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1. RESUMEN

La terapia génica es una estrategia prometedora ya que trata la enfermedad en si misma, y no los
sintomas; gen como agente terapéutico. Las mutaciones en un gran nimero de genes provocan

la degeneracion de la retina y ceguera sin que exista actualmente cura alguna.

El ojo constituye un blanco ideal, ya que se trata de un érgano de pequefio tamafio,

compartimentalizado y con privilegio inmunologico, entre otras caracteristicas.

Recientes avances en terapia génica han mostrado una mejor compresion de enfermedades
hereditarias retinianas. Nuevas técnicas se ha desarrollado para mejorar la eficacia y seguridad
en la liberacion del vector a sus células diana, siendo el principal objetivo el epitelio
pigmentario de la retina (EPR) o los fotorreceptores (FR). EI método mas comudn para la
liberacion del vector viral a estas células es la inyeccion subretiniana (SR), y en algunos casos,
inyeccion intravitrea (IVT). Los virus recombinantes adenoasociados (AAV) o lentivirus (LV)
pueden ser disefiados para maximizar la eficacia de la transduccion, o simplemente para obtener

la capacidad de almacenamiento deseada.

Hay actualmente multiples ensayos clinicos en curso debido a los prometedores resultados en
modelos animales y a la actuacion sobre las mutaciones del gen RPE65, responsable de la
Amaurosis congénita de Leber tipo 2 (LCA). Se trata de la primera enfermedad ocular tratada
con terapia génica y supuso un resultado alentador para el desarrollo de ensayos sobre otras

enfermedades retinianas como retinosis pigmentaria, coroideremia, acromatopsia, entre otras.

En este articulo se describen los avances sobre la eficacia de los ensayos clinicos en la
actualidad y se discuten los posibles obstaculos y soluciones de cara al futuro de la terapia

génica para enfermedades de la retina.

Palabras clave: terapia génica ocular, enfermedades hereditarias de la retina, liberacion

vector, ensayos clinicos, tratamiento enfermedades oculares.



2. INTRODUCCION

2.1. ¢ Qué es la terapia génica?

La terapia génica es una estrategia terapéutica novedosa y prometedora ya que presenta un
enfoque diferente a la mayoria de las terapias; los genes actian como agentes terapéuticos.

El principio de la terapia génica es sencillo. Consiste en la introduccién de un gen o genes
exogenos, que se puede denominar transgén, en un sistema de expresion que es un ADN
plasmidico no viral o un vector viral (Urtti, 2009). Una vez introducido en las células, tejidos u
organo diana, el sistema de expresion desencadena la produccidn de una proteina, aprovechando
las estructuras transcripcionales y traduccionales del huésped. Su uso clinico esta limitado o
bajo investigacion en varios tipos de trastornos, algunos de los cuales se tratardn mas adelante
(Flomenberg et al., 2018).

La terapia génica permite reemplazar, afiadir, silenciar o corregir genes que estan directa o

indirectamente relacionados con la fisiopatologia de algunas enfermedades hereditarias.

— El reemplazo genético consiste en la liberacion de un gen cuya funcion se encuentra ausente
debido, generalmente, a mutaciones por pérdida de funcién en el gen afectado (Chacon-

Camacho et al., 2015). Se utiliza, por ejemplo, en casos de retinosis pigmentaria (RP).

— El silenciamiento genético consiste en la introduccion de un gen o &cido nucleico para inhibir
la expresion de un gen o producto génico. Dentro de esta estrategia se han utilizado las
ribozimas, los oligonucledtidos antisentido y el ARN de interferencia (ARN;), entre otros
(Chacén-Camacho et al., 2015).

Se denomina ribozima a toda molécula de ARN que tiene actividad catalitica, que elimina de
forma especifica los ARN mensajero (ARN,,) implicados en una enfermedad. Existen
ribozimas naturales, pero también se pueden crear ribozimas sintéticas con la capacidad de

dirigir el corte hacia la secuencia especifica a tratar (Bravo et al., 2017).

Los oligonucledtidos antisentido son secuencias de ADN o ARN de pequefio tamafio y de
cadena simple que se unen al ARN,, endégeno formando un duplex e impidiendo su traduccion
(Bravo et al., 2017).



Por altimo, los ARN de interferencia son pequefias moléculas de doble cadena de ARN
complementarias al ARNm enddgeno; esta interaccion da lugar al corte de ARNm y su posterior
degradacion, lo que conlleva el silenciamiento del gen (Fillat, 2004).

— La adicion génica se basa en introducir una copia correcta del gen funcional con el objetivo de
conseguir la expresion de la proteina en el tejido adecuado y con niveles suficientes para que
pueda desarrollar su funcion de forma apropiada, independientemente del defecto genético
primario (Fillat, 2004). Es el caso del gen RPE65 en amaurosis congénita de Leber tipo 2
(Chacdn-Camacho et al., 2015).

— Por ultimo, la correccion genética se realiza mediante la liberacion correcta del gen con el
proposito de inducir la recombinacion homologa y sustituir la secuencia que tiene la mutacién

patdgena por una secuencia normal (Chacon-Camacho et al., 2015).

2.2. Modalidades de terapia génica

Existen diversas modalidades de terapia génica en funcién del método de transferencia genética,

del tipo de célula sobre el que se aplique y/o el método de aplicacion (Urtti, 2009).

2.2.1. Segun el método de transferencia genética (vector)

Segun el método de transferencia genética, pueden dividirse en terapias mediadas por vectores

virales y terapias no virales.

Los vectores no virales tipicos contienen un compuesto catiénico, generalmente de naturaleza
lipidica o polimérica, que limita electrostaticamente el material genético y forman un complejo
estable (Solinis et al., 2014). Comprenden liposomas, inyeccién directa de ADN, ARN de
interferencia, nanoparticulas, entre otros (Urtti, 2009). Todos ellos tienen el inconveniente de
presentar una baja eficiencia y un efecto a corto plazo. No obstante, merecen mencion debido al

éxito y continuas mejoras en modelos animales (Sengillo et al., 2017).

