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cDNA
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SIGNIFICADO

X-Linked Severe Combined Immunodeficiency
(Inmunidad Severa Combinada Ligada al X)

Severe Combined Immunodeficiency
(inmunodeficiencia combinada grave)

Inmunodeficiencias Primarias
Union Internacional de Sociedades de Inmunologia

State Food and Drug Administration of China

(Administracion Estatal de Alimentos y Medicamentos de

China)
Comité de Medicamentos de Uso Humano

Good Manufacturing Practice
Agencia Europea de Medicamentos
Interleucina

Adenosine Deaminase Severe Combined
Immunodeficiency
(Inmunodeficiencia Combinada Grave por Déficit de
Adenosina Desaminasa )

Células Madre Hematopoyéticas
ADN Complementario
Virus Adenoasociados

Lentivirus

Vector derivado del gammaretrovirus de la leucemia
murina de Moloney

Long Terminal Repeat
(Repeticion Terminal Larga)
Vector auto-inactivante

T-cell acute lymphoblastic leukaemia
(Leucemia Linfoblastica Aguda T)


https://www.linguee.com/english-spanish/translation/state+food+and+drug+administration+of+china.html

1. RESUMEN

La cadena y comun del receptor de citoquinas, que esta codificada por el
gen de la subunidad gamma del receptor de interleucina-2 (IL2RG), es un
componente funcional critico de los receptores de IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e
IL-21. Las mutaciones naturales en IL2RG son responsables de la enfermedad
de inmunodeficiencia combinada severa ligada al cromosoma X (X-SCID).
Esta condicion se caracteriza por la falta total de linfocitos T y células NK,
mientras que las células B estan presentes, aunque inmaduras. Debido a los
riesgos del trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas, se hace
evidente la necesidad de buscar nuevas estrategias terapéuticas como la terapia
génica.

En el afio 2000, se publica el primer ensayo de terapia génica para la X-
SCID, en el cual se tratdo a dos lactantes con un vector gammaretroviral de
primera generacion con el cDNA del gen IL2RG sin acondicionamiento previo de
la médula 6sea, dando resultados prometedores en cuanto al recuento y
desarrollo de linfocitos T. Esto llevé a la incorporacion de nuevos pacientes para
la valoracién de los resultados a mayor escala, observandose las primeras
complicaciones debido al diagnéstico de leucemia linfobastica aguda en algunos
pacientes debido a mutagénesis insercional. Para paliar estas complicaciones,
se desarrollaron nuevos vectores, como fueron los vectores auto-inactivantes

(SIN) gammaretrovirales y lentivirales.

Un ensayo reciente se ha centrado en el estudio de la utilizacion de
guimioterapia acondicionadora y un vector lentiviral SIN para el restablecimiento
de la inmunidad de los linfocitos T, asi como de los linfocitos B y las células NK

gue no fueron restablecidos a largo plazo en los ensayos previos.

Palabras clave: terapia génica, vectores retrovirales, mutagénesis

insercional, activacion oncogénica, X-SCID.



2. INTRODUCCION

Segun la clasificacién de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y del
Comité de Clasificacion de Inmunodeficiencias Primarias (IDPs) de la Unién
Internacional de Sociedades de Inmunologia (IUIS), las inmunodeficiencias
primarias se pueden clasificar en 8 grupos teniendo en cuenta el fenotipo
caracteristico y el principal componente del sistema inmune afectado: @

1) Inmunodeficiencias combinadas de linfocitos Ty linfocitos B.

2) Inmunodeficiencias predominantemente de anticuerpos.

3) Otros sindromes de inmunodeficiencia bien definidos.

4) Enfermedades por desregulacion inmune.

5) Defectos congénitos del numero o funcion de los fagocitos.

6) Defectos de la inmunidad innata.

7) Trastornos auto-inflamatorios.

8) Deficiencias del complemento.

Los pacientes con inmunodeficiencia combinada grave (SCID, por sus
siglas en inglés de Severe Combined Immunodeficiency Disease) pertenecientes
al primer grupo pueden clasificarse de acuerdo con los subconjuntos de linfocitos
presentes en su sangre. (Tabla 1) @



Tabla 1: clasificacion de las inmunodeficiencias combinadas graves.

TRASTORNO ESPECIFICO DEFICIENCIA SUBYACENTE MODO DE
HERENCIA
Cadena y de los receptores de Recesivo ligado
citoquinas mutada al X.
JAK3 tirosina quinasa mutada  Autosémico
recesivo.
Deficiencia de adenosina M=arAlnEVAsJA Autosémico
desaminasa recesivo
Deficiencia  de  purina ESrAluEREN Autosémico
nucleésido fosforilasa recesivo
Deficiencia parcial de la Autosémico
enzima RAG recesivo

S el c G Talfoledifols Activador de  transcripcion  Autosémico

desnudos MHC clase Il (4 proteinas) recesivo
_ MHC clase | defecto TAP Autosémico
recesivo
Dominio de quinasa de PTK Autosémico
asociado a TCR, ZAP-70 recesivo
MULTISISTEMICOS
Sindrome  de  Wiskott- BHEICIHERNVAS] Recesivo ligado
Aldrich al X
Protefna ATM para reparaciéon Autosémico
de ADN recesivo

Actualmente, no se han realizado estudios epidemiolégicos con la
precision necesaria para conocer con exactitud la incidencia y prevalencia de
estas enfermedades, pero la SCID ligada al cromosoma X (X-SCID)
probablemente afecta al menos a 1 de cada 100,000 a 200,000 recién nacidos.
Sin tratamiento, los varones afectados generalmente no viven mas alla de la

infancia.

