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1. RESUMEN.

La leucodistrofia metacromética es un sindrome neurodegenerativo letal
con herencia autosdmica recesiva, perteneciente al grupo de las enfermedades
de depdsito lisosomal. La enfermedad se debe, en la mayoria de los casos, a la
deficiencia de la enzima lisosomal arilsulfatasa A (ARSA) y, mas raramente, a la
deficiencia en proteina B activadora de esfingolipidos (Sap B). Esta deficiencia
produce la acumulacién de sulfatidos, presentes en la mielina, formandose asi
los granulos metacromaticos en los oligodendrocitos, macrofagos y algunas
neuronas del sistema nervioso central (SNC), asi como en las células de
Schwann en el sistema nervioso periférico (SNP), lo que resulta en

desmielinizacion y, en consecuencia, en deterioro motor y cognitivo progresivo.

Los tratamientos convencionales de esta patologia no son eficaces para
curar o disminuir los sintomas del deterioro motor y cognitivo, periférico y central,
debido a que no consiguen ni curar la enfermedad ni reducir o detener
completamente su sintomatologia, porque o no tienen eficacia o si la tienen es

temporal y solo sobre la neuropatia del SNC, no sobre la neuropatia periférica.

Como resultado, se comenzo a estudiar la terapia génica, empleando una
estrategia en la que se trasplantaban células madre hematopoyéticas autologas

modificadas mediante vectores lentivirales para sobreexpresar el gen ARSA.

Se realiz6 un ensayo clinico en el que se estudit la eficacia y la seguridad
en pacientes con MLD infantil tardia y MLD juvenil temprana. Se observd un
aumento de la actividad ARSA en SNP y SNC, una mejoria de la funcién motora
gruesa y del coeficiente intelectual, y una disminuciéon de la desmielinizacién y

atrofia cerebral.
2. PALABRAS CLAVE.

Arilsulfatasa A (ARSA), Leucodistrofia metacroméatica, Terapia génica,

Vector Lentiviral.



3. ABREVIATURAS.

AAV: virus adenoasociados.

ADA-SCID: inmunodeficiencia
combinada severa por deficiencia de
adenosina desaminasa.

ARSA: arilsulfatasa A.

Arsa-cel: Atidarsagene
autotemcel.
BBB: barrera

hematoencefalica.

BM: médula 6sea.

CBCT: trasplante de células
de la sangre del corddén umbilical.
ERT: terapia de reemplazo
enzimatico.

GMFEM: medida de la funcion
motora gruesa.

GME-CMLD:
gruesa en la escala de funciones
para MLD.

HDs: individuos sanos.

motricidad

HSC: células madre
hematopoyéticas.

HSCT: trasplante de células
madre hematopoyéticas.

IS: sitios de integracion.

LI: pacientes/hermanos no
tratados.
LCR: liquido cefalorraquideo.
LLQ: limites inferiores de

cuantificacion.

MLD: leucodistrofia
metacromatica.

MPB:  sangre periférica
movilizada.

mU: cantidad de enzima
requerida para convertir 1 nanomol
de sustrato hidrolizado, en 1 min a
37°C, nmol/ml/h.

MUS: 4-methyl-umbellipheryl-
sulphate.

NCV: velocidad de
conduccion nerviosa.

PB: sangre periférica.

PBMC:
mononucleares de sangre periférica.

PEG-ADA:

desaminasa

células

adenosina

conjugada con
polietilenglicol.

Sap: Saponina.

SCID-X1: inmunodeficiencia
combinada severa ligada al X.

SNC: sistema nervioso
central.

SNP: sistema nervioso
periférico.

TIL: linfocitos infiltrantes de
tumor.

UCLA: Universidad de
California en Los Angeles.

VCN: copias del vector con el

transgén por genoma.



4. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.
A. LEUCODISTROFIA METACROMATICA.

La leucodistrofia metacromatica (MLD) es un sindrome neurodegenerativo
con herencia autosdmica recesiva, perteneciente al grupo de las enfermedades
de depdsito lisosomal, caracterizadas por deficiencias hereditarias de enzimas
implicadas en la degradacion de macromoléculas en los lisosomas. () Se trata

de una enfermedad rara, con una prevalencia mundial de 1:40.000 a 1:160.000.
@

La enfermedad se debe, en la mayoria de los casos, a la deficiencia de la
enzima lisosomal arilsulfatasa A (ARSA) y, mas raramente, a la deficiencia en
proteina B activadora de esfingolipidos (Sap B o0 saposina B), como
consecuencia de mutaciones de pérdida de funcion en los genes ARSA y PSAP,

respectivamente.

La degradaciéon de los sulfatidos, que en el sistema nervioso son
galactocerebrésidos con la galactosa sulfatada, tiene lugar gracias a un primer
paso, la eliminacion del grupo sulfato, catalizado por ARSA (Figura 1). Los
sulfatidos estan entre los esfingolipidos mas comunes de la mielina, la vaina
protectora que recubre los axones de las neuronas, producida por los
oligodendrocitos en el sistema nervioso central (SNC) y las células de Schwann

en el sistema nervioso periférico (SNP).

La acumulacion de sulfatidos, por la deficiencia de ARSA, da lugar a los
granulos metacrométicos en las tinciones con azul de toluidina de los
oligodendrocitos, macréfagos y algunas neuronas del SNC, asi como en las
células de Schwann en el SNP, y resulta en desmielinizacion y, en consecuencia,

en los deterioros motor y cognitivo progresivos que caracterizan a la MLD.

El gen PSAP codifica un precursor, la prosaposina (pSap) que, al
escindirse, da las cuatro saposinas (SapA, SapB, SapC y SapD). Una deficiencia
de todas ellas es una condicion muy grave, letal entre el primer y cuarto mes, la
encefalopatia por deficiencia de prosapina. La deficiencia inicamente de SapB,

sin afectar a las otras saposinas, también causa MLD. SapB actlia como cofactor



de ARSA, formando un complejo con el sulfatido que es esencial para la accion

de la enzima (Figura 1). ®

Lysosome

Sulfatide

Galactosylceramide Sulfatide

Figura 1: Degradacion de los sulfatidos. La degradacién se produce en el lisosoma,

donde se requiere la proteina SapB para la hidrélisis del sulfatido por la enzima ARSA, mediante

escision del grupo sulfato.

La manifestacion clinica del déficit de ARSA es diversa en cuanto a la

edad de inicio, la velocidad de progresion y los sintomas iniciales. Esto se

traduce en la existencia de tres subtipos clinicos de MLD, que se distinguen

principalmente por la edad de aparicion:

MLD infantil tardia, que comprende del 50% al 60% de las personas
afectadas. Es la forma mas grave de la enfermedad. Su manifestacion
clinica comienza antes de los 30 meses de edad y se caracteriza por la
ausencia de actividad ARSA o por una actividad residual, lo que conlleva
una rapida neurodegeneracion. Como resultado, en ausencia de terapia,
se produce la muerte a los pocos afios desde el inicio de la enfermedad.
MLD juvenil temprana, aproximadamente 20%-30%. Se manifiesta
clinicamente con una edad de inicio entre los 30 meses y los 16 afios. Se
caracteriza por una progresién mas lenta que la de la forma infantil tardia.
La muerte de la mayoria de los pacientes se produce antes de los 20 afios,
aunque la supervivencia es variable.

MLD adulta, aproximadamente 15%-20%. Su manifestacion clinica suele
darse una vez cumplidos los 16 afios, pudiendo comenzar los sintomas,
en ocasiones, en la cuarta o quinta década de vida. Presenta una
progresion lenta de la enfermedad, con periodos de relativa estabilidad

junto a otros de regresion. Sin embargo, la etapa final es similar a la de



las formas infantil tardia y juvenil temprana. La duracion de la enfermedad
desde el inicio de los sintomas oscila entre varios afios y décadas, con
una esperanza de vida del paciente de unos 20 a 30 afios tras el
diagnéstico.®?

El gen ARSA presenta dos tipos de alelos de pérdida de funcion
implicados en la MLD: los alelos nulos 0, que no codifican una enzima activa, y
los alelos R, que codifican una enzima con actividad residual, igual o menor a
1%.

Los individuos afectados suelen presentar una correlacion entre el
genotipo, con la actividad ARSA asociada a éste, y el fenotipo de MLD. De
manera que, los genotipos que contienen dos alelos 0 provocan una forma
infantil tardia, los genotipos en los que se combinan los alelos nulo y R causan
la forma juvenil temprana y los genotipos que contienen dos alelos R causan la

forma adulta.

