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RESUMEN

Desde que se introdujo el concepto, en la década de los 70, de tratar una enfermedad reemplazando en el paciente
su DNA danado porun DNA corregido, la terapia genética ha prometido revolucionar la medicina. El primer modelo
de trabajo se probd en ratones en la década de 1980y, en la década de 1990, se comenzaron a utilizar estrategias
de terapias genéticas, con un éxito limitado, para tratar deficiencias inmunitarias y nutricionales. Luego, en 1999,
un paciente en un estudio clinico de terapia genética de la Universidad de Pensilvania murid por complicaciones
asociadas a una respuesta inmune contra el vector genético. La tragedia detuvo temporalmente todo el campo, el
cual se fue recuperando lenta pero sostenidamente, hasta el afio 2012, donde el descubrimiento de CRISPR, una
tecnologia que permite fdcilmente hacer modificaciones precisas en genes humanos, revitalizé nuevamente esta
drea. A continuacion, se presentan los conceptos bdsicos de terapia génica y se realiza un recorrido histdrico con
los mayores hitos que han ocurrido en los Gltimos 50 afos.

SUMMARY

Gene therapy has promised to revolutionize medicine since the concept of treating disease by using viruses
to replace damaged DNA in a patient with corrected DNA was introduced in the 1970s. The first working
model was tested in mice, in the 1980s. In the 1990s, gene therapy strategies began to be used to treat some
immune and nutritional deficiencies, with limited success. Later, in 1999, a patient died in a gene therapy
trial due to complications associated with a severe immune response against the gene vector. This tragedy
temporarily brought the entire field to a halt. Research recovered slowly but steadily, until 2012, when the
discovery of CRISPR, a technology that enables easy and precise modifications of human genes, strongly
reinvigorated the entire field. This review presents the fundamentals of gene therapy and a historical journey
with the main milestones that occurred in the last 50 years.
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INTRODUCCION

El campo de la medicina personalizada y en particular de la te-
rapia génica esta viviendo un periodo excitante y muy promete-
dor. Las nuevas estrategias terapéuticas en desarrollo permiten
vislumbrar un horizonte con tratamientos para enfermedades
genéticas, mucho mas tangible que lo visible hasta hace no mu-
chos anos atrds. Sin embargo, el camino para el desarrollo de es-
trategias de terapia génica no ha sido simple ni ha estado libre
de complicaciones y fracasos. No obstante, los avances, especial-
mente con la aparicién y desarrollo de CRISPR-Cas9, sitdan ac-
tualmente a la terapia génica en una posicién muy auspiciosa. La
terapia génica esta dejando de ser una disciplina ligada a la cien-
cia ficcion, y ya con algunos productos en el mercado y muchos
otros en diversas fases de estudios clinicos, es realista esperar que
nuevas terapias estén disponibles en el futuro cercano.

UNA PARTIDA EN FALSO

Jesse Gelsinger muri6 el 17 de septiembre de 1999 a los 18 anos
como consecuencia directa del uso de una estrategia de terapia
génica en un estudio clinico. Jesse sufria una deficiencia de la
enzima ornitina transcarbamilasa, una enfermedad del higado li-
gada al cromosoma X, cuyos sintomas incluyen la incapacidad de
metabolizar el amonio, que es un subproducto del metabolismo
de proteinas. Dicha enfermedad es mortal en recién nacidos, pero
Jesse no habia heredado la enfermedad, sino que fue causada por
una mutacién espontanea, resultando en un fenotipo menos gra-
ve. Jesse podia mantener una calidad de vida decente con una
dieta estricta y algunos medicamentos. Jesse fue incluido en una
serie de ensayos clinicos realizados por la Universidad de Pensil-
vania que buscaba el desarrollo de un tratamiento para los recién
nacidos con enfermedades severas. El 13 de septiembre, Jesse
fue tratado con un adenovirus modificado que portaba la copia
correcta del gen, que contrarrestaria su enfermedad. Jesse fue
la decimoctava persona en recibir el vector viral modificado. Los
pacientes anteriores en el ensayo habian experimentado efectos
adversos con sintomas similares a los de una gripe. Jesse, sin em-
bargo, tuvo una reaccién adversa severa, muriendo cuatro dias
mas tarde, como consecuencia de una fuerte respuesta inmune
causada por el uso del vector adenoviral, lo que le produjo un fallo
multiorganico y muerte cerebral.

