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RESUMEN

Las estrategias de terapia génica incluyen diversos enfoques, como la sustitucion y la edicion de genes. La
sustitucion proporciona una copia funcional de un gen alterado y la edicion permite corregir una
mutacién genética preexistente. La terapia génica ya esta aprobada para trastornos genéticos como la
amaurosis congénita de Leber y la atrofia muscular espinal, y actualmente se estudia su uso en
cardiologia. En esta revision se resume el mecanismo de las distintas estrategias de terapia génica, los
sistemas de administracion disponibles, los principales riesgos relacionados con la terapia génica, los
ensayos clinicos en curso y los objetivos futuros, con especial atencién a las miocardiopatias.
© 2023 Sociedad Espariola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un articulo Open Access
bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Gene therapy for heart failure and cardiomyopathies

ABSTRACT

Gene therapy strategies encompass a range of approaches, including gene replacement and gene editing.
Gene replacement involves providing a functional copy of a modified gene, while gene editing allows for
the correction of existing genetic mutations. Gene therapy has already received approval for treating
genetic disorders like Leber’s congenital amaurosis and spinal muscular atrophy. Currently, research is
being conducted to explore its potential use in cardiology. This review aims to summarize the
mechanisms behind different gene therapy strategies, the available delivery systems, the primary risks
associated with gene therapy, ongoing clinical trials, and future targets, with a particular emphasis on
cardiomyopathies.
© 2023 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. This is an open access article
under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Abreviaturas

AcN: anticuerpos neutralizantes
DMD: distrofia muscular de Duchenne
ED: enfermedad de Danon

EF: enfermedad de Fabry

MCH: miocardiopatia hipertrofica
NPL: nanoparticula lipidica

VAA: virus adenoasociados

administran en forma de acidos nucleicos, virus o microorganis-
mos modificados genéticamente. El objetivo de esta revision es
analizar el estado actual de las terapias génicas, su aplicacion en el
tratamiento de las enfermedades cardiovasculares y los retos de
futuro, con especial atencion a las miocardiopatias.

HISTORIA DE LAS TERAPIAS GENICAS

La terapia génica humana ha experimentado un rapido
desarrollo desde que Theodore Friedmann y Richard Roblin

INTRODUCCION

publicaron en 1972" los primeros informes sobre su potencial y
los retos que planteaba. Desde entonces, los cientificos se han
esforzado por elaborar un método seguro, duradero y eficaz para
modificar y manipular las células humanas y lograr efectos

La terapia génica humana actda a través de la transcripcion o
traduccién del material genético transferido o mediante Ia
integracion en el genoma del huésped. Estas terapias se
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terapéuticos en diversas enfermedades hereditarias. En 1989 se
llevé a cabo el primer ensayo de terapia génica humana aprobado,
en que se utilizd un vector retroviral para insertar un gen que
codifica la resistencia a la neomicina en linfocitos infiltrantes de
tumores humanos para el tratamiento del melanoma metastasico?.
Poco menos de 1 afo después, otro grupo de investigadores llevo a
cabo el primer ensayo de terapia génica aprobado para el
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tratamiento de enfermedades genéticas hereditarias. En ese
estudio, un vector retroviral transfirid6 una copia funcional del
gen de la adenosina desaminasa a linfocitos T explantados de
pacientes con inmunodeficiencia combinada grave por deficiencia
en adenosina desaminasa. Durante un periodo de 2 afios, los
2 pacientes recibieron multiples infusiones autologas de células T
modificadas®. Estos ensayos clinicos sentaron las bases del
potencial de la terapia génica al demostrar la viabilidad, la
durabilidad y la seguridad potencial del uso de vectores virales
para administrar material genético como aproximacion terapéu-
tica.

A pesar de estos estudios de referencia, la muerte de Jesse
Gelsinger, de 18 afios, en 1999 puso de relieve los peligros de la
terapia génica en ese momento. Gelsinger padecia deficiencia
parcial de ornitina transcarbamilasa y particip6 en un ensayo en el
que se utilizaron vectores adenoviricos para administrar genes
funcionales de ornitina transcarbamilasa. Se inyectaron mas de
3,8 x 10'3 particulas adenoviricas en su higado, lo que provocé un
sindrome de liberacidon de citocinas y dificultad respiratoria aguda
que le causaron la muerte®.

