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RESUMEN

Las distrofias hereditarias de la retina son enfermedades genéticas que
provocan un gran impedimento visual, en condiciones normales afectan a los dos
0jos, Yy tienen un cardcter cronico e incapacitante, progresando con los afios. En
los ultimos afios, se han logrado grandes avances en su tratamiento mediante el
uso de la terapia génica. La terapia génica para corregir defectos genéticos
puede estar mediada tanto por vectores virales como no virales, y ha mostrado
gran un potencial en el tratamiento las distrofias hereditarias de la retina,
obteniendo unos mejores resultados que el tratamiento basado Unicamente en
agentes farmacologicos. Aun siendo una modalidad terapéutica actualmente
limitada por factores como el nUmero de genes a tratar o su método invasivo, los
resultados obtenidos con esta modalidad terapéutica son una garantia de su
potencial. El objetivo de esta revision es el de poner de manifiesto el uso de la
terapia génica enfocada al tratamiento de las distrofias hereditarias de la retina
en la fase de ensayo clinico, asi como los resultados, seguridad y potencial

demostrados por dichos ensayos.

Palabras clave: Distrofias hereditarias de la retina, terapia génica, vectores

virales/no virales, ensayos clinicos, ensayos preclinicos.

ABSTRACT

Hereditary retinal dystrophies are genetic diseases that cause great visual
impairment, under normal conditions improved in both eyes, and have a chronic
and disabling character, progressing over the years. In recent years, great strides
have been made in its treatment by gene therapy. Gene therapy to correct genetic
defects can be mediated by both viral and non-viral vectors,and has shown great
potential in the treatment of hereditary retinal dystrophies, obtaining better results

than treatment based solely on pharmacological agents. Even though it is a



therapeutic modality currently limited by factors such as the number of genes to
be treated or its invasive method, the results obtained with this therapeutic
modality are a guarantee of its potential. The objective of this review is to show
the use of gene therapy focused on the treatment of hereditary retinal dystrophies
in the clinical trial phase, as well as the results, safety and potential demonstrated
by said trials.

Keywords: Hereditary retinal dystrophies, gene therapy, viral / non-viral

vectors, clinical trials, preclinical trials



ABREVIATURAS

RP: Retinosis pigmentaria.

DHR: Distrofias hereditarias de la retina.

EIAV: Anemia infecciosa equina.
GFP: Proteina verde fluorescente.

ECO: (1-aminoethyl)iminobis
ethyl)propionamide).

RHO: Rodopsina.

GP: Particulas de genoma.

LCA: Amaurosis congénita de Leber.
ACHM: Acromatopsia.

TF: Transferrina.

cGMP: Guanosin monofosfato ciclico.

[N-(oleoylcysteinyl-1-amino

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular.

IGF-1: Factor de crecimiento insulinico tipo 1.

AAV: Virus asociado a adenovirus o adenoasociado.

GTPasa: Guanosina trifosfatasa.

XLRS: Retinosquisis juvenil ligada al cromosoma X.

KB: Kilobases.



INTRODUCCION

EL FENOMENO DE LA VISION

La luz entra por el ojo atravesando la cérnea, la cAmara anterior, el cristalino,
el humor vitreo y llega a la retina, la parte de interés de la que se va a hablar a
continuacion. La retina es un tejido neuronal que forma parte de la capa mas
interna de la estructura ocular. Se encarga de transformar la luz recibida en un
impulso nervioso, el cual es enviado hasta el cerebro a través del nervio 6ptico,
para ser convertido en imagenes (Figura 1). Seguidamente, se hablara de la
estructura de la retina, lo cual es necesario conocer para poder tratar mas
adelante las distrofias hereditarias de la retina en las que se centra este trabajo

y la terapia génica destinada a su tratamiento.

eye » t/l -

Figura 1: Ruta visual humana (1)

ESTRUCTURA DE LA RETINA HUMANA

En la parte central de la retina, se encuentra la papila 6ptica, que contiene
el nervio optico. Desde ahi, surgen los vasos sanguineos dirigidos hasta la parte
posterior de la retina, donde se encuentra una zona denominada como févea,
situada dentro de la méacula. Esta es la zona donde son enfocados los rayos

luminosos y donde existe un mayor nivel de agudeza visual.
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FIGURA 2: Capas de la retina humana (2)

Dentro de la estructura de la retina (Figura 2), encontramos una capa mas
externa que se denomina epitelio pigmentario, las células que la componen
contienen pigmento granulado en su interior por lo que son capaces de absorber
la luz recibida. A continuacion, se encuentra la capa de fotorreceptores, de la
que se hablara en el apartado siguiente con mayor profundidad. Seguidamente,
esta la membrana limitante externa, es aqui donde tiene lugar la sinapsis entre
fotorreceptores y las células bipolares, las cuales unen células ganglionares y
horizontales. La siguiente capa, es la capa nuclear interna, que contiene los
cuerpos celulares tanto de las células bipolares y horizontales, asi como de las
gliales (células de Miuller, astrocitos y células de microglia) y las células
amacrinas, que son las encargadas de coordinar la informacién entre capas. Las
células ganglionares son la tltima capa celular donde se realiza la sinapsis, hasta

llegar a la capa de fibra nerviosa, la cual formara el nervio 6ptico, que es el



encargado de transmitir los estimulos dirigidos al cerebro para su procesamiento

3).

