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Resumen

La terapia génica es una estrategia terapéutica novedosa y prometedora que podria proporcionar una forma mds efectiva
para tratar las enfermedades. El ojo es un 6rgano facilmente accesible, altamente compartimentado y con privilegio
inmunoldgico, los cuales proporcionan la ventaja para que sea un blanco terapéutico ideal. Recientemente se han descrito
avances importantes en la disponibilidad de diversas vias intraoculares para la liberacién de los vectores virales, asi como
la capacidad de éstos para transducir algunos tipos de células oculares especificas. La terapia génica ha avanzado en
algunas distrofias retinianas; de esta forma, se ha reportado actualmente un éxito preliminar para el tratamiento de la amaurosis
congénita de Leber (LCA). Esta revision describira una actualizacion en el drea de la terapia génica para el tratamiento de
las enfermedades hereditarias oftalmoldgicas.

PALABRAS CLAVE: Terapia génica. Vector viral. Terapia génica ocular. Distrofia retiniana. Amaurosis congénita de Leber.

Abstract

Gene therapy is a promising new therapeutic strategy that could provide a novel and more effective way of targeting
hereditary ophthalmological diseases. The eye is easily accessible, highly compartmentalized, and an immune-privileged
organ that gives advantages as an ideal gene therapy target. Recently, important advances in the availability of various
intraocular vector delivery routes and viral vectors that are able to efficiently transduce specific ocular cell types have been
described. Gene therapy has advanced in some retinal inherited dystrophies; in this way, preliminary success is now being
reported for the treatment of Leber congenital amaurosis (LCA). This review will provide an update in the field of gene
therapy for the treatment of ocular inherited diseases. (Gac Med Mex. 2015;151:501-11)
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|ntroducci6n

En las dos décadas anteriores se han desarrollado
técnicas moleculares para ofrecer la posibilidad de
una forma distinta de terapia de trasplante (terapia
génica) en la cual un gen normal es «trasplantado»
dentro de las células de una persona afectada, permi-
tiendo asi la supervivencia y una funcion normal del
individuo. La terapia génica es la liberacion de secuen-
cias exdgenas de DNA conocidas como transgenes
que son introducidas en células huésped, provocando
en respuesta la produccion de proteinas, aprovechan-
do las estructuras transcripcionales y traduccionales
del huésped'. La transduccion celular es un proceso
mediante el cual se infectan células introduciendo en
ellas material genético utilizando distintos vectores
como lo son los virus. Actualmente, alguno de los si-
guientes métodos se utiliza como terapia génica para
tratar o prevenir enfermedades genéticas especificas:

— Reemplazar el gen mutado con una copia sana

de éste.

- Silenciar un gen con funcién anormal para evitar

SuU expresion.

— Adicionar o eliminar genes que estan indirectamente

relacionados con la fisiopatologia de la enfermedad.

- Corregir genéticamente mediante la recombina-

cion homologa la secuencia del gen mutado®®,

El ojo ofrece muchos beneficios como blanco para
la terapia génica ya que es un 6rgano aislado con
privilegio inmunolégico y facilmente accesible®$. La
aplicacion de este tratamiento por distintas vias de li-
beracién intraocular (lo que permite manipular los di-
ferentes tipos celulares), el tamafio reducido y estruc-
tura aislada del ojo, el uso de diferentes vectores que
alcanzan un efecto terapéutico con minimos efectos
adversos sistémicos, asi como la identificacion de mu-
chos genes causantes de enfermedades oculares y la
disposicion de estudio de modelos animales®, hacen
a este organo unico y fundamental para los estudios
de la terapéutica genética.

En esta revision se delinearan las vias de liberacion
del material genético dentro del 0jo, las estrategias de
la terapia génica moderna estableciendo principal-
mente las ventajas y desventajas de los diferentes
vectores virales utilizados. Posteriormente, se descri-
biran los avances y logros de la terapia génica en el
tratamiento de diversas enfermedades oculares huma-
nas como la LCA, la enfermedad de Stargardt (STGD),
la coroideremia (CHM) y la degeneracion macular re-
lacionada con la edad (DMRE).

Vias de introducciéon de material genético
dentro del ojo

La liberacion de genes en el ojo se puede llevar a
cabo mediante la inyeccién de vectores por diferentes
vias. El criterio para la eleccion de cada una de ellas
se basa en la célula o tejido ocular especifico que
se desea modificar, ademas de las caracteristicas del
vector utilizado®® (Fig. 1).

