados en la retina son
transmitidos a centro nerviosos superiores, y ademas objetiva la mejoria a la sensibilidad a la
luz. En cuanto a la movilidad ocular, previo a la realizacion del procedimiento los pacientes
presentaban exotropia, nistagmo y otros movimientos oculares de baja frecuencia. Luego de
realizado el procedimiento, en los 3 sujetos los movimientos oculares eran constantes,
simétricos y con una oscilacién de frecuencia que aumentaba de intensidad en la mirada
excéntrica y con cubierta monocular. Ademas se observé una disminucion en la frecuencia de
nistagmo en posicion primaria de la mirada, no solo en el ojo tratado sino también en el no
tratado.

Se constatd una mejoria en la agudeza visual en los tres pacientes, y en dos de los tres
pacientes el ojo inyectado, que era el de peor funcion previo a la inyeccidn, se convirtié en el
0jo con mejor agudeza visual. Ademas en uno de los pacientes, aunque no fue una mejoria
estadisticamente significativa, se observd una mejoria en la agudeza visual en el ojo no
inyectado. El test del campo visual de Goldmann también mostr6 mejoras después de la
inyeccidn, pero no se observaron mejoras mayores a los 1,5 afios postinyeccion. Las pruebas de
movilidad, evaluadas mediante la habilidad para navegar una pista de obstaculos, revelaron una
ligera mejoria continua hasta los 1,5 afios postratamiento tanto en términos del tiempo necesario
para completar la prueba como en el nimero de obstaculos evitados.

A pesar de que se observd un aumento transitorio del nimero de anticuerpos contra la
capside del AAV en 2 de los 3 pacientes, no se observo respuesta humoral con respecto a la
proteina RPEBG5. Esto Gltimo queda constatado debido a la persistencia en la mejoria funcional
lograda con el procedimiento.

En tres ensayos clinicos realizados en humanos, no se encontraron evidencia de eventos
adversos severos, diseminacion sistémica del vector ni respuesta inmunoldgica frente al vector o
al transgen. (23)(24)

A continuacién a modo de resumen se realiza una tabla comparativa entre los diferentes

trabajos efectuados y las conclusiones que se han llegado en los mismos.
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PRECLINICOS

Evaluado en general la estabilidad y seguridad
de los genes promotores

MURINO

Modelo RPE65 -/- knockout . La degeneracion
de los conos es mucho mas rapida en estos
ratones que la de los bastones. Acumulan a su
vez grandes cantidades de ésteres trans-retinyl.

Ratones con una mutacion natural al igual que
los ratones knockout, muestran una rapida tasa
de degeneracion de los conos en el primer mes
de vida. La acumulacién de trans-retinyl no
parece mostrar diferencias significativas con el
de los ratones knockout.

Modelo knockin para Rpe65R91W con el fin
de reproducir la enfermedad causada

por una de las mutaciones mas comunes
observadas en los pacientes con ACL mejor
preservacién de la capa externa que ratones
knockout. La degeneracion de los conos en el
grupo knockin es mas lenta que en el
knockout. En ambos modelos, los conos
mostraron ser los mas afectados, si bien hay
maés degeneracion en los ratones knockout.

Ultimos modelos knockout Nrl -/- , Gucy2e -/-
mostraron con el uso de AAV una restauracion

completa de la funcion de los conos,
preservando los mismos a largo plazo.
(15;16;17)

CANINO

La retinopatia conocida en la raza Briard de
herencia recesiva es causada por la misma
delecién de 4 PB de la secuencia RPE65.
Actualmente la utilizacion de las terapias
génicas en esta enfermedad ha mejorado los
bajos niveles de la proteina RPE-65 en el
epitelio pigmentario, llevando a una mejora en
la vision y en la degeneracién de los
fotorreceptores, lo que da como resultado una
conservacion, sobretodo de los conos. (16)

CLINICOS

En un estudio realizado en humanos se utilizo la
terapia génica para reemplazar el gen RPE65
utilizandose como vectores virus
adenoasociados, para tratar 3 pacientes adultos
que padecian ACL y los cuales alin conservaban
una fina capa fotorreceptora.

Se pudo demostrar, en las areas de la retina
tratadas, la funcionalidad de conos en 2 de los 3
pacientes y de los bastones en los 3 pacientes
una mejoria tanto en velocidad como amplitud
en el reflejo fotomotor Gnicamente en el ojo
inyectado, no observandose este resultado en el
0jo no tratado.

Se observd una disminucidn en la frecuencia de
nistagmo en posicion primaria de la mirada, no
solo en el ojo tratado sino también en el no
tratado.

Otro estudio en el cual tres pacientes recibieron
tratamiento monocular se constatd una mejoria
en la agudeza visual en los tres pacientes, y en
dos de los tres pacientes el ojo inyectado, que
era el de peor funcién previo a la inyeccion, se
convirtié en el ojo con mejor agudeza visual.
Este tipo de intervencién mejoraria el bloqueo
funcional pero no reemplazaria las células
perdidas como resultado de la degeneracién.

Se concluy6 que si bien existe una mejoria de la
visiébn a largo plazo, la placa de células
fotorreceptoras se continla deteriorando y que
la terapia génica no modifica los procesos
degenerativos. (16;18;19;20;21;22;23;24)
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CONCLUSION

Con el analisis de la informacion recabada, se constata la ausencia de un tratamiento curativo
para la ACL en la actualidad. Por lo tanto se enfatiza la importancia de los avances en la terapia
génica para esta enfermedad, postulandola como el Unico tratamiento posiblemente curativo.

Se destacan los resultados de los Ultimos ensayos, en particular el ensayo pre clinico mas
reciente publicado en el afio 2015, donde se ve una completa restauracion de la vision de los
ratones utilizados.

Respecto a los ensayos clinicos, a partir de esta revision se puede concluir que se han logrado
mejoras en la vision en penumbras, observandose vision luz y vision bulto.

Estos estudios permitieron deducir que la expresion del transgen es estable en el tiempo, lo que
excluye la posibilidad de que las mejoras observadas en la funcién visual son resultado de un
efecto neurotrdfico transitorio inducido por el procedimiento quirdrgico. Ademas, a pesar de
que se necesita una estudio mas prolongado en el tiempo, la eficacia de la transferencia de genes
parece no verse afectada por la evolucion natural de la enfermedad.

El uso de terapia génica para reemplazo del gen mutado demostré que en la ACL se da una
degeneracion mas lenta de los fotorreceptores. Este tipo de intervencion mejoraria el bloqueo
funcional pero no reemplazaria las células perdidas como resultado de la degeneracion.
Actualmente es un gran trecho el recorrido en el &mbito de la terapia génica para la ACL,
estando sus resultados cada vez méas cercanos a la cura de la enfermedad. Asi mismo, muchas
enfermedades ya han encontrado su cura con este tipo de terapia. Por todo esto, luego de
elaborar esta revision, tenemos la conviccion de que el futuro de la practica médica esta en la

terapia génica.
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ABREVIACIONES

ACL Amaurosis congenita de leber

SCID Inmunodeficiencia severa combinada
ADA Adenosina deaminasa

LPL Lipoprotein lipasa

LPLD Deficiencia de lipoprotein lipasa
CMV Citomegalovirus

AAV Virus adenoasociado

MLV Moloney Leukemia Virus

HIV Virus de la Inmunodeficiencia Humana
GMPc Guanosin monofosfato ciclico

OCT Tomografia de coherencia Optica
ERG Electroretinograma

PCR Polymerase chain reaction

EPR Epitelio pigmentario

PLR Reflejo pupilar a la luz
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