FOTORRECEPTORES

Esta capa estd formada por conos y bastones, dos tipos de células de
caracter sensorial. Estas células son las encargadas de captar los fotones y de
realizar el proceso conocido como fototransduccion. Los conos y bastones se
encuentran distribuidos de manera diferente, lo que permite una mayor agudeza
visual. Por un lado, los conos se concentran en la zona central de la retina,
especialmente en la fovea, y estan acondicionados a situaciones de alta
intensidad luminosa proporcionando una visidn en color. Por otro lado, se
encuentran los bastones, los cuales se encuentran en mayor densidad en la
retina periférica. Los bastones, al contrario que los conos, muestran adaptacién
a situaciones de baja intensidad luminosa, estando especializados en

proporcionar una vision nocturna y en blanco y negro.

La conformacién de un fotorreceptor consta de varias partes diferenciadas:
segmento externo (donde da comienzo la cascada de fototransduccion),
segmento interno (donde se localizan los organulos celulares), axén y terminal

axoénico (Figura 3).
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Figura 3: (A): fotorreceptores de vertebrados; (B): segmento externo; (C): terminales axonicos (4).



CASCADA DE FOTOTRANSDUCCION

Es el proceso que permite que la informacion que es captada por los
fotorreceptores se procese, transforme y viaje en forma de sefiales eléctricas
dirigidas al cerebro. Se produce en los segmentos externos de los receptores,
incluyendo en las membranas celulares, asi como en los discos membranos

apilados (5).

Al llegar un fotdén luminico, cambia la conformacion del cromaoforo retinal,
provocando a su vez un cambio en la opsina. Dicho cambio activa la transducina
Gs, la cual activa una fosfodiesterasa de GMP ciclico (cGMP), lo que provoca
una reduccion en los niveles de cGMP (molécula encargada de modular que se
abran o cierren los canales de Na*). Al disminuir la cantidad de cGMP, ya no

pueden mantenerse abiertos dichos canales de Na*

Esto causa una desactivacion en los canales cationicos, proceso por el cual
se cierran también los canales de Ca?*, lo que hiperpolariza la membrana de las
células fotorreceptoras causando el fin de la liberaciébn de neurotransmisores
(proceso conocido como “Dark Current” o corriente de oscuridad). Esta reduccion
en el flujo de cationes reduce la liberacion de glutamato. Cuando el glutamato ya

no se libera, cesa la inhibicion de estas neuronas (6).
DISTROFIAS HEREDITARIAS DE LA RETINA

Las distrofias retinianas hereditarias son un conjunto de trastornos
genéticos retinianos que causan la muerte de células retinianas, en su mayoria
células fotorreceptoras, causando una progresiva y severa pérdida de vision.
Este tipo de patologias afecta a una persona entre 2.500 (7). Las distrofias
hereditarias de la retina se dividen en diferentes grupos atendiendo al
fotorreceptor que se vea afectado, en las que afectan a los conos, por otra las
gue afectan a los bastones, y por ultimo, las distrofias generales que afectan a
ambos tipos de fotorreceptores. Al ser un grupo de enfermedades tan
heterogéneo a nivel genético, alélico, fenotipico y clinico, es muy complicado

encontrar la mutacion especifica, y por tanto su tratamiento (8).



La distrofia hereditaria mas comudn es la retinosis pigmentaria (RP), con una
prevalencia de una persona entre 4.000. Es altamente heterogénea; en su forma
asintomatica, son mas de 50 genes los que causan, y se conocen alrededor de
3100 mutaciones en estos genes. En su forma sintomatica, es igualmente
heterogénea, 12 genes causan el sindroma de Usher y 17 el de Bardet-Bield,
conociéndose unas 1200 mutaciones en estos dos sindromes mencionados. Los
pacientes que sufren la RP, generalmente, pierden visibn nocturna en la
adolescencia, vision periférica en el comienzo de la edad adulta, y vision en
general a lo largo del resto de su vida. Los primeros fotorreceptores en
degenerarse son los bastones, lo que causa la pérdida de vision nocturna antes
mencionada, mientras que al degenerarse los conos a lo largo de la vida del

paciente es cuando se pierde vision en términos generales (9).

Otras distrofias hereditarias conocidas son:

e Enfermedad de Stargardt, consiste en una degeneracion macular
hereditaria, con una prevalencia de 1:8-10.000 personas. Se
caracteriza por una progresiva degeneracion de conos y bastones.

Su causa son mutaciones en el gen ABCA4 (10)

e Amaurosis congénita de Leber (LCA), con una prevalencia de
1:50-100,000, la LCA se caracteriza por la pérdida de visién, asi
como por nistagmo. Esta causada por una mutacion bilalélica en el
gen RPE-65 (11).

e Retinopatia prematura, causada por la pérdida de vasos
sanguineos, asi como por una interrupcion de la proliferacion de
éstos en bebés prematuros, creando una zona avascular en su
retina. En la primera fase de la enfermedad, vasculogénesis, se
forman las principales arcadas vasculares, mientras que en la
angiogénesis se completa la vascularizacién. Al nacer el nifio de
forma prematura, se encuentra en una repentina hiperoxia, lo que
causa una disminucion en los factores angiogénicos que participan

en la vascularizacion (VEGF e IGF-1), interrumpiendo la formacion



de tejido vascular en la retina causando una obliteracion en vasos
ya formados (12).

e Degeneracion macular asociada a la edad, enfermedad que
afecta a personas de avanzada edad, siendo la tercera causa de
ceguera después de las cataratas y el glaucoma. Su prevalencia
aumenta a partir de los 50 afios, siendo muy prevalente a partir de
los 80 afos. Puede ser de tipo seco, la cual no conlleva un riesgo
de neovascularizacion, o de tipo humedo, la cual si implica una
neovascularizacién en la macula, teniendo asi un caracter mas
severo que la anterior (13).

e Retinopatia diabética, ocurre eventualmente en uno de cada tres
pacientes de diabetes, siendo mas prevalente en los pacientes de
diabetes de tipo 1 que los del tipo 2. La hiperglucemia causa un
aumento en la permeabilidad de los vasos, teniendo edemas como
consecuencia. Esto provoca a su vez una isquemia retiniana, lo que
causa una neovascularizacion patolégica que puede resultar en

hemorragias vitreas y retinianas (14).