La X-SCID es una inmunodeficiencia combinada de tipo celular y humoral



DMD
Duchenne muscular
dystrophy

IL2ZRG

X-linked severe combined
immunodeficiency (SCID)

HPRT1

Lesch-Nyhan syndrome

FMR1
Fragile X syndrome

MECP2
Rett syndrome

PIG-A
Paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria

ATP7A
Menkes syndrome

COL4AS
Alport syndrome

TNFSFS
Immunodeficiency
with hyper-igM

ALD
Adrenoleukodystrophy

HEMA
Hemophilia A

Figura 1: Idiograma humano — Enfermedades del
cromosoma X

El gen IL2RG codifica la cadena gamma comun del receptor de la IL-2 (IL-
2Ryc), compartida por los receptores de interleucina-2 (IL-2), IL-4, IL-7, IL-9 e IL-
15. Por lo tanto, las mutaciones en este gen perjudican a las respuestas a una

multitud de citocinas. (Figura 2) ®
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Figura 2: T - B + subgrupo. (A) Cuando falta esta cadena, los receptores de citocinas que
comparten la cadena y comun no generan sefiales intracelulares después de la union del
ligando. (B) La sefializacion del receptor de citocina mediada por la cadena y comun es
defectuosa cuando falta la tirosina quinasa JAK3. Ambos resultan en SCID



La principal caracteristica clinica de esta inmunodeficiencia es la
susceptibilidad a procesos infecciosos, siendo éste el dato caracteristico de las
IDPs y el que normalmente es reconocido por los médicos. Los pacientes
desarrollan cuadros frecuentes, recurrentes y en ocasiones cronicos,
involucrando gérmenes habituales, asi como oportunistas. Principalmente, las
infecciones suelen afectar el tracto respiratorio superior (sinusitis cronica, otitis
media aguda de repeticion, otitis media cronica), tracto respiratorio inferior
(neumonias adquiridas en la comunidad graves, frecuentes o complicadas,
bronquitis cronica), tracto gastrointestinal (diarrea crénica, diarrea aguda
recurrente, malabsorcion) y en ocasiones cursan con bacteremias y cuadros de

sepsis: @

Con respecto al nivel inmunoldgico, aparece una grave linfopenia, con
bajos niveles de linfocitos T y células naturales asesinas (células NK, natural
killer). Los niveles séricos de inmunoglobulinas reflejan la presencia de 1gG

maternas y una ausencia de IgM, IgA e IgE.

El diagndstico empieza con la sospecha por infecciones recurrentes
desde edades muy tempranas por patdgenos oportunistas como Candida
albicans, Pneumocystis jirovecii o citomegalovirus usualmente tratadas en la sala
de emergencias pediatricas, ademas de diarreas cronicas, infecciones
bacterianas recurrentes de localizacion multiple e infecciones persistentes a

pesar del tratamiento convencional.

Ante la sospecha, se analiza la inmunidad celular a partir del cribado
neonatal. Las pruebas confirmatorias incluyen: recuento de linfocitos,
enumeracion de los subconjuntos de linfocitos por citometria de flujo y pruebas
moleculares de IL2RG (el unico gen del que se sabe que sus variantes
patogénicas producen X-SCID). Respecto al recuento total de linfocitos, el
namero de linfocitos T y de células NK es méas bajo en comparacion con los
lactantes normales de la misma edad. Los linfocitos B estan presentes, pero no

son funcionales. La variante patdgena en los varones afectados es detectada en



mas de un 99% de los casos mediante el analisis de secuencia de la region
codificante del gen IL2RG.®)

El manejo de pacientes con X-SCID debe tener lugar en unidades
pediatricas y normalmente requiere aislamiento protector para disminuir el riesgo
de infeccion. Como medidas protectoras, no se debe administrar vacunas con
microorganismos vivos al paciente o0 a sus cuidadores, y de ser necesarios
productos sanguineos, éstos deben ser irradiados, reducidos en el numero de
leucocitos y negativos para citomegalovirus. Se puede administrar también
profilaxis para evitar infecciones, incluyendo terapia con inmunoglobulina
parenteral (subcutanea o intravenosa), profilaxis para neumonia por
Pneumocystis jirovecii con Trimetoprim-Sulfametoxazol, profilaxis para
infecciones fungicas con Fluconazol, anticuerpos monoclonales para virus
sincitial respiratorio (Palivizumab) y profilaxis para virus de la familia de los
herpesvirus con Aciclovir. De igual manera, se debe iniciar tratamiento
sintomético con soporte de nutricion parenteral y tratamiento agresivo de las

infecciones. ¥

La Unica terapia curativa definitiva que se ha venido empleando para todos
los tipos de SCID es el trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas
(CMH). Esta terapia reemplaza las células defectuosas de la médula 6sea con
las células sanas de un donante. No obstante, el trasplante de CMH también
conlleva riesgos como infecciones virales potencialmente letales y la enfermedad
de injerto contra hospedador o rechazo del injerto. También se debe tener en
cuenta que el trasplante sera exitoso si existe la posibilidad de generar nuevos
linfocitos T, lo que depende de la funcion timica que se relaciona sustancialmente
con la edad del paciente. En pacientes que carecen de un donante adecuado
para el trasplante de CMH, se estudia el uso de la terapia génica con CMH
modificadas del propio paciente (trasplante autélogo). ®



En las dltimas décadas, la terapia génica ha mostrado un gran avance y
se ha convertido en una de las grandes alternativas como tratamiento a esta

enfermedad.