La inyeccion del vector en el espacio subretiniano
permite transducir la capa celular externa de la retina,
el epitelio pigmentario de la retina (EPR) y de manera
mas especifica, los conos. Este método es Util para el
tratamiento de enfermedades degenerativas de la re-
tina (LCA, STGD, acromatopsia, y retinosis pigmentaria
[RP]) causadas por mutaciones en genes expresados
en los fotorreceptores (FR) o EPR37,

La introduccioén del vector en el espacio vitreo per-
mite la transduccion de las capas mas internas de la
retina, como las células de Muller. Esta ruta es Util para
el tratamiento de la neovascularizacion retiniana (como
es el caso de DMRE) o para evitar la muerte de las
células ganglionares retinianas en el caso del glauco-
ma, brindando de esta forma neuroproteccion'®-!",

La inyeccion directa en la cdmara anterior permite la
transduccion de tejidos del segmento anterior (cérnea,
iris, cuerpo ciliar, canal de Schlemm). Por ejemplo, los
lentivirus (LV) se han utilizado para la liberaciéon de
COX-2 (regulador de prostaglandinas) en las venas
epiesclerales para aumentar el flujo uveoescleral’ y
para disminuir la inflamacion que se desarrolla poste-
riormente a un trasplante corneal’®. Spiga, et al. des-
cribieron la disminucién de la metaloproteinasa-1 de
matriz (MMP-1) en la malla trabecular secundaria a la
utilizacion de corticoesteroides, y asociada a un au-
mento de la presion intraocular en animales de expe-
rimentacion. En este estudio la inyeccion intracameral
de un adenovirus (AV) recombinante con cDNA huma-
no de MMP-1 logré disminuir la presion intraocular
inducida por los esteroides™.

La transduccion de estructuras perioculares puede
lograrse mediante la inyeccion del vector debajo de
la membrana conjuntival. Dicha técnica es util para la
liberacion de proteinas antiangiogénicas para enfer-
medades neovasculares de la coroides™.

Estrategias de la terapia génica
Recientemente se han descrito diferentes estrate-

gias basadas en la introduccion de material genético
en células blanco del cuerpo para reemplazar, afiadir,
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Figura 1. Vias de inyeccion intraocular y periocular para vectores virales.

eliminar, silenciar o corregir genes que estan directa
o0 indirectamente relacionados con la fisiopatologia de
algunas enfermedades hereditarias?.

Reemplazo genético

Consiste en la liberacion de un gen cuya funcién se
encuentra ausente debido a mutaciones por pérdida
de funcion en el gen afectado. Esta estrategia puede
ser utilizada en enfermedades autosémicas recesivas
y en enfermedades autosémicas dominantes con mu-
taciones que producen haploinsuficiencia o dominan-
cia negativa (p. ej., la RP) o en las que ya se ha rea-
lizado supresion del gen mutado, permitiendo la
correccion de éste al ser reemplazado’.

Silenciamiento génico

Consiste en la liberacion de un gen o &cido nucleico
para inhibir la expresién de un gen o producto génico
con funcion anormal. Esta estrategia es util en enfer-
medades autosomicas dominantes que surgen por
mutaciones con ganancia de funcion. Actualmente se
ha utilizado para silenciar oncogenes activados, eliminar
respuestas indeseables en enfermedades autoinmunes
o inhibir la expresion de genes proangiogénicos'”'®,

Dentro de estas estrategias se han utilizado las ribozi-
mas'®, oligodesoxinucledtidos antisentido®®?' y RNA
de interferencia'®??, entre otros.

Adicion génica

El objetivo de esta tactica es la liberacion de un gen
cuyo producto provea efectos benéficos independien-
tes del defecto genético primario. Esta terapia se em-
plea para el tratamiento de enfermedades que resultan
de un gen no funcional, como en el caso de las enfer-
medades autosémicas recesivas (p. €j., el glaucoma
congeénito, el gen RPE65 [retinal pigment epithelium
65] en LCA), en la RP ligada al X (el gen RPGR) o las
neovascularizaciones oculares como las DMRE™3,

Correccion génica

Es la liberacion de acidos nucleicos para «reparar»
un gen mutado en su locus y restaurar su funcion. La
correccion genética se realiza mediante la liberacion
de la secuencia correcta del gen con el propésito de
inducir la recombinacion homologa y sustituir la se-
cuencia que tiene la mutacion patdégena por una se-
cuencia normal. Dentro de esta estrategia existe otra
posibilidad de tratamiento que consiste en inducir un
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Figura 2. Terapia génica utilizando un vector para adenovirus. El gen «nuevo» (el que tiene que reemplazar al gen mutado) se inserta
dentro de un DNA viral (adenovirus, lentivirus). De esta forma el vector estard listo para ser inyectado dentro de una célula blanco con el

objetivo de producir una proteina nueva y funcional.

splicing alterado, provocando el salto del exén que
contenga la mutacién?®, Esta estrategia se aplica para
enfermedades autosdmicas dominantes o recesivas.
Util en la transcripcién in vitro para RP autosémica do-
minante causada por mutaciones en la rodopsina® 2.