TERAPIA GENICA

La terapia génica se ha convertido en una gran terapia para enfermedades
retinianas en estos tiempos recientes. Esto se ha debido al avance en campos
como el desarrollo de técnicas de secuenciacion gendmica, asi como el
descubrimiento de nuevos genes implicados en dichas enfermedades. La retina
es considerada como el mejor lugar para aplicar terapia génica, debido a la
accesibilidad que presenta ya sea con técnicas invasivas 0 no invasivas, su
reducido tamafio y la inmunidad que le otorga la barrera hemato-retiniana. La

administracion de genes puede ser a través de dos vias (15):



e Subretiniana, siendo esta forma la mas invasiva, pero permitiendo
alcanzar el epitelio pigmentario retiniano, asi como el aérea de
fotorreceptores de una manera mas precisa.

e Intravitrea, siendo esta forma mas sencilla de realizar e
implicando menor riesgo, pero a su vez menos precisa, lo que
puede provocar una respuesta inmunolégica al poder esparcirse el

agente génico por un area mayor del espacio vitreo.

A subretinal B intravitreal

ILM
NFL

Figura 4: Diagrama ilustrativo de las diferentes vias de administracion de terapia génica en el ojo
(16).

VECTORES VIRALES Y NO VIRALES

Para internalizar los genes dentro de las células de la retina, la terapia génica
requiere el empleo de un vehiculo, estos pueden ser vectores virales, o vectores
no virales (17). El vector utilizado es el factor clave a la hora de determinar el
éxito de la terapia. Como las retinopatias requieren un tratamiento constante, se
necesita que el gen introducido se preserve el mayor tiempo posible, asi como
gue provoque la menor inmunogenicidad, debido a que la respuesta inmune del
paciente puede determinar el tiempo de duracion de la accion del gen. Otras

cualidades del gen ideal a introducir serian una alta especificidad, para que sélo



afecte a las células deseadas, la mayor capacidad de clonacién posible, altos

niveles de pureza y ausencia de toxicidad.

Non-viral vectors | Viral vectors |
Lipidic vectors | Non-lipidic vectors | DNA viruses| | RNA viruses|

Uposomes | Niosomes | | mic_ |

©

@ 9

SIN J Nano J Polymeric |  Inorganic J

s emulsion micelle NPs
* Good biocompatibility * Intrinsic biological activity
* Unlimited loading capacity * High transfection
* Low cost efficiency

Figura 4: Ventajas y desventajas de vectores virales y no virales (18).

VECTORES VIRALES

Los mas usados son vectores de virus recombinantes como el adenovirus,

lentivirus y virus asociados al adenovirus (AAV) (19).

Adenovirus: poseen una alta capacidad de transduccion a un gran
namero de células, independientemente del ciclo celular en el que
se encuentren. En comparacion con otros vectores, los vectores
adenovirales pueden tener un mayor tamafio de insercion (48 kb),
pero estan limitados por su seguridad, asi como por la corta
duraciéon de su expresion, por lo que los hace inutilizables en
patologias donde sea necesaria una expresion de larga duracion.

Lentivirus: son vectores virales de la familia de los retrovirus. Son
capaces de integrar su genoma en la célula del huésped,
consiguiendo una expresion estable. Esto, sin embargo, aumenta
el riesgo de mutagénesis lo que limita su uso al epitelio pigmentario
debido a que es el Unico tipo celular lo suficientemente seguro para

la terapia. Los lentivirus pueden actuar como mediadores en la



entrega de factores neurotréficos y antiapoptopicos ademas de
genes, lo cual es util en el tratamiento de fotorreceptores.

Virus asociados al adenovirus: son los vectores virales mas
prometedores para el tratamiento de muchas retinopatias; esto es
debido a la poca patogenicidad e inmunogenicidad que presentan,
asi como su capacidad de mantener una expresion estable de
genes terapéuticos. Su principal problema se encuentra en la baja
capacidad que presentan a la hora de almacenar secuencias de un

tamafio mayor a 5 kb.

VECTORES NO VIRALES

La necesidad de encontrar cada vez un mayor niumero de vectores a utilizar

ha llevado al desarrollo de vectores no virales, siendo estos vectores mas

econdmicos en su produccion que los vectores virales (20,21).

Nanoparticulas: moléculas de un tamafio menor a 100
nanémetros que son capaces de atravesar la membrana
plasmatica, evitar a las endosomas y transportar el gen contenido
en el ADN plasmidico al nucleo. Destacan por su seguridad y
estabilidad, pero, en comparacion con vectores virales, presentan
una menor expresion génica.

Liposomas: han sido utlizados mayoritariamente para
transferencia génica in vitro, pero son muchos menos eficaces que
los vectores virales, presentando una mayor toxicidad, asi como

una menor duracion(22).

ENSAYOS CLINICOS

Un ensayo clinico es un estudio de investigacion médica. Su objetivo es

evaluar seguridad, eficacia y efectos de un farmaco en humano antes de ser



aprobado. Es necesario articular ciertos factores dentro del ensayo para evitar al

maximo los sesgos y errores. Estos factores son (23):

e Poblacion a estudiar, la cual debe estar claramente definida en
términos de edad, género y estadio de la enfermedad.

e Intervencién a realizar lo mas detallada posible teniendo en
cuenta su formulacién, dosis, via de administracion y duracion.

e Comparacion. Es necesario que exista un grupo o mas de control,
para asi tener un estandar sobre el cual comparar los resultados
obtenidos en el ensayo.

e Aleatorizacion. Siguiendo este método de asignar pacientes a los
diferentes grupos (control e intervencion) y tratamientos dentro de
un ensayo, se reduce considerablemente el riesgo de cometer

sesgos en el ensayo.