El método de eleccion suele ser los vectores virales, los cuales han sido modificados para no ser
patdgenos ni replicativos, mientras preservan sitios para transportar productos transgénicos que

son insertados dentro de ellos. La eleccion de éste puede tener un gran impacto en la eficacia y



seguridad, por lo que se selecciona en base a una serie de caracteristicas: integracion, nivel y

duracion de la expresion, capacidad, produccion del vector, etc. (Flomenberg et al., 2018).

La primera generacion de vectores se basaba en adenovirus, pero su capacidad de
almacenamiento y seguridad dejaba que desear, por lo que actualmente se estan estudiando otros
vectores, concretamente virus adenoasociados y lentivirus (Huang et al., 2016).

Los vectores génicos basados en virus adenoasociados gozan ya de gran aceptacion entre los
investigadores. Ofrecen numerosas ventajas, como que no son integrados en el genoma humano,
una alta eficacia de transduccion en células retinianas incluidas las del epitelio pigmentario de la
retina (EPR), fotorreceptores (FR), células ganglionares y de Muller, minimas respuestas
inmunitarias (Liu et al., 2017), una gama de serotipos naturales con tropismo complementario
que favorece varias poblaciones de células y la duracién del efecto tras una sola inyeccion llega
incluso a un afio (Urtti, 2009). Hasta el momento, tanto la seguridad de los vectores AAV como
la eficacia de su transferencia parecen satisfactorias. No obstante, su capacidad de

almacenamiento es insuficiente (4,7kb) en algunos casos.

Los primeros vectores AAV usaron una componente gendmica y capside proteica del serotipo 2
(AAV2/2). Muchos vectores recombinantes cuentan con la componente genémica del serotipo
2, pero capsides de diferentes serotipos AAV, con el objetivo de adaptarse a las diferentes
necesidades y optimizar la transfeccion. Un ejemplo seria rAAV2/5 (primer numero haria
referencia al serotipo del vector y el segundo al de la cépside) (Liu et al., 2011; Sengillo et al.,
2017).

Los lentivirus (LV) son virus con envoltura lipidica y cadena simple de ARN, derivados del
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH1) o el virus de la anemia infecciosa equina (EIAV).
Estos vectores tienen capacidad de almacenar hasta 8kb, solucionando asi, el problema de
empaquetamiento de los AAV (Chacén-Camacho et al., 2015). Resultan eficientes en la
transduccion de células no divisorias y en la transduccion a largo plazo. Tienen riesgo potencial
de mutagénesis debido a la integracion en el genoma; sin embargo, se ha demostrado que este
riesgo es menor en el 0jo que en los objetivos sistémicos, y el uso de secuencias autoactivantes

ha reducido significativamente este riesgo (Garoon et al., 2016).



2.2.2. Segun el tipo de celula sobre la que se aplique

También se puede distinguir en funcion del tipo de célula sobre el que se aplique: terapia génica

sobre células germinales o somaticas.

La terapia génica de células germinales es aquella dirigida a modificar la dotacion genética de
las células implicadas en la formacion de évulos y espermatozoides y por tanto, sus efectos
terapéuticos se transmiten a los descendientes. Este tipo de terapia génica seria la indicada para
corregir de forma definitiva las enfermedades congénitas, pero no se encuentra autorizada en
ningun pais actualmente. Esto es debido, sobre todo, a consideraciones éticas, en especial el
peligro de la modificacion del acervo/patrimonio genético de la especie humana, y el riesgo de
potenciacion genética, que derivaria en practicas de eugenesia por seleccion artificial de genes
que confiriesen caracteres ventajosos para el individuo (Ronchera-OMS et al., 2002).

Por otra parte, la terapia génica somatica esta dirigida a modificar la dotacion de células no
germinales, es decir, de las células somaticas o constituyentes del organismo. Por ello, la
modificacion genética solo afecta al individuo, no puede transmitirse a la descendencia. Por
consenso general entre los investigadores y la legislacion actual, basada en motivos éticos y de
seguridad, solamente se llevan a cabo protocolos clinicos en este tipo de terapia génica. En
principio, no ha sido motivo de reservas éticas, salvo las relacionadas con toda manipulacion
genética cuyo objetivo sea potenciar algin caracter, como la altura, sin pretender tratar
enfermedad alguna (Ronchera-OMS et al., 2002).

2.2.3. Segun el método de aplicacion

Por otro lado, las células se pueden transducir ya sea in vivo o ex vivo (Figura 1).

La terapia génica in vivo agrupa las ténicas en las que el material genético se introduce
directamente en las células del organismo permaneciendo éstas en su nicho fisioldgico. De esta
manera, es menos probable que estén expuestas a tensiones ambientales como hiperoxia. La

gran ventaja de este tipo de terapia es su sencillez en comparacion con las técnicas ex vivo.



Sin embargo, tienen el inconveniente de que el grado de control sobre todo el proceso de
transferencia es menor, la eficiencia global es también menor (dado que no pueden amplificarse
las células transducidas) y, finalmente, es dificil conseguir un alto grado de especificidad tisular
(Ronchera-OMS et al., 2002; Bravo et al., 2017).

En cuanto a la terapia génica ex vivo comprende todos aquellos protocolos en los que las células
a tratar son extraidas del paciente, aisladas, crecidas en cultivo y sometidas al proceso de
transferencia in vitro. Una vez que se han seleccionado las células que han sido efectivamente
transducidas, se expanden en cultivo y se introducen de nuevo en el paciente. Sus principales
ventajas son ofrecer una mayor oportunidad para la seleccion y prueba de las células
transducidas, mantener un estrecho control sobre todo el proceso, y la mayor eficacia de la
transduccidn genética. Pero este tipo de terapia no esta exenta de problemas. Existe una mayor
complejidad y coste de los protocolos, imposibilidad de transducir aquellos tejidos que no son
susceptibles de crecer en cultivo y el riesgo inherente a la manipulacion de células en cuanto a

problemas de contaminacion (Ronchera-OMS et al., 2002; Bravo et al., 2017).
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FIGURA 1. Diagrama de transferencia in vivo (izquierda) y ex vivo (derecha).