Los ensayos clinicos realizados a lo largo de los afios noventa y
la década siguiente encontraron varios problemas relacionados
principalmente con toxicidades y respuestas inmunitarias impre-
vistas a largo plazo. Un subconjunto de pacientes inscritos en estos
ensayos present6 neoplasias leucémicas, ya que el vector retroviral
utilizado tenia el potencial de activar protooncogenes®. Otros
pacientes presentaron amplias respuestas inmunitarias contra los
vectores virales y las células recién transducidas que expresan los
productos proteicos de la terapia génica’.

En 2012, los premios Nobel Jennifer Doudna y Emmanuelle
Charpentier descubrieron un mecanismo de defensa bacteriano
denominado CRISPR/Cas9 que podia utilizarse para manipular
facilmente los genomas, lo que sent6 las bases para la modificaciéon
del genoma®®. Un mes después, la Agencia Europea del Medica-
mento aprobd la primera terapia génica (un vector de virus
adenoasociados [VAA] que codifica la lipoproteinlipasa, para el
tratamiento de la deficiencia de esta)'®. En 2017, la Food and Drug
Administration (FDA) aprob6 en Estados Unidos la primera terapia
génica para el tratamiento de la amaurosis congénita de Leber!’.

En 2020, la FDA publicé 6 directrices para estandarizar y
optimizar el proceso de aprobacion de medicamentos de las nuevas
terapias génicas'2. En respuesta a la pandemia del coronavirus del
sindrome respiratorio agudo grave 2 (SARS-CoV-2), la terapia
génica logré un gran avance con la aprobacion y adopcion de
2 vacunas a base de ARN mensajero (ARNm). Estas vacunas
utilizaron nuevas nanoparticulas de lipoproteinas para suministrar
de modo seguro la carga genética en el citoplasma celular'>'4,
Actualmente se dispone de 27 terapias génicas aprobadas en
Estados Unidos, con decenas de ensayos clinicos en curso'®.

En el campo de la cardiologia, algunos estudios innovadores de
terapia génica se llevaron a cabo por primera vez en 1990, y en ellos
se utilizdO un retrovirus murino para transferir un gen de
betagalactosidasa recombinante a la pared de un segmento
arterial'®. En 1996, Jeffrey Isner utilizé un plasmido que contenia
factores de crecimiento vascular endotelial en suspension en un
polimero de hidrogel y recubierto sobre un balén de angioplastia
que se aplic6 a la arteria poplitea distal para inducir angiogéne-
sis'”. Este enfoque sent6 las bases de una serie de ensayos clinicos
destinados a inyectar plasmidos de ADN desnudo que codifican
factores angiogénicos, como el factor de crecimiento endotelial
vascular, en las paredes de las arterias coronarias y periféricas, asi
como en el propio miocardio'®-2°. Sin embargo, ninguno de estos
ensayos tuvo un impacto significativo en los resultados clinicos.

En 2007 se realiz6 el primer ensayo clinico de terapia génica en
pacientes con insuficiencia cardiaca para conocer los efectos de la
administraciéon de un gen que expresa SERCA2a a través de un VAA

para mejorar la gestion del calcio en los miocardiocitos, donde la
Ca2" ATPasa estd desregulada a la baja'. Por desgracia, el
tratamiento no logré mejorar los resultados clinicos?'%2.

TIPOS DE TERAPIAS GENICAS

En las enfermedades genéticas, las mutaciones de pérdida de
funcion, por lo general, interruptoras (nonsense), de empalme
(splice), de desplazamiento del marco de lectura (frameshift) o de
sentido alterado (missense), pueden causar un déficit de produc-
cion de proteinas o la liberacion de proteinas no funcionales. Las
mutaciones por ganancia de funcién, normalmente a partir de
variantes de sentido alterado, determinan la produccion de una
proteina con actividad aumentada o diferente de la forma de
referencia.

Los abordajes de terapia génica pueden dirigirse a estas
alteraciones (figura 1). Es atil dividir las distintas terapias génicas
en 2 categorias en funcion de sus objetivos generales de
tratamiento. El silenciamiento génico a través de ARN de
interferencia u oligonucledtidos antisentido no se considera
estrictamente terapia génica, por lo cual no se trata en este articulo.