No obstante, no siempre existe una correlacién exacta entre el genotipo y
el fenotipo. Si suele darse en los pacientes con dos alelos 0, que manifestaran
la forma infantil tardia de MLD. Sin embargo, los individuos con uno o dos alelos
R presentan una considerable variabilidad fenotipica, lo que sugiere la

participacion de otros factores genéticos y/o de factores ambientales.

Cabe destacar que el 10-15 % de la actividad enzimatica ARSA ya es
suficiente para la degradacion de los sulfatidos y el mantenimiento de una vida
normal. En consecuencia, la pseudodeficiencia de ARSA, causada por alelos con
actividades superiores al 5%, no da lugar a la enfermedad, ya que la actividad

residual es suficiente.

La efectividad de los tratamientos se reduce significativamente después
de la aparicion de los sintomas, por lo que un diagndéstico temprano es de vital
importancia. El diagnéstico prenatal se suele realizar midiendo la actividad ARSA
en las células del liquido amniético o en muestras de vellosidades coridnicas.
Ademas, se evalia la acumulacion de sulfatidos para excluir la

pseudodeficiencia de ARSA. Otro método de diagndstico es la determinacion de



mutaciones genéticas, si bien deben tenerse en cuenta posibles discrepancias

en la correlacion entre fenotipo y genotipo para los individuos con alelos R.

A pesar de ello, debido a que se trata de una enfermedad rara, no esta
incluida dentro de las pruebas genéticas que se hacen a los fetos o a los recién
nacidos, salvo en las familias portadoras de la mutacion, en las que si se realizan
pruebas de diagndstico precoz. Como resultado, comunmente la MLD se
diagnostica después del nacimiento, cuando aparecen los sintomas. Esto es
particularmente complicado en el caso de las formas de MLD de inicio tardio,
como la forma adulta, ya que suele confundirse con una esquizofrenia u otros

trastornos mentales, lo que retrasa el comienzo del tratamiento correcto.

Una vez realizado el diagnéstico de MLD por las manifestaciones clinicas,
se realizan una serie de pruebas: analisis genético para mutaciones de los genes
ARSA y PSAP, resonancia magnética nuclear del cerebro, andlisis por
espectrometria de masas del nivel de sulfatidos en plasma y orina, pruebas
bioquimicas de la actividad ARSA en fibroblastos cutaneos, leucocitos y orina
del paciente, y evaluacion del tamafio de los nervios periféricos mediante
ultrasonido. Ademas, varias de estas pruebas también sirven para la evaluacion

de la efectividad del tratamiento.

Hasta la fecha, no hay ninguna terapia aprobada para la MLD. La principal
dificultad en el tratamiento de las enfermedades que afectan al sistema nervioso
surge de la escasa permeabilidad de la BBB (barrera hematoencefalica), que
restringe el acceso de los compuestos terapéuticos durante la administracion
sistémica, dando como resultado que muchos enfoques terapéuticos presenten

una baja efectividad.

Se han ensayados varios tratamientos para la MLD, entre los que
destacan el trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT), el trasplante
de células de la sangre del cordon umbilical (CBCT), la terapia de reemplazo

enzimatico (ERT) y la terapia génica con vectores virales.



En el HSCT, las células madre trasplantadas dan lugar a diferentes tipos
celulares que migran al SNC y SNP donde secretan la enzima ARSA, que puede

ser aprovechada por las células enddgenas.

Los pacientes con las formas juvenil y adulta que recibieron HSCT antes
o inmediatamente después del inicio de los sintomas presentaron una
estabilizacion temporal de la enfermedad, con disminucion de la tasa de pérdida
de las funciones cognitivas y motoras, que dependen del SNC. Sin embargo, la
estabilizacion de la gravedad de la enfermedad y la reduccién de la
desmielinizacion del SNC no estuvieron acomparfadas con la estabilizacion de
la enfermedad en los nervios periféricos, por lo que el HSCT no parece tener
eficacia en la detencion de la progresion de la neuropatia periférica.

Por tanto, el HSCT solo parece tener eficacia para reducir, que no
eliminar, la progresion de la enfermedad en el SNC de los pacientes
asintomaticos o con un diagndéstico temprano tras la aparicion de los sintomas,
afectados de las formas juvenil o adulta de la MLD. Estudios post mortem de los
cerebros de pacientes trasplantados han mostrado la presencia de células gliales
con actividad ARSA derivadas de las HSC del donante. Sin embargo, los
oligodendrocitos y astrocitos del paciente no presentaron actividad de la enzima,
posiblemente debido a una produccion insuficiente de ARSA por parte de las

células derivadas de las HSC trasplantadas.

Una alternativa similar al HSCT es el CBCT. El cordén umbilical es una
fuente adicional de HSC, aunque también contiene tipos celulares adicionales,
como células mesenquimales y células progenitoras endoteliales. EI CBCT
presenta las ventajas de que las células del cordén umbilical migran mas
eficazmente al SNC y, ademas, gracias al almacenamiento que hay de cordones

umbilicales, la seleccién del donante adecuado es mas rapida.

Sin embargo, se ha demostrado que la efectividad del CBCT no difiere
significativamente de la del HSCT. Los pacientes con las formas infantiles tardias
y juveniles de MLD que reciben CBCT antes del inicio de los sintomas conservan
temporalmente una funcién cognitiva normal, pero sufren neuropatia periférica

grave.



La terapia de reemplazo enzimatico (ERT), que tiene como finalidad
aumentar el nivel de la enzima ARSA en los tejidos afectados, fue una de las
primeras estrategias utilizadas para el tratamiento de la MLD. La BBB constituye
un serio obstaculo para el paso de la enzima desde el torrente sanguineo al SNC
cuando se realiza una administracion intravenosa, ya que ARSA tiene un elevado
peso molecular, por lo que se inyecta la enzima en el liquido cefalorraquideo
(LCR).

A pesar de haberse obtenido resultados prometedores con ratones
modelo de la MLD, los ensayos clinicos en humanos muestran resultados
ambiguos en la funcibn motora, o directamente no han mostrado una
desaceleracion en la pérdida de la funcion motora ni cambios en el nivel de
sulfatidos en el LCR. Una de las desventajas de la utilizacion de la ERT es la

reducida vida media de la enzima ARSA en el LCR, de solo 10 minutos.®

La ausencia de tratamientos convencionales eficaces para la curacion de
la MLD es un estimulo para el desarrollo de estrategias innovadoras, como la
terapia génica. Se han realizado ensayos para la introduccion de la version
correcta del gen ARSA, con la finalidad de expresarlo en los pacientes, tanto
mediante estrategias in vivo, empleando vectores basados en virus
adenoasociados (AAV), como utilizando estrategias ex vivo, con vectores
retrovirales.® En este trabajo, se desarrollara esta Gltima terapia basada en la
modificacién ex vivo de HSC y la reintroduccién en los pacientes de las células
modificadas mediante trasplante autdlogo.

B. TERAPIA GENICA.

La terapia génica constituye un conjunto de técnicas biotecnoldgicas que
buscan tratar la enfermedad mediante la transferencia o modificacién de material
genético. Como resultado, presenta el potencial para curar y dar tratamiento a
enfermedades que no son curables o son intratables con tratamientos

convencionales.

Existen dos estrategias efectivas para la entrega de genes en la terapia

génica clinica. Se suelen emplear sistemas de vectores optimizados para la
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entrega in vivo a células o tejidos diana posmitoticos, o la entrega ex vivo en

células autdlogas, seguida de transferencia de nuevo al paciente.

e Para la aplicacion clinica de la terapia in vivo (Figura 2), se
introduce de manera directa el vector con el gen terapéutico en el
paciente, cerca o dentro del 6rgano diana. Esta estrategia ha tenido
exito en el tratamiento de enfermedades oculares, trastornos
neuroldgicos y las hemofilias.

e Para la aplicacion clinica de la terapia ex vivo (Figura 2), se realiza
una extraccion de células del propio paciente (autélogas) y se
colocan en un cultivo, donde se les transfiere el material genético
mediante un vector. A continuacion, las células modificadas son
transferidas al paciente. Esta estrategia ha tenido éxito en el
tratamiento de trastornos metabdlicos, inmunoldégicos y diferentes

tipos de leucemias.®

AADC deficiency

Parkinson'’s disease LCA Il Figura 2:
~ ) Choroidermia .
In vivo @ = LHON Trasferencia
gene transfer - b X' -
/ \ CAR and TCR therapy: de genes in
[ O ALL, CLL .
J / ) | Myeloma VIVO Yy ex
HemophiliaB/ / | '\\ \ Melanoma .
e / / [ \ , Metastatic cancer vivo.(3).
( l '...J/,ﬁ : :1_‘) % EX vivo
/L/U} \ ¥ G = gene transfer
\
|
) | S
B-thalessemia
A Gene modified CD8 T cell \ B [
. ) \ SCID-X1
@ Gene corrected CD34'HSCs } [. / ADA-SCID
@ AAV vector carrying therapeutic gene \ / WAS
® % ; \ / MLD
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Existen varias estrategias a la hora de abordar el tratamiento con terapia
geénica (Figura 3). Una de ellas es la terapia de aumento génico, que consiste en
la introduccidn del gen terapéutico en el paciente para compensar un déficit de

funcién en el gen (Figura 3A). Este es el caso de la terapia génica para la MLD.