Vectores virales

La liberacion génica puede realizarse mediante vec-
tores virales y no virales. Los no virales comprenden
liposomas, polimeros sintéticos, inyeccion directa de
DNA, RNA de interferencia y electroporacion, entre
otros. Todos ellos tienen la desventaja de presentar
una baja eficiencia y un efecto a corto plazo®°. Por lo
anterior, el método de eleccién son los vectores vira-
les, los cuales han sido modificados para no ser pa-
togénicos ni replicativos'™®, mientras preservan sitios
para transportar productos transgénicos que son in-
sertados dentro de ellos. Estos virus tienen la habilidad
de infectar las células liberando en ellas el material ge-
nético, a lo que se le denomina «transduccion celular»',
proceso cuyo fin es producir moléculas terapéuticas
sustitutas que estén deficientes o ausentes, que sean
estables y que tengan una actividad prolongada (Fig. 2).
Los vectores virales mas comunmente utilizados
son los virus asociados a adenovirus (AAV), los AV
y los LV34,

Virus tipo AAV

Los virus AAV son virus de cadena simple de DNA
y los vectores ideales por su habilidad y eficiencia
para transducir varios tipos celulares durante largos
periodos y con baja inmunogenicidad®*. Su limitacion
es su capacidad de empaquetamiento de 4.7 kb; sin
embargo, se han desarrollado nuevos serotipos con
los cuales se amplia el empaquetamiento hasta 8.4 kb,
permitiendo tratar enfermedades de genes grandes
como en la STGD. Los vectores AAV se estan utilizan-
do actualmente en ensayos clinicos en fase I/ll para la
terapia génica de diversas enfermedades como la fi-
brosis quistica®, la deficiencia de antitripsina a-1%7, las
distrofias musculares?®, la enfermedad de Batten®, la
enfermedad de Parkinson®® y han mostrado eficiencia
en pacientes con hemofilia B3y LCA®. Los vectores
derivados de AAV son actualmente los vectores mas
prometedores para la liberacion génica en la retina.
Recientemente, la administracion subretiniana de
AAV2 ha demostrado ser segura y efectiva en pacien-
tes con una forma rara de ceguera hereditaria (LCA),
sugiriendo que la terapia génica retiniana mediada por
AAV puede ser exitosamente extendida a otras condi-
ciones que dafian severamente la vision33. Asimismo,
esto es apoyado por la gran versatilidad de AAV como
plataforma de vectores. Debido a que hay un gran
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numero de variantes de AAV y muchas de ellas con
caracteristicas Unicas transduccionales, estos vecto-
res pueden ser dirigidos a diferentes tipos celulares
en la retina, incluyendo la glia, el epitelio y muchos
tipos de neuronas®. Actualmente, una serie de estos
vectores han sido designados in vitro para tratar a una
variedad de modelos animales con enfermedades re-
tinianas®%. De esta forma, a la fecha se han descrito
11 serotipos y méas de 100 variantes, cada uno de los
cuales difiere en la secuencia de aminoacidos, parti-
cularmente aquellos que se encuentran dentro de la
region hipervariable de la proteina de la capside, lo
cual deriva también en las diferencias de las propie-
dades para la liberacion génica de cada variante?’.
Por ejemplo, vectores AAV2 tienen una transduccion
sostenida en méas del 50% de los FR, sugiriendo que
este vector puede ser capaz de tener un efecto prolon-
gado en el tratamiento de estas degeneraciones®,
Otros vectores estudiados en modelos murinos, como
AAV5, AAV8 y AAV9, han demostrado que pueden tener
una tasa mas alta en la eficiencia de la transduccion
y una expresion transgénica de inicio méas rapido*-42,

Virus tipo LV

Son virus con envoltura lipidica y doble cadena de
RNA, derivados del virus de la inmunodeficiencia hu-
mana 1 (HIV 1) o el virus de la anemia infecciosa equina
(EIAV). Resultan eficientes en la transduccion de célu-
las no divisorias y expresion transgénica a largo plazo
en el endotelio corneal, la red trabecular y los tejidos
de la retina. Se ha observado una mayor eficiencia en
la transduccion de FR con EIAV que con los vectores
de HIV 1, como fue demostrado en el estudio de STGD
en modelos animales realizado por Kong, et al.’. Estos
vectores tienen la capacidad de empaquetar hasta 8 kb
de genoma, el cual es inmediatamente integrado a los
cromosomas de la célula huésped.

Virus tipo AV

Son virus con doble cadena de DNA utilizados para
la liberacion génica en tejidos perioculares, estructu-
ras anteriores del 0jo y en la retina. La gran ventaja de
estos productos transgénicos de corta vida es que
podrian utilizarse para destruir células malignas como
en el caso del retinoblastoma, en el que los vectores
de AV expresan cinasa de timidina del herpes virus,
la cual convierte la prodroga de ganciclovir en una forma
trifosfatada que inhibe la replicacion de DNA y elimina
las células transducidas*®. Ademas, dicho vector no se

integra al genoma de las células blanco, disminuyendo
el riesgo de oncogénesis insercional. Sus desventajas
incluyen una capacidad limitada de transporte y de
transducir algunos tipos de células de la retina y el
vitreo, inicio lento de la expresion, ademas de no ser
Utiles para terapias que requieren transcripcion génica a
largo plazo debido a la respuesta inmunolégica que des-
encadenan. Por lo tanto, se han desarrollado variantes
vectoriales (p. €j., el helper dependent Ad, HD-Ad) que
interrumpen los sitios antigénicos para la evasion inmu-
ne del huésped y de tal manera permiten la expresion