Fuente: Ronchera-OMS et al., 2002.



2.3. Terapia génica: el futuro de la oftalmologia.

La oftalmologia ha desempefiado un papel importante en términos de comprender las
enfermedades hereditarias de la retina, ya que el paciente detecta rapidamente la disfuncion
visual asociada a dicha enfermedad (Fischer, 2017). Estas enfermedades forman un numeroso
grupo de enfermedades genéticas y fenotipicas heterogéneas que afectan a aproximadamente 1

de 2000 individuos de la poblacion general.

2.3.1. El ojo como diana de terapia génica

El ojo es un 6rgano ideal para la terapia génica. En primer lugar porque se trata de un 6rgano
pequefio y cerrado y con una pequefia cantidad de vector es suficiente (Garoon et al., 2016). Se
disminuyen asi, los efectos tdxicos que puedan estar relacionados con el vector. Ademas, el
microambiente intraocular creado a través de barreras mecanicas y mediadores solubles
inespecificos (sistema inmune innato) unido a mecanismos encaminados a inhibir la respuesta
inflamatoria hacen que se trate de un érgano inmunoprivilegiado. Estas caracteristicas reducen,
en cierto modo, el riesgo de efectos secundarios sistémicos (Liu et al., 2011; Kumaran et al.,
2018).

En relacién a la estructura de este 6rgano, se puede afadir que facilita el seguimiento del
tratamiento ya que debido a su transparencia nos ofrece la capacidad de observar la retina
directamente, asi como con diversas modalidades de imagen in vivo (Kumaran et al., 2018). La
naturaleza bilateral y simétrica de las distrofias permite usar un ojo como control mientras que

se observa el efecto del tratamiento sobre el contralateral (Sengillo et al., 2017).

Como las células retinianas son postmitéticas, se puede lograr la expresién génica persistente

sin interaccién entre los genes (Fischer, 2017).

La disposicion de estudios de modelos animales ha acelerado el proceso de evaluacién de la
eficacia del tratamiento en ensayos preclinicos. También lo hace un blanco ideal la

identificacion de muchos genes causantes de enfermedades oculares monogénicas.

Por ultimo, el facil acceso quirdrgico al ojo hace posible que el material genético se administre

directamente a la capa ocular deseada y a la masa celular objetivo (Ochakovski et al., 2017).

-10 -



2.3.2. Métodos de introduccion del vector en la retina

El cirujano tiene principalmente dos opciones para entregar el vector a la retina, ya sea
inyectandola en el cuerpo vitreo, utilizando el Ilamado enfoque intravitreo (IVT), o inyectando
la solucidn en la retina sensorial, en un espacio potencial entre los fotorreceptores y células del

epitelio pigmentario de la retina, con una inyeccion subretiniana (Figura 2).

La inyeccion intravitrea (IVT) es una técnica ampliamente utilizada para administrar agentes
terapéuticos. El procedimiento generalmente se realiza bajo anestesia local (Ochakovski et al.,
2017).

Durante el procedimiento, los parpados y las pestafias se tratan con desinfectante como solucién
de povidona yodada. Posteriormente, se inserta una aguja de calibre 30 a través la escler6tica en
la region de la pars plana, y se inyecta directamente en la cavidad vitrea con reflujo limitado
(Garoon et al., 2016).

Aunque se considera relativamente seguro, la inyeccion IVT presenta un cierto grado de
complicaciones, siendo una de las principales la endoftalmitis (Garoon et al., 2016; Ochakovski
etal., 2017).

La administracion subretiniana de agentes terapéuticos es un procedimiento establecido en la
cirugia vitreoretiniana y se disponen de procedimientos e instrumentos microquirdrgicos para
llevarla a cabo. Sin embargo, deben tenerse en cuenta ciertos factores especificos, tales como
pequefios volimenes de inyeccion (aprox. 100-500 microlitros) y las alteraciones biomecanicas

del tejido ocular debido a la enfermedad subyacente.

Se realiza con una aguja fina que avanza a través de la esclerdtica, la cavidad vitrea y la retina
interna. Esto genera una ampolla de suspension vectorial que separa temporalmente la retina
neurosensorial del EPR subyacente y posteriormente la suspension vectorial ocupa el espacio
subretinal (Sengillo et al., 2017; Kumaran et al., 2018).

Distintos ensayos han aplicado la suspension del vector en el espacio subretiniano (Sengillo et
al., 2017). Por ejemplo, Bainbridge et al. (2008) introdujeron 1000 microlitros con intercambios

gas-liquido para inyectar de forma lenta la ampolla en zona de destino.

Presenta mayor eficiencia de transduccién y mayor control de biodistribucion que la intravitrea
(Sengillo et al., 2017).

-11 -



Son multiples factores los que determinan la mejor cirugia para la entrega de vectores. El disefio
del tejido diana, en este caso, la laminacion vertical de la retina, es uno de los factores
determinantes (Ochakovski et al., 2017).

Una segunda consideracién anatomica para la eleccién del vector es la distribucion no

homogénea de la densidad celular a través de la superficie de la retina.

Por ultimo, dado que la terapia genética solo puede ser exitosa si las células diana siguen siendo

viables, el estadio de la enfermedad debe ser considerado al elegir el enfoque de la aplicacién

En muchos trastornos genéticos oculares en fase de ensayo clinico, un consenso sobre el tipo de
inyeccion preferido ya ha sido alcanzado. Por ejemplo, en la amaurosis congénita de Leber, de
la que hablaré mas adelante, las células del EPR son el objetivo de la terapia génica y el enfoque
SR se emplea en los ensayos actuales. Sin embargo, en muchos otros casos, como en las
distrofias maculares y en retinitis pigmentosa, ambos enfoques se han sugerido y no existe

consenso (Ochakovski et al., 2017).

A. Inyeccion infravitrea B. Inyeccion subretiniana

FIGURA 2. Diagrama de rutas de administracion de terapia génica intraocular. (A) Inyeccién intravitrea,
acceso a través de la pars plana para administrar la solucion del vector en la cavidad intravitrea.
(B) Inyeccion subretiniana, a través de pars plana. La aguja entra la solucién en el espacio potencial entre
el EPR y los FR de la capa nuclear externa (ONL). Fuente: Ochakovski et al., 2017.