Otras consisten en el silenciamiento de un gen cuya expresion causa la
enfermedad o es un gen esencial de un patégeno (Figura 3A), la reparacion de
la mutacién de un gen (Figura 3A) o la eliminacién directa de las células

enfermas, mediante la introduccién en ellas de genes citotoxicos, o la eliminacién
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indirecta, potenciando la respuesta del sistema inmune contra éstas (Figura
3B).»

[T 1] gene augmentation B direct cell killing
geneA ’@ suicide
‘-@ gene
A cells At eells disease cedl death
cells
gene silencing
&, Lo Stop mutant {m) indirect cell killing
/,.:—\\ “il‘ pratein being made /d—-\
— @ non-disease
‘ﬁ‘b 3 @ immune cells
@, 'Q_;) @ activatar
@
ATAT cells effectively
A" oells
repair of _enhanced
[——— THTILINE FESPOMSE

repaar agent

AT el A* cells disease calls cell degth

Figura 3. Tipos generales de estrategias al abordar tratamientos con terapia génica.®

En 1961, una década después del descubrimiento de que los fagos
pueden transferir material genético de una bacteria a otra mediante el fenbmeno
conocido como transduccién, Howard Temin descubri6 la transferencia de genes
mutados a células eucaribticas tras la infeccion con un retrovirus. EI ADN
transferido se insertaba en una posicién cromosomica, pudiendo heredarse de
forma estable. Ademas, descubrié que la informacion genética podia pasar de
ARN a ADN, mediante el fenébmeno conocido como transcripcién inversa o
retrotranscripcién. Estos resultados pusieron en evidencia que los retrovirus

podrian ser muy Utiles para trasferir genes terapéuticos a las células de interés.

En 1980, Martin Cline fue el primero en utilizar ADN recombinante en un
ensayo de terapia génica. A pesar de haber obtenido éxito tan solo parcial en
ratones y de no contar con la aprobacion de su institucion, UCLA, se propuso
probar esta estrategia en enfermos de B-talasemia severa, una enfermedad que
causa anemia grave y cuyo unico tratamiento era la transfusion frecuente de
sangre. Se trataron dos pacientes, uno en lIsrael y otro en Italia, mediante

transfeccion de células de la médula 6sea con un clon recombinante que
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contenia el gen de la B-globina, y la posterior reintroduccion de las células
modificadas en los enfermos mediante trasplante autologo, sin que hubiera
beneficio clinico. En consecuencia, Cline se vio obligado a renunciar a su cargo
en la direccion de su departamento en UCLA y se le retiraron varios proyectos

de investigacion.

En 1988, se aprobo el primer protocolo clinico oficial para introducir un
gen fordneo en humanos. SA Rosenberg y colaboradores extrajeron linfocitos
infiltrantes de tumor (TIL) de pacientes con melanoma metastasico, a los que les
transfirieron un gen de resistencia a neomicina como marcador con ayuda de un
vector retroviral y, a continuacion, administraron los TIL modificados a los
pacientes. Este ensayo demostrd que la transferencia de genes en humanos con
un vector retroviral era posible y se podia realizar con seguridad. Asi mismo,
pudieron determinar la viabilidad y la supervivencia de los TIL a largo plazo en la

circulacién sanguinea, los ganglios linfaticos y los tumores.

A partir de este resultado positivo, Rosenberg y colaboradores publicaron
en 1993 un ensayo para determinar la eficacia de TIL modificados ex vivo, para
expresar el gen del factor de necrosis tumoral, en el tratamiento de dos pacientes
con melanoma avanzado. Aunque no consiguieron la curacion de los enfermos,
si pudieron observar la presencia a largo plazo de los TIL modificados en los
tumores, la no proliferacién de los tumores en el sitio de la inyeccion y la ausencia
de células tumorales tras la eliminacion quirdrgica de los tumores tres semanas

después de la inyeccion.

Entre los dos estudios anteriores, el mismo grupo de investigadores
realizé el primer ensayo aprobado en el que se empled un gen terapéutico.
Trataron dos nifias con inmunodeficiencia combinada severa por deficiencia de
adenosina desaminasa (ADA-SCID) con linfocitos T extraidos de su propia
sangre, los cuales habian sido modificados ex vivo para expresar el gen que
codifica la enzima. Las dos pacientes presentaron un incremento de los niveles
de adenosina desaminasa en sangre, en lo que se puede considerar el primer
éxito parcial de la terapia génica, ya que las dos nifias siguieron siendo tratadas

con ERT mediante la administracion de PEG-ADA.
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La terapia génica experimento un gran auge durante la década de los 90
hasta la muerte de Jesse Gelsinger, que puede considerarse el primer hecho
adverso directamente atribuible a la terapia génica, ocurrida en un ensayo para
el tratamiento de una deficiencia parcial de ornitina transcarbamilasa. Tuvo una
fuerte respuesta inmunoldgica tras la administracion de una dosis muy alta del
vector adenoviral empleado, con fallo multiorganico y posterior muerte a los

cuatro dias.

Poco después de la muerte de Jesse Gelsinger, se publicaron los que se
pueden considerar los primeros éxitos completos de la terapia génica, con
ensayos ex vivo utilizando vectores retrovirales para el tratamiento de dos
inmunodeficiencias combinadas severas, la ligada al X (SCID-X1), en el afio
2000, y la ADA-SCID, en 2002. Lamentablemente, en los ensayos para el
tratamiento de la SCID-X1, se produjo el segundo hecho adverso atribuible a la
terapia génica. De los 20 nifios incluidos en los ensayos, 5 de ellos desarrollaron
leucemia, con la muerte de uno de ellos. Este hecho alertd sobre los riesgos de
la insercion del ADN exdgeno en los genomas de los pacientes en los ensayos

con vectores retrovirales.®

Para la realizaciobn de estas técnicas, se suelen emplear vectores,
vehiculos que facilitan la trasferencia del &cido nucleico terapéutico a las células
diana. Los vectores pueden ser de tipo no viral, como los liposomas. Otros estan
basados en virus, siendo los vectores virales mas prometedores los basados en

adenovirus, virus adenoasociados (AAV) y retrovirus.

Los vectores AAV son los que han demostrado mayor éxito clinico para la
administracion de genes in vivo, aunque presentan limitaciones por el tamafio
reducido de los transgenes que pueden albergar, algo mas de 4,5 kb. Los AAV
son virus de la familia Parvoviridae, que requieren la contribucion de un
adenovirus o un herpesvirus para poder replicarse. No son patogénicos, por lo

gue provocan una respuesta moderada del sistema inmune.

Los vectores AAV no dan lugar a integracion en el genoma hospedador,
de manera que el ADN trasferido se estabiliza como una unidad

extracromosomica o0 episoma, lo que disminuye los riesgos relacionados con la
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insercion del transgén y pone limites a la expresion a largo plazo en las células

posmitéticas. © ()

Los vectores retrovirales son los mas utilizados en estrategias ex vivo.
Realizan su accion terapéutica tras la transcripcion inversa del ARN
empaquetado en la capside viral y la integracion del ADN terapéutico en el

genoma de las células diana.

Los vectores gammaretrovirales fueron desarrollados en la década de
1980 y principios de 1990. Solo sirven para la transferencia de genes a células
en division. Esto se debe a que, una vez ha tenido lugar la retrotranscripcion, el
ADN generado no puede atravesar la membrana nuclear, por lo que solo pueden
actuar durante la division celular, ya que la membrana nuclear desaparece
durante la mitosis. Posteriormente, se disefiaron vectores basados en lentivirus,
otro género perteneciente a la familia Retroviridae. A diferencia de los vectores
gammaretrovirales, los lentivirales permiten la transferencia de genes también a
células que no se dividen, por lo que pueden transferir ADN a una mayor

variedad de tipos celulares.