transgénica intraocular hasta un afo posterior a la
aplicacién del vector*,

Terapia génica ocular en humanos
Degeneraciones retinianas hereditarias

Las distrofias retinianas hereditarias forman un nu-
meroso grupo de enfermedades genéticas y fenotipi-
camente heterogéneas que estan caracterizadas por la
pérdida progresiva de los FR (conos y/o bastones) y
consecuentemente de la visién. Estas enfermedades
afectan a ~1 de 2,000 individuos en la poblacion general.
A la fecha se han identificado 221 genes y 261 loci aso-
ciados con distrofias retinianas tanto aisladas como sin-
drométicas®. La mayoria de estas enfermedades son
causadas por mutaciones con pérdida de la funcion y
siguen patrones hereditarios autosémicos recesivos,
autosomicos dominantes o ligados al cromosoma X“6.

Varias caracteristicas hacen a la retina un blanco
atractivo para la terapia génica. Comparado con la
mayoria de otros érganos-sistemas, el 0jo es pequefio
y compartimentado, permitiendo la liberaciéon de can-
tidades pequefias de vectores génicos cercanos o en
el mismo sitio blanco, por ejemplo el espacio subreti-
niano o espacio vitreo. La anatomia de esta comparti-
mentacion y la presencia de la barrera hematorretinia-
na también limitan la diseminacion del vector fuera del
0jo, lo que reduce la severidad de las respuestas in-
munes a la transferencia de estos vectores. Otra ven-
taja de la terapia retiniana es que la poblacion celular
blanco es muy estable y puede permitir la expresion
transgénica sostenida“®.

Los primeros estudios de terapia génica para enfer-
medades genéticas retinianas fueron realizados en
modelos animales, y mostraron mejoras modestas,
pero genuinas, en la funcion y sobrevida de algunos
tipos celulares retinianos. Con el paso de los afios el
desarrollo de mejores vectores para la transferencia
génica retiniana ha dirigido a una mejor eficiencia en
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el tratamiento de una amplia variedad de modelos
animales, llevando en el afio 2008 al inicio de varios
ensayos clinicos para la LCA causada por la deficien-
cia del gen RPE65. Los resultados de estos primeros
ensayos sugieren que el tratamiento de las distrofias
retinianas hereditarias con base en terapia génica
puede ser seguro y efectivo®.

Primeros estudios de la terapia génica
para las distrofias retinianas

El primer estudio definitivo de la terapia génica para
un defecto de FR fue realizado en el afio 2001 en ra-
tones Rds, los cuales presentan mutaciones nulas en
el gen Prph2 (periferina 2)*-*8. La inyeccion subreti-
niana de AAV2 que portaba el gen murino de Prph2 y
un promotor bovino de rodopsina resultd en la expre-
sion de la proteina periferina 2 en el segmento externo
del FR. Esto provoc6 una restauracion del electrorreti-
nograma (ERG) a ~ 25% de los niveles de las células
silvestres. No obstante, a pesar de la mejora significativa
en la funcion de los FR en estos ratones, la duracion de
la funcion fue limitada debido a la degeneracion progre-
siva de FR®. Este éxito parcial de rescate de estas
células fue seguido por la primera intervencion efecti-
va de una distrofia retiniana causada por defectos de
RPE65. De esta forma, el modelo méas célebre es el
del perro Briard, el cual porta una delecion natural de
4 pares de bases del gen RPE65*. Inyecciones subre-
tinianas de AAV2 en estos animales a los 4 meses de
edad potenciaron una mejoria de sus ERG, potenciales
evocados visuales, respuesta pupilar, asi como com-
portamientos dependientes de la vision y un retorno
funcional de la via transduccional revelado por analisis
histolégico en la expresion de los FR%0:51,

Terapia génica en humanos
con LCA por mutacion en RPE65

La LCA es una distrofia retiniana congénita que ori-
gina una severa pérdida de la vision desde edades
muy tempranas. Esta enfermedad afecta aproximada-
mente a 1/81,000 individuos y hasta un 20% de los
nifios que son atendidos en escuelas para ciegos®.
La observacion cuidadosa y la descripcion clinica de
pacientes con LCA han revelado un espectro de feno-
tipos y mucha variabilidad en la progresién de la en-
fermedad. Todos los pacientes tienen un déficit visual
temprano y severo (antes del afo de edad), una ate-
nuacion o incluso ausencia de las ondas electrorretino-
gréficas y la ausencia de datos sistémicos. La pérdida

de la agudeza visual es profunda y progresiva desde
el nacimiento. Otros signos oftalmoldgicos asociados
incluyen el signo oculodigital («frotamiento» de 0jos),
gueratocono/queratoglobo, catarata, estrabismo, mi-
gracién de pigmento intrarretiniano, atrofia macular y
palidez del nervio dptico®. A la fecha al menos 22 genes
retinianos se han encontrado asociados a esta distrofia,
la mayoria de los cuales presentan un patron hereditario
autosdémico recesivo, aunque también en raras ocasio-
nes se ha descrito un patrén autosémico dominante®.
La ceguera nocturna es un sintoma universal en los
pacientes con LCA con mutaciones en RPE65 (LCA2).
Estos sujetos inicialmente tienen mala vision y nistag-
mus. Los registros electrorretinograficos obtenidos
tempranamente durante la infancia han demostrado
una funcién residual de los conos, y esto probable-
mente se correlaciona con la preservacion de la arqui-
tectura retiniana y de los FR durante las fases iniciales
de la enfermedad. De forma interesante, en la LCA2
la funcion visual puede mejorar en los primeros afios
de vida para posteriormente deteriorarse durante la
tercera a quinta décadas de la vida®*.