SUSTITUCION DE GENES

La sustitucion de genes tiene como objetivo reemplazar un gen
defectuoso por una copia funcional para lograr un efecto
terapéutico que atentie los efectos de una mutacion de pérdida
de funcién (figura 2)?3. Los productos de sustitucién de genes
pueden incluir plasmidos de ADN o material genético encerrado en
vectores virales, que permiten la transduccién de una copia
exbgena del gen de interés a la célula diana®#2°, La terapia génica
con plasmidos puede producir un efecto duradero al tiempo que
minimiza la inactivacion genética del genoma de la célula, lo que
lleva aparejado menor potencial oncégeno que las terapias génicas
con vectores virales?®. Sin embargo, la administracién de
plasmidos al ntcleo es dificil, y es posible que la expresion de
proteinas no sea duradera, especialmente en células en divi-
sibn?”?8, La terapia génica con vectores virales es capaz de
producir una expresién duradera de productos génicos2°, pero este
enfoque comporta riesgos de toxicidad que se evaltan mas
adelante en este articulo.

MODIFICACION DEL GENOMA

A diferencia de la terapia de sustitucion de genes, en la cual se
suministra un nuevo gen a través del vector adecuado, la
modificacion del genoma consiste en modificar la secuencia
genémica enddgena de la célula y podria utilizarse tanto para
mutaciones de pérdida como por ganancia de funcion. El tipo de
modificaciones deseadas se puede obtener a través de la tecnologia
CRISPR/Cas9 y consisten en: conversion de pares de bases de ADN,
eliminacion de pares de bases de ADN, insercion de pares de bases
de ADN o una combinacion de las anteriores (figura 3). CRISPR/
Cas9 consta de 2 componentes fundamentales: un ARN guia para
que coincida con un gen diana (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats [CRISPR] o grupos de repeticiones palindro-
micas cortas en intervalos regulares) y Cas9, una endonucleasa que
determina las roturas de ADN bicatenario (RADNbc). La correccion
de las RADNbc puede efectuarse a través de la union de extremos
no homodlogos, en la que los extremos de ADN rotos se vuelven a
ligar, a menudo con eliminaciones o inserciones de mas
nucledtidos. Otro mecanismo es la reparacion dirigida por
homologia (homology-directed repair [HDR]), que implica el uso
de plantillas de ADN para reparar con precisiéon el ADN dafiado. La
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TERAPIA DE SUSTITUCION DE

GENES:

se proporciona a la célula un transgén

funcional mediante un vector

El transgén se expresa con

Variante de pérdida Reduccion de proteinas ey el restableci’miento dfel volumen
de funcién funcionales ’ de proteinas funcionales
Variante de pérdida Reduccién de proteinas MODIFICACION DEL GENOMA: El gen modificado es capaz
de funcion funcionales el gen se modifica directamente de producir la proteina
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Varianto do g.e,manma -1 Proteina con actividad ffk .
de funcién R — - A
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* producir la proteina patolégica

—

Figura 1. Figura central. Las variantes de pérdida de funcién causan una reduccion de proteinas funcionales que podria abordarse mediante terapia de sustitucion
de genes. Este enfoque implica la introduccién de un transgén funcional en la célula afectada, lo que facilita el restablecimiento de la expresion adecuada de
las proteinas funcionales. La modificacién del genoma comprende varias técnicas que posibilitan la modificacion directa del genoma enddgeno; en el caso de las
variantes con pérdida de funcion, pueden reestablecer las proteinas funcionales y en el de las variantes con ganancia de funcién, pueden impedir la expresion de

las proteinas patoldgicas.

HDR solo esta activa en células en division®°. Las nucleasas CRISPR-
Cas se utilizan generalmente para inactivar los genes diana, ya que
las variantes «indel» después de la union de extremos no
homologos generan mutaciones de desplazamiento del marco de
lectura que impiden la producciéon de proteinas funcionales. Los
editores de bases contienen una nucleasa CRISPR-Cas incapaz de
producir RADNbc (nickasa) y una enzima ADN-desaminasa e
incluyen editores de bases de citosina (de CG- a TA) y editores de
bases de adenina (de AT a GC). Esta técnica no requiere RADNbc ni
plantillas de ADN de donante, pero no puede determinar

mutaciones de puntos de transversion®®. Las transposasas Cas
pueden integrar grandes secuencias gendomicas en sitios diana,
pero esta técnica no se ha descrito en células de mamiferos.