-12 -



2.4. Justificacion de la revision

La terapia génica es en la actualidad una técnica revolucionaria y prometedora. Empecé a
conocerla con la asignatura de biotecnologia, y concretamente con el que es ahora mi tutor. Me

parecié un tema adecuado para lo que seria mi trabajo de fin de grado.

Debido a la enorme amplitud de la terapia génica decidi centrarme en el &rea de enfermedades

oculares por dos motivos principales:

- Curso el doble grado de farmacia y Optica y optometria, y dicho TFG debe estar referido a un

tema que tenga en cuenta ambos grados.

-Conocer que el ojo constituia un blanco terapéutico ideal debido a las caracteristicas que posee,

y alguna de las cuales habia aprendido durante estos seis afios.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

El objetivo de esta revision es recopilar la informacion disponible acerca de los ensayos clinicos

de terapia génica existentes hasta el momento en determinadas enfermedades oculares.

3.2. Objetivos especificos

Describir y analizar los resultados existentes en los ensayos de terapia génica aplicados a las
siguientes enfermedades retinianas hereditarias y adquiridas: amaurosis congénita de Leber,
retinosis pigmentaria, coroideremia, acromatopsia, enfermedad de Stargardt y degeneracion

macular asociada a la edad.
Delimitar los genes implicados en la enfermedad sobre los que se ha realizado terapia génica.

Conocer el método de administracion y el tipo de vector utilizado en el ensayo.

-13 -



4. METODOLOGIA

El trabajo que se presenta actualmente es una revision bibliografica basada en la evidencia

cientifica existente sobre el tema planteado.

Para llevar a cabo dicha revision, se han utilizado tanto bases de datos electronicas
internacionales como nacionales, y ademas se ha llevado a cabo una busqueda inversa (a través

de la bibliografia de otros articulos).

Los términos utilizados en las bases de datos internacionales fueron: ocular gene therapy,
inherited  retinal  diseases, treatment of ocular disease, vector delivery.
En las siguientes bases de datos internacionales: (PUBMED, UPTODATE) se ha impuesto
como limite de fecha de publicacién el afio 2006 con el fin de obtener los resultados mas

actuales.

Las palabras claves utilizadas en las bases de datos nacionales fueron: terapia genica ocular,
enfermedades retinianas, retinosis pigmentaria, amaurosis congénita de Leber. En la base de
datos utilizada, Dialnet, no fue necesario poner limite en la fecha de publicacion.

Para aquellos articulos que no eran de publicacién libre, se buscd su acceso a través de la

biblioteca virtual de la Universidad de Sevilla (famaUs).
También se consultaron las siguientes paginas web:

- https://www.sefh.es

- https://clinicaltrials.gov/ct2/home

La busqueda se realizé durante los meses de marzo, abril y mayo de 2018 en las bases de datos

anteriormente mencionadas.

Antes de realizar la blsqueda bibliografica, se establecieron los criterios de inclusion y

exclusion transversales para todas las bases de datos consultadas.
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Los criterios de inclusion fueron:
- Estar publicados en inglés o castellano.

- Articulos de publicacion libre o que se pueda acceder a ellos a través de la biblioteca de la
Universidad de Sevilla (famaUs).

- Documentos que proporcionen informacion relevante sobre terapia génica ocular.

Tras leer el abstract de los trabajos identificados se excluyeron aquellos articulos que no

pudieron conseguirse a texto completo.

Tras leer el texto completo de los trabajos, se identificaron en las citas de los mismos posibles
trabajos que no hubieran aparecido en la busqueda inicial y se recogieron las siguientes
caracteristicas de los estudios: patologia ocular (amaurosis congénita de Leber, retinosis
pigmentaria, coroideremia, acromatopsia, enfermedad de Stargardt, degeneracion macular
asociada a la edad), genes implicados en la patologia, gen sobre el que se realiza la terapia
génica, éxito o fracaso de la eficacia y seguridad en modelos animales y consecuente realizacion

de ensayos clinicos en humanos, ensayos clinicos hasta el momento y resultados existentes.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los primeros estudios de la terapia génica para enfermedades genéticas retinianas fueron

realizados en modelos animales, y mostraron mejoras modestas, pero de gran interés.

Con el paso de los afios el conocimiento sobre alguno de los genes causantes de las diferentes
enfermedades ha dirigido a una mejor eficiencia en el tratamiento de una amplia variedad de

modelos animales (Figura 3).

Por otra parte, resultdé un gran éxito el desarrollo preclinico de los vectores AAV para
enfermedades hereditarias de la retina tanto en seguridad como en eficacia. Es por esta razon,
por la que se procedid a la realizacion de ensayos clinicos con aplicaciones de terapia génica
ocular por primera vez en seres humanos, siendo la primera amaurosis congénita de Leber tipo
2, con AAV2-RPE65 (Kumaran et al., 2018).
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Los resultados pioneros en esta enfermedad ocasionaron la iniciacion de ensayos en diferentes
enfermedades hereditarias de la retina, como retinosis pigmentaria, acromatopsia, coroideremia,

entre otros.

No obstante, la terapia génica también ha sido aplicada a enfermedades retinianas adquiridas

como degeneracion macular asociada a la edad (DMAE).

En la Tabla 1 se recopilan los ensayos clinicos completados y activos de terapia génica en las

enfermedades oculares abordadas a lo largo de esta revision.

FIGURA 3. Diagrama esquematico que muestra la retina externa y la ubicacion celular de los productos

de los genes para los ensayos de terapia génica. Fuente: Kumaran et al., 2018.

5.1 Amaurosis congénita de Leber (LCA)

Se trata de una distrofia retiniana que origina una severa pérdida de la vision desde edades muy

tempranas (Chacon-Camacho et al., 2015). Fue descrita por primera vez por Theodore Leber en
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1869. La observacion cuidadosa y descripcion de los pacientes con LCA ha revelado una gran

variabilidad en la progresion de la enfermedad y una amplia gama de fenotipos.