El éxito de la terapia génica en modelos animales
deficientes en RPE65 por aproximadamente 13 afos,
la restauracion de la funcion visual y una dosis Unica
aplicada en los modelos caninos han dirigido a 3 en-
sayos clinicos, los cuales son los primeros que utilizan
este tipo de tratamiento en las enfermedades heredi-
tarias del 0jo®58. En un primer estudio, Maguire, et al.
describieron la eficacia y seguridad de la terapia géni-
ca en tres pacientes con LCA2 (entre 19 y 26 afos) en
quienes sus ojos derechos (los méas afectados) fueron
seleccionados para cirugia para la liberacion del DNA
recombinante (virus AAV y cDNA de RPEG5), mientras
que sus 0jos izquierdos se utilizaron como controles.
La eficacia fue monitorizada con medidas objetivas y
subjetivas de vision por comparacion del promedio de
al menos 4 medidas preoperatorias con el promedio
de al menos 4 medidas tomadas 1 mes después de
la inyeccién. Las medidas objetivas fueron el reflejo
pupilar y el test de nistagmus, mientras que como
medidas subjetivas se incluyeron examenes de la agu-
deza visual, campos visuales de Goldmann y un exa-
men de movilidad para evaluar la habilidad del pacien-
te para caminar en un cuarto poco iluminado y con
obstaculos®®. Los resultados demostraron que los 3 ojos
que recibieron la inyeccién tuvieron una conduccion
més efectiva de la respuesta pupilar (aproximadamente
3 veces mas que la medida basal al empezar el estu-
dio), asf como una disminucion de la frecuencia de nis-
tagmus en posicion primaria, secundarias y cubriéndose
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un 0jo%. La agudeza visual medida como el logMAR
(log del minimo angulo de resolucién), que puede te-
ner un intervalo entre 0.00-2.00, mostré mejorias para
el logMAR de 0.28, 0.45 y 0.34 para los pacientes 1,
2y 3, respectivamente. Asimismo, se observd que en
la cartilla de Snellen los pacientes 1y 2 que Unicamen-
te reconocian el movimiento de manos (0 letras en la
cartilla) mejoraron su agudeza visual a 20/1,050 (aproxi-
madamente 2 lineas) y 20/710 (22.5 letras 0 > 4.5 lineas),
en tanto que el paciente 3, que tenia una agudeza visual
base de 20/640, mejord a 20/290 (> 3.5 lineas)®. El
examen de habilidad para caminar con obstaculos
antes del tratamiento fue muy complicado y los pacien-
tes colisionaron con la mayoria de los 14 obstéaculos y
se desviaron de su camino en multiples ocasiones.
Después de la inyeccion el paciente 2 fue capaz de
seguir las lineas del camino®. Este estudio no tuvo
efectos adversos serios. Al mismo tiempo, Bainbridge,
et al. estudiaron a tres pacientes jévenes (17-23 afos)
con inicio temprano y distrofia retiniana severa causa-
da por mutaciones en RPE65%. En cada afectado, el
0jo con la peor agudeza visual fue seleccionado como
ojo de estudio, mientras que el ojo contralateral fue
usado como control. Este estudio demostré mejorias
en la vision medida por microperimetria a la adapta-
cion en la oscuridad, asi como en el test de habilidad
para caminar en un espacio poco iluminado en un solo
paciente a 6 meses posteriores a la cirugia. El estudio
también fue seguro y se demostr6 eficacia en un pa-
ciente®”. En un Ultimo estudio realizado en 3 pacientes,
Hauswirth, et al. demostraron (en un seguimiento tem-
prano de 90 dias después de la inyeccion) unicamen-
te un incremento significativo (p < 0.001) de la sensi-
bilidad visual en condiciones de poca iluminacion
ambiental (sensibilidad a la adaptacion a la oscuridad)®.
Simonelli, et al. en la cohorte de 3 sujetos descritos
por Maguire, describieron la seguridad y eficacia a
1.5 anos de iniciada la terapia génica®. En este repor-
te la respuesta inmunoldgica continué siendo benigna
y no hubo eventos adversos. Las medidas del diame-
tro pupilar fueron cuantificadas a través de la veloci-
dad (VPLR) y amplitud (APC) del reflejo pupilar y hubo
evidencia de que entre los dias 150 y 415 hubo una
notable mejoria en la VPLR, la cual persistié hasta el
dia 545 (ultimo dia de corte del estudio). Se identifica-
ron valores p significativos comparando las velocida-
des en los dias 415, 365 y 305 en los tres sujetos. El
examen de movilidad ocular con videos demostré en
un seguimiento desde el dia 60 en los sujetos 1y 3 que
hubo una disminucién del nistagmus monocular y bino-
cular en la posicion primaria. De manera interesante,