La edicion de calidad (prime editing) es una nueva tecnologia
que puede establecer especificamente todos los tipos posibles
de mutaciones puntuales, pequefias inserciones y pequefas
eliminaciones. Los principales editores estan compuestos por un
dominio Cas9 fusionado a una transcriptasa inversa y son guiados
al ADN diana por un ARN guia de edicion de calidad (ARNgec) que
también codifica la edicion deseada. La transcriptasa inversa copia

Se produce una proteina funcional

El virus adenoasociado

+ el transgén estan

Transgén que encierra virus adenoasociados

endocitados

TAN
~1”7

El ARNm transgénico se traduce

Figura 2. Un vector adecuado, en este caso un virus adenoasociado, transporta el transgén. El complejo VAA + transgén es endocitado por la célula y el transgén es
transcrito y traducido, lo que facilita la produccién de una proteina funcional. ARNm: ARN mensajero; VAA: virus adenoasociado.
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Figura 3. Estrategias de modificacion del genoma. A: nucleasas. B: editores de base. C: transposasas. D: editores principales. ARNgec: ARN guia de edicion de

calidad; ARNg Gnico: ARN guia Gnico.

la plantilla del ARNgec en el ADN que se incorpora en el ADNbc>°.
Aunque es muy prometedor, este enfoque esta limitado por las
dimensiones del ADN modificado y por el desarrollo de estrategias
de administracién aceptables.

SISTEMAS DE ADMINISTRACION

Se emplean diversos vectores virales para administrar el
material genético con eficacia.

Lentivirus

Los lentivirus son virus de ARN monocatenario encapsulados
capaces de infectar tanto células en division como células que no se
dividen®'. Estos virus suministran su carga genética al integrarla en
el genoma de la célula huésped y crean una respuesta duradera
dentro de la célula infectada y las células descendientes
posteriores>!. Sin embargo, este mecanismo aumenta el potencial
de oncogénesis de insercion, un evento adverso que se ha atenuado
con el desarrollo de vectores lentivirales autoinactivantes>?34,

Adenovirus

Los adenovirus (AV) son virus icosaédricos no encapsulados con
un genoma de ADN bicatenario que puede llegar a contener
grandes transgenes de 54 kb®°. El AV tiene un elevado indice de
transduccion génica, incluso en miocardiocitos, pero la expresion
de proteinas puede ser breve, con una duracién de 4 semanas’®. El
AV también puede producir una respuesta inflamatoria consider-
able y la presencia de anticuerpos preexistentes surgidos de la
exposicion previa al AV de referencia puede disminuir su eficacia
en la transduccién®’.

Virus adenoasociados

El VAA es un virus no encapsulado con un genoma de ADN
monocatenario con la replicacién alterada®®. A diferencia de los
VAA de referencia, los VAA recombinantes (VAAr) no se integran en
los cromosomas humanos y el genoma viral continia siendo
extracromosémico en una forma episémica circular’®, Algunos
serotipos de VAA tienen un tropismo natural por tejidos
especificos, como el VAA9 por el higado y el corazén. Aunque
los VAA son menos inmunogénicos que los AV, todavia tienen el
potencial de activacién inmunitaria y una mayor depuracién por
parte de anticuerpos neutralizantes (AcN) preexistentes®®3°, La
capacidad por el tamafio de los genes de los VAA se limita a 4,7 kb.
Por lo tanto, se esta desarrollando un enfoque que utiliza vectores
VAA dobles que expresan varias secuencias gendmicas que se
fusionan antes de la traduccién®®. Los VAAr se secuestran
principalmente en el higado después de la inyeccion sistémica y
la administracion de genes a tejidos especificos, como el tejido
muscular, incluido el corazoén, requiere dosis elevadas del virus. Por
ello se han desarrollado capsides de VAA que contienen péptidos
especificos, conocidas como MyoAAV, para mejorar la transinfec-
cién en células musculares®'.

Vectores no virales

Los vectores no virales se han creado para superar las
limitaciones de los vectores virales y consisten en polimeros,
lipidos, particulas inorganicas y enfoques combinados. La mayoria
de estos sistemas son cationicos y pueden combinarse con ADN de
carga negativa para generar un complejo vector-gen positivo
general que puede unirse a las moléculas de carga negativa de la
membrana celular e internalizarse®?.
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Tabla 1
Respuesta inmunitaria al virus adenoasociado

Respuesta inmunitaria a VAA  Desencadenante

Efecto Tratamiento/prevencion

Inmunidad preexistente

Se origina a partir de la exposicién previa a VAAr
Prevalencia de AcN contra VAAr hasta el 70% de VAAl y

Neutralizacién vectorial Exclusién de pacientes con

un valor elevado de AcN

VAA2, el 45% de VAAG y VAA9 y el 38% de VAAS™. La
seroprevalencia de los AcN depende de la edad, y el valor

mas bajo se encuentra entre los 3 y los 17 afios®

Inmunidad innata Respuesta inespecifica y no genera memoria

inmunolbgica desencadenada por la capside, el genoma,

Dafio celular transducido Glucocorticoides

Pérdida de expresion transgénica

el producto transgénico, el ADNbc, el ARNbc y los motivos

CpG no metilados®!?