Hasta la fecha, al menos 22 genes retinianos se han encontrado asociados a esta distrofia, la

mayoria de los cuales presenta un patron de carécter recesivo (Chacon-Camacho et al., 2015).

Una de las causas de LCA es la mutacion del gen que codifica una proteina de 65kDa especifica
del EPR (RPE65), responsable de reciclar los derivados de la vitamina A, necesarios a su vez
para detectar la luz en los fotorreceptores (Baindbridge et al., 2008). La mutacién de dicho gen
es la responsable de la LCA tipo 2. Se manifiesta como una disfuncién visual desde el

nacimiento con retina pigmentada, nistagmo pendular y pupilas amauroéticas.

Después de la eficacia mostrada en un ensayo canino de forma natural, se realizaron multiples
ensayos clinicos en humanos que se encuentran actualmente en fases variables. La mayoria de
los disefios variaron con respecto al uso del promotor, el volumen de vector inyectado, y el
protocolo quirdrgico. Los pacientes también variaron en edad y funcion visual basal (Petit et al.,
2016).

Los ensayos en fase | han mostrado con éxito la seguridad de la adicién de genes en pacientes
tanto con mutaciones de aminoacidos como con mutaciones anuladoras. Este hallazgo resultd
relevante, ya que hasta entonces no se habia demostrado si los pacientes con mutaciones
anuladoras darian una respuesta inmunitaria contra el producto transgénico. El hecho fue
demostrado mas tarde por Bennett et al. (2012) (NCT01208389). Otros ensayos estan
focalizados en la seguridad de la dosis administrada a través de inyeccién subretiniana (Maguire
et al., 2008).

Un estudio de fase Il aleatorizado esta también en progreso con pacientes de mas de 3 afios.
Aunque la mayoria de los pacientes mostraron algun tipo de mejora en la funcioén visual, sobre
todo, en condiciones mesépicas 0 escotdpicas; ninguno experimentd una respuesta
electrofisiolégica. No se alcanzaron de este modo las expectativas alentadas por los resultados

excepcionales obtenidos en los modelos animales previamente (Fischer, 2017).

El seguimiento a largo plazo de los pacientes de los primeros ensayos apunta a un posible
descenso de la mejora funcional inicial (Baindbrige et al., 2015; Jacobson et al., 2015). Por lo
tanto, la terapia génica puede no ofrecer un tratamiento permanente, requiriendo en algunos

€asos una segunda ronda de genes.

Los resultados de Spark Therapeutics de un ensayo en fase Ill en 2015 demostraron una
evidencia estadisticamente significativa en la que la terapia de reemplazo genético mejoraba la

habilidad de los pacientes para moverse bajo diferentes condiciones de iluminacion y en pruebas
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de sensibilidad a la luz comparada con los pacientes no tratados (AAV2-hRPEG5 era el primer
farmaco aprobado en EEUU, voretingene neparvovec). Sin embargo, los resultados de agudeza
visual no mejoraban significativamente (ClinicalTrials.gov; NCT00999609).

Como explicacion surgieron varias hipotesis. A pesar de la funcion mejorada de la retina
sobreviviente, los beneficios de la terapia génica puede estar limitados por la progresion de la
enfermedad, debido a la pérdida intensa y prolongada de visién desde el nacimiento, la
plasticidad cortical esté limitada y como tercera, la dosis aplicada no habia alcanzado el umbral
terapéutico (Fischer, 2017).

Para investigar la hipdtesis de que una mayor provision de RPE65 proporcionara un beneficio
mas duradero y robusto, el efecto de un vector optimizado AAV 2/5 mas eficiente est4 siendo
investigado (Kumaran et al., 2018).

De los 22 genes descritos hasta el momento para LCA, GUCY2D fue el primero identificado, de
ahi la designacién LCA tipo 1. GUCY2D codifica la enzima guanilato ciclasa 1 (GC1),
localizada principalmente en los conos. GC1 es responsable de detectar niveles bajos de calcio
intracelular y producir GMPc, lo que provoca que los canales de puerta de GMPc se abren y
permiten que la afluencia de calcio devuelva a los FR a su estado de preexcitaciéon. Las
mutaciones en GUCY2D causan disfuncién de las células fotorreceptoras.

Existen modelos animales en los que tanto la administracién subretinal de rAAV2/8 como de
AAVS5 mejora la funciédn visual durante al menos seis meses (Mihelec et al., 2011; Boye et al.,
2015).

Pese a las fuertes evidencias preclinicas, los ensayos para el tratamiento de LCAL no han

iniciado.

5.2 Retinosis pigmentaria (RP)

Es una de las degeneraciones hereditarias de la retina mas frecuente que afecta
aproximadamente a 1 de cada 3000 personas (Kumaran et al., 2018). Da lugar a una progresiva

pérdida de la vision como consecuencia de un deterioro gradual de la retina.

Inicialmente, las personas afectadas presentan ceguera nocturna debido a la degeneracion de los
bastones, lo que puede llevar a la vision de tunel (pérdida campo periférico). La pérdida
completa de la vision en un individuo aparece en el momento en el que se produce también la

degeneracion de los conos (Roy et al., 2010).
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Cabe destacar que es en la retinosis pigmentaria donde se han iniciado los primeros ensayos
clinicos en una novedosa Yy revolucionaria tecnologia/terapia que combina métodos 6pticos con
métodos genéticos, la terapia optogenética. Esto es debido a que, como ya se ha dicho, el ojo es
un blanco ideal, existe una degeneracion de células fotosensibles y el nervio 6ptico permanece
intacto (Sengillo et al., 2017).

Actualmente se esta evaluando la eficacia de RST-001, una terapia genética administrada por
via intravitrea que expresa un receptor fotoeléctrico, que permite que las células transfectadas de
la retina interna respondan a la luz incluso después de que los fotorreceptores hayan degenerado
(Sengillo et al., 2017). Se trata de un tipo de terapia génica para los pacientes con RP
(independiente de la mutacion y del gen).