La terapia génica consiste en la modificacidon genética directa de las
células del paciente con el objetivo de lograr resultados terapéuticos, pudiendo
implicar la introduccion de material genético en las células diana. Esta terapia se
puede clasificar en dos categorias, dependiendo de cuales son las células
genéticamente modificadas, las de la linea germinal o las somaéticas. La
aplicacion de estas técnicas a la linea germinal da lugar a una modificacion
permanente del genoma que puede transmitirse a los descendientes, lo que
actualmente esta prohibido en humanos por razones éticas. En cuanto a las
células sométicas, busca modificar células o tejidos especificos del paciente sin
qgue la modificacion se transmita a la descendencia, siendo el procedimiento

actualmente aceptado.

Algunos tipos de procedimientos de terapia génica ocurren in vivo, es
decir, el acido nucleico terapéutico, con ayuda o no de un vector, se introduce
directamente en las células diana del paciente, a menudo mediante inyeccién en
un érgano, como puede ser un musculo, un ojo o el cerebro, En otros casos, se
introduce indirectamente en las células diana, por ejemplo, a través de una

inyeccion en el torrente sanguineo. (Figura 3)

La terapia génica ex vivo consiste en extraer células de un paciente,
cultivarlas y modificarlas genéticamente in vitro, para luego devolver las células
modificadas al paciente. Dado que las células del paciente son modificadas
genéticamente en el laboratorio, tienen la enorme ventaja de que pueden
analizarse en profundidad para identificar aquéllas en las que la modificacion
genética prevista ha sido exitosa. Las células correctamente modificadas pueden

amplificarse en cultivo e inyectarse en el paciente. (Figura 3) ©
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Figura 3: Terapia génica ex vivo e in vivo. En la terapia génica ex vivo, las células se extraen del
paciente y se modifican genéticamente en el laboratorio (en este caso, se ilustra un procedimiento de
aumento génico en el que un gen terapéutico, el transgen A, se expresa para hacer un producto
genético, producto A, que falta en las células del paciente). Se seleccionan las células modificadas, se
amplifican en cultivo y se reintegran al paciente. El procedimiento permite un control detallado de las
células modificadas para asegurar que tengan la modificacion genética correcta antes de que se
devuelvan al paciente. En ocasiones, esta estrategia no es posible, y las células deben modificarse
dentro del cuerpo del paciente (terapia génica in vivo).

En la practica, la terapia génica ex vivo se ha dirigido a ciertos trastornos,
principalmente sanguineos (por ejemplo, la SCID por deficiencia en desaminasa
de adenosina o ADA-SCID y la X-SCID), aunque también a algunos trastornos
de almacenamiento lisosdmico (por ejemplo, la leucodistrofia metacromatica), en
los cuales las células modificadas genéticamente son células de la médula ésea
que se han extraido del paciente y luego han sido tratadas para enriquecer las
CMH corregidas genéticamente.

La terapia génica podria definirse actualmente como la provisiéon de
farmacos, en donde el farmaco es un acido nucleico suministrado a una célula
diana con una formulacién farmacéutica especifica. El cido nucleico suele estar

protegido dentro de un vector para asegurar un viaje seguro al lugar de acciény

11



ser lo suficientemente eficiente para poder unirse a la membrana celular y

permitir la entrada al sitio de accion intracelular. ©®

En los vectores virales, esta proteccidon esté constituida por una capside
proteica. Ademas, algunos de ellos, como los retrovirus, poseen una envoltura
adicional. Una capa formada por una bicapa lipidica, derivada de las células
infectadas, con proteinas virales incrustadas que les aseguran el reconocimiento

de receptores celulares para facilitar la entrada del virus en la célula.

Actualmente, entre los vectores virales mas utilizados estan los
retrovirales y los virus adenoasociados (AAV). En el caso de los AAV, empleados
fundamentalmente en terapia génica in vivo, se trata de parvovirus no asociados
a enfermedades humanas, por lo que son relativamente seguros. Se elimina la
mayoria del genoma del virus para que no se integre en el genoma del huésped
y con ello se consigue disminuir el riesgo de las reacciones inmunes secundarias
y la mutagénesis de insercion. Debido a estas ventajas, los vectores AAV se
emplean comunmente en la terapia génica. Sin embargo, tienen como limitacién
principal la restriccion del tamafio de las construcciones en las que se pueden

integrar los genes de interés, no pudiendo superar el inserto las 4,5 Kb.

Los vectores retrovirales, que incluyen a los gammaretrovirus y los
lentivirus (LV), se usan principalmente en terapia génica ex vivo. El ciclo de vida
del retrovirus implica la entrada celular, la transcripcion inversa del genoma de
ARN en un ADN complementario (cCDNA) y la integracion de éste en el genoma
de la célula huésped. A diferencia de los gammaretrovirus, cuyo cDNA no puede
atravesar la membrana nuclear, por lo que soélo se pueden emplear como
vectores en células que se estan dividiendo, el cDNA de los LV si puede
atravesar dicha membrana, de manera que los vectores LV se pueden emplear
tanto en células que se dividen como en células diferenciadas que no se dividen.
Los vectores retrovirales permiten la transferencia de insertos de mayor tamano

gue los vectores AAV, de unas 8 Kb, y se produce la insercién de la construccién

12



genética en el genoma del huésped, lo que permite una expresion geénica

superior y mantenida. ()

La terapia génica se ha ido modificando y perfeccionando a lo largo de las
Gltimas décadas, con diversos hitos que han tenido un gran impacto en su

desarrollo.