La noticia de la muerte de un paciente como consecuencia de un
tratamiento experimental, sacudié el campo de la terapia génica
vy a las ciencias biomédicas. La prensa retraté a los investigadores
del ensayo como demasiado ansiosos, ambiciosos y poco cau-
telosos'. El campo de la terapia genética colapsé rapidamente,
cerrdndose las investigaciones y estudios clinicos en marcha. En
los 20 anos transcurridos desde la muerte de Jesse el campo se
ha ido recuperado. Hoy en dia, empresas publicas y privadas en
el mundo han invertido miles de millones de délares en esfuer-
z0s para curar enfermedades alterando o reemplazando genes

defectuosos. Hasta la fecha, estos esfuerzos han producido solo
unos pocos productos para terapia génica comercializables: tres
terapias para enfermedades hematolégicas, un tratamiento que
revierte una forma de ceguera hereditaria y, mas recientemente,
una terapia para la atrofia del musculo espinal?. La innovacién se
ha acelerado dramaticamente en los Ultimos anos gracias a CRIS-
PR-Cas9, herramienta que ha permitido una edicién altamente
especifica de genes, de forma mucho mas barata y réapida que
los métodos anteriores. Asf, los tratamientos para la hemofilia, la
distrofia muscular y otras enfermedades genéticas parecen ahora
mucho mas alcanzables.

¢QUE ES LA TERAPIA GENICA?

Se define como terapia génica a cualquier procedimiento median-
te el cual se modifiquen genéticamente las células de un paciente
con el propoésito de tratar o aliviar una enfermedad?. Acorde con
esta definicion, queda inmediatamente fuera de esta categoria
cualguier estrategia que apunte a una eventual mejora genética
distinta a la del tratamiento de una patologfa (como por ejemplo
la busqueda de un mayor rendimiento deportivo). La modificacién
genética puede incluir: 1) la introduccién de genes ausentes; 2) la
inhibicién de genes sobre-expresados, y/o; 3) la correccién de ge-
nes defectuosos, para restablecer una funcion celular defectuosa o
ausente, interferir con una funcion celular no deseada, o introducir
una nueva funcién*’. A diferencia de la farmacologia clasica, en te-
rapia génica, tanto el blanco terapéutico como la molécula tera-
péutica son acidos nucleicos, DNA o RNA, y el mecanismo de accion
ocurre a nivel de la transcripcion del DNA a RNA mensajero, o la
traduccion del RNA mensajero a proteina. El efecto terapéutico de
una terapia génica se relaciona directamente con la secuencia de
acido nucleico que se administra, o con el producto de la expresion
genética de esta secuencia. Sin embargo, la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) excluye a las vacunas contra enfermedades
infecciosas como medicamentos de terapia genética, por lo que las
vacunas en base a RNA mensajero usadas para el COVID-19 no caen
dentro de la categoria de terapia génica.

En terapia génica cobra mucha relevancia la combinacion de tres
elementos claves: 1) el material genético a transferir; 2) el mé-
todo de transferencia, y 3) el tipo celular que incorporara dicho
material genético. Con respecto a este dltimo punto, las estra-
tegias pueden estar dirigidas a modificar células in vivo donde la
entrega directa de material genético se realiza por via intravenosa
o localmente a un érgano especifico®, o modificar a células ex vivo,
es decir, extraer células especificas de una persona, alterarlas ge-
néticamente en el laboratorio y luego implantarlas nuevamente
al paciente®’. La estrategia a elegir dependera de la enfermedad
especifica y de las células involucradas, asi como del objetivo fi-
nal del tratamiento. Por ejemplo, para el tratamiento de células
especificas, como las células del ojo, la transferencia génica in
vivo funcionara bien para tratar un trastorno que afecte especifi-
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camente la estructura o funcién de los ojos de una paciente. Por
otro lado, un tratamiento ex vivo puede ser mas adecuado para
tratar afecciones que afectan la sangre, como la hemofilia, en el
que las propias células madre autorrenovables de un paciente
pueden se extraidas, modificadas con un gen funcional y luego re
administradas en el paciente ©#°,

¢COMO FUNCIONA LA TERAPIA GENETICA?

La terapia génica es un enfoque terapéutico que tiene como obje-
tivo agregar, eliminar o corregir material genético para tratar una
enfermedad. La modificacion del material genético cambia la for-
ma en que la célula produce una proteina. En otras palabras, la te-
rapia génica le otorga a la célula un nuevo conjunto de instruccio-
nes para cambiar la cantidad o el tipo de proteina que produce®“.

Las estrategias de terapia génica pueden clasificarse en dos ca-
tegorias: 1) terapia génica de linea germinal y 2) terapia génica
somatica. La diferencia entre estos dos enfoques es que, en la te-
rapia génica somatica, el material genético se inserta en algunas
células blanco, pero el cambio no se transmite a la siguiente ge-
neracion, mientras que, en la terapia génica de linea germinal, el
gen terapéutico o modificado se transmitira a la siguiente gene-
racion. Esta diferencia es importante ya que la legislacion actual
permite la terapia génica solo en células somaticas. En adelante
nos referiremos solo a la terapia génica somatica.