Los vectores lentivirales integran su ADN de manera preferente en las
regiones codificantes de genes que se transcriben activamente, a diferencia de
los gammaretrovirales, que lo integran en la region 5’ no traducida de los genes,
promotores y regiones reguladoras, lo que aumenta el riesgo de activacion

oncogénica por mutagénesis insercional en las células hematopoyéticas.®)

Los retrovirus se han mostrado particularmente Gtiles en los ensayos para
enfermedades como la SCID-X1y la ADA-SCID, en los que se emple6 trasplante
autdlogo en la médula 6sea de las células modificadas. Como resultado, se han
abierto nuevas vias de tratamiento para pacientes, evitando la necesidad de
donantes compatibles, la supresion inmunolégica y la complicacion de la
enfermedad de injerto contra huésped. Se ha seguido una estrategia similar para
tratar la MLD, mediante trasplante autélogo de la médula ésea con células

modificadas genéticamente para expresar el gen ARSA.
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5. OBJETIVOS.

Los objetivos de esta revision bibliogréafica son determinar la eficacia y la
seguridad de la terapia génica utilizada en el tratamiento de la leucodistrofia

metacromatica.

Considero que es una determinacion importante, pues los tratamientos
convencionales no consiguen ni curar la enfermedad ni reducir o detener
completamente su sintomatologia, porque o no tienen eficacia o si la tienen es

temporal y solo sobre la neuropatia del SNC, no sobre la neuropatia periférica.
6. MATERIALES Y METODOS.

Para la realizacion de esta revision bibliografica se ha realizado una
bdsqueda en la base de datos Medline a través de Pubmed. Para ello se han
buscado los descriptores de la poblacion leucodistrofia metacromatica, y de la
intervencion terapia génica, en los Descriptores de Ciencias de la Salud (DeCS),

obteniendo como resultado:

e DeCS: Leucodistrofia Metacromatica; Terapia Génica

e MeSH: Metachromatic leukodystrophy; Gene Therapy

Por otro lado, en Medline se buscoé tanto informacion por separado de la
leucodistrofia metacromatica y de la terapia génica, como de manera conjunta,

obteniendo los siguientes resultados:

e Metachromatic leukodystrophy: ("leukodystrophy,
metachromatic"'[MeSH Terms] OR ("leukodystrophy"[All Fields]
AND  "metachromatic"[All Fields]) @ OR  "metachromatic
leukodystrophy"[All Fields] OR ("metachromatic”[All Fields] AND
"leukodystrophy"[All Fields])) AND ((y_5JFilter]) AND
(review[Filter]))

o Atrticulos: 40.

¢ Gene Therapy: ("genetic therapy"[MeSH Terms] OR ("genetic"[All

Fields] AND "therapy"[All Fields]) OR "genetic therapy"[All Fields]
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OR ("gene"[All Fields] AND "therapy"[All Fields]) OR "gene
therapy"[All Fields]) AND ((y_5[Filter]) AND (review[Filter]))
o Articulos: 31507.
e Metachromatic leukodystrophy y Gene Therapy: "metachromatic
leukodystrophy"[All Fields] AND "gene therapy"[All Fields]
o Atrticulos: 110

Para realizar dicha busqueda se afiadieron los filtros:

e Ultimos cinco afios, marcando fecha de publicacion el filtro de “5
years”.
e Revisiones, se filtran revisiones como tipo de articulo, con el filtro

de “Review”.

Para la seleccién de los articulos se emplearon una serie de criterios de

inclusion y exclusion, de manera que:

Se tuvo en cuenta que fuera terapia génica exclusiva de la leucodistrofia
metacromatica, se incluyod las que incluian terapias génicas con trasplante de
médula 6sea y vectores lentivirales exitosas. Por otro lado, se incluyeron los que
trataban del trasplante de células madre hematopoyéticas con el gen ARSA

corregido en médula 6sea, ya que hay ensayos exitosos en humanos.

También se incluyd la forma infantil tardia y la juvenil tardia, ya que éstas
son las formas mas graves, con lo que se eliminaron aquellos articulos que
trataran la adulta. Por otro lado, se excluyeron los ensayos en animales, y se
centraron en humanos. Ademas, se excluyd aquellos que empleaban los

vectores AAV.

Por otra parte, para obtener informacion de la terapia génica, se
seleccionaron 4 articulos, los cuales presentaron informacion sobre la historia,
progreso de la terapia genética, y los vectores lentivirales y AAV, ya que son los

empleados en la terapia genética de la leucodistrofia metacromatica.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

Ensayos previos en modelos de raton con MLD han demostrado la
prevencion y correccion de las manifestaciones clinicas de la enfermedad, tras
un trasplante autdlogo de HSC (HSCT autdlogo) modificadas con vectores
lentivirales para sobreexpresar el cDNA del gen ARSA. La estrategia implico la
produccion de varias inserciones por genoma en las células transducidas, lo que
dio lugar a una expresion extensa y suprafisiolégica del gen en toda la progenie
de las HSC, incluidas las células mielogénicas que migran al sistema nervioso
(microglia y macréfagos), lo que a su vez produjo la correccion cruzada de

células residentes en los SNC y SNP.

La implantacion de esta estrategia en humanos presentaba numerosos
desafios. Entre otros aspectos, no estaba claro si los lentivirus podian transducir
HSC humanas con la eficacia requerida. Ademas, la seguridad de los vectores
es un tema muy importante, pues con otros vectores retrovirales, como los
gammaretrovirales, que también integran genes en las HSC, se mostro el
potencial de desencadenar leucemia, mediante mutagénesis de insercion.
Aunque varios estudios demostraron que los lentivirus reducen el riesgo de
insercién genotoxica, por su avanzado disefio y seleccion del sitio de integracion,
existia la posibilidad de que al aumentar la carga de la integracidon total se

perdiera dicha ventaja de bioseguridad.

Como resultado, se optimizaron los vectores lentivirales para la
transferencia de genes en HSC humanas y se disefié un ensayo clinico en fase
I/ll de pacientes con MLD infantil tardia o juvenil temprana, los cuales fueron
tratados con HSCT autélogo (ensayo clinico NCT01560182). El tratamiento
consistié en el aislamiento de HSC de los propios pacientes, su transduccion ex
vivo con un vector lentiviral portador del cDNA del gen ARSA y el trasplante de

las células transducidas en la médula 6sea de los pacientes.

Los pacientes recibieron pretratamiento mieloablativo con 14 dosis de
busulfan, desde cuatro dias antes de la terapia hasta 24 horas antes de la
infusion de las células transducidas. Este régimen de acondicionamiento fue bien

tolerado.
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A. TRES PRIMEROS PACIENTES.

El ensayo clinico se inicio con tres pacientes, a los cuales se les hizo un
seguimiento de 24 meses al MLDO1 y de 18 meses a los pacientes MLDO2 y
MLDO03.

No se incluyeron agentes inmunosupresores, ya que, los pacientes
expresaban residuos de proteina ARSA no funcional, por lo que era poco

probable que se desencadenara una respuesta inmune contra la enzima.

Los tres pacientes presentaban formas presintomaticas de MLD, en base
a la falta de signos clinicos evidentes de la enfermedad, con independencia de
la presencia de anomalias en pruebas instrumentales (electroneurografia y/o

resonancia magnética nuclear del cerebro).

Todos mostraron deficiencia de ARSA y mutaciones asociadas con la
MLD infantil tardia. Ademas, tenian hermanos mayores con diagnéstico de MLD
infantil tardia dentro de los dos afios de edad. Como resultado, se les empez6 a
tratar entre 2 y 12 meses antes de la edad de aparicion de los sintomas en los

hermanos.

a. Eficacia.

La transduccion de las células HSC (CD34") se optimizé para obtener 2 0
mas copias del vector con el transgén por genoma (VCN), ya que éste es el
namero de inserciones observado en los estudios preclinicos con ratones MLD
que conferian la sobreexpresion del gen ARSA requerida para la eficacia

terapéutica.

Tras un mes del trasplante, se observé un injerto estable de alto nivel de
células transducidas en la médula 6sea y en la sangre periférica de todos los
pacientes. Entre el 45 y el 80% de las colonias obtenidas a partir de células de
la médula 6sea de los pacientes presentaron inserciones del vector lentiviral
transgénico (Figura 4A). La media de inserciones en las células HSC de la
médula 6sea estuvo en un rango entre 0,9 y 1,9 VCN (Figura 4B). Por tanto,

teniendo en cuenta este Ultimo dato y los porcentajes de células de la médula
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0sea con inserciones (45% - 80%), estos valores implicaron un VCN de 2 a 4 en

las células transducidas.