Estos ensayos son liderados por un investigador principal, el cual suele
tener detras a un equipo de trabajo. A menudo, los ensayos estan

esponsorizados por diversas compafias o incluso agencias estatales (24).



OBJETIVOS

El objetivo general de esta revision bibliografica es el de analizar los ensayos

clinicos realizados con terapia génica enfocados al tratamiento de las distrofias

retinianas hereditarias durante los ultimos cinco afios, para poder asi evaluar su

potencial como tratamiento.

Como objetivos especificos cabe destacar:

Evaluar ensayos clinicos con Lentivirus y Adenovirus para
diferentes tipos de retinosis pigmentaria y otras distrofias
retinianas.

Examinar los diferentes ensayos clinicos que utilizan
nanoparticulas como vectores no virales para distrofias hereditarias
de la retina.

Estudiar los efectos adversos asociados a los distintos tratamientos

de terapia génica.



MATERIAL Y METODOS

Esta revision bibliografica ha sido disefiada con el fin de revisar y analizar de
forma critica la literatura cientifica disponible en respecto al tratamiento de las

distrofias hereditarias de la retina mediante el uso de la terapia génica.

Dicha literatura cientifica se ha obtenido a través de su busqueda en internet,
mas concretamente en bases de datos como MedLine (utilizando PubMed) y
Embase, dos bases de datos de referencia a nivel mundial sobre medicina
basada en evidencia, y de gran relevancia en el campo de la ciencia, biomedicina

y biologia.

También se consulté la web de ClinicalTrials, web de acceso publico que
contiene informacién sobre los estudios y ensayos que se llevan a cabo en el
mundo con el fin de corroborar ciertos resultados obtenidos en la busqueda

bibliografica.

La metodologia que se empled en la busqueda se baso en el uso de tesauros
para establecer palabras clave en la busqueda. Estas se establecieron en forma
de Medical Subject Headings (MeSH). Dichas palabras clave fueron: Ensayo
clinico, Terapia génica, y Retina; y sus correspondientes MeSH: Clinical trial,
Gene therapy, y Retina. Al utilizar el MeSH de Clinical trial, también se obtuvieron
resultados sobre los ensayos preclinicos. Ademas, se emple6 el operador

booleano AND/Y. Esto resultd en la siguiente ecuacion de basqueda:

((clinicaltrial[Title/Abstract])AND (genetherapy|Title
/Abstract]))AND(retina[Title/Abstract])

Los articulos revisados para la elaboracion de este trabajo datan de afos
comprendidos entre el 2004 y el 2021. Aunque la revision trata sobre los ultimos
avances y potencial de la terapia génica, es necesario consultar y revisar material
antiguo para comprender la evolucion a la que se ha visto sometida esta terapia.
Como el fin de esta revisibn es comprobar los avances mas recientes en el
campo de la terapia génica enfocada a tratar distrofias hereditarias de retina, se

seleccionan articulos de menos de 5 afios de antigtiedad.



Los criterios seguidos para la inclusion de articulos en esta revision han sido:

e Articulos escritos en inglés o espafiol.
e Relevancia y especificidad respecto al tema a tratar.

e Antigledad no superior a 5 afios.

En la primera bdsqueda realizada, sin emplear ningun filtro, se encontraron
42 articulos. Por motivos comentados anteriormente, se acotd la busqueda a
articulos publicados en un rango de 5 afios. Esta segunda busqueda resulto en
un total, de 23 articulos. En una tercera y ultima busqueda, se obtuvieron 22

articulos, todos ellos en inglés. Estos fueron los articulos seleccionados.

A continuacioén, se muestra un diagrama (Figura 5) flujo que ilustra el proceso

de busqueda:

Primera busqueda 42 resultados

Segunda busqueda
(articulos con

antigliedad menor a seleccionados descartados
5 afios)

Tercera busqueda
(articulos en inglés) BI[=eellelaFls (6}

1 descartado

Figura 5: Representacion grafica del proceso de busqueda.



RESULTADOS

En la figura 6 se muestra un histograma con los articulos seleccionados para

el presente trabajo correspondientes a cada afo seleccionado.

Numero de articulos por afo

=
o

O B N W B U1 O N 0 O

2017 2018 2019 2020 2021

Numero de articulos por afio

Figura 6: Histograma que relaciona nimero de articulos publicados (eje VERTICAL) con su afio
de publicacion (eje HORIZONTAL). El total de articulos seleccionados para su revision es de 23.

Durante este apartado se analizaran los resultados obtenidos de la revision
bibliografia de los 23 articulos seleccionados, los cuales se adjuntan en una tabla

en el Anexo I.

A.ENSAYOS CLINICOS CON VECTORES
VIRALES
a. LENTIVIRUS

Tratamiento de enfermedad de Stargardt

Los lentivirus son especialmente prometedores a la hora de emplearlos como

terapia génica destinada a tratar la enfermedad de Stargardt, esto es debido a



su capacidad de almacenaje de 8kb (el doble de la capacidad habitual, la cual
es aproximadamente 4 kb lo cual es un tamafio limitado para transportar genes
contenidos en pladsmidos), permitiéndoles transportar incluso las secuencias mas
largas, incluyendo el gen involucrado en la enfermedad, el gen ABCA4 (6,8 kb
de tamafio). La secuencia completa de ABCA4 se incluyo en el virus de anemia
infecciosa equina (EIAV), el cual se inocul6 por inyeccién subretiniana a un ratén
con 5 dias de vida cuyo ABCA4 estaba inactivado (25). Este transgén incluia un
gen reportero de LacZ, el cual facilitaba el seguimiento de las células
transfectadas con el gen ABCA4. Se consiguié una expresion que se mantuvo

durante 12 meses en los o0jos que habian sido tratados.