Inmunidad adaptativa Se desarrolla después de la inmunidad innata

Activacion y diferenciaciones de linfocitos Ty B
y creacion de linfocitos de memoria que pueden

reactivarse

Bloqueo de la readministracion Glucocorticoides

Activacién del complemento Rapamicina
Neutralizacion del producto transgénico  Tacrolimus
Dafio celular transducido Rituximab

Pérdida de expresion transgénica

AcN: anticuerpos neutralizantes; ADNbc: ADN bicatenario; ARNbc: ARN bicatenario; VAAr: virus adenoasociado de referencia.

Las nanoparticulas lipidicas (NPL) son una solucidn atractiva, ya
que se pueden conjugar con ligandos de direccionamiento
especifico para llegar a tejidos concretos. Estas nanoparticulas se
pueden modificar para reducir la inmunogenicidad y son
asequibles para producir a gran escala** %%, Gran parte de la
investigacion en torno a este novedoso vehiculo se centra en la
administracion de terapias con ARN. Las NPL se han utilizado
recientemente en la modificacion del genoma, pero su eficacia en la
transduccién de miocardiocitos es limitada®’%,

RIESGOS DE TOXICIDAD DE LOS VECTORES DE VIRUS
ADENOASOCIADOS

La respuesta inmunitaria a los vectores de VAA puede causar
varios eventos adversos, como hepatotoxicidad y microangiopatia
trombética. Los mecanismos inmunolégicos y los posibles
tratamientos inmunosupresores se presentan en la tabla 1.

Hepatotoxicidad

La hepatotoxicidad es el evento adverso mas frecuente en
relacién con la administracion sistémica de vectores de VAA. Este
efecto adverso puede presentarse como enzimas hepaticas (AST,
ALT) elevadas e insuficiencia hepatica. En ensayos clinicos que
evaluaron la seguridad y la eficacia de los VAA portadores del
transgén FIX para tratar la hemofilia B>>°* la expresién del
transgén disminuy6 gradualmente después de 4-8 semanas y se
relaciond con un aumento de las transaminasas y la deteccién de
células T CD8+ especificas de VAA. El evento adverso fue limitado,
excepto en los pacientes con AcN, y mejord la expresion hepatica
del transgén, y el aumento de las transaminasas se control6 con
una pauta de esteroides en descenso®*.

Microangiopatia trombética

La microangiopatia trombdtica se caracteriza por lesiones en
las arteriolas y los capilares, lo que conduce a una trombosis
microvascular con manifestaciones clinicas como anemia hemo-
litica, trombocitopenia y lesion renal aguda. La microangiopatia
trombotica mediada por el complemento (sindrome hemolitico
urémico atipico [SHUa]) es un efecto de clase en funcién de la
dosis de la administracion intravenosa (i.v.) de VAA para tejido
cardiaco y muscular. El mecanismo conlleva un rapido aumento
de lainmunoglobulina M (IgM), unién a la capside y activacion de
la vias clasica y alternativa del complemento. El SHUa se ha
descrito en pacientes de ensayos clinicos de terapia génica para la

atrofia muscular espinal, la distrofia muscular de Duchenne
(DMD), la enfermedad de Danon y la enfermedad de Fabry (EF).
En algunos casos se utilizd eculizumab —un anticuerpo mono-
clonal de IgG que previene la escision de C5 en C5a y AC5b y evita
la formacién del complejo de ataque a la membrana— para tratar
eficazmente la afeccién®>°®. Todavia se desconoce si el uso
profilactico de eculizumab puede ser eficaz para prevenir este
evento adverso.