El primer protocolo clinico aprobado oficialmente para introducir un gen
foraneo en humanos fue aprobado por el Comité Asesor de ADN Recombinante
(RAC) en diciembre de 1988. Asi, en 1989, Rosenberg y colaboradores utilizaron
un marcaje genético de células con el gen bacteriano NeoR, que confiere
resistencia al antibidético neomicina, para rastrear los movimientos vy
supervivencia a largo plazo de linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) en pacientes
con melanoma metastasico. A partir de este ensayo inicial, Rosenberg traté a
dos pacientes con melanoma metastasico con TIL modificados ex vivo que
expresaban el factor de necrosis tumoral, revelando que no hubo un crecimiento

de las células malignas en el lugar de la inyeccion.

El 14 de septiembre de 1990, la Administracion de Alimentos vy
Medicamentos de Estados Unidos (FDA) aprob6 por primera vez un ensayo de
terapia génica con un intento terapéutico en humanos. Dos nifias que sufrian de
deficiencia de adenosina desaminasa (ADA-SCID), una enfermedad
monogénica que conduce a inmunodeficiencia combinada severa, fueron
tratadas con linfocitos T extraidos de la sangre de estas pacientes y
posteriormente modificados ex vivo para expresar el gen normal con la
consiguiente produccién de adenosina desaminasa. La primera paciente obtuvo
una respuesta temporal positiva, mientras que la segunda tuvo una respuesta
mucho menor. Aunque el beneficio clinico de la terapia no pudo ser evaluado, ya
gue también se administraron dosis reducidas de PEG-ADA junto a la terapia
génica, los dos ensayos demostraron que los linfocitos T modificados
persistieron en circulacion diez afios después del tratamiento y mejor¢ la calidad

de vida de ambas pacientes.
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La terapia génica experimentd un auge hasta 1999, afio en que se produjo
el primer evento negativo grave. Jesse Gelsinger, de 18 afos, sufria una
deficiencia parcial de ornitina transcarbamilasa (OTC), una enzima hepatica del
ciclo de la urea, que se requiere para la eliminacion de exceso de nitrégeno. El
sistema inmunitario de Gelsinger respondio inmediatamente después de una
administracion de dosis altas de adenovirus recombinantes y murié cuatro dias
después debido a un fallo multiorganico. Este caso se convirtié en el primer
paciente en el que su muerte podria estar directamente relacionada con el vector

viral utilizado para el tratamiento. ®

Entramos en el siglo XXI y China se convirtié en el primer pais en aprobar
un producto basado en terapia génica para uso clinico (Gendicine™). Se trata
de un vector adenoviral que recibié la aprobacién para el tratamiento del
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello. Cabe destacar en este
caso el hecho de que la Administracién Estatal de Alimentos y Medicamentos de
China (SFDA) aprobd Gendicine™ sin datos de un ensayo clinico estandar de
fase Ill. En consecuencia, poco después de la aprobacion de Gendicine™, se

discutio la eficacia del tratamiento.® ©)

En 2008, CereproR, un medicamento basado en genes, que recibié la
primera certificacién comercial GMP (Good Manufacturing Practice) en la UE, se
convirtié en el primer y hasta ahora el Unico vector adenoviral que ha completado
un ensayo clinico de fase lll. Sin embargo, el Comité de Medicamentos de Uso
Humano (CHMP) desaconsejé su aprobacion y la compafia retird la solicitud de
aprobacion debido a las diferentes irregularidades que se produjeron durante el

ensayo, lo que impedia demostrar los beneficios del medicamento. 19

A lo largo de este siglo, se han mostrado resultados prometedores en
ensayos clinicos para el tratamiento de la amaurosis congénita de Leber (2009),
ADA-SCID e inmunodeficiencia combinada severa ligada a X. (2010), sindrome
de Wiskott-Aldrich (2010), la B-talasemia (2011) y hemofilia B (2011).

14



El 19 de julio de 2012, la Agencia Europea de Medicamentos (EMA)
recomendod por primera vez un producto de terapia génica (Glybera) para su
aprobacion en la Union Europea. Consiste en un vector AAV disefiado para
expresar la lipoproteina lipasa en el tejido muscular para el tratamiento de la

deficiencia grave de esta enzima. © ©)
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

El objetivo principal de este trabajo es realizar una revision bibliogréafica
para valorar los beneficios y los riesgos de la terapia génica como tratamiento de
la enfermedad en pacientes con inmunidad severa combinada ligada al X (X-
SCID).

16



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Diseiio del trabajo

Se trata de una revision bibliografica en la que se revisa y analiza a través
de una lectura critica la informacion disponible en la literatura cientifica sobre las
aplicaciones de la terapia génica en el tratamiento de la inmunidad severa
combinada ligada al X (X-SCID).

4.2 Fuente de extraccion de documentos

Los articulos revisados en este trabajo se obtuvieron de la busqueda
directa de la bibliografia cientifica mediante distintas bases de datos, a traves de
internet. Las bases de datos utilizadas fueron MedLine (via PubMed) base de

datos de referencia sobre medicina basada en la evidencia.

4.3 Metodologia de busqueda

Para realizar la busqueda de documentos en las diferentes bases de
datos, inicialmente se definieron los términos de busqueda mediante palabras
clave en forma de Medical Subject Headings (MeSH), para ello se consult6 el
Thesaurus, desarrollado por la U.S National Library of Medicine. Se consider6

adecuado el uso de los siguientes descriptores:

DESCRIPTORES DeCS MeSH ‘
Terapia génica Terapia Génica Gene Therapy
X-SCID Enfermedades por X-Linked Combined
Inmunodeficiencia Immunodeficiency
Combinada Ligada al Diseases

Cromosoma X

Asi pues, en la ecuacion de busqueda se emplearon los términos Mesh:
“X- Linked Combined Immunodeficiency Diseases” y “Gene Therapy”. La

ecuaciéon de busqueda se formulé utilizando el conector booleano AND,
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gquedando de la siguiente forma: ("Gene Therapy'[Mesh]) AND "X-Linked

Combined Immunodeficiency Disease"[Mesh].