los pacientes 1y 3 que habian presentado exotropia
también experimentaron un decremento de ella al me-
dirse la distancia interpupilar®®. La agudeza visual con-
tinué mejorando comparado a previos reportes. Asi, el
logMAR score mejor6 0.21 (de 3 a 5 lineas de letras
en el ojo a 50 cm de la cartilla), 0.19 (de 4.5 a 6.2 li-
neas de letras en el ojo a 50 cm de la cartilla) y 0.24
(de 8 a 10.4 lineas de letras en el ojo a 50 cm de la
cartilla) en los pacientes 1, 2 y 3, respectivamente. En
la habilidad para caminar en un cuarto oscuro con
obstaculos, todos los sujetos mostraron una escasa
pero continua mejoria en este afio y medio de valora-
cion comparados con el dia 30 de evaluacion®. Re-
cientemente, Testa, et al. después de 3 afnos de se-
guimiento en 5 pacientes (3 de los cuales fueron
descritos por Maguire y Simonelli®®5°) demostraron
una mejoria estadisticamente significativa de la agu-
deza visual corregida entre la medida base y 3 anos
después del tratamiento en el ojo tratado (p < 0.001)
y el 0jo no tratado (p = 0.041). En forma particular, la
méxima agudeza visual corregida fue observada a los
6 meses después del tratamiento en 3 pacientes y a
los 18 meses en un paciente. Posteriormente a esas
fechas todos los pacientes permanecieron estables a
través de los 3 afios de tratamiento. Un paciente que
tuvo un agujero macular como efecto adverso después
de 14 dias del tratamiento inicial mostré empeoramiento
de esta secuela, pero también una mejoria de su agude-
za visual y estabilidad de ésta en los 3 afios de terapia®.
También se observd un aumento del rea de campo vi-
sual, siendo el mas grande observado en el dia 60
para 4 pacientes y en el dia 180 para un paciente.
En todos los pacientes este aumento permanecio es-
table durante los 3 afios de tratamiento®. Se observo
una diferencia estadisticamente significativa en el
porcentaje de diferencia de constriccion entre el ojo
tratado comparado con el no tratado en 3 pacientes
en un corte realizado al afio de tratamiento. De la
misma forma, no hubo diferencia significativa en el
porcentaje de contraccion pupilar a corto y largo
plazo en tiempo para ningun paciente, lo que demos-
tré que el reflejo pupilar a la luz fue estable en los 3
afos de tratamiento®. En todos los pacientes se ob-
servo también una reduccion en la frecuencia de nis-
tagmus entre el ojo tratado y el no tratado comparan-
do la medida basal y el periodo reportado en este
estudio®. La habilidad de los sujetos para caminar en
un cuarto oscuro con obstaculos (cuantificada por el
numero de obstaculos evitados y el tiempo cronome-
trado en cruzar el cuarto) permanecié estable durante
los 3 afnos. El promedio de engrosamiento macular,
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depresion foveolar y laminacion retiniana permanecio
estable mediante analisis por tomografia de coheren-
cia optica (OCT) durante los 3 afios de seguimiento®.
La microperimetria realizada en un paciente demos-
tré una mejoria evidente en la estabilidad de fijacion
en ambos ojos (tratado y no tratado) a través de los
3 afos después de la terapia®. En conclusion, en
ensayo clinico la terapia génica en pacientes con
LCA2 ha demostrado una estabilidad en la mejoria de
la funcién visual y retiniana lograda pocos meses des-
pués del tratamiento.

Terapia génica para la STGD: Stargen

La STGD es la degeneracion retiniana juvenil mas
comun y tiene una frecuencia de 1 en 10,000 indivi-
duos. Esta enfermedad estd caracterizada por un
dafo rapido de la vision central, atrofia bilateral del
EPR foveal y la aparicion frecuente de flecks amarillen-
tos en la macula y region perimacular de la retina.
Diferentes mutaciones en el gen ABCA4 son respon-
sables de una amplia variedad de distrofias retinianas,
incluyendo la RP, la distrofia de cono-bastén, la DMRE
y la STGD®",

En ratones carentes de copias funcionales de
ABCA4 se ha demostrado una demora en la adapta-
cién a la oscuridad, un incremento de all-transretinal
posterior a la exposicion a la luz, PE (fosfatidil-etano-
lamina) en el segmento externo de los FR y un depo-
sito excesivo de lipofuscina en el EPR®. Recientemen-
te, Binley, et al. han demostrado seguridad en la
transduccion de los FR con LV (EIAV) que contienen
el gen ABCA4 en conejos y macacos®. La liberacion
de un gen normalmente funcional a los FR que portan
una mutacion en el gen ABCA4, via terapia génica,
debe ser considerada como una posible «cura» para
las enfermedades asociadas a ABCA4, debido a que
todas estas enfermedades son recesivas, causadas
por una variable insuficiencia que excede el 50% de
la funcionalidad del gen (asi el agregar un gen funcio-
nal podria restaurar la funcionalidad totalmente), y a
que la degeneracion de las células retinianas en todas
las enfermedades por ABCA4 es tardia;por lo tanto,
esto permite una ventana de tiempo razonable para
una posible intervencioén terapéutica®.