En el estudio llevado a cabo por Davis et al. (26), se inyect6 en la retina de
macacos y conejos GFP-EAIV y ABCA4-EAIV respectivamente, esta vez sin
reportero LacZ, en su lugar el gen reportero fue GFP. En ambas especies fueron
bien tolerados logrando una transfeccion exitosa, por lo que se pasé a un ensayo
clinico de 27 pacientes humanos que presentaban la enfermedad de Stargardt.
Este estudio termind en 2019 y se obtuvieron los datos en 2020. Se detectaron
efectos adversos graves en dos de los pacientes, uno presentaba un aumento
en la presion intraocular, mientras que el otro desarroll6 uveitis. No se logré una
transfeccion exitosa. El resto de los pacientes presentaron efectos adversos
menores. Ya que el ensayo tuvo una finalizacion temprana debido a la retirada
del patrocinador, los pacientes se encuentran en un proceso de seguimiento que

durara 15 afos (27).
Tratamiento del sindrome de Usher

Este sindrome se caracteriza por una mutacién en el gen MYO7A (encargado
de dar instrucciones para la produccion de miosina) causando perdida grave de
audicién, asi como RP. Al ser este gen demasiado grande (120kb) para
inocularlo en un AAV, en el ensayo clinico liderado por Peng et al. (28) se
suministro junto al virus de anemia infecciosa equina (EIAV) antes mencionado.
Se inyecto6 a un raton USH1B modelo de la enfermedad del sindrome de Usher,
asi como a primates no humanos (29). Como se muestra en la Figura 7, los

resultados fueron prometedores, ya que se aprecia un aumento de miosina,



especialmente en el epitelio pigmentario y en los segmentos externos de los

fotorreceptores (Figura 7B y 7D).

Control UshStat®

Figura 7: (A) Retina de raton control; (B) retina de ratén tratado (células transfectadas en rojo); (C)
retina de primate control; (D) retina de primate tratado (células transfectadas en verde). En (B y D) se puede
apreciar con facilidad el aumento de la cantidad de miosina (30).

Los primates presentaron uveitis en los ojos tratados ademéas de
anormalidades en la zona de administracion, debido al procedimiento de
inyeccion subretiniana. Se continuaron investigando diferentes formas de
administrar esta terapia génica causando un menor dafo (30), pero, hasta la
fecha, no se ha llegado a una conclusion satisfactoria, por lo que no se puede
considerar la terapia génica para tratar el sindrome de Usher en humanos como

una posibilidad hoy en dia.

b. VIRUS ASOCIADOS A ADENOVIRUS (AAV)

Tratamiento de RP ligada al cromosoma X

Este tipo de RP tiene su origen en mutaciones en el gen RPGR, el gen
regulador de la GTPasa. Esta clase de RP es recesiva y la mas comun(31). En
el ensayo clinico mas reciente, realizado por Dias et al. (32) (y el primero
realizado con humanos, concretamente con 18 sujetos), se suministré unas

concentraciones comprendidas entre 5x10¥gp/ml 'y 6x10¥%p/ml de



AAV8.coRPGR, un vector basado en el serotipo 8 del AAV2. Este vector se
introdujo con éxito en el espacio subretiniano, creando una especie de ampolla
en dicho espacio. Esta ampolla logré cubrir el polo que presentaba
desprendimiento a nivel foveal en 17 de los 18 pacientes, logrando contrarrestar
dicho desprendimiento. Todos los pacientes recibieron un tratamiento de

prednisona de 1 mg/kg peso previo al estudio como protocolo de seguridad (33).

Durante el ensayo, os pacientes se dividieron en tres grupos, uno al que se
le administré una dosis baja de vector, otro una dosis media, y otro una dosis
alta. El grupo de dosis baja (5x10%*°gp/ml) no experimenté ningin cambio
significativo en la funcién visual de sus ojos. El grupo de dosis media
(5x10%gp/ml) si experimenté una ganancia en la sensibilidad de la retina, asi
como una regresion en la perdida de campo visual al mes de la operacién, este
efecto se prolongd durante 6 meses. El grupo de dosis alta (5x10%°gp/ml y
superiores) presentd resultados igualmente exitosos, pero opacados por una
ligera inflamacion en los ojos operados, solventada con el uso de

corticoesteroides orales.

Estos datos, permiten concluir que el tratamiento de RP ligada al cromosoma
X empleando AAV8.coRPGR no presenta una toxicidad limitante, mientras que
ha quedado demostrado que puede lograrse una regresion en el proceso de

pérdida de vision(32).
Tratamiento de la retinosquisis juvenil ligada al
cromosoma X (XLRS)

La retinosquisis juvenil ligada al cromosoma X es un tipo de RP que afecta
de 1:5,000 a 1:20,000 jovenes (34) y se debe a mutaciones en el gen RS1, el
gen que codifica para la retinosquina, proteina encargada de la organizacion

retinal.