ADICION GENICA

La adicién de genes trata las enfermedades al agregar material ge-
nético a las células de una persona para compensar un gen faltante
o defectuoso?. Esta estrategia generalmente implica la insercién de
copias funcionales de un gen (también conocido como transgén)
en las células de una persona. Los vectores entregan el transgén
a las células del paciente, ya sea in vivo o ex vivo. Mas adelante se
presentaran los tipos de vectores disponibles para transferir genes
en una célula. Una vez dentro de la célula, el transgén proporciona
ala célula instrucciones que conducen a la produccién de proteinas
funcionales. Con la terapia de adicion de genes, el gen mutado no
necesita ser reemplazado ni eliminado®®. La adicién génica permi-
te tratar enfermedades monogénicas. Algunas de estas enferme-
dades que afectan a un solo gen incluyen las hemoglobinopatias,
como la anemia de células falciformes y la talasemia. Las dreas adi-
cionales que se estan estudiando para la terapia génica de adicion
son las enfermedades pulmonares, como la fibrosis quistica, v las
enfermedades de la sangre, como la hemofilia® ™.

EDICION GENICA

La edicién de genes trata las enfermedades modificando direc-
tamente el DNA de un paciente a través de varias técnicas que
incluyen la inactivacion o alteracion de genes (también denomi-

nada silenciamiento génico), y correccion génica®. En las estrate-
gias de edicion génica, no se agrega el gen corregido, sino que se
busca la generacion de quiebres o rupturas especificas en el DNA
de un paciente, con o sin las instrucciones para una reparacion
posterior>'2, Las rupturas generadas en el DNA del paciente bus-
can “inactivar” el gen defectuoso responsable de la enfermedad®.
En algunas enfermedades, las mutaciones pueden hacer que el
gen exprese proteina en exceso, que pueden acumularse en 6r-
ganos clave del cuerpo y provocar los sintomas de una enferme-
dad. Apagar o inactivar el gen sobreexpresado puede detener su
actividad y tratar la enfermedad?2. Las rupturas en el DNA pueden
también ser reparadas por la maquinaria de reparacion intrinseca
de las células. Si la ruptura se realiza en la regién donde se ubica
la variante genética patogénica responsable de la enfermedad, es
posible corregir dicha ruptura proporcionando una plantilla co-
rrectiva o “insertando” nuevo material genético para que la célula
lo utilice para reparar el gen mutado permitiendo asf corregir o
anular’. Esta forma de terapia, aln en fase experimental, puede
jugar un papel importante en el futuro si se resuelven algunos
problemas intrinsecos de la estrategia que se mencionardn pos-
teriormente. Sin embargo, existen ejemplos promisorio de este
tipo de estrategia experimental en células hematopoyéticas para
el tratamiento de la beta-talasemia y anemia falciforme™.

VECTORES: HERRAMIENTAS PARA LA ENTREGA DE
GENES

Como se ha mencionado, la terapia génica funciona mediante la
introduccion del material genético en el nicleo celular. El sistema
utilizado para entregar material genético se conoce como vector.
Entonces, un vector es un vehiculo de reparto microscoépico que
despacha paquetes de material genético a direcciones especificas
que son las células blanco* ' Existen 2 tipos de vectores, los vec-
tores virales y no virales.

Vectores no-virales

Los vectores no virales utilizan métodos fisicos o quimicos para in-
troducir el material genético en una célula. Los métodos quimicos
utilizan materiales naturales o sintéticos, compatibles con el cuer-
po humano, por lo que la probabilidad de generar una respuesta
inmunitaria es baja. Estos incluyen moléculas lipidicas, polimeros
v nanoparticulas'. Los vectores no virales mas activamente inves-
tigados incluyen los vectores basados en polimeros lipidicos que
encapsulan al transgén, protegiéndolo de la degradacion y entre-
gandolo al interior celular al fusionarse con la membrana celular
que también es de naturaleza lipidica. Debido a que los polimeros
lipidicos son rapidos de fabricar, eficientes y escalables al tamafo
del material que se entrega, tienen muchos usos potenciales en te-
rapia génica'®. La electroporacién es una técnica fisica basada en el
uso de pulsos eléctricos para formar poros en la membrana celular,
lo que permite la introduccion del material genético’. Aunque la
electroporacion se ha explorado in vivo, los ensayos clinicos recien-
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tes administran la terapia génica mediante la electroporacion en
las células del paciente fuera del cuerpo (ex vivo). Esta y otras for-
mas fisicas de administrar terapia génica, incluido el DNA balistico
(también llamado “pistola de genes”), que usa la fuerza, disparando
nanoparticulas de oro cubiertas con el transgén), la sonoporacion
(que usa el sonido) y la fotoporacién (que usa la luz) son un campo
de activa investigacion y desarrollo™.