Los tipos celulares derivados de las HSC presentaron un VCN elevado y
estable. Esto se observo en los granulocitos (CD15%) y los monocitos (CD14%)
del paciente MLDO1, asi como en el conjunto de sus células mononucleares de
sangre periférica (PBMC), linfocitos B (CD19%), linfocitos T (CD3*) y células
natural Killer (CD56") (Figura 4C), y en las células mononucleares de sangre

periférica de los tres pacientes (Figura 4D).®

A B
1 2.0+
T
E
& E 1.5+
[=
2 i
a 2 1.0
3 g
7 -8 MLDO1 = . - MLDO1 CD34
2 - MLDOZ § ' =#- MLDOZ2 CD34
=& MLDOD3 - MLDO3 CD34
T T T T 1 0.0 T T T T 1
i 5 10 15 20 o5 0 5 10 15 20 25
maonths after GT
c D
. 1.55
] o
g £
= 2
% _% 1.0+
2 g
o 5
2 S 054
= -8 MLDO1 PEMCs
3] = =~ MLDO2 PBMCs
= —& MLDO3 PEMCS
0.0 T T T T 1
] 5 10 15 20 25
months after GT months after GT

Figura 4: Marcaje genético en los pacientes tras recibir HSCT autdlogo con las células
transducidas. A) Evaluacion del injerto de las células transducidas, expresado como porcentaje
de colonias positivas para lentivirus (LV+) sobre el total de colonias analizadas frente a los meses
después de la transduccién. B-D) Evaluacion del VCN expresado como LV/genoma humano en
las células derivadas de la médula 6sea y sangre periférica frente a los meses tras la

transduccion.

Como consecuencia del alto marcaje génico, se reconstituyo la actividad
de la ARSA hasta valores por encima de los normales en poblaciones de células
mieloides, como los granulocitos (CD15%) (Figura 5A) y los monocitos (CD14%)
(Figura 5B). Ademas, las enzimas aisladas de las células de los pacientes fueron

capaces de hidrolizar los sulfatidos, confirmando asi su completa funcionalidad.
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Los monocitos dan lugar a microglias que migran al SNC y a macrofagos
gue migran al SNP, secretando la enzima que puede ser aprovechada por las
células residentes enddgenas. En consecuencia, también se aisl6 ARSA
funcional en el LCR de los tres pacientes un afio después del trasplante (dos
afos en el caso del paciente MLDO1), con niveles y actividades comparables a
las de muestras obtenidas de individuos sanos (HDs), mientras que no se pudo
aislar enzima ARSA antes del tratamiento (Figuras 5C y 5D). Estos resultados
demuestran la expresion estable y por encima de lo normal de ARSA en todos
los linajes hematopoyeéticos, y la entrega eficiente y biodisponible de la enzima

en el SNC después del HSCT autélogo con las células transducidas. ® ©
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Figura 5. Expresién de la ARSA en pacientes tras recibir HSCT autélogo con las células
transducidas. La actividad ARSA se midi6 en mU (cantidad de enzima requerida para convertir 1
nanomol de sustrato hidrolizado, en 1 min a 37°C, nmol/ml/h). A-B) Evaluacién de la actividad
ARSA en células de la sangre periférica frente a los meses tras la transduccion, y frente al rango
de actividad de pacientes sanos (HDs). C) Representacion de la cromatografia DEAEcelulosa de
las enzimas ARSB y ARSA en fracciones del LCR, en pacientes sanos y en los pacientes con
MLD antes y 1 afio después de la transduccion. D) Actividad especifica ARSA frente al sustrato
4-methyl-umbellipheryl-sulphate (MUS) en el LCR de pacientes sanos (HDs) y pacientes con
MLD tratados (Pts).

Para la evaluacion de las manifestaciones clinicas, se compar¢ las de los
pacientes con las de los hermanos con MLD infantil tardia no tratados (LI). Los

dos hermanos mayores del paciente MLDO1 presentaron regresion del
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rendimiento psicomotor, y detencion de adquisicion de nuevas habilidades
motoras y cognitivas a los 18 meses de edad. Ademas, mostraron una rapida
progresion de la enfermedad después del inicio, hasta alcanzar el nivel 6 de la
motricidad gruesa en la escala de funciones para MLD (GMF-CMLD) a los 30
meses, al estar en sillas de ruedas y ser incapaces de sostener su cabeza y
tronco. En cambio, a los 39 meses de edad, MLDO1 presentaba un nivel 2 de
GMF-CMLD, al ser capaz de ponerse de pie de forma independiente, caminar y
correr con una sola ayuda (la mano de otro individuo o un andador), y la medida
de la funcién motora gruesa (puntuacion GMFM) aumenté progresivamente a un
valor de 193, mucho mas elevado que los registros de los hermanos afectados

(LI), lo que sugiere un desarrollo motor continuo (Figura 6A).

Se realizé una evaluacién cognitiva de MLDO1 mediante la escala Bayley
de desarrollo de bebés y nifios pequefios, observandose un nivel normal de
coeficiente intelectual para la edad cronoldgica del paciente, con un lenguaje
normal y unas habilidades cognitivas adecuadas en todos los tiempos probados,
incluido el de los 39 meses, en el que los hermanos no eran capaces de realizar
cualquier acto voluntario de habla. Ademas, la neuropatia periférica preexistente
de MLDO1, medida con el indice de velocidad de conduccién nerviosa (indice

NCV), mejor6 después del tratamiento (Figura 6B).

La resonancia magnética nuclear del cerebro de MLDO1 mostré una ligera
falta de homogeneidad de la sefal, presente desde la evaluacion inicial y estable
a partir de entonces, y una pequefia area de hiperintensidad en el cuerpo calloso
gue aparecio a los 12 meses de seguimiento y se mantuvo estable a partir de
entonces. Todos estos hallazgos fueron normales para la edad del paciente. Por
el contrario, los hermanos (UT LI MLD) no tratados desarrollaron
desmielinizacion extensa y severa asociada con atrofia difusa de los 24 a 36

meses de edad. (Figura 6C)

Los pacientes MLD02 y MLDO3 permanecieron totalmente asintomaticos,
con normalidad motora y cognitiva para su edad. Sin embargo, el tiempo de
seguimiento después del momento previsto de inicio de los sintomas fue mas

breve que en el caso de MLDO1. Los tiempos de seguimientos fueron de 7 meses
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para MLD02 y 10 meses para MLD03 mas alla del tiempo previsto de inicio de
los sintomas, y en ambos con un seguimiento de 18 meses después del inicio

del tratamiento.

MLDO2 y MLDO3 tuvieron un GMF-CMLD de 0 en la ultima evaluacion,
gue contrastd mucho con la evaluacién de sus respectivos hermanos afectados,
a la misma edad. Ademas, en ambos, después del tratamiento, su puntuacion
GMFM aumento6 progresivamente con la adquisicion normal de los hitos motores
para la edad (Figura 6A). Los dos pacientes presentaron una puntuacion de
coeficiente intelectual normal en la escala de Bayley de desarrollo de bebés y

nifios pequefios.

Por otro lado, el paciente MLD02 mostré velocidades dentro del rango
normal (n.r.) de conduccién motora y sensorial, mientras que MLD03 mostr6 una
leve neuropatia desmielinizante (Figura 6B). Ambos pacientes presentaron una
resonancia magnética cerebral con una progresion normal de la sefal de la

sustancia blanca, debido a la mielinizacion en el Gltimo seguimiento.®)
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Figura 6. Seguimiento clinico de los pacientes tras recibir HSCT aut6logo con las células
transducidas. A-B) Puntuacién GMFM (A) e indice NCV (B) de los pacientes MLD tratados y los
pacientes no tratados (LI). Las lineas punteadas indican la edad esperada de inicio de la
enfermedad en relacién con la aparicion de sintomas en los hermanos no tratados. C) Imagenes
de resonancia magnética nuclear del paciente MLDO1 antes del tratamiento y dos afios después,
y de un paciente no tratado (LI MLD) a la misma edad que MLD01.®

b. Seguridad.

El tratamiento provocd neutropenia grave (recuento absoluto de
neutréfilos < 500/ml), desde el dia +9 hasta el dia +45 después del trasplante.
Los pacientes requirieron soporte transfusional hasta el dia +45 para el
tratamiento de la trombocitopenia y la anemia. A partir de entonces, recuperaron

rapidamente los parametros hematoldgicos normales.

Se produjeron dos eventos adversos graves por infecciones relacionadas
con la utilizacion de catéter venoso central, que rapidamente se resolvieron
mediante tratamiento con antibiético. En ninglin momento se detecto replicacion
de lentivirus, anticuerpos contra la proteina lentiviral Gag p24 o anticuerpos

contra la enzima ARSA en la sangre periférica de los pacientes.