En el ensayo llevado a cabo por Cukras et al. (35), se administré por via
intravitrea terapia génica con el adenovirus AAV8 y el gen RS1 (AAV8-RS1) a 9
pacientes. Los resultados de la transfeccion génica se evaluaron midiendo la

capacidad visual de los pacientes. A los 18 meses, ninguno de ellos presentd



una mejoria significativa en su capacidad visual, pero tampoco efectos adversos
significativos, con excepcidn del noveno paciente (Figura 8). Este paciente
experimento un desprendimiento y una hemorragia vitrea que fueron tratadas
mediante éxito con laser y una vitrectomia. Su capacidad visual regresé con éxito

a los valores iniciales en unos tres meses.

Group 3 e P7
101 = P8
° ° ° ® = + P9
2 e
o-ﬁA . LI [ y 4
t‘fl
-104
A
0 5 10 15 20

Time (months)

Figura 8: Aumento de la capacidad visual del paciente tras la intervencion. Vuelve a sus valores
normales transcurridos tres meses aproximadamente (35).

En otro ensayo, realizado por Molday et al. (36), se administraron por via
intravitrea el adenovirus AAV2 junto al gen de la retinosquisis (AAV2tYF-CB-
hRS1), dado que previamente se habia publicado en un ensayo pre-clinico que
podria ser mas efecto que el AAVS8. (37). La conclusion obtenida fue la misma
que en el ensayo anterior, ningn cambio significativo en la capacidad visual, por
lo que se concluye que es una terapia segura, pero es necesaria MAas

investigacion para una mejora funcional de la visién.
Tratamiento de la acromatopsia (ACHM)

La acromatopsia se caracteriza por una enorme fotosensibilidad, bajo nivel
de agudeza visual y por impedir la percepcion de colores. Los genes CNGA3 y
CNGB3 son responsables del 70 % de los casos de ACHM (38). En los conos,

se encargan de codificar las subunidades alfa y beta del canal cationico CNG.

Un ensayo reciente se teste6 la administracion subretiniana de un vector de
AAV8 gque contenia CNGA3 en ojos portadores de mutaciones en dicho gen
(39).. El total de los 9 pacientes estudiados presentaban buena tolerancia

después de 1 afio de la intervencion, mostrando sélo leves efectos adversos



debidos a la forma de administracion. Todos los pacientes presentaron una
mejoria en la funcionalidad de los conos, la capacidad de distinguir colores y en

la fotosensibilidad.

Se ha teorizado sobre si este tratamiento pudiera ser mas beneficioso a
edades tempranas, debido a la mayor plasticidad del ojo (40). Para poder
asegurar la prometedora eficacia clinica de este método, es necesario llevar a
cabo un cribado selectivo de pacientes, debido a que su fotosensibilidad puede

ser un factor limitante.

Tratamiento de la amaurosis congénita de Leber
(LCA)

Los ensayos clinicos con terapia génica para el tratamiento de la amaurosis
congénita de Leber (LCA) con mutaciones en el RPE65 han resultado exitosos.
Estas mutaciones causan una severa ceguera bilateral con una herencia
autosémica recesiva con un diagnostico de LCA o RP segun la edad del
paciente. Estas mutaciones son responsables de, al menos, un 6% del total de
casos de LCA. Se realizdé un ensayo en 2017(41) empleando LUXTURNA™
(nombre registrado del AAV-hRPE65v2, tratamiento que ha sido aprobado por
la FDA de los EE. UU en pacientes de LCA (42). Se inyectaron 1-5 x10** gp/ml
de este vector a 20 pacientes, de los cuales un 65 % presentaron mejoras
significativas medidas por la prueba de visién especifica MLMT (Novel Movility
Test).

El uso de dosis altas (mayores a 1-5 x 10*!) de rAAV2/2 RPEG5, ha llegado
a causar inflamacién en 5 de 8 pacientes, pudiendo ser un factor limitante en el
tratamiento. Ademas, se detectaron dos casos de agujero macular y uno de
endoftalmitis, aunque se debieron a la via de administracion y no al propio vector.
Aln es necesario mas investigacion sobre el tratamiento del gen RPE65, ya que
su especificidad, asi como la via de administracién y la potencial respuesta

inmune son factores que complican su tratamiento.



Tratamiento de la RP causada por mutaciones del
gen MERTK

Este es otro tipo de RP similar a la LCA. Se caracteriza por una mutacién en
el gen MERTK (43), de tal manera que se produce un fallo en la fagocitosis a
nivel del segmento externo de los fotoreceptores y acaban acumulandose en

este espacio desechos celulares (44).

En un estudio realizado por Lavali et al. (45), se inyect6 AAV2-VMD2-
hMERTK por via subretiniana a varias ratas. La diferencia a nivel ocular de ojos
inyectados y no inyectados fue notoria; en los 0jos no inyectados, la membrana
limitante externa se habia degenerado y practicamente desaparecido, ademas,
se podia apreciar una capa de fotorreceptores muy disminuida provocada por las
acumulaciones de los restos celulares que o habian sido fagocitados en las
capas mas externas de la retina. Por otra parte, en los ojos que si fueron
inyectados, las estructuras y fagosomas de la membrana limitante externa
aparecian funcionales y sin dafios; estos fagosomas duraron hasta 6 meses y
medio en la retina siendo funcionales, logrando revertir asi la ausencia de
fagosomas provocada por la mutacién en el gen MERTK. La actividad eléctrica
de los fotorreceptores como respuesta a estimulos luminicos también se vio

incrementada dénde antes presentaba una carencia significativa.

Estos resultados son totalmente exitosos, por lo que se puede considerar el
vector AAV2-VMD2-hMERTK una terapia a considerar para RP asociadas a
mutaciones del MERTK.