Vectores virales

Los virus proporcionan un modelo ideal para administrar un
transgén en una estrategia de terapia génica. El disefio natural de
los virus los hace muy eficaces en ingresar a una célula. Actual-
mente se conoce el genoma completo de muchos virus. Con esta
informacion, es posible aislar las partes del genoma del virus que
los hacen tan eficaces en ingresar a las células, y eliminar aquellas
partes que causan una enfermedad o que permiten la replicacion
del virus en el interior de la célula. Asi, como un caballo de Troya
genético, se pueden utilizar algunos componentes del virus origi-
nal como su capside o envoltura, que por si solas no son capaces
para causar una infeccién viral, reemplazando su contenido con
el transgén terapéutico®'®. Actualmente, los vectores virales son
el vehiculo mas utilizado en las estrategias de terapias génicas
aprobadas por la FDA™,

Si bien existen varios tipos virales, la eleccién de un vector se basa
en caracteristicas como la duracion de la expresion génica, el ta-
mano del material genético que se puede administrar, las células
blanco a la cual se desea llegar, y la inmunogenicidad?.

Vectores lentivirales (LVV)

Los vectores lentivirales son una especie de retrovirus. El lentivirus
mejor estudiado es el VIH. Los vectores lentivirales tienen la ca-
pacidad de ingresar a la célula e insertar su material genético en
células en activa division, como las células madre, y células que
no se dividen, como las células cardiacas. Los lentivirus integran
su material genético en el genoma del huésped. Esta integracion
significa que el material genético tiene una mayor durabilidad, lo
gue permite una expresion continua del transgen®'81%, Los lenti-
virus se han utilizado ampliamente como vectores de administra-
cién de genes desde mediados de la década de 199022, Desde
entonces, se han desarrollado nuevas generaciones de vectores
lentivirales, con mejoras en la seguridad y estabilidad de la ex-
presion génica. Poletti y Mavilio presentan una reciente revision
sobre el diseno de vectores lentivirales para el tratamiento de en-
fermedades genéticas??.

Vectores adenovirales (AdV)

El primer vector viral utilizado en la terapia génica se basé en el
adenovirus, que es un virus que causa el resfriado comdn. Se des-
cubrié que algunos AdV desencadenan reacciones inmunes fuer-
tes y potencialmente peligrosas en los pacientes. Sin embargo,
una investigacion considerable ha ayudado a comprender estas

respuestas inmunitarias y los AdV se han mostrado prometedores
en el tratamiento del cancer. Aln se estan explorando mas inves-
tigaciones sobre el uso de AdV?3. Los adenovirus se utilizaron por
primera vez para la entrega de genes a mediados de la década
de 1950, y su uso destaca en la investigacion y desarrollo de tra-
tamientos para tumores cancerosos, tratamientos de patologias
vasculares y vacunas®+?°,

Vectores virales adeno-asociados (AAV)

Los estudios con adenovirus llevaron al descubrimiento de los AAV
en la década de 1960 al aparecer en imagenes de microscopia
electrénica como pequefas particulas icosahédricas junto a los
adenovirus (ver figura 1)?¢%’, Los virus adenoasociados son virus
muy pequenos, pertenecen a la familia de los parvovirus, y como
su nombre lo dice, estdn asociados o dependen de los adenovirus
para replicarse. Es decir, no son auténomos, y aungue los AAVs
estan extendidos en la poblacién humana, no estan asociados con
ninguna enfermedad conocida. Estas caracteristicas convierten a
los AAV en el vector viral mas utilizado en terapia génica, y en una
amplia variedad de ensayos clinicos. Hay muchos tipos diferentes
de AAV. Cada tipo tiene una propiedad diferente que les permi-
te dirigirse a diferentes células, que van desde las células renales
hasta las neuronas del cerebro?®-°.