Los estudios de prueba en ratones y monos titis apoyaron el inicio de un ensayo clinico que se

encuentraen fase I / 1l (Bi et al., 2006).

5.2.1 Retinosis pigmentaria no sindrémicas

Se han identificado mutaciones en mas de 60 genes que dan lugar a retinosis pigmentaria no
sindromica, que por lo general se distingue por su patrén de herencia: autosémico dominante,

autosémico recesivo y ligado al cromosoma X (Song et al., 2007).

Mas de 20 de estos genes estan asociados con la forma autosémica dominante de la enfermedad,
al menos 35 estan asociados con la forma autosomica recesiva y se cree que 6 genes darian

lugar a la forma ligada al cromosoma X.

5.2.1.1 Retinosis pigmentaria autosémica dominante.

Las mutaciones en el gen RHO representan el 20-30% de todos los casos de RP autosémica
dominante, por lo que se cree que es la forma mas frecuente de la enfermedad.
La mayoria de las mutaciones del gen RHO alteran el plegamiento o el transporte de la proteina
rodopsina. Algunas mutaciones hacen que la rodopsina se encuentre constitutivamente activa en
lugar de ser activada en respuesta a la luz. Los estudios sugieren que las versiones alteradas de

la rodopsina interfieren con las funciones celulares esenciales, provocando la apoptosis de las
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células de los bastones. No estd claro como las mutaciones de RHO afectan a la funcién y

supervivencia de las células del cono (Kumaran et al., 2018).

Las estrategias para suprimir la expresion del alelo de la enfermedad especificamente son
actualmente dificiles debido a la heterogeneidad mutacional, mas de 150 mutaciones en RHO
han sido identificadas.

Un enfoque alternativo es suprimir tanto el alelo mutante como el alelo normal no
especificamente, y simultdneamente proporcionar un gen funcional de reemplazo que se ha
modificado para resistir la supresion. Este enfoque puede mejorar el resultado en un modelo de

roedor, pero aln no se ha explorado en humanos afectados (Kumaran et al., 2018).

5.2.1.2 Retinosis pigmentaria autosomica recesiva.

La rapida degeneracién de los bastones en la forma recesiva de la RP es causada por
mutaciones anuladoras en algunos genes que codifican proteinas involucradas tanto en la

fototransduccion como en la regulacion de FR del segmento externo (Roy et al., 2017).

Uno de los genes implicados es el que codifica al receptor de la tirosin quinasa (MERTK),
expresado en células del EPR y que controla la fagocitosis en el EPR. Por lo tanto, su mutacion
ocasionaria una acumulacion los residuos generados por los FR y la consecuente degeneracion
de éstos (Bennet, 2017; Kumaran et al., 2018).

Estudios previos han demostrado la eficacia y la seguridad utilizando MERTK humano
empaguetado en virus adenoasociados en el tratamiento de ratas y ratones con deficiencia de
MERTK. Después de una fase preclinica que confirma la seguridad del vector en monos, se
inicia un ensayo de fase | con seis pacientes con RP relacionada con MERTK
(ClinicalTrials.gov; NCT01482195).

La inyeccion subretinal de rAAV2-VMD2-hMERTK se asocié con perfiles de seguridad
oculares y sistémicos aceptables basados en un seguimiento de 2 afios. Ninguno de los pacientes
desarroll6 complicaciones que pudieran atribuirse al vector con certeza. Tres pacientes
mostraron una mejor agudeza visual tras la cirugia, aunque dicha mejora no permanecio a lo

largo del seguimiento (Sengillo et al., 2017).

Es posible que la calidad del tratamiento, incluida la cantidad de células tratadas y los niveles de
expresion de MERTK, hayan sido demasiado bajos como para promover beneficios a largo
plazo (Petit et al., 2016).
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5.2.1.3 Retinosis pigmentaria ligada al cromosoma X

La RP ligada al cromosoma X o ligada al sexo es causada en un 70-80% de los casos por
mutaciones en el gen regulador de la GTPasa (RPGR). Se cree que la proteina que codifica este
gen regula la distribucion de proteinas en el cilio de conexion al dirigir o restringir el transporte
de proteinas al segmento externo del fotorreceptor (Kumaran et al., 2018).

En los modelos de roedores y caninos con esta condicion, la administracién de genes mediados

por AAV usando construcciones truncadas u optimizadas por codones para mejorar la
estabilidad del transgén disminuyd la degeneracion de la retina. Ensayos en fase | / 1l de terapia
génica mediada por AAV en humanos afectados estdn en curso (ClinicalTrials.gov;
NCT03116113, NCT03252847).

5.2.2 Retinosis pigmentaria sindrémica

Con menos frecuencia, esta enfermedad se produce como parte de sindromes que afectan a otros
tejidos y 6rganos del organismo, por lo que se denomina retinosis pigmentaria sindrémica. La
forma mas habitual de la RP sindrémica es el sindrome de Usher, caracterizado por pérdida de
visién y audicién (Chacon-Camacho et al., 2015).

5.2.2.1 Sindrome de Usher

El sindrome de Usher es una afeccion hereditaria de caracter recesivo caracterizada por
deterioro de la audicidn neurosensorial y deterioro de la vista debido a la degeneracién de los
conos. Es clinica y genéticamente heterogéneo y est4 asociado con defectos en al menos 10

genes.

El sindrome de Usher tipo 1B (USH1) es causado por defectos en el gen miosina Vlla
(MYQ7A), que resulta en acumulacion de opsina en los cilios de las células fotorreceptoras.
Debido al gran tamafio de MYO7A (8.1kb), se excede la capacidad de transporte de los vectores
convencionales AAV2/2 y se han buscado estrategias alternativas (Roy et al., 2017). Sanofi
(Paris, Francia) ha desarrollado un medicamento UshStat® para administrar el gen terapéutico

en un vector lentivirus. La inyeccion subretinal de EIAV-MYOTA es bien tolerado en primates
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no humanos y el beneficio de la vision en seres humanos se est4 explorando en un ensayo

clinico de fase I/11 que se prevé que termine en 2018 (ClinicalTrials.gov; NCT01505062).