Tratamiento de enfermedad de Stargardt

Dado que el gen ABCA4 ocupa un gran tamafio (6,8 kb), se han llegado a
crear transgenes “sobredimensionados” (con un tamafio mayor al original) que

contienen la secuencia completa del ABCA4, logrando una transduccion exitosa



tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, la naturaleza irregular de este proceso
de empaquetado resulta en la presencia de una poblaciéon de transgenes
heterogénea en la capside del AAV, lo que lleva a la presencia de transgenes
indeseados. El éxito de este tratamiento reside en que en esta poblaciéon
heterogénea se encontraban las secuencias superpuestas necesarias. Esto
ocurre de forma casual, es decir, no se puede asegurar la presencia de las

secuencias necesarias por lo que el tratamiento no es factible (46).

Una estrategia mas reciente (47) es la conocida como estrategia del vector
dual, la cual involucra una reconstitucion del ABCA4 al completo mediante
inteinas (secuencias proteicas que catalizan de forma espontanea su escision
mediante un proceso conocido como empalme de proteinas o splicing). En el
estudio mencionado anteriormente,las inteinas seran eliminadas por procesos
nativos de las células y los dos ABCA4 que estas inteinas contenian se
combinaran formando asi un ABA4 de tamafio completo. De este modo, se han
logrado resultados exitosos en o0jos de ratones y cerdos. De 11 sujetos de estudio
a los que se inyectaron 3,3 x 10° copias de genoma contenido en el vector por

0jo, 10 presentaban ABCA4 de la longitud deseada para la terapia.

Esta estrategia del vector dual ha sido optimizada para limitar productos de
expresion indeseados, volviendo cada vector inerte hasta su combinacion
evitando asi dichos productos. Si se diagnostica la enfermedad de Stargardt de
forma temprana, y dado que su progresion es generalmente prolongada,
cualquier intento que logre expresar un ABCA4 funcional en estadios tempranos
de la enfermedad seria de gran utilidad para su tratamiento, en este sentido la

estrategia del vector dual cuenta con un potencial muy interesante.



B.ENSAYOS CLINICOS CON VECTORES NO
VIRALES

a. NANOPARTICULAS

Tratamiento de la enfermedad de Stargardt

Las nanoparticulas cuentan con la ventaja de no provocar una respuesta
inmune, al contrario que los vectores virales. Al estar recubriendo al ADN
cargado negativamente, normalmente en forma de plasmido, cuentan con una
proteccion ante la degradacién provocada por nucleasas y son capaces de

atravesar membranas celulares.

El ensayo clinico mas reciente al respecto(48) ha empleado una
nanoparticula sensible al pH conocida como ECO, la cual contenia plasmido de
ADN que contenia el gen que codifica para la rodopsina bovina (RHO) con la
secuencia de ABCA4 al completo. Los ratones a los que se les inyecto
presenntaron a los 4 dias unos niveles superiores a 500-2500 respecto a los no
tratados, pero al pasar 4 meses y medio, estos niveles se redujeron hasta niveles
de 2-15 respecto a los no tratados. No hubo signos de toxicidad evidentes. Por
lo que se concluy6 que las nanoparticulas ECO tienen gran potencial terapéutico

para suplementar ABCA4.
Tratamiento del metabolismo del hierro

En pacientes con retinosis pigmentaria y con degeneracion macular asociada
a la edad, se observa una irregularidad en el metabolismo del hierro, lo que
puede contribuir a un dafio oxidativo de la retina. La transferrina (TF) se ha
propuesto como opcidn para solucionar dicho dafio (49). Para ello, se inoculd
PEYS611, un pldsmido que contenia TF en el musculo ciliar de ratones y conejos

con degeneracion retiniana.

En cuanto a los ratones, la cantidad inoculada por ojo fue de 30 pg por ojo

(una cantidad capaz de inducir un incremento en la TF), y se empled el método



de electrotransfeccion. Mediante este método en el que se emplean electrodos
y un generador, se emiten una serie de pulsos eléctricos que abren poros en las
membranas plasméaticas deseadas para que entre el vector con el plasmido que
contiene el gen deseado. Tres dias después de la administracion, fue cuando se
alcanzaron los niveles maximos de TF, y la proteina se mantuvo presente en el

humor vitreo hasta 90 dias después de su inoculacion.

Respecto a los conejos, se les suministraron 45 ug por ojo siguiendo el mismo
meétodo y la maxima concentracion de TF se alcanzé a los cinco después de su
inoculacion, siendo esta cinco veces mayor en el humor vitreo que en el humor
acuoso. Tras 6 meses de su administracion, en un 75 % de los ojos tratados aun
guedaba TF.

Cabe destacar que el efecto terapéutico del plasmido es el mismo a partir de
dosis de 3 pug en ratones, ya que la TF se expresa a niveles funcionales tanto
con 3 ug como con 30 pg o cantidades superiores, como se aprecia en la Figura
9.
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Figura 9: Cantidad de expresion de transferrina humana (eje vertical) frente a cantidad de plasmido
administrado en el ojo (eje horizontal) (50).



DISCUSION

Las distrofias hereditarias de la retina son enfermedades con una prevalencia
de 1:4.000 personas (51), siendo la retinosis pigmentaria una de las distrofias
mas comun entre estas (52). Se trata de enfermedades en su mayoria
incapacitantes e incurables, y es por ello por lo que se necesita investigar nuevos
métodos para su tratamiento, como la terapia génica. La terapia génica es un
modelo de tratamiento para las DHR relativamente joven y en desarrollo, ya que
el primer tratamiento aprobado en los E.E.U.U. fue tan solo en 2017, se trata de
LUXTURNA para la LCA (53).

Actualmente hay ensayos clinicos en marcha para tratar las DHR, y junto los
resultados de los ya finalizados, se augura un futuro prometedor a esta terapia.
No obstante, también se ha de ser consciente de los inconvenientes que

acarrean dichos ensayos.