La ecuacion final resultante se desarrolld para su uso en la base de datos
MedLine, via PubMed, empleando el filtro temporal Published in the last five

years.

La ecuacion final de busqueda fue la siguiente:
("Gene Therapy"[Mesh]) AND X-Linked Combined Immunodeficiency
Diseases Filters: published in the last 5 years.

La busqueda se realizé por ultima vez el 14 de diciembre a las 11:52h.

4.4 Seleccioén de articulos

La seleccion de los articulos para su posterior estudio se realiz6 siguiendo
y teniendo en cuenta unos criterios de seleccion con la finalidad de distinguir los
articulos o documentos que aportaban informacion atil de aquellos que no

poseian informacion relevante o deseada.

Los criterios de inclusion fueron:
e Los articulos escritos en inglés o castellano.
e Se aceptan revisiones bibliograficas y articulos originales.
e Aguellos articulos que tratasen Unicamente sobre la terapia génica y

sus aplicaciones en la inmunodeficiencia severa ligada al X.

Se excluyeron los documentos que:
e Trataban otros aspectos relacionados con la terapia génica y sobre las
aplicaciones de la terapia génica en otras enfermedades.
e No se podian consultar por no estar disponible la version completa del
texto a través del acceso personalizado de la UMH.

e Los articulos identificados como publicacion duplicada.
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El nidmero de documentos se ampli6 examinando las referencias
bibliograficas citadas en los articulos seleccionados inicialmente, con la finalidad

de obtener un mayor volumen de informacion relevante.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Resultados de la busqueda

Después de aplicar los criterios de busqueda y los filtros, se obtuvieron un
total de 22 referencias de la base de datos empleada, de las cuales catorce
fueron excluidas por no cumplir los criterios de inclusion comentados

anteriormente.

Por otro lado, de la revision de las referencias bibliograficas de los
articulos seleccionados se recuperaron 6 articulos. Finalmente, fueron

seleccionados 14 articulos para el analisis.

Asi pues, se puede observar mediante el siguiente diagrama la
metodologia utilizada en la seleccién de documentos que finalmente se revisaron

en este trabajo:

NUmero de referencias encontradas en la base de datos.

Total: 22

Referencias excluidas por no cumplir los criterios de inclusion y/o
cumplir los criterios de exclusion

No tratan sobre el tema del trabajo o el
objetivo principal

Total: 14

Ampliacion del nimero de referencias

Referencias bibliograficas recuperadas
de los articulos seleccionados

Articulos finalmente

Total
seleccionados 14
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5.2 Analisis de los resultados

En este apartado, se analiza cronol6gicamente la informacion recabada
desde el afio 2000, cuando se publica el primer ensayo de terapia génica para la

inmunidad severa combinada ligada al X (X-SCID) hasta la actualidad.

5.2.1 Primer ensayo de terapia génica para la X-SCID

La transferencia de genes a las células madre hematopoyéticas (CMH) de
pacientes con hemoglobinopatias, deficiencias inmunes congénitas y
enfermedades de almacenamiento lisosémico, seguidas de su trasplante
autologo, podria proporcionar los mismos beneficios que el trasplante
alogénico, sin las complicaciones inmunolégicas del rechazo del injerto, la
enfermedad del injerto contra el huésped y la terapia inmunosupresora

postrasplante.

Se intento la terapia génica para la X-SCID, ya que ofrece un modelo
confiable para la terapia génica y se trata de una condicion letal para la que su
Gnica cura mediante trasplante alogénico de médula 6sea presentaba muchas
complicaciones. Los experimentos previos de transferencia in vitro del gen
IL2RG (también conocido como jc) habian demostrado la restauracion de su

expresion, asi como el desarrollo de linfocitos T y células NK.

El vector con el transgén empleado (MGF-yc) es una construccion
gammaretroviral basada en el virus de la leucemia murina de Moloney (MFG) en
la que el cDNA del gen IL2RG se expresa bajo el control del promotor y
secuencias potenciadoras (enhancers) presentes en el LTR (repeticion terminal

larga, Long Terminal Repeat) 5’ del vector. (Figura 4)
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Figura 4: Representacion esquemadtica del vector retroviral MFG con el transgén IL2RG.

A finales del siglo XX, en el Hospital Necker de Paris, Francia, se trataron
dos pacientes de 11 y 8 meses afectados de X-SCID que cumplieron los criterios
de elegibilidad para un ensayo de terapia génica ex vivo con IL2RG. El
diagnéstico de la enfermedad se basé en la determinacion del fenotipo de
linfocitos sanguineos y la identificacidon de mutaciones en el gen IL2ZRG en ambos

pacientes.

Después de la extraccion de médula y la separacion de las células CD34+
(CMH), se preactivaron 9.8 x 108 y 4.8 x 10° células CD34+ por kilogramo de
peso corporal de P1 y P2, respectivamente, y a continuacién se infectaron
durante 3 dias con el sobrenadante que contenia la construccion MFG-yc. Tras
la transformacion, se infundieron en los pacientes sin quimioablacion y sin

acondicionamiento con inmunosupresores en P1y P2.