ENSAYOS CLINICOS QUE EVALUAN LA TERAPIA GENICA EN
MIOCARDIOPATIAS

Estan en curso varios ensayos clinicos que evalGan la terapia
génica en miocardiopatias (tabla 2). En esta seccion se describen
los datos preliminares de estos ensayos, con especial atencion a la
terapia de sustitucion de genes con VAA, la técnica mas utilizada en
la actualidad.

Enfermedad de Danon

La enfermedad de Danon es un trastorno lisosémico raro ligado
al cromosoma X y causado por variantes patogénicas del gen
LAMP2 (proteina de membrana asociada a lisosomas 2) que origina
una alteracion de la autofagia y la acumulacion de vacuolas
autofagicas en el tejido muscular. Entre las manifestaciones
clinicas se incluye una miocardiopatia hipertrofica (MCH) rapida-
mente progresiva, con una supervivencia media de 19 afios para los
varones en ausencia de trasplante cardiaco®’. No hay ningin
tratamiento farmacol6gico capaz de modificar el curso de esta
enfermedad. Se ha evaluado en un ensayo abierto fase 1°% una
infusion i.v. Gnica de RP-A501, un vector VAA9 que expresa
LAMP2B, a una dosis baja (6,7 x 10'®> GC/kg) o a una dosis alta
(1,1 x 10" GC/kg) en varones de 8 a 14 afios y de 15 afios o
mayores. Los resultados preliminares del estudio se presentaron en
la reunién cientifica anual de 2022 de la Heart Failure Society of
America. En 3 pacientes de la cohorte 1 (edad > 15 afios, dosis baja),
el RP-A501 aumento la expresion de LAMP2B medida mediante
inmunoelectrotransferencia e inmunoquimica en el tejido mio-
cardico. Los 2 pacientes con cumplimiento constatado del régimen
inmunosupresor mostraron una alta expresion cardiaca de LAMP2B
(el 67,8 y el 92,4% frente al control normal por inmunoquimica) y
mejoras de la clase funcional de la New York Heart Association
(NYHA) y de péptidos natriuréticos. Los 3 pacientes mostraron
mejora o estabilidad de la capacidad funcional medida por la
prueba de 6 min de marcha, un aumento de la actividad fisica y una
disminucion de las vacuolas autofagicas en la biopsia endomio-



Tabla 2

Ensayos clinicos sobre terapias génicas en miocardiopatias

Enfermedad

Ensayo

Terapia

Inscripcion efectiva

Principales resultados preliminares Estado

Enfermedad de Danon

Herencia ligada al cromosoma X
Deficiencia de LAMP2
Prevalencia < 1/1 x 10°

Terapia génica para varones con enfermedad
de Danon en que se utiliza RP-A501;
AAV9.LAMP2B (NCT03882437)

RP-A501
Capside de VAAr9 que contiene
LAMP2B humana

5 pacientes adultos y
2 pediatricos

Cohorte pediatrica (6 y 9 meses de No se selecciona
seguimiento):

Con inmunomodulacién mejorada

(esteroide + sirolimus) todos los EA fueron

transitorios y reversibles

Empeoramiento de la miopatia esquelética

ausente o limitado

Aumento de la expresion de LAMP2, mejora

de los biomarcadores cardiacos, CdV, clase de

la NYHA

Cohorte de adultos:

Dosis baja bien tolerada a los 2-3 afios
Aumento de la expresion de LAMBP2, mejora
o estabilizacién de la clase de la NYHA, CdV,
hipertrofia del VI, biomarcadores cardiacos

Enfermedad de Fabry

Herencia ligada al cromosoma X
Deficiencia de Gal A

Prevalencia de 1-5/10.000

En abierto, estudio de eficacia y seguridad de
AVR-RD-01 para individuos sin tratamiento
previo con enfermedad de Fabry clésica
(NCT03454893)

AVR-RD-01

Trasplante autélogo de células madre
de células CD34 + transducidas con el
vector de lentivirus que contiene el
gen GLA humano

11 participantes

Interrumpido a causa de datos Interrumpido
decepcionantes de los injertos de

5 participantes

Estudio de btsqueda de dosis de ST-920, una
terapia génica de alfagalactosidasa A humana
con VAA2/6 en individuos con enfermedad de
Fabry (NCT04046224)

ST-920
Vector VAA2/6 recombinante que
contiene el gen GLA funcional

12 varones clasicos y
1 mujer

En proceso de
inclusion

Bien tolerado en todas las dosis

No se requiere inmunosupresion profilactica
Expresion estable de Gal A durante mas de
2 afios