Figura 1. Adenovirus y virus adenoasociado

La microfotografia electronica muestra un adenovirus rodeado de virus
adenoasociados. Los virus adenoasociados son virus pequefios que
dependen del adenovirus para poder infectar. Son de tamafio pequefio,
No generan una respuesta inmune y no se han asociado a enfermedades
en humanos. Los virus adeno-asociados son una gran herramienta para
terapia génica ya que su modificacion en el laboratorio permite utilizarlos
como vectores para la entrega de material genético en una gran diver-
sidad de tipos celulares. Imagen editada de http://www.virology.net/
Big_Virology/BVDNAparvo.html
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LVV VERSUS AAV VERSUS ADV

Los LVV son vectores integradores; el material genético entregado
se integra permanentemente en el DNA de las células del hués-
ped. Una ventaja de la integracién es que, aunque las células se
dividan, el material genético no se diluye en cada ciclo de division
celular, ya que se convierte en parte integral del DNA de la célula
original, y en consecuencia de cada nueva célula hija también.
Esto significa que la expresion del transgén es duradera y, con
el tiempo, puede seguir ofreciendo los mismos beneficios tera-
péuticos que cuando se entregd por primera vez?”?, Los AAV no
integran el material genético en las células del huésped, v, por lo
tanto, el efecto del tratamiento disminuye en el tiempo ya que
el transgén se diluye cada vez que las células se dividen. Sin em-
bargo, en las células que no se dividen, la expresién genética es
duradera. Ademas, los AAV no son inmunogénicos, y diferentes
tipos de AAV pueden infectar diferentes tipos de células. Debido
a esto, los AAV se utilizan ampliamente en estrategias de terapia
génica hoy en dia para atacar diferentes enfermedades segun los
tipos de 6rganos y tejidos a los que afectan?”2?%, Los AdV tienen
una mayor capacidad de empaquetamiento de material gené-
tico que los AAV, lo que implica que pueden transportar genes
mas grandes. Los AdV también tienen altos niveles de expresion
de proteinas en comparacién con el bajo nivel de expresién de
proteinas de los AAV. Con respecto al inicio de la expresién del
transgén, y en consecuencia del eventual efecto terapéutico, los
AdV pueden iniciar la expresion de 16-24 horas después de la
infeccién, mientras que los AAV tardan entre 3-21 dfas?. Uno de
los principales beneficios de los AAV es que tienen un nivel muy
bajo de desencadenar una respuesta inmune, mientras que los
AdV generalmente desencadenan una alta respuesta inmune por

lo que cualquier estrategia terapéutica debe considerar el ma-
nejo clinico de la respuesta inmunitaria?’. La figura 2 presenta un
grafico adaptado con los principales vectores utilizados en ensa-
yos clinicos de estrategias de terapia génica en la actualidad®".

POTENCIALES RIESGOS DE LA TERAPIA GENICA

Como con cualquier tratamiento, existen riesgos asociados con
la terapia génica. El riesgo depende del tipo de terapia génica,
el tipo de vector utilizado para administrar la terapia génica, y
el método de administracion®?. Los principales riesgos incluyen:
1) Reaccién inmune: una reaccién inmune al sistema de adminis-
tracion de la terapia génica o la proteina terapéutica podria hacer
que la terapia sea menos eficiente. Ademas, los anticuerpos con-
tra el sistema de administracién de terapia génica pueden evitar
que se administre una eventual segunda dosis®?; 2) Mutagénesis
de insercion: la utilizacién de vectores que inserten el transgén
en ubicaciones no deseadas en el genoma del huésped puede
resultar en una division celular descontrolada u oncogénesis de
insercién®?; 3) Inactivacion involuntaria de otros genes con fun-
ciones importantes?2,

RECORRIDO HISTORICO

La mayoria de los investigadores creian que la terapia génica era
posible desde el principio. Pero ha llevado décadas de trabajo,
una mejor comprension de la genética de los vectores virales, sus
interacciones con el genoma celular y el desarrollo de técnicas
con el potencial de tratar enfermedades hereditarias y canceres a
nivel genético. En los Ultimos anos, la terapia génica ha avanzado

Figura 2. Principales vectores utilizados en estudios clinicos de terapia génica

Vectores usados en
estudios clinicos de

terapia génica

m Listeria monocitogenes

= RNA desnudo

m Poxvirus + Vaccinia Virus
Poxvirus

N Lipofeccion

B Vaccinia virus

B Herpes simplex virus

B Lentivirus

B AAV

B DNA plasmidial

B Retrovirus

B Adenovirus

B Otros vectores
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mucho. Ahora, continla avanzando desde la investigacion hasta
las posibles aprobaciones de la Administracion de Drogas y Ali-
mentos de los EE.UU. (FDA), con el objetivo final de servir a las po-
blaciones de pacientes que pueden beneficiarse. Hasta la fecha,
la FDA ha recibido mas de 900 solicitudes para investigar estrate-
gias de terapia génica en ensayos clinicos, pero solo 10 productos
han sido aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) en
EE.UU., y/0 en Europa por la European Medicines Agency (EMA)?33,
La tabla 1 redne los productos de terapia génica aprobadas.