5.3 Acromatopsia (ACHM)

La acromatopsia es un trastorno hereditario de caracter recesivo, que afecta a 1 de cada 30000
personas, caracterizado por una ausencia parcial o total de la vision del color. Involucra también
otros problemas en la vision, que incluyen una mayor sensibilidad a la luz y deslumbramiento
(fotofobia), movimientos involuntarios de los 0jos hacia adelante y hacia atras (nistagmo) y una
agudeza visual significativamente reducida (baja agudeza visual) (Sengillo et al., 2017,
Kumaran et al., 2018).

La acromatopsia es el resultado de mutaciones en alguno de estos genes: CNGA3, CNGB3,
GNAT2, PDE6C o PDEG6H. Los genes méas comunmente implicados en esta condicion son el
gen CNGB3 (mas frecuente en pacientes de descendencia europea) y el CNGA3 que codifican
una subunidad del canal i6nico activado por nucle6tidos ciclicos, componentes fundamentales
en la cascada de fototransduccién. Asi, las mutaciones de éstos ocasionan que los conos no
reaccionen adecuadamente a la luz (Kumaran et al., 2018).

En personas con acromatopsia completa, los conos no son funcionales, y la vision depende
completamente de la actividad de los bastones. La pérdida de la funcién del cono conduce a una
falta total de visién del color y causa los otros problemas de vision. Las personas con
acromatopsia incompleta conservan alguna funcién de cono. Estas personas tienen vision de

color limitada, y los deméas problemas de vision tienden a ser menos severos (Roy et al., 2017).

En ensayos de terapia génica mediada por vectores AAV se ha comprobado una mejora de la
funcion de los conos tanto en CNGA3-ACHM como en CNGB3-ACHM en modelos de
roedores, y de CNGB3-ACHM en modelos caninos.

Actualmente, debido a los resultados conseguidos en modelos animales, se han iniciado cinco
ensayos clinicos sobre humanos afectados: tres cuyo objetivo es la forma CNGB3 de la
enfermedad (ClinicalTrials.gov; NCT02599922, NCT03001310, NCT02946879) y dos dirigidos
al CNGAS3 (ClinicalTrials.gov; NCT02610582, NCT02935517). Estos estudios estan usando
promotores especificos para FR y AAVs (AAVS8, AAV2tYF) que transducen FR mas
eficientemente que AAV2 (Bennet, 2017). Con ellos se pretende determinar la medida en que
este enfoque podria beneficiar la agudeza visual, la discriminacion del color, la fotofobia y el

nistagmo.
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5.4 Coroideremia (CHM)

La coroideremia es una distrofia retiniana hereditaria ligada al cromosoma X que tiene una
prevalencia de 1 en 50000-100000 individuos y que se caracteriza por una degeneracion
progresiva de la coriocapilaris, los FR y el EPR (Garoon et al., 2016). Es causada por
mutaciones en el gen CHM que codifica la proteina Rab escort 1(REP1), requerida en el
transporte vesicular intracelular (Kumaran et al., 2018).

Los afectados (masculinos) comienzan a presentar ceguera nocturna en la infancia seguida de
pérdida de campo visual periférico, generalmente entre la primera y segunda década de vida. En
la mayoria de los casos, la vision central esta preservada hasta la edad de 40-50 afios (Chacon-
Camacho et al., 2015).

Los estudios de terapia génica para CHM se iniciaron por primera vez en la universidad de
Oxford, siendo el objetivo inicial demostrar la seguridad y eficacia en términos de prevenir un
mayor deterioro de la vision. En el ensayo clinico de fase | en Oxford, seis pacientes masculinos
(35-63 afios) fueron aceptados y tratados con la inyeccion subretiniana del vector AAV2-REP1
(MacLaren et al., 2014). Dos pacientes con CHM avanzada ganaron en AV en torno a 2-4
lineas, mientras que los otros 4 pacientes mantuvieron la AV hasta seis meses después del
tratamiento. De esta manera se muestra que se podria preservar la AV y evitar o prevenir la

degeneracion macular, que es caracteristica de las etapas finales de la enfermedad.

Actualmente hay seis ensayos diferentes de CHM (con mas de 75 pacientes adultos varones) en
proceso. Los informes descritos hasta el momento (ensayos clinicos fase | / 11) indican que hay
un alto grado de seguridad asociado con el procedimiento de inyeccion subretiniana del vector
AAV2 que expresa REP1 (Bennet, 2016). Se informa que el proceso es bien tolerado y que se

encuentra relacionado con mejoras de la funcidn visual en algunos casos.

Tras el seguimiento a largo plazo se determinard si la mejora de la agudeza visual puede
persistir en un subconjunto de pacientes (ClinicalTrials.gov; NCT01461213, NCT02553135,
NCT02671539, NCT02077361).
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5.5 Enfermedad de Stargardt (STGD1)

La enfermedad de Stargardt es la forma mas comun de degeneracién macular heredada, con una
incidencia de 1 a 10000, caracterizada por un deterioro progresivo y severo de la vision desde la
primera infancia o adolescencia (Sengillo et al., 2017).

En la mayoria de los casos, este proceso es debido a mutaciones en el gen ABCA4. Se han
identificado mas de 640 mutaciones en el gen ABCA4 responsables de la enfermedad de
Stargardt. Aunque también puede ser responsable de otras distrofias retinianas, incluyendo la
retinosis pigmentaria y degeneracién macular asociada a la edad (Chacén-Camacho et al.,
2015).

Este gen codifica una proteina que se encuentra en los fotorreceptores, y se encarga de
transportar sustancias potencialmente toxicas, originadas tras el proceso de fototransduccién, al
exterior de los fotorreceptores. De esta manera, las mutaciones en el gen conducen a la

acumulacidn intracelular de retinoide toxico y la degeneracion de la retina externa.