Los pacientes en terapia de sustituciéon
contindan fuera de ella

140-65% liso-Gb3

1cdv

Un ensayo en abierto de fase 1/2 de terapia
génica con 4D-310 en adultos con
enfermedad de Fabry (NCT04519749)

4D-310

Vector VAA C102 disefiado con alto
tropismo por miocardiocitos que
encierran el transgén GLA

6 pacientes con profilaxis
con corticoides

Activo, no se
selecciona

A los 12 meses mejora la capacidad de
ejercicio, CdV, DLG

Suministro y expresion adecuadas de
transgenes

3 SHUa agudos y transitorios

Distrofia muscular de Duchenne
Herencia ligada al cromosoma X
Gen DMD

Prevalencia de 1-9/100.000

Estudio de terapia de transferencia génica
para evaluar la seguridad de SRP-9001
(delandistrogén moxeparvovec) en
participantes con distrofia muscular de
Duchenne (NCT03375164)

Estudio en abierto

SRP-9001

Microdistrofina humana optimizada
para codones +rAAVrh74 impulsada
por un promotor especifico del
misculo esquelético y cardiaco

4 pacientes pediatricos
Prednisolona diaria,

1 mg/kg, que se inicia
1 dia antes de la
administracion del gen

Activo, no se
selecciona

A los 4 afios, aumento de 9,4 puntos en la
North Star Ambulatory Assessment (NSAA) en
comparacién con un control externo
ponderado por puntuacién de propensién

Estudio de terapia de transferencia génica
para evaluar la seguridad y la expresion de
SRP-9001 (delandistrogén moxeparvovec) en
participantes con distrofia muscular de
Duchenne (DMD) (ENDEAVOR)
(NCT04626674)

Estudio en abierto

SRP-9001

20 pacientes pediatricos
Se espera la inscripcion
de 46 pacientes

Inscripcién por
invitacién

Mejora de 3,2 puntos en NSAA en
comparacion con el control externo
ponderado por puntuacion de propension
Dos EAG relacionados con el tratamiento

Estudio de fordadistrogén movaparvovec en
la distrofia muscular de Duchenne de estadio
temprano (NCT05429372)

Estudio en abierto

Fordadistrogén movaparvovec
Vector VAA9 que expresa
minidistrofina

Inscripcion estimada:
10 pacientes

Se selecciona
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Tabla 2 (Continuacion)

Ensayos clinicos sobre terapias génicas en miocardiopatias

Enfermedad

Ensayo

Terapia

Inscripcion efectiva

Principales resultados preliminares

Estado

Estudio para evaluar la seguridad y la eficacia
de PF-06939926 para el tratamiento de la
distrofia muscular de Duchenne
(NCT04281485)

Fase 3

Fordadistrogén movaparvovec

Inscripcién estimada:
10 pacientes

Se selecciona

Estudio de transferencia génica de
microdistrofina en adolescentes y
nifios con DMD (IGNITE DMD)
(NCT03368742)

Estudio en abierto

SGT-001
VAA9 que expresa microdistrofina

Inscripcién estimada: 10 pacientes

Activo, no se selecciona

Distrofia muscular de cinturas Ensayo clinico de administracion de genes de  SRP-9003 6 pacientes Aln no se han presentado Activo, no se
SRP-9003 (bidridistrogén xeboparvovec) selecciona
para participantes con distrofia muscular de
cinturas, tipo 2 E (LGMD2E) (deficiencia de 3-
sarcoglucanos)

(NCT03652259)
Estudio en abierto

Ataxia de Friedreich Terapia génica para la miocardiopatia LX2006 Inscripcion estimada: Aln no se han presentado Se selecciona

Autosoémica recesiva asociada con la ataxia de Friedreich AAVrh.10hFXN 10 pacientes

Hiperexpansion de AGA en el intron  (NCT05445323)

1 del gen de la frataxina (FXN) Estudio en abierto

Enfermedad de Pompe Estudio de transferencia génica en pacientes AT845 Inscripcién estimada: 3 de 4 pacientes seretirarondelaTSEalas 17, Se selecciona

Autosomica recesiva
Mutaciones en el gen de la
alfaglucosidasa acida (GAA)

con enfermedad de Pompe de inicio tardio
(FORTIS) (NCT04174105)
Estudio en abierto