1973: Se descubrié una técnica de ingenieria genética que per-
mite que el material genético de un organismo sea introducido,
replicado y expresado artificialmente en otro**. El DNA se insert6
en un plasmido (una estructura de DNA circular que puede repli-
carse sin un cromosoma), que luego se introdujo en una bacteria
E. coli. Cuando la bacteria se reprodujo, replicé el DNA introduci-
do, manteniendo su material genético original.

1980: Una de las primeras veces que se probd la terapia génica
en 2 pacientes con beta-talasemia, un trastorno sanguineo he-
reditario poco comdn, transfiriéndoles el gen de la beta-globina

a sus células. Sin embargo, la estrategia no funciond porque las
células no se replicaron. Pero lo mas grave fue que la estrategia se
realiz6 sin el permiso de la universidad a la que se le proporciona-
ron los fondos por el Instituto Nacional de Salud de EE.UU. (NIH).
El investigador perdié mdltiples subvenciones y el NIH advirtié
que la experimentaciéon humana no seria tolerada®*.

1990-95: El primer ensayo clinico de terapia génica se llevé a
cabo en pacientes con inmunodeficiencia combinada grave, uti-
lizando una nueva tecnologia de vectores virales basados en re-
trovirus. Los resultados fueron mixtos, con 1 respuesta modesta y
1 respuesta limitada*. Otros estudios también reportaron resul-
tados promisorios®/38,

1996: La primera generacion de vectores lentivirales (LVV) se cred
utilizando 3 plasmidos diferentes que contenfan una porcion des-
activada del genoma del VIH, por lo que era poco probable que
el VIH se replicase en las células humanas®. LW de segunda y
tercera generacion siguieron un par de anos mas tarde, con una
menor cantidad del genoma original del VIH ya que se les fue-
ron extrayendo porciones de DNA importantes para su virulencia,

Tabla 1. Productos de terapia génica con aprobacion comercial en EE.UU. y UE

Nombre del Enfermedad blanco

Farmacéutica propietaria

Aprobacién comercial

producto
ABECMA Mieloma multiple Celgene Corp. FDA, EMA (condicional)
P (Bristol-Myers Squibb Company) '
. . Juno Therapeutics, Inc.
BREYANZI Linfoma de células B (Bristol-Myers Squibb Company) FDA
IMLYGIC Melanoma |rre.secable BioVex, Inc. FDA. EMA
metastasico (Amgen Inc.)
KYMRIAH Hiriienne @ FeEEhdn 62 oo sz coniesls Carp. FDA, EMA
células B
LUXTURNA Distrofia retinal Spark Therapeutics, Inc. FDA, EMA
YESCARTA Linfoma B difuso de Kite Pharma, Inc. FDA
células grandes.
ZOLGENSMA Atrofia muscular espinal Novartis Gene Therapies, Inc. FDA, EMA (condicional)
TECARTUS Linfoma de células del Kite Pharma, Inc. FDA, EMA
manto
ZYNTEGIO Beta-talasemia Bluebird bio EMA
STRIMVELIS ADA-SCID GSK EMA
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reduciendo asi caracteristicas patogénicas del virus parental, sin
afectar su capacidad como vector®41,

1999: Luego de la muerte de Jesse Gelsinger, primera muerte
asociada a una estrategia de terapia génica, la FDA y el NIH crea-
ron nuevos programas, el Plan de Monitoreo de Ensayos Clinicos
de Terapia Génica y los Simposios de Seguridad en la Transferen-
cia Genética, en un esfuerzo por garantizar la seguridad y trans-
parencia de los ensayos clinicos de terapia génica. La proteccion
adicional del paciente causo retrasos en la investigacion en ese
momento, pero ha llevado a un mayor énfasis en la seguridad y el
intercambio de datos en los esfuerzos de investigacion de terapia
génica desde entonces'.

2000: Un ensayo clinico de terapia génica con un retrovirus
generd preocupacion sobre la seguridad de la insercion de ge-
nes*>*, Se trataron pacientes con inmunodeficiencia combinada
grave ligada al cromosoma X. De los 10 pacientes enrolados en el
estudio, 9 fueron tratados, pero 4 de los 9 pacientes desarrolla-
ron leucemia. Este estudio demostré la necesidad de mejorar los
vectores virales en |a terapia génica.

2001: La FDA aprobé el primer ensayo clinico en humanos
(NCT00295477) que utilizé un LVV para probar la seguridad y to-
lerabilidad de una sola transduccién en pacientes con VIH*. La
prueba de fase 1 se completd con éxito, lo que abrio la puerta a
mas investigaciones con LVV, incluida una prueba de fase 2.