Para determinar si hubo algun incidente con la seguridad del vector
lentiviral en los pacientes, se monitored la dindmica clonal de repoblacion
hematopoyética a nivel molecular, mediante el analisis de la integracion
gendmica del vector en las células hematopoyéticas reconstituidas de los
pacientes. Debido a la casi aleatoria integracion de los lentivirus, cada insercion
representa un marcador genético, que permite rastrear el comportamiento clonal

de las células individuales transducidas.

Para el estudio, se obtuvo ADN gendmico de células de la médula 6sea
(CD34%) y de los tipos celulares derivados de éstas (subconjuntos mieloides,
linfoide B y linfoide T) en los meses 1, 3, 6, 9 y 12 después del trasplante para

los tres pacientes, y en el mes 18 para MLDO1 y MLDO2.
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Los sitios de integracion (IS) se mapearon para los tres pacientes en los
diferentes tipos celulares, observandose coincidencia con las preferencias
publicadas previamente de integracion lentiviral dentro de las unidades
transcripcionales, y se midi6 la abundancia relativa de cada clon celular con una
insercion concreta. Casi todos los clones celulares marcados por un IS especifico
representaron solo una fraccion del total de clones en un momento dado. Asi,
como resultado del estudio, se observdé que unos pocos clones celulares
marcados con un IS mostraron una abundancia mas elevada en un punto de
tiempo determinado, pero desaparecieron o se redujeron significativamente en
puntos de tiempo posteriores (Figura 7). A partir de estos resultados, se pudo
concluir que no ocurrieron eventos de dominancia clonal en estos pacientes, lo

que descarta la posible aparicion de leucemia.®
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Figura 7. Diagrama del porcentaje de lecturas (eje de ordenadas) de las secuencias para las IS
mapeadas de los pacientes MLDO1 y MLDO2 en células CD34+ (HSC), mieloides y linfoides
derivadas de la médula 6sea (BM) y de la sangre periférica (PB), frente a los meses transcurridos
tras el trasplante (eje de abcisas). En la parte de arriba, se muestra el nimero total de IS para

cada linaje y punto temporal. Se indican los genes portadores de las IS mas representadas.®
B. AMPLIACION A NUEVE PACIENTES.

Se amplié el estudio del ensayo a nueve pacientes, de los cuales siete
fueron clasificados como presintoméaticos, por la ausencia de manifestaciones de
la enfermedad, y dos presentaron manifestaciones leves. Seis fueron
clasificados como MLD infantil tardia, otros dos, MLD04 y MLDO08, como MLD
juvenil temprana, y otro, MLDQ9, no se pudo determinar sin ambigledad si

padecia MLD infantil tardia o juvenil temprana.

Los pacientes MLD04 y MLDO08 mostraron progresion de la enfermedad

en las fases anterior y posterior al tratamiento. En concreto, MLDO04 present6
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grave desmielinizacion y disfuncion motora y cognitiva en la inscripcién, y tuvo
una rapida progresion de la enfermedad entre la inscripcion y el tratamiento, asi
como durante la fase inicial posterior al trasplante. Ademas, los pacientes MLDO1
y MLDO7 presentaron manifestaciones clinicas sutiles.

Los pacientes afectados de MLD infantil tardia fueron tratados con HSCT
autologo con las células transducidas cuando tenian una media de edad de 15’5
meses (rango 7-18), con una media de aparicion de enfermedad prevista,
establecida a partir de la aparicion de sintomas en sus hermanos mayores
afectados, de 19 meses de edad (rango 15-27). Algunos de estos pacientes
recibieron el tratamiento con una edad muy cercana al inicio previsto de los
sintomas. Entre los pacientes no afectados de MLD infantil tardia, MLDO9 recibi6
el tratamiento 5 meses antes del tiempo previsto para el inicio de los sintomas,
y MLD0O4 y MLDO08 lo recibieron 6 meses antes. La duracion media del
seguimiento tras el tratamiento fue 36 meses (rango 18-54). En el momento de

realizacion de los andlisis, todos los nifios seguian con vida.
a. Eficacia.

Los pacientes recibieron una dosis media de células HSC (CD34%)
transducidas de 7,2x108 células por kg (rango 4,2-18,2), con un VCN medio de
2,5 (rango 1,7-4,4) por genoma y una eficacia de transduccion del 92,8% (68-
97). Tras el trasplante, se observé un injerto estable de las HSC corregidas en
los pacientes, con aumento progresivo del VCN en las células mononucleares

de sangre periférica (Figura 8A).

La eficacia de injerto de las células transducidas, obtenido a partir de la
proporcién de colonias derivadas de la médula 6sea que son positivas para el
vector con el transgén, tuvo una media de 60,4% (rango 14,0-95,6) en los
pacientes. Este nivel de injerto se mantuvo estable durante todo el seguimiento
(Figura 8B).
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Se observé una reconstitucion progresiva de la actividad ARSA a valores
normales o por encima de ellos en las células hematopoyéticas circulantes
(Figura 8C y 8D). Ademas, se determind que la actividad ARSA en las células
hematopoyéticas estuvo influida de modo positivo por las células transducidas
del injerto (Figura 8D). De manera significativa, se observo una restauracion de
la actividad ARSA en el LCR a los 6 meses del trasplante, alcanzando valores
normales o por encima de éstos en los Ultimos puntos de recogida en algunos
de los pacientes (Figura 8E). No se observé una correlacion significativa entre la

actividad ARSA en el LCR y el injerto de células transducidas (Figura 8F).
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mononucleares de la sangre periférica (PBMC) frente a los meses tras la transduccion. B)
Porcentaje de la presencia del vector lentiviral (injerto) en los clones de la médula ésea frente a
los meses tras la transduccion. C) Actividad ARSA en las células CD15* (granulocitos) de la
sangre periférica. D) Correlacion positiva entre el injerto celular transducido y la actividad de la
enzima en las PBMC en el Gltimo seguimiento. E) Actividad especifica ARSA frente al sustrato
4-methyl-umbellipheryl-sulphate en el LCR frente a los meses tras el tratamiento. F) Comparacion
de la actividad ARSA en el LCR frente al injerto de las células transducidas en diferentes meses
tras el tratamiento.

La comparacién entre las biopsias de piel antes del trasplante y tras dos
afos después de la terapia, mostraron una marcada disminucion de sulfatidos
en el citoplasma de las células de Schwann de los pacientes en los que se
pudieron recoger registros en ese rango temporal (MLD01-MLDO07) (Figura 9), a
excepcion de MLDO7, que también presenté empeoramiento del indice NCV y
de la desmielinizacibn. Como resultado, estos datos proporcionan evidencia

indirecta de la entrega de enzimas funcionales a las células residentes del SNP.

Antes del tratamiento, las muestras de las biopsias de piel de los pacientes
mostraron una severa neuropatia desmielinizante, incluso en los pacientes
presintomaticos con MLD infantil tardia (Figura 9). A destacar, dos afios después
del trasplante, la mayoria de las muestras de las biopsias (5 de 7), mostraron
ausencia de fibras desmielinizadas, observandose fibras rodeadas por mielina
normal (Figura 9). Esto sugiere que hay remielinizacion, al menos en algunos de
los pacientes. La mayor mielinizacion se dio en los pacientes con mayor injerto
de células transducidas, como MLDO1 y MLDO2.

MLDO3

:
3
A
E
2
2.




Figura 9: Efecto del tratamiento sobre las fibras nerviosas dérmicas del SNP. Las imagenes
superiores son pretratamiento. En ellas, se muestran secciones con pérdida de fibras nerviosas
mielinizadas, sefialado mediante flechas; abundante material de almacenamiento, sefialado
mediante la punta de la flecha en MLDO1, y material de almacenamiento dentro del citoplasma
de las células de Schwann, sefialado mediante asteriscos en MLD1 y flechas en MLD3 y MLD5.
Las imagenes inferiores son tras 2 afios después del trasplante. En ellas, se muestran secciones
de fibras nerviosas mielinizadas normales longitudinales y transversales con lamina basal,
sefialadas mediante flechas, y fibras nerviosas normales sin material de almacenamiento en el

citoplasma de células de Schwann, indicadas mediante asteriscos en MLDO03. ax: axon.

Con el tratamiento, el indice NCV increment6 en tres de los pacientes
(MLDO1, MLDO04 y MLDO09), permanecié estable en cuatro de ellos (MLDO2,
MLDO03, MLD06 y MLDO08) y disminuy6 en dos (MLDO5 y MLDOQ7). En todo caso,
la mayoria de los pacientes con MLD infantiles tardias presentaron un indice
NCV mas alto que el de sus hermanos mayores afectados y el de pacientes no
tratados (LI). Ademas, se observd que la meseta alcanzada por el indice NCV

estuvo afectada positivamente por el injerto de células transducidas.