Los recuentos de linfocitos T aumentaron a partir del dia 30 en P1,
mientras que los linfocitos T que expresaban IL2RG se detectaron en la sangre
de P2 en el dia 60, produciéndose a continuacién un incremento notable en los
conteos de linfocitos T (Figura 5). Las células asesinas naturales (células NK,
natural killer) que expresaban IL2RG se detectaron en la sangre de P2 en el dia

30. En P2, solo se pudieron detectar a los 150 dias (Figura 5).

Estos resultados demuestran que, en los dos pacientes, se confirié una
ventaja selectiva a las células progenitoras de los linfocitos T y las células NK, lo
que permitio el desarrollo completo de ambos tipos celulares maduros y

funcionales. Como consecuencia del desarrollo y la funcidon sostenida del
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sistema inmune, se observd una mejoria clinica en ambos pacientes. P1 y P2
abandonaron el aislamiento protector en los dias 90 y 95, y pudieron estar en
casa 11 y 10 meses, respectivamente, después de la transferencia génica sin
ninguan tratamiento adicional. Ambos disfrutan de un crecimiento y desarrollo

psicomotor normales, y no se observaron efectos secundarios. 1 (12)
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Figura 5: Estudio longitudinal de subconjuntos de linfocitos del paciente 1 (P1) y del paciente 2 (P2).
Los recuentos absolutos de linfocitos T (CD3, CD8 y CD4), linfocitos B (CD19) y células NK (CD16, CD56)
se muestran en funcion del tiempo. El dia 0 es la fecha de inicio del tratamiento. La escala para las
células NK esta en el lado derecho de cada panel.

5.2.2 Complicaciones de la terapia génica

Los resultados anteriores y un segundo informe de ese mismo afio sobre
el bienestar prolongado de los dos pacientes convencieron a la comunidad
cientifica de que por fin se habia logrado culminar con éxito un ensayo de terapia

génica en la especie humana.

El mismo grupo que trat6 a los dos lactantes P1 y P2 incorpor6 a 8 nuevos
pacientes con X-SCID, a los que trataron con el mismo método de trasplante de
células autdlogas de médula ésea con correccién genética. Siendo en total 10

los pacientes estudiados.
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Siete de los nuevos pacientes desarrollaron la funcion normal de los
linfocitos T y B después de la terapia génica y no requirieron mas tratamiento,
incluidas las infusiones intravenosas de inmunoglobulina, mostrandose la terapia
ineficaz en P3 debido a esplenomegalia persistente (Figura 6.A). Sin embargo,
durante los meses 30 y 34, se observo en P4 y P5 un incremento exponencial
en el numero de linfocitos T, aumentando hasta 300,000 por pl (Figura 6.B). P4
y P5 fueron diagnosticados de leucemia linfoblastica aguda T (ALL-T). Tras esto,
se inicio el tratamiento convencional para ALL-T. El tratamiento de P5 se inicio
bajo el protocolo ALL-T del Grupo de Estudio de Cancer Infantil, se completé su
remision clinica completa tras los dos meses y se mantuvo. El tratamiento para
P4 no fue eficaz y murié a causa de la leucemia, siendo el segundo caso de

muerte atribuible a un ensayo de terapia génica.
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Figura 6: Cinética y caracteristicas de los linfocitos T anormales en P4 y P5. (A) Cinética longitudinal
de recuentos de linfocitos T en la sangre de los pacientes tratados (P1, P2 y P4 a P10), que
recuperaron lainmunidad de los linfocitos T. (B) Cinética de los linfocitos T de P4 (tridngulos)
y P5 (cuadrados), que desarrollaron una proliferacién incontrolada de linfocitos T.

Se demostré que la complicacién fue debida a una poblacién clonal
expandida de células T positivas gamma-delta circulantes. El clon de linfocitos T
gue transportaba el transgén se inserté en el gen del cromosoma 11 LMO2, un

protooncogén.
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El producto del gen LMO2 es crucial para la hematopoyesis normal y
cumple una funcion reguladora en el desarrollo de las células progenitoras. En
P4y P5, este protooncogén, debido a cambios genéticos, como las inserciones
de la construccion genética empleada, sufrié una conversion oncogénica que dio
lugar a su expresion aberrante, lo que produjo ALL-T infantil. En el caso de P4,
la insercién ocurrié en un intrén del gen, y en P5, tuvo lugar en la regién 5’ del

gen. (Figura 7)

41,253 44,218 46,229 ‘_' 54 614 66.467 66,867 71,646 76,883
MFG yc -11|—-~1MFc;yc " 2 :u-‘sHa :o-|5' ::—‘s
P5 P4

Figura 7: Mapa del gen LMO2 con las inserciones activadoras oncogénicas de la construccién genética

La mutagénesis insercional es una complicacién potencial de los intentos
de transferencia génica con vectores gammaretrovirales, debido a la preferencia
gue tienen en insertarse en regiones 5’ e intrones de genes que se transcriben
activamente, como sucede con el gen LMO2 en las CMH. Los vectores
gammaretrovirales tienen el potencial de inducir un cambio maligno si se insertan
dentro o cerca de un gen que regula el crecimiento celular, debido a los potentes
potenciadores de la transcripcion presentes en la LTR 5 del vector que

incrementan la expresion del gen. (13 (4)