2003: La Administracién Nacional de Productos Médicos de Chi-
na, aprobd la primera terapia génica disponible comercialmente
en el mundo para tratar el carcinoma de células escamosas, una
forma de cancer de piel*>*.

2009: En un ensayo clinico, se tratd una enfermedad ocular ge-
nética con un vector viral adenoasociado (AAV). Ocho anos des-
pués, este ensayo fundamental llevo a la aprobacion de la FDA de
la primera terapia génica en los EE.UU.“”. En el 2009 también se
presenta la primera aplicacién clinica de una terapia para la co-
rreccion de una enfermedad neurometabdlica utilizando vectores
lentivirales en células troncales hematopoyéticas®.

2010: Un LVV autoactivante se utilizd por primera vez en ensayos
clinicos de terapia de adicién de genes en hemoglobinopatias?'.

2012: La Agencia Europea de Medicamentos (EMA) aprobé la
primera terapia de adiciéon de genes utilizando un AAV para el
tratamiento de la deficiencia de lipoproteina lipasa®. Esta terapia
génica se retir6 del mercado posteriormente en 2017 debido a
su uso limitado®®.

2012: Se desarrollé una técnica de edicion de genes llamada
CRISPR-Cas9 que puede modificar secuencias de DNA especificas®'.

2016: La EMA aprobd la primera terapia de adicion de genes
basada en retrovirus para tratar la inmunodeficiencia combinada
grave con adenosina desaminasa (ADA-SCID). Esta terapia contie-
ne células CD34+ transducidas con un vector retroviral que codi-
fica la secuencia de DNA complementario de ADA humana®?.

2017: La FDA aprobé la primera terapia de adicién de genes in
vivo para tratar a pacientes con una forma rara de ceguera here-
ditaria llamada distrofia retiniana bialélica asociada a la mutacion
del gen RPE65%3,

2017: La FDA aprobé una terapia con células CAR-T para el trata-
miento de pacientes con linfoma de células B grandes en recaida/
refractario (R/R DLBCL)®.

2018: Se inicié el primer ensayo clinico con CRISPR-Cas9
(NCT03655678). Este estudio investiga el uso de CRISPR-Cas9
para la alteracién genética en las hemoglobinopatias beta'.

2019: La FDA aprob6 una terapia de adicién génica in vivo basada
en AAV para la atrofia muscular espinal®®.

2019: La EMA respaldé una terapia de adicién génica ex vivo ba-
sada en LVV para una enfermedad genética llamada beta-tala-
semia dependiente de transfusiones®®, reportando que no habia
evidencia de desarrollo de leucemia mieloide aguda en los pa-
cientes que recibieron el vector viral. Se concluye que los benefi-
cios de la terapia génica superan los riesgos.

2020: La FDA finalizd 6 pautas de terapia génica que incluyen un
borrador de pautas para la investigacion y el desarrollo clinico de
terapias génicas®’.

2021: Una recién nacida de 4 dfas recibié terapia génica in vivo
para la atrofia muscular espinal, lo que la convierte en la paciente
mas joven hasta la fecha en recibir terapia génica®®.

CRISPR-Cas9

CRISPR es el acrénimo del inglés para “Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats” que en castellano significa
“repeticiones palindrémicas cortas, agrupadas y espaciadas regular-
mente” Pero ¢qué es CRISPR y porqué es tan relevante para la tera-
pia génica? CRISPR es un sistema bioldgico descubierto en bacte-
rias, utilizado para protegerse de la infeccién de bacteriéfagos (virus
que infectan bacterias). Comdnmente se describe al sistema CRISPR
como un sistema inmune rudimentario de las bacterias. Brevemen-
te, las bacterias, al ser infectadas por un bacteriéfago, son capaces de
copiar fragmentos del DNA viral e integrarlo en su propio genoma,
y, por lo tanto, perpetuarlo en las colonias de bacterias sucesivas. Si
el bacteriéfago volviese a infectar las colonias bacterianas que con-
tienen el fragmento viral integrado expresaran proteinas especiales
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capaces de cortar DNA (nucleasas), y con ayuda de un RNA guia, ge-
nerado a partir del DNA integrado en la infeccién inicial, formaran
una molécula compuesta de RNA y proteina (ribonucleoproteina)
capaz de dirigirse especificamente al segmento del DNA viral que
fue copiado inicialmente, cortandolo vy, por lo tanto, inactivando al
virus (figura 3). La analogia con un sistema inmunitario es evidente.
El descubrimiento del sistema CRISPR-Cas9 le valié el premio Nobel
de Quimica a Jennifer Doudna y Emmanuelle Charpentier en el afo
2020, El sistema CRISPR-Cas9 ha sido vigorosamente estudiado,
adaptado y modificado, permitiendo su uso en humanos'® y anima-
les. Actualmente, CRISPR no solo permite el corte e inactivacion de
genes sino su edicion y reparacion, de forma simple, efectiva y espe-
cifica (Leonova y Gainetdinov®® presentan una buena revision sobre
el uso de CRISPR/Cas9 en medicina). La combinacion de CRISPR y
AAVs prometen grandes avances en materia de terapia génica en los
proximos anos, con potencial uso en la cura de la infeccion por VIH, y
sindromes genéticos hereditarios®’.