La liberacion de un gen normalmente funcional, via terapia génica, a los FR que portan la
mutacion en el gen ABCA4 debe ser considerada como una posible "cura" para enfermedades
asociadas a ABCA4, debido a que estas enfermedades son recesivas, y a que la degeneracion de
las células retinianas en las enfermedades por ABCA4 es tardia; por lo tanto, esto permite una
ventana de tiempo razonable para una posible intervencion quirurgica (Chacén-Camacho et al.,
2015).

El gen ABCA4 excede la capacidad de carga de los vectores AAV. De esta manera, se ha
buscado estrategias alternativas para el reemplazo de genes. Actualmente, dos vectores virales

diferentes se encuentran en investigacion (Garoon et al., 2016).

Se esta estudiando la eficacia de SAR422459, un vector lentiviral basado en el virus de la
anemia infecciosa equina (EIAV) que se ha informado que mejora el resultado de la condicion
en un modelo de roedor. Aungue la extrapolacién a los humanos requiere precaucion, la alta
eficiencia de transduccion de los fotorreceptores y la reduccion estadisticamente significativa de
la acumulacion del téxico en el modelo de raton de STGD1 sugiere que el gen lentiviral es una
herramienta potencialmente eficiente para tratar las enfermedades asociadas a ABCA4 (Kong et
al., 2008; Chacdn-Camacho et al., 2015).

Asi, un ensayo clinico de fase I/l con inyeccion subretinal a tres concentraciones diferentes del

vector se esté realizando con un seguimiento a largo plazo (ClinicalTrials.gov; NCT01367444).
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El unico informe hasta la fecha menciona que 8 pacientes han sido tratados en el primer nivel de

dosis sin ningun efecto adverso serio.

Otro estudio de tolerabilidad y seguridad (fase I/11) se esta realizando sobre pacientes con bajo
vision que reciben diferentes concentraciones de MA09-hRPE bajo administracion subretiniana
(NCTO01345006; Garoon, 2016).

5.6. Degeneracion macular asociada a la edad (DMAE)

Como ya se ha dicho anteriormente la terapia génica también se ha aplicado en enfermedades

retinianas adquiridas.

La degeneracion macular asociada a la edad es la principal causa de pérdida de vision en
mayores de 60 afios. La DMAE puede ser clasificada como neovascular (DMAE humeda) o
atréfica (DMAE seca) (Roy et al., 2010).

La DMAE neovascular se caracteriza por una proliferacion andmala del vaso coroideo por
detras de la macula. La excesiva secrecion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
juega un papel importante en la patogénesis de la DMAE humeda, y el estandar habitual para su
tratamiento es la administracion intravitrea, de manera repetida, de anticuerpos terapéuticos
anti-VEGF. La terapia génica tendria una ventaja teérica y es que reduciria o eliminaria la

necesidad de las repetidas inyecciones de inhibidores anti-VEGF (Kumaran et al., 2018).

La inyeccion subretinal de un vector rAAV 2/2 que expresa el receptor soluble de VEGF sFlt-1
parece estar bien tolerado en humanos con DMAE neovascular, aungue se necesitara un estudio
mas amplio para determinar el beneficio (NCT0149805; (Rackozy et al., 2015; Constable et al.,
2016). Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en primates no humanos, Genzyme/Sanofi
inicié un ensayo clinico en fase I utilizando AAV2-sFLTO01 con administracion intravitrea para
DMAE humeda (Chacén-Camacho et al., 2015).

Oxford Biomedica ha iniciado también ensayos clinicos para la administracion subretinal de
Retinostat™, un lentivirus que contiene angiostatina (producto del metabolismo del coldgeno
XVII) y endostatina (un producto del metabolismo del fibrinbgeno), para prevenir el
crecimiento de los vasos y consecuente disminucion de la visién (Chacon-Camacho et al., 2015;
Kumaran et al., 2018). Los resultados del estudio mostraron que la administracion subretiniana
era bien tolerada y los niveles se mantuvieron hasta la Ultima medida (NCT01301443;

Campochiaro et al., 2016).
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La DMAE atréfica se caracteriza por la disfuncion y degeneracion de las células del EPR, y
supone el 85-90% de todos los casos de la DMAE. Se caracteriza por la disfunciéon y
degeneracion de las células del EPR, formacién de drusas y pérdida de los vasos en la zona

coriocapilar.

Se encuentra asociada a la activacion inapropiada de la cascada complemento, la cual esta
formada por 3 brazos que convergen para formar un complejo similar a un poro en la superficie
de las células Ilamado complejo de ataque a la membrana (MAC). La acumulacién de MAC en
las superficies celulares conduce al dafio celular y la muerte. Las células normales dentro del
cuerpo humano producen una proteina en sus superficies celulares llamada CD59 que bloquea la
formacion de MAC. En el caso de la DMAE atrofica existe una acumulacion de éste (Kumaran
etal., 2018).

El ensayo de terapia génica consiste en una administracion intravitrea de AAVCAGsSCD59 a
diferentes dosis, que hace que las células retinianas normales aumenten la expresion de CD59s
(ClinicalTrials.gov; NCT03144999).

6. CONCLUSIONES

Los beneficios de la terapia génica para LCA-RPEG5 han llevado a la FDA a aprobar en 2018 la
primera terapia génica para esta enfermedad ocular. Esto ha supuesto una rapida expansion en
ensayos clinicos que exploran la seguridad y la eficacia de la terapia génica para otras

enfermedades retinianas heredadas y adquiridas.

No cabe duda que la terapia génica ocular continuard mejorando a medida que conozcamos la
patogénesis y evolucion de la enfermedad y desarrollemos la capacidad de atacar las mutaciones
especificas del paciente con mayor precision y con una mejor administracion del gen dirigido.
Un érea activa de investigacion es el desarrollo adicional en el disefio de vectores, como por
ejemplo, vectores virales con capacidades mas precisas de seleccién a través de las capsides de
AAV.

No obstante, se debe tener en cuenta que el estadio de la enfermedad es una consideracion
crucial para la terapia genica en la retina, ya que muchas condiciones dan como resultado una
destruccion progresiva e irreparable de la retina. Para pacientes con enfermedad en etapa
avanzada, pueden requerirse enfoques mas agresivos, como el uso de herramientas

optogenéticas.
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