Con posterioridad, los pacientes P7 y P10 de este estudio también
desarrollaron ALL-T, pudiendo ser curados. En un ensayo adicional de similares
caracteristicas realizado en Londres, en el que se trataron 10 pacientes, se

observo el desarrollo de ALL-T en uno de ellos, que sobrevivio.
En resumen, de un total de 20 pacientes en ambos ensayos, 5 pacientes

desarrollaron ALL-T, de los que fallecid uno de ellos. Cuatro de los pacientes

presentaron la insercién en el gen LMO2 y uno en el gen CCND2. 9
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5.2.3 Resultados a largo plazo

Antes de poder asegurar el éxito completo de la terapia génica en
pacientes con X-SCID tras los resultados obtenidos a corto plazo y conocer
realmente hasta qué punto este tratamiento estaba asociado con un riesgo de
leucemia aguda y la magnitud de esa consecuencia, era preciso la observacion
de los resultados a largo plazo. Para ello, se estudio el estado de los pacientes
transcurridos 10 afios de la terapia inicial en el Hospital Necker. No se incluye en

el estudio a P9, que fue tratado en Australia.

Todos los nifios, excepto uno, incluidos los tres sobrevivientes de
leucemia, presentaron reconstitucion del sistema inmune, observandose la
presencia sostenida de linfocitos T con caracteristicas funcionales normales
(Figura 8). Uno de los pacientes recibié tratamiento de reemplazo con
inmunoglobulinas. La reconstitucion de células T fue similar a la presentada en
pacientes que se sometieron con éxito a un trasplante alogénico de CMH. Se
observo cierta variabilidad individual en la reconstitucion de linfocitos T, que
parecia correlacionarse fuertemente con el niumero de células transducidas
inyectadas y la diversidad de sitios de integracion dentro del conjunto de células.
En todos los pacientes, a diferencia de lo observado en los resultados a corto
plazo, no se detectaron linfocitos B derivados de las células transducidas,
observandose una deficiencia a largo plazo tanto de linfocitos B como de células
NK. Todos los pacientes, pudieron vivir normalmente en un entorno no protegido
y hacer frente a los microorganismos sin consecuencias perjudiciales mientras
crecian normalmente en peso y en altura. Todos asistieron regularmente al
colegio y, con la excepcion de uno de ellos, no tuvieron retrasos en la progresion

entre cursos.

En conclusion, la terapia génica ex vivo para X-SCID puede resultar en la
correccion del fenotipo SCID. Sin embargo, no se produjo a largo plazo una
colonizacion eficiente de la médula ésea con las células progenitoras de linfocitos
B y de células NK, y no se podia ignorar el riesgo de desarrollar una afeccion

maligna relacionada con el tratamiento. (6)
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Figura 8: Reconstitucidon de linfocitos T a largo plazo.

5.2.4 Desarrollo de nuevos vectores.

En los ensayos iniciales de terapia génica dirigida a X-SCID, se uso6 un
vector derivado del gammaretrovirus de la leucemia murina de Moloney (MFG)
de primera generacién al que se le habia insertado para su expresion el cDNA
de IL2RG (MFG-yc). Esta construccion molecular contenia potentes secuencias
potenciadoras (enhancers) dentro de las LTR que indujeron la transactivacion de
los protooncogenes LMO2 o CCND2 en los pacientes que desarrollaron

leucemia.

Durante la siguiente década, se desarroll6 un vector de segunda
generacion. Un vector gammaretroviral auto-inactivante (SIN-yc), en el que se
eliminod el potenciador de la region U3 de los LTR del MFG, de modo que la
integracion viral tendria menos probabilidad de transactivar un gen cercano.
Estos vectores auto-inactivantes, o SIN, necesitaban estar equipados con un
promotor interno para impulsar la expresion del gen de interés. Estos promotores
pueden expresarse de forma ubicua para impulsar una expresion transgénica

robusta y sostenida en las células diana. La desventaja es que son propensos a
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la sobreexpresion y la expresion erronea en las células progenitoras tempranas,

y pueden silenciarse por metilacion. (Figura 9). 19 (7
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Figura 9: En los vectores retrovirales IL2RG de primera generacion, el potenciador y los
promotores (E / P) de los LTR pueden trans-activar protooncogenes celulares adyacentes a los
sitios de integracién de vectores (lineas discontinuas). En los vectores retrovirales IL2RG de
segunda generacion, los potenciadores se eliminan y los promotores internos impulsan la
transcripcion del gen exdgeno.

Se realiz6 un primer ensayo usando un vector gammaretroviral SIN con el
cDNA de IL2RG (SIN-yc) con la finalidad de comprobar si el promotor
incorporado era tan potente como el del LTR 5’ para la expresion del gen y si la

modificacion evitaria la mutagénesis oncogénica de insercion.

Se incluyeron nueve nifilos con mutaciones en IL2RG. A continuacion, se
extrajeron células CMH, se sometieron a transduccién con sobrenadante de
grado clinico SIN-yc y se infundieron en los pacientes con una dosis media de

7.8 x 108 por kilogramo sin acondicionamiento previo.
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Sobrevivieron ocho de nueve pacientes. El paciente 5 murié por una
infeccion de adenovirus diseminada preexistente 4 meses después de la terapia
génica. En los 7 pacientes restantes, se observo la eliminacion de infecciones
preexistentes, produccion de linfocitos T y una cinética de recuperacion de los
numeros de linfocitos T similar a la de ensayos anteriores en los que se usaron
vectores con sus LTR completos (Figura 10). No se observé la reconstitucion
sostenida de células B, ni células NK. Ninguno de los pacientes mostré efectos

secundarios adversos de gran calibre como el diagndstico de ALL-T. 18
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Figura 10: Los paneles A, By C muestran cambios a lo largo del tiempo en el nimero de linfocitos
T CD3 +, CD4 +y CD8 +, respectivamente. El panel D muestra los recuentos de células CD3 + en
los momentos indicados después de la terapia génica, en comparacion entre los 20 pacientes
inscritos en ensayos previos usando el vector MFG-yc.
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5.2.5 Terapia génica lentiviral combinada con Busulfan

Como hemos visto, la terapia génica con vectores gammaretrovirales de
primera generacion restaurd la inmunidad de linfocitos T, pero dio como
resultado leucemia inducida por los LTR de los vectores. La segunda generacion
de estos vectores (vectores SIN) tuvo un programa de seguridad mejorado, pero
no restablecié la inmunidad de los linfocitos B y las células NK cuando se utilizd

sin quimioterapia acondicionadora.