TERAPIA GENICA EN CHILE

En Chile se han llevado a cabo estudios en fase preclinica con es-
trategias de terapia génica. Se ha estudiado estrategias de terapia
génica para el tratamiento del alcoholismo®?, diabetes mellitus
mediante el uso de AAV®?, y enfermedades neurodegenerativas®.
Sin embargo, el paso de estudios en fase preclinica a fases clinicas
requiere de una capacidad y financiamiento dificiles de alcanzar
por universidades o centros de investigacion locales sin el apo-
yo de otras fuentes de financiamiento. Las opciones mas realis-
tas son el desarrollo de estrategias que puedan ser patentadas
y posteriormente licenciadas para su desarrollo en centros con
capacidad de realizar estudios clinicos®. Pese a esto, herramien-
tas como CRISPR estan acercando el mundo de la investigacion
de laboratorio con el mundo de la clinica y los pacientes, lo que
da mayor esperanza para el desarrollo de terapias génicas en un
futuro no tan lejano.

Figura 3. Funcionamiento del sistema CRISPR/-Cas9

@ Infeccion
Fase 1: Inmunizacién/Adquisicién: . 8
Informacion para “recordar” al virus /
.
Procesamiento
del DNA viral J
Casl,/ rasa  DNAviral
@ Incorporacion dal
DHNA viral en el
DNA bacteriano CRISPR locus
. Spacer! Spacer
@ Expresién de
Spacers y
tracrRNA o i
=i . L pre-crRNA
@ Procesamianto RNase [Ii l
de Pre-crRNA
: L J
Cas® | / GRNA
Fase 2: Defensa/Resistencia: e oA
. | vira ¥
Corte del DNA viral i % "
ribonuc wil | e
LTt lopm!“_n_‘ * ‘/
(7) Hibridacién y corta o
del DNA viral

El llamado “sistema inmune de las bacterias” es un mecanismo por el cual se reconoce el genoma de un virus que infecta a bacterias (bacteriofago), se
inactiva y se destruye, al mismo tiempo que una parte de ese genoma viral se incorpora al genoma de la bacteria, para asi generar una protecciéon mas
eficiente frente a futuras infecciones. En la primera fase, (1) un bacteriofago infecta e introduce su DNA en una bacteria. (2) Luego, un tipo de proteinas
Cas reconocen al DNA viral, y (3) integran un pequefio fragmento en el genoma bacteriano. Este fragmento servira de “memoria” para futuras infec-
ciones. En respuesta a una nueva infeccion estos fragmentos (4) se expresan y (5) se procesan, formandose (6) un complejo ribonucleoprotéico (RNA +
proteinas) que consiste en proteinas Cas que portan unido un pequefio crRNA (“cr” por CRISPR) que es mucho mas eficiente en su union al DNA viral.
Cuando la bacteria es infectada nuevamente por el mismo virus, (7) al DNA viral se le une el complejo crRNA/Cas, fragmentandose el DNA viral para

luego ser degradado.



[Avances en terapia génica en humanos: Algunos conceptos basicos y un recorrido historico - Gonzalo Encina Silval

CONCLUSIONES

La terapia génica ha recorrido un camino sinuoso desde sus
primeros ensayos de prueba de concepto en humanos en la
década de 1990, con algunos efectos adversos devastadores,
pero también con algunos éxitos notables. Esos altibajos ex-
tremos se han estabilizado, y ahora la terapia génica ha co-
menzado a avanzar a un paso firme y sostenido. Se han aliviado
algunos casos de ceguera, se ha abordado la causa subyacen-
te de la anemia de células falciformes y se han comenzado a

tratar trastornos congénitos, como la atrofia muscular espinal,
que de otro modo podrian ser letales. El casi milagroso poten-
cial curativo de la terapia génica trae consigo una abundancia
de esperanza. Sin embargo, con esa esperanza vienen otros
problemas: problemas de sobreexpectacion, de asequibilidad
y de accesibilidad. Los enfoques actuales de la terapia génica
son costosos y no estan facilmente disponibles, aspectos que
limitan su posible alcance. Resolver estos problemas puede ser
el préximo gran desafio del campo.
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