Uno de estos inconvenientes es la especificidad necesaria para poder llevar
a cabo un ensayo clinico con pacientes humanos debido a la naturaleza
particular de cada distrofia. Se debe tener suficiente material y pruebas previas
al ensayo, asi como poder asegurar la seguridad de los pacientes previo ensayo
con animales de experimentacién modelo de la patologia. También es necesario
un conocimiento de cada enfermedad en cada caso concreto, ademas de su
estado y avance. Por ultimo, se necesita determinar con anterioridad al ensayo
si el objetivo es mejorar la capacidad visual o frenar el deterioro de la retina y ser
capaz de acarrear con los elevados gastos que la investigacion de esta terapia
implica, en muchas ocasiones algo imposible a no ser que intervenga un

patrocinador.



Es necesario destacar también que, en bastantes ocasiones, la via de
administracion es causante de efectos adversos, sobre todo de inflamacion. Esta
inflamacion se puede solventar, y se solventa, con el uso de antiinflamatorios,
pero para un mayor bienestar del paciente, seria mucho mejor evitar que
aparezca esta inflamacion en un primer lugar, lo cual es muy complicado si se
utilizan los métodos actuales. Por ejemplo, en el ensayo sobre la XLRS llevado
a cabo por Dias et al. (41) se utiliza la via intravitrea, y los efectos adversos son
minimos, mientras que en el ensayo sobre el sindrome de Usher llevado a cabo
por Peng et al. (54), los primates experimentaron uveitis y anormalidades, motivo

de peso para no pasar a un ensayo clinico con humanos

Respecto a las ventajas y desventajas de utilizar vectores de tipo viral o no
viral, los no virales han mostrado mejorias a niveles de seguridad y
biocompatibilidad, aunque estan lejos de ser perfectos (55). Actualmente, se esta
investigando sobre nuevos vectores fluorescentes como pueden ser los puntos
cuanticos o complejos metélicos, los cuales serian capaces de transportar el gen
deseadoy a su vez, gracias a sus propiedades fluorescentes, indicar visualmente

el progreso del proceso (56).

En cuanto a las diferencias entre vectores, destaca la cantidad de ensayos
donde se utilizan vectores virales, y dentro de estos, los AAV. Estos han quedado
como el vector viral de eleccion, una vez superada su limitacion de espacio inicial
gracias a la técnica del vector dual. Aunque dicha limitacion ha sido superada
(57), an no son capaces de albergar secuencias de un tamafio mayor a 14kb,
como pueda ser el caso del gen que se encuentra mutado en el sindrome de
Usher, lo que no permite su uso en distrofias causadas por mutaciones en genes
mayores de este tamafo. Si se consiguiera solventar este inconveniente, las
posibilidades de utilizar AAV como vectores aumentarian considerablemente. Lo
mismo ocurre con los lentivirus, como se ha comentado anteriormente, su

tamafio y estructura viral parecen limitan su capacidad de transduccion.



Es también necesario hablar de la importancia que tiene el momento de la
enfermedad en el que se realice la intervencion. No todos los sujetos de los
ensayos analizados se encontraban en el mismo estadio de la enfermedad. Los
pacientes en estados mas avanzados presentaban resultados menos exitosos
en comparacién a aquellos que se encontraban en estados tempranos, como
evidencia el ensayo realizado por Jones et al.(58), donde los ratones con
retinosis pigmentaria en estado mas avanzado presentan una mejoria mucho
menor respecto a los que se encuentran en las primeras fases de la enfermedad.
Para alcanzar el mismo grado de éxito en unos y en otros, es posible que
aguellos pacientes mas avanzados tengan que someterse a otro tipo de terapia
mas agresiva, como podria ser el empleo de la terapia optogenética para lograr
construir fotorreceptores de forma artificial, aunque actualmente se trata de una

terapia en proceso de desarrollo (54).

En los dltimos 25 afios ha habido un avance significativo en el campo de
la terapia génica, la cual muestra un gran potencial para su uso en el presente y
en el futuro. Podria llegar a ser la terapia de eleccion para patologias con un
componente genético (en algunas ya no es una utopia, si no una realidad),

aungue aun es necesario mayor trabajo e investigacion sobre este tema.



CONCLUSIONES

En esta revision bibliografica, se han puesto de manifiesto los ensayos
clinicos mas relevantes sobre el uso de la terapia génica destinada al tratamiento

de las distrofias hereditarias en la retina.

Las conclusiones extraidas son las siguientes:

e Con el uso de AAV como vectores, se ha logrado aumentar la
capacidad visual en ratones notablemente durante un periodo de
hasta 6 meses, incluso ya hay un tratamiento aprobado para su uso
en humanos.

e Respecto al uso de lentivirus como vectores, se ha demostrado su
potencial con primates, pero ahora mismo no es factible su uso en
humanos debido a efectos adversos.

e Las nanoparticulas (vectores no virales) han logrado resultados
muy positivos en ratones, logrando mantener el efecto terapéutico
hasta 6 meses sin causar ningun tipo de respuesta inmune.

e La limitacion de tamafio del gen ha sido un factor limitante en
algunos ensayos en los que se emplearon AAV vy lentivirus, incluso
utilizando métodos que permiten superar su limitacion inicial de
tamafio como el método del vector dual.

e Los efectos secundarios de la terapia, en muy pocos casos son
limitantes, y si aparecen, suelen ser debidos a la via de
administraciéon y no a la propia terapia.

e Cuanto mas temprano sea el estadio de la DHR a tratar, mayores

probabilidades de éxito tendra el empleo de la terapia génica.
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