Basados en estudios animales, se han iniciado en-
sayos clinicos utilizando Stargen, un tratamiento basa-
do en LV que portan el gen ABCA4. Actualmente se
estan realizando dos ensayos clinicos que aceptaron
a 28 pacientes y estan evaluando los niveles de segu-
ridad de 3 distintas dosis (fase I/lla). El Unico reporte

hasta la fecha menciona que 8 pacientes han sido
tratados en el primer nivel de dosis sin ningun efecto
adverso serio y que se va a proceder al siguiente nivel
de dosis®.

Terapia génica en pacientes con CHM

La CHM es una distrofia retiniana ligada a X que
tiene una prevalencia de 1 en 50,000-100,000 indivi-
duos y que se caracteriza por una degeneracion pro-
gresiva de la coriocapilaris, el EPR y los FR. Esta en-
fermedad es causada por mutaciones en el gen
REP-1 que codifica una proteina implicada en el trafi-
co vesicular®®. En la primera o segunda décadas de
la vida los afectados (masculinos) comienzan a pre-
sentar nictalopia seguida por restricciones del campo
visual periférico y vision en tunel. En la mayoria de los
casos, la vision central esta preservada hasta la edad
de 40-50 afos. Paralelo a los cambios progresivos de
la agudeza visual, aparecen cambios pigmentarios fi-
nos con atrofia coroidal focal y moteado pigmentario
que frecuentemente es descrito como en «sal y pi-
mienta». La degeneracion progresa mas centralmente
para incluir areas de atrofia en la periferia de la coroi-
des y el EPR. Hasta las ultimas etapas de la enferme-
dad se reporta atrofia en la macula®®. Seis pacientes
masculinos (35-63 afios) fueron aceptados en un en-
sayo clinico para valoracion de fase | 'y fueron tratados
con la liberacion subretiniana del vector AAV con el
gen CHM®”. A pesar de tener un desprendimiento de
retina secundario a la intervencion quirdrgica, lo cual
normalmente reduce la agudeza visual, dos pacientes
con CHM més avanzada y quienes tuvieron una agu-
deza visual corregida basal mas baja ganaron 21 le-
tras y 11 letras, respectivamente (mas de 2 y 4 lineas
de vision), mientras que los otros cuatro pacientes con
agudeza visual basal normal, a los 6 meses tuvieron
una pérdida minima visual de 1 a 3 letras. La maxima
sensibilidad medida con la microperimetria con adap-
tacion a la oscuridad increment6 en los ojos tratados
desde 23-0 db basal a 25-3 db después del tratamien-
to. En este estudio, de forma interesante, los dos pa-
cientes con mas severa CHM mejoraron su agudeza
visual comparando una exploracion oftalmoldgica ba-
sal y otra 6 meses después de la terapia; mientras
tanto en los otros 4 pacientes se preservéd su funcion
visual a pesar de la intervencién quirdrgica, lo que
permitird con valoraciones subsecuentes la preserva-
cién de la agudeza central y evitar o prevenir la dege-
neracion macular, que es caracteristica de las etapas
finales de la enfermedad.
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Otros ensayos clinicos y estudios
preclinicos con terapia génica ocular

Terapia génica en pacientes con RP con
mutaciones en el gen MERTK (receptor
humano de tirosina-cinasa MER)

Un ejemplo de terapia génica para RP en modelos
animales que asemejan las enfermedades en humanos
es la dirigida a mutaciones en el gen MERTK . El pro-
ducto de este gen es requerido para la fagocitosis de
los segmentos externos del FR por el EPR, y cuando
esta ausente dirige a una degeneracion autosémica
recesiva profunda de la retina®. Se han realizado es-
tudios de reemplazamiento génico utilizando AV, AAV
y LV, donde el empleo de este Ultimo en los primeros
estudios fue el mas exitoso ya que fue capaz de pre-
servar la funcion retiniana al menos 7 meses postin-
yeccion en ratas®. La coadministracion de lenti-Mertk
y AAV expresando el factor neurotrofico derivado de las
células gliales fue més efectiva que el lenti-Mertk solo.
Mas recientemente, los vectores AAV8 y AAV2 mostra-
ron funcion retiniana constante y seguridad en ratas
después del tratamiento’"2. Debido a esto, un ensayo
clinico en fase | utilizando un vector AAV2 con un
promotor especifico del EPR y que contiene MERTK
se ha iniciado en Arabia Saudita, y a la fecha 3 pa-
cientes se han tratado con una inyeccion subretiniana
sin efectos adversos registrados hasta el momento®.