Los vectores lentivirales, otro tipo de vector retroviral, presentan una serie
de ventajas respecto a los gammaretrovirales. A diferencia de éstos, los
lentivirales no tienen tendencia a insertarse cerca de los promotores y elementos
reguladores de los genes que se transcriben activamente, reduciendo asi la
probabilidad de activacion oncogénica de protooncogenes. Ademas, son
capaces de transducir células que no se dividen, lo que permite reducir el tiempo
de cultivo al eliminar la necesidad de tratar las células con citocinas para inducir
la division celular. Este es un aspecto importante, ya que poder mantener ex vivo
las poblaciones de CMH en su estado natural de division lenta es critico para la
implantacion efectiva de las células tras el trasplante. Finalmente, los vectores
lentivirales permiten la integraciébn de transgenes de mayor tamafio que los

permitidos por los vectores SIN gammaretrovirales.

Sin embargo, al igual que los vectores gammaretrovirales, los lentivirales
también se integran en el genoma del huésped de forma semialeatoria, no
pudiéndose descartar su insercidén en protooncogenes. Por tanto, se procedi6 a
la eliminacion de las secuencias enhancer-promotor de los LTR de los vectores
lentivirales, dando como resultado vectores lentivirales SIN con un menor riesgo

de tumorigénesis por insercion. (Figura 9). (19) (20)

En un nuevo ensayo, se utilizd un vector lentiviral SIN para transferir el
cDNA de IL2RG a CMH tras acondicionamiento no mieloablativo con dosis
reducida de busulfan. Se incluyeron ocho recién nacidos (edad media, 3.5
meses) con X-SCID recién diagnosticado. Antes de la terapia génica, los
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pacientes 1, 7 y 8 tenian injerto de linfocitos T maternos y cinco pacientes tenian
infecciones preexistentes. Antes de la infusién de células CMH transducidas,

todos los pacientes recibieron dosis individualizadas de busulfan.

En siete de los lactantes, la combinacion de un vector lentiviral SIN y
acondicionamiento con busulfan resulté en una reconstitucion inmunolégica
amplia y una transduccion eficiente de la construccion molecular a diversos
linajes, que incluyen linfocitos T, linfocitos B, células NK, células mieloides y
células progenitoras de la médula 6sea. El octavo bebé presentd inicialmente un
recuento insuficiente de linfocitos T, pero éstos se desarrollaron en el paciente
después de un impulso de células con correccion genética sin acondicionamiento

de busulfan. (Figura 11).
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Figura 11: Reconstitucion inmune después de la terapia génica. Los paneles A, B, Cy D muestran
cambios a lo largo del tiempo en el nimero de linfocitos T CD3 +, CD4 +, CD8 + y CD4+ CCR7+
CD45RO-. El panel E muestra cambios a lo largo del tiempo en el nimero de linfocitos B y el panel F
muestra cambios a lo largo del tiempo en el nimero de células NK.
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Las infecciones previas desaparecieron en todos los lactantes y todos
continuaron creciendo normalmente. Los niveles de IgM se normalizaron en siete
de los ocho lactantes, de los cuales cuatro interrumpieron la administracion de
suplementos de inmunoglobulina intravenosa. Tres de estos cuatro bebés

tuvieron una respuesta a las vacunas.

En conclusion, la terapia génica con un vector lentiviral SIN y
acondicionamiento con una baja exposicion de busulfan en lactantes con X-SCID
recién diagnosticado no mostr6 efectos toxicos graves destacables y dio lugar a
la correcta implantacion en la médula 6sea de células transducidas de mdltiples
linajes celulares, reconstitucion de linfocitos T y B funcionales, y normalizacion

de los conteos de células NK durante un seguimiento medio de 16 meses. 20
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6. CONCLUSION

La terapia génica ha supuesto una innovacion y avanza hacia una cura
definitiva para la X-SCID.

La utilizacion de vectores gammaretrovirales de primera generacion sin
acondicionamiento previo de la médula Osea reconstituye la inmunidad de

linfocitos T, aunque no la de linfocitos B y células NK a largo plazo.

El uso de vectores gammaretrovirales de primera generacion, ademas,
presenta el riesgo de induccion oncogénica de protooncogenes por mutagénesis

insercional.

El desarrollo de nuevos vectores retrovirales (gammaretrovirales y
lentivirales) auto-inactivantes evitan la mutagénesis insercional y la consiguiente

aparicion de leucemia.

La utilizacion de un vector lentiviral auto-inactivante y quimioterapia
acondicionadora de médula 6sea permite el restablecimiento de la inmunidad

tanto de linfocitos T como de linfocitos B y células NK
Actualmente, los resultados evidencian que la terapia es segura, bien

tolerada por los pacientes y con mejoras sintomaticas significativas. No obstante,

se requiere continuar la investigacion para su optimizacion.
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