Se realizaron resonancias magnéticas nucleares de los cerebros de los
pacientes trasplantados, en las que no se observo la desmielinizacién masiva y
la atrofia severa caracteristica de los LI. (Figura 10A). Ademas, la intensidad y
extensiéon de la alteracion en la sustancia blanca, que mostraron algunos

pacientes en la resonancia magnética, disminuyé durante el seguimiento, lo que

sugiere una remielinizacion también en el SNC (Figura 10 B).

A
MLDO6 sib aged 40 months MLDO6 aged 40 months
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Figura 10: Efectos del tratarﬁiento en el SNC. A) Comparacion de las resonancias magnéticas
del hermano no tratado de MLD06 y MLDO6 tratado con las mismas edades. B) Comparacion de
resonancia magnética coronal y sagital del paciente MLDO2 después de 2,5 afios (40 meses) de
la transduccidn, y tras 4 afios (60 meses). Las flechas sefialan las anomalias de la sefial, que se

han visto reducidas en tamafio e hiperintensidad con el paso del tiempo.

Por otra parte, al estudiar las puntuaciones GMFM se observé que la
motricidad gruesa, para la mayoria de los pacientes, fue similar a la de un nifio
sano hasta el ultimo seguimiento. Con la excepcion de MLDO04, que sufria un
deterioro motor y cognitivo consistente con su MLD juvenil temprana no tratada
a tiempo. Todos los demas pacientes tratados mostraron un aumento progresivo
de las puntuaciones GMFM, de acuerdo con la adquisicion de nuevas
habilidades motoras. Como resultado, se observé una diferencia significativa con
los nifios no tratados a las mismas edades, pues éstos presentaron graves
discapacidades motoras, siendo incapaces de realizar movimientos voluntarios

y permaneciendo postrados en una cama (Figura 11).
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Ademas, con la excepcion de MLDO04, los pacientes trasplantados
presentaron un coeficiente intelectual dentro del rango normal para la edad, a
diferencia de los pacientes no tratados, cuyos coeficientes intelectuales cayeron
por debajo de 40. Es importante destacar que, en el Ultimo seguimiento
disponible, varios de los pacientes tratados superaron la edad en la que

fallecieron sus hermanos mayores no tratados.

b. Seguridad.

Todos los pacientes presentaron una buena recuperaciéon hematolégica
después del trasplante. Los eventos adversos mas frecuentes fueron la
citopenia, presente en todos los pacientes, y la mucositis con diferentes grados
de severidad entre los pacientes, siendo de grado 3 en cinco pacientes, y de
grado 5 en cuatro, segun los Criterios de Terminologia Comun para Eventos

Adversos.

La neutropenia severa tuvo una duracion media de 24 dias. Ademas, no
hubo variaciones importantes de los valores normales en el recuento de
linfocitos. Por otro lado, la duracion media de la trombocitopenia y de la anemia

dependientes de la transfusiéon fueron de 36 y 38 dias, respectivamente.

En los andlisis, no se detectaron neoplasias hematopoyéticas, y no hubo
presencia de anticuerpos contra ARSA, ni contra antigeno p24 del VIH. Ademas,

no hubo presencia de lentivirus con capacidad de replicacion. 0
C. AMPLIACION A 29 PACIENTES.

Los pacientes se clasificaron en funcion de la edad de inicio de los
sintomas, ya fuera por la edad de aparicibn de sintomas en los hermanos
mayores afectados o por el inicio de sintomas en el propio paciente tratado. El
estudio incluyé 29 pacientes que recibieron trasplante entre mayo de 2010 y
octubre de 2017, 20 de ellos pertenecientes al ensayo clinico NCT01560182 y
nueve adicionales que estaban siendo tratados a través de tres programas
distintos de uso compasivo. De ellos, 19 presentaban MLD infantil tardia y 13
MLD juvenil temprana, con un seguimiento medio de 3,16 afios (maximo de 7,5

anos).
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Estos se compararon con 31 pacientes con MLD de inicio temprano de
una cohorte de historia natural, es decir, no tratados, emparejados por edad y
subtipo de enfermedad. Todos los afectados de MLD infantil tardia comenzaron
siendo asintoméaticos a la inscripcion, aunque uno de ellos mostr6é sintomas en
el momento del tratamiento. Ocho de los pacientes con MLD juvenil temprana

presentaron sintomas tempranos en el momento del tratamiento.

El tratamiento con HSCT autdlogo con las células transducidas se
considera medicamento de terapia génica, recibiendo el nombre de Atidarsagene
autotemcel (arsa-cel). Todos los pacientes recibieron HSC derivadas
exclusivamente de la médula ésea, con la excepcion de dos, que recibieron
adicionalmente HSC derivadas de PB, y la de otro paciente que solo recibié
infusion de HSC derivadas de PB. La eficiencia de la transduccion obtenida con
células de PB y el injerto conseguido tras el trasplante con estas células
estuvieron dentro del rango observado en los pacientes que tuvieron la médula

6sea como fuente de HSC.

a. Eficacia.

Transcurrido 1 afio del tratamiento, el porcentaje medio de las células de
la médula 6sea positivas para el vector lentiviral fue del 55%. Este se mantuvo
estable durante todo el seguimiento (Figura 12A). Ademas, los pacientes
presentaron valores de VCN elevados y estables en las PBMC (Figura 12B), en
las células CD34" (HSC) de la médula ésea (Figura 12C) y en subpoblaciones

de los linajes mieloide y linfoide.

Transcurridos tres meses del inicio del tratamiento, todos los pacientes
mostraron una actividad ARSA reconstituida en las PBMC dentro o por encima
del rango normal (Figura 12D). Como resultado, en el punto de valoracion
coprimario, dos afos después del tratamiento, la actividad ARSA aumenté
significativamente respecto al valor inicial, con un aumento promedio de 18,7
veces (rango 8,3-42,2) en los pacientes con MLD infantil tardia y de 5,7 veces
(rango 2,6-12,4) en los pacientes con MLD juvenil temprana. Estos aumentos se
mantuvieron a lo largo del seguimiento (Figura 12D).
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La actividad ARSA en el LCR, inicialmente indetectable en los pacientes,
estuvo por encima del limite inferior de cuantificacion (LLQ= 0,0032 nmol/mg/h)
a los tres meses del trasplante. Posteriormente, entre los 6 y 12 meses después
del inicio del tratamiento, se alcanzaron niveles normales de actividad respecto
a pacientes pediatricos sanos y se mantuvieron dentro del rango normal durante

todo el seguimiento. (Figura 12E)
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Transcurridos dos anos del tratamiento, se observaron diferencias en la

funciébn motora gruesa entre los pacientes tratados y no tratados a la misma

edad. Los pacientes con MLD infantil tardia tratados presentaron un 66% (48,9-

82,3) méas de funcion motora gruesa que los no tratados, y los pacientes con

MLD juvenil temprana tratados presentaron un 42% (12,3-71,8) mas que los no

tratados. La diferencia fue mayor a los tres afilos de seguimiento, tanto de los

pacientes con MLD infantil tardia como de los pacientes con MLD juvenil

temprana con respecto a los afectados no tratados (Figura 13).

Por otro lado, la mayoria de los pacientes tratados mantuvieron la

supervivencia libre de deterioro motor severo, independientemente del subtipo

de enfermedad y el estado sintomético, en el momento del tratamiento. De

manera que, a los 4,5 afios de edad, 92% de los pacientes con MLD infantil tardia

permanecieron libres de eventos frente al 0% de los pacientes no tratados. A los

8 afios de edad, 80% de los pacientes con MLD juvenil temprana presintomaticos

y 63% de los pacientes con MLD juvenil temprana con sintomas tempranos

permanecieron libres de eventos, frente al 36% de los pacientes no tratados.
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Figura 13: Puntuacion GMFM y edad de deterioro motor grave o muerte. Comparacién del

porcentaje de puntuacién de GMFM entre pacientes tratados y no tratados (Historia natural) con

MLD infantil tardia y juvenil temprana, a los 2 y 3 afios desde la transduccion.

Durante el seguimiento, la mayoria de los pacientes tratados presentaron

un rendimiento y un coeficiente intelectual verbal dentro del rango normal,

respecto a pacientes pediatricos sanos, a diferencia de los pacientes no tratados,

gue a la misma edad presentaron un deterioro cognitivo grave. Ademas, 80% de
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los pacientes tratados presentaron una adquisicion normal de habilidades

cognitivas con respecto a los pacientes sanos.