Terapia génica en pacientes
con sindrome de Usher (USH)

El USH es un grupo heterogéneo de enfermedades
autosémicas recesivas que se caracterizan por sorde-
ra 'y ceguera. Se han descrito 3 formas que se distin-
guen por la severidad y progresion de la sordera con
o sin disfuncion vestibular y la RP”3. USH1 es la forma
méas frecuente y mutaciones en al menos 5 genes
estan asociadas con esta enfermedad, siendo el gen
MYQO7A responsable del 60% de las mutaciones en
este subtipo’. Estudios en modelos ratones (shaker1
mouse model) han demostrado que la inyeccién subre-
tiniana de EIAV-MYQ7A es capaz de expresarse en el
EPR y los FR’75: de la misma forma, en macacos se
ha demostrado que esta inyeccion subretiniana es se-
gura y bien tolerada’. Por las razones anteriores se
ha iniciado un ensayo clinico fase | en Reino Unido
empleando el vector lentiviral (EIAV) para evaluar la
seguridad de la liberacién subretiniana de MYO7A en
pacientes con USH1B®,

Terapia génica en pacientes con DMRE

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)
es el mayor factor proangiogénico promotor de la neo-
vascularizacion de la vasculatura coroidea en la
DMRE, la cual es la principal causa de ceguera en
personas mayores de 65 afios’®. Recientemente, un
vector AAV2 con una proteina quimérica soluble nueva
(AAV-sFLTO1) controlo la neovascularizacion después
de una simple inyeccion en un modelo murino cuando
fue liberada intravitreamente, una ruta menos trauma-
tica que la administracion subretiniana’” . Posterior-
mente Lukason, et al. incluyeron el andlisis en primates
no-humanos en un modelo de neovascularizacion co-
roidal, observandose una expresion por 5 meses en el
humor acuoso®. Basados en estos datos y la seguri-
dad demostrada en monos, Genzyme/Sanofi ha inicia-
do un ensayo clinico en fase | utilizando AAV2-sFLTO1
intravitrea para DMRE. La inyeccion vitrea de AAV-en-
dostatina, AAV-angiostatina o vector lentiviral de an-
giostatina también han demostrado disminuir significa-
tivamente la neovascularizacion coroidea. En parte,
esos datos han dirigido a la fase | de un ensayo clini-
co empleando un vector EIAV lentiviral que expresa
endostatina (un producto del metabolismo del colage-
no XVIII) y angiostatina (un producto del metabolismo
del fibrindgeno), ambos inhibidores de la angiogénesis.

Terapia génica en pacientes con
enfermedades hereditarias oftalmoldgicas

A la fecha hay muchos modelos preclinicos en es-
tudio, incluyendo GUCY2D (LCA), GNAT2, CNGB3
(acromatopsia), MFRP (nanoftalmos-RP autosémica
recesiva), entre otros. En México, Zenteno, et al. des-
cribieron un nuevo sindrome autosémico recesivo ca-
racterizado por nanoftalmos-RP-foveosquisis-drusas
de nervio ¢ptico en dos familias mexicanas®'#? y una
espanola®®. Dicho sindrome se inicia en la segunda o
tercera décadas de la vida y los autores buscaron
mutaciones en el gen MFRP debido a que éste se ha
relacionado en reportes previos a nanoftalmos y por-
gue en un modelo de animal murino deficiente de MFRP
(rd6 MFRP) se presenté en el cuadro clinico degenera-
cion retiniana recesiva. Se identificaron en todas las
familias estudiadas mutaciones homocigotas, incluyen-
do un heterocigoto compuesto. Estos hallazgos son
apoyados por Won, et al., quienes demostraron que este
gen es necesario para el mantenimiento de los FR®.
En un estudio realizado en un modelo ratén con inicio
temprano de las caracteristicas patolégicas, la liberacion
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subretiniana posnatalmente en el dia 14 de un vector
AAV8 conteniendo el cDNA MFRP pudo prevenir la
degeneracion de FR y restaurar la funcion en el raton
rd6 (a los 2 meses postinyeccion evaluado por ERG e
histologfa retiniana), indicando que el modelo puede ser
Util para la terapia génica en algin ensayo clinico®.
Recientemente, utilizando un vector AAV2 modificado
al reporte anterior®®, también fue demostrado que la
terapia génica demor6 efectivamente la degeneracion
de los FR, pero no de una forma tan eficiente como en
el estudio anterior®.

Conclusion

Se ha realizado un progreso notable en el entendi-
miento de la patogénesis de las enfermedades here-
ditarias oculares y en el mejoramiento de la seguridad
y especificidad de los métodos de transferencia de
genes oculares utilizando ciertos vectores. Se han re-
portado éxitos preliminares en la fase | de ensayos
clinicos realizados para enfermedades como la LCA,
la STGD y la DMRE; no obstante, se necesitan mas
estudios experimentales en ojos de modelos animales
para otras enfermedades y asf traducirlos en ensayos
clinicos para dar esperanzas a muchos pacientes, con
el propdsito de ofrecerles potenciales terapias ocula-
res en un futuro cercano.
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