Las resonancias magnéticas cerebrales de los pacientes con MLD infantil
tardia y MLD juvenil temprana, transcurridos 2 y 3 afios del tratamiento,
mostraron una disminucién significativa de la desmielinizacion o de la atrofia, o
de ambas, con respecto a los pacientes no tratados a la misma edad y con el

mismo subtipo de enfermedad.

Los pacientes con MLD infantil tardia y MLD juvenil temprana
presintomatica presentaron una estabilizacion de la puntuacién de la imagen de
resonancia magnética nuclear en niveles significativamente mas bajos que los
pacientes no tratados, quienes presentaron un brusco aumento indicativo de una
desmielinizacion y una atrofia grave (Figura 14A-E). Por otra parte, los pacientes
con MLD juvenil temprana con sintomas tempranos se estabilizaron en
puntuaciones mas altas, si bien siguieron siendo significativamente mas bajas

que las de los pacientes no tratados (Figura 14E).
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del paciente MLD3, con MLD infantil tardia, en la que se observan sutiles hiperintensidades al
inicio del estudio que se estabilizaron con el tiempo, y una maduracién normal del resto de
regiones. B) Iméagenes de resonancia magnética obtenida del hermano no tratado de MLDO3 a
la misma edad. C) Imagenes de resonancia magnética obtenidas de un paciente no tratado con
MLD infantil tardia con edad de inicio similar en las que se observa un aumento progresivo de
las lesiones, de la desmielinizacién y de la atrofia cerebral. D y E) Comparacién de las
puntuaciones totales de la imagen de resonancia magnética nuclear en pacientes con MLD
infantil tardia (D), y con MLD juvenil temprana (E) tratados con arsa-cel frente a los pacientes no

tratados (Historia natural).

El estudio del indice NCV mostré diferencias significativas entre los
pacientes con MLD infantil tardia y los pacientes no tratados, a la misma edad y
subtipo de enfermedad, transcurridos 2 y 3 afios del trasplante. Sin embargo, se
observd un resultado mas heterogéneo en los pacientes con MLD juvenil

temprana. 1

b. Seguridad.

Tras el Ultimo seguimiento, 26 de los 29 pacientes seguian vivos. Dos de
las muertes se debieron a la rapida progresién de la enfermedad en estos
pacientes con MLD juvenil temprana con sintomas tempranos, una a los 8 meses
y otra a los 15 meses de iniciarse el tratamiento, por lo que se consideraron no
relacionadas con arsa-cel. El tercero, que presentaba MLD juvenil temprana
presintoméatica, murié debido a un accidente cerebrovascular isquémico tras una
infeccion a los 13,6 meses después del trasplante. Se consideré que no habia
relacion con el tratamiento, ya que, al afio de la transduccion, presenté examen

neurolégico y neuroimagen normales, y un desarrollo motor y cognitivo normal.

Los pacientes presentaron neutropenia, con una duracion media de 28
dias (rango 13-39). Los efectos adversos de mayor frecuencia de grado 3 o
superiores fueron la neutropenia febril con 23 pacientes, alteraciones de la

marcha con 15 pacientes y estomatitis con 12 pacientes.

La mayoria de los eventos adversos se asociaron con el
acondicionamiento con busulfan o la progresion de la propia enfermedad. Por un
lado, los eventos adversos asociados al acondicionamiento se dieron en tres

pacientes, que presentaron eventos de enfermedad venooclusiva, y en dos, que
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presentaron eventos de microangiopatia trombdtica. Por otro lado, los eventos
adversos relacionados con la enfermedad base se dieron en dos pacientes, los
cuales presentaron acidosis metabdlica, que se resolvié, y en dos que
presentaron polipos vesiculares, que requirieron colecistectomia, todos

considerados relacionados con la enfermedad base.

Cuatro pacientes presentaron anticuerpo anti-ARSA, que se resolvio
espontaneamente o con terapia de deplecion de linfocitos B. Estos eventos no
tuvieron efecto evidente sobre el resultado clinico o el perfil de seguridad. La
cantidad observada de anticuerpos anti-ARSA fue baja, y en tres pacientes se
asociaron con la presencia de otros anticuerpos o manifestaciones clinicas de

enfermedad venooclusiva o microangiopatia trombdtica.

Durante el seguimiento, no hubo evidencia de expansion clonal maligna,
lentivirus con capacidad de replicacion o eventos adversos indicativos de
transformacién oncogénica con arsa-cel. Los analisis de los IS indicaron un
patréon de reconstituciéon policlonal general, sin evidencia de dominancia o

proliferacion clonal.V
D. LIMITACIONES Y COMERCIALIZACION.

Los resultados de este estudio son prometedores, siendo la primera
demostracion de la detencion o ralentizacion de la progresion de la MLD en el
SNC y en el SNP. No obstante, a pesar de que el tratamiento ha mostrado

beneficios, viabilidad y seguridad en los pacientes, presenta limitaciones.

Se observé que la terapia es activa en las primeras fases de la
enfermedad, de manera que los pacientes sintoméaticos, que entran en una fase
rapida de progresion de la enfermedad durante el tratamiento, podrian no
obtener beneficios de esta terapia. Debido al tiempo requerido para el injerto de
las HSC modificadas genéticamente y la reconstitucion de la actividad ARSA en
las PBMC y el LCR, y la variabilidad entre el tiempo de inicio de los sintomas y
la progresion rapida de la enfermedad, los pacientes deberian ser
diagnosticados de forma temprana para que la terapia tuviera la mayor eficacia.
Sin embargo, mientras no haya programas de escrutinio de la MLD en recién
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nacidos, esto no sera posible en muchos casos y no podrian ser tratados a
tiempo. Otras terapias génicas, como las estrategias in vivo con vectores AAV
con el gen ARSA, podrian permitir un rapido suplemento de la enzima en los

pacientes que ya han entrado en fase de deterioro.

Otra de las limitaciones es el tiempo de seguimiento, ya que, para poder
conocer y comprender el efecto de esta terapia génica, seria necesario un
seguimiento mas prolongado, de 10 a 20 afios para determinar la supervivencia
de las células transducidas y la durabilidad de las respuestas clinicas,
especialmente en el sistema nervioso periférico. Ademas, el ensayo se realiz6
con un numero pequefio de pacientes en cada subgrupo. Para una mejor
evaluacion de la terapia, haria falta un nimero mayor de pacientes, lo que es

complicado, al tratarse de una enfermedad rara.

Por otro lado, el pretratamiento mieloablativo con busulfan fue de utilidad
para lograr el injerto. Sin embargo, produjo toxicidad. Se podrian reducir los
riesgos, como el de las enfermedades venooclusivas, con el uso de mejores

meétodos profilacticos, como la defibrotida, por ejemplo.

Ademas, cuatro de los pacientes desarrollaron anticuerpos anti-ARSA.
Aungue no se observo interferencia con la eficacia, seria conveniente seguir este
suceso en el tiempo, pues se podria plantear la adicion de terapias

inmunodepresoras en los futuros pacientes.

Arsa-cel esta aprobado como medicamento basado en terapia génica
para su uso por la compafiia biotecnoldgica Orchard Therapeutics en la UE y el
Reino Unido, con el nombre de Libmeldy. Ademas, esta bajo investigacion por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para permitir su uso en los
EE.UU. 12

8. CONCLUSION.

La terapia génica para la MLD se basa en el HSCT autdlogas modificadas
ex vivo con un vector lentiviral para conseguir la sobreexpresion del gen ARSA
en las células mieloides derivadas de éstas, con el fin de aumentar la actividad
ARSA en el SNC y el SNP.
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A lo largo del ensayo clinico se ha demostrado la eficacia del tratamiento,

al observar:

e Presencia de un injerto estable, con un VCN elevado y estable en
las PBMC y HSC de la médula 6sea.

e Aumento de la actividad ARSA hasta valores normales o por
encima en PBMC y normales en el LCR.

e Mejoria de la funcibn motora gruesa y un coeficiente intelectual
dentro del rango normal.

e Disminucién de la desmielinizacion y de la atrofia cerebral en las

resonancias magnéticas de los pacientes tratados.

La eficacia ha sido mayor en los pacientes presintoméaticos. Por lo tanto,
para obtener la mayor eficacia, los pacientes deberian ser diagnosticados de

forma temprana.

Esta terapia demostro ser segura al no mostrar expansion clonal maligna,
lentivirus con capacidad de replicacion o eventos adversos indicativos de

activacién oncogénica.

Este nuevo tratamiento supuso una gran oportunidad de mejora para el
tratamiento de los pacientes con MLD con respecto a los tratamientos
convencionales, aunque aun es necesario realizar estudios a mas largo plazo y

con mas pacientes.
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