VAAS portador de una copia
funcional del gen GAA

10 pacientes

alas 10 y a las 24 semanas

Todos los pacientes mostraron una capacidad
de fuerza estable

RPP estables o mejorados

La mayoria de los EA fueron de grado 1 y no
estaban relacionados con el farmaco

1 paciente tenia neuropatia sensorial
periférica y el ensayo se suspendio
clinicamente hasta enero de 2023

AAV2/8-LSPhGAA (ACTUS-101) en la ACTUS-101 Inscripcién estimada: 3 pacientes con dosis baja (1,6 x 1.012 Se selecciona
enfermedad de Pompe de inicio tardio AAVS-LSPhGAA 10 pacientes genomas de vector/kg), 52 semanas
(NCT03533673) Actividades mantenidas de AGA en suero del
Estudio en abierto Prednisona como 101 al 235% del valor inicial
inmunoprofilaxis Fuera de TSE a partir de la semana 26

Ningln tratamiento relaciona los EAG

Sin respuestas de células T anticapside
Estudio de transferencia génica para la SPK-3006 Inscripcién estimada: Aln no se han presentado Activo, no se

enfermedad de Pompe de inicio tardio
(RESOLUTE) (NCT04093349)
Estudio en abierto

VAAr con capside derivada de Rh74
biomodificada y un casete de
expresion para impulsar la expresion
de la proteina GAA secretable

10 pacientes

selecciona

Estudio de seguridad de la alfaglucosidasa

rAAV1-CMV-hGAA

9 pacientes con

No hubo EA relacionados con el farmaco, pero

Completado, pero

acida del virus adenoasociado recombinante VAA modificado que portaba una enfermedad de Pompe de la intervencion quirirgica provocé dolor y no se han

para tratar la enfermedad de Pompe copia normal del gen GAA inicio temprano neumotorax anunciado mas
(NCT00976352) Administracion intradiafragmatica En 5 pacientes dependientes del respirador, ensayos
Estudio en abierto mayor volumen corriente sin asistencia

Readministracion de VAA9 intramuscular en  rAAV9-DES-hGAA Inscripcién actual: An no se han publicado Completado

pacientes con enfermedad de Pompe de
inicio tardio (AAV9-GAA_IM)
(NCT02240407)

Administracién intramuscular
después de la estrategia de
inmunomodulacion
(rituximab + sirolimus) y
readministracion

2 pacientes

8¥01
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Tabla 2 (Continuacion)

Ensayos clinicos sobre terapias génicas en miocardiopatias

Estado

Principales resultados preliminares

Inscripcion efectiva

Terapia

Ensayo

Enfermedad

Se selecciona

1 reaccién transitoria relacionada con la

infusion de grado 3

12 pacientes

NTLA-2001

Estudio para evaluar la seguridad,
tolerabilidad, farmacocinética y

Amiloidosis por TTR

Nanoparticula lipidica que encierra
un ARN mensajero de la proteina

Autosomico dominante

Gen TIR

da y mantenida de TTR

on rapi
superior al 90% mantenida hasta 6 meses de

seguimiento

Reducci

farmacodinamica de NTLA-2001 en pacientes
con amiloidosis por transtirretina hereditaria
con polineuropatia (ATTRv-PN) y pacientes

con miocardiopatia relacionada con

dirigido al

ia Gnico

gen humano que codifica la TTR

Cas9 y un ARN gu

amiloidosis por transtirretina (MC-ATTR)

(NCT04601051)

AGA: gen de la alfaglucosidasa acida; CdV: calidad de vida; DLG: deformacién longitudinal general; DMD: distrofia muscular de Duchenne; EA: eventos adversos; EAG: eventos adversos graves; Gal A: alfagalactosidasa A; GLA: gen de

la alfagalactosidasa; LAMP: proteina de membrana asociada a lisosomas; LAMP2B: isoforma B de proteina de membrana asociada a lisosomas 2; Liso-Gb3: globotriaosilesfingosina; NSAA: North Star Ambulatory Assessment; NYHA:

tica; TTR: transtirretina; VAA: virus adenoasociado; VAAr: virus adenoasociado

6n enzima

New York Heart Association; RPP: resultados percibidos por el paciente; SHUa: sindrome hemolitico urémico atipico; TSE: terapia de sustituci

recombinante; VI: ventriculo izquierdo.
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cardica. Entre los eventos adversos mas frecuentes se encontraban
disminucién plaquetaria reversible, aumento de transaminasas y
miopatia esteroidea. En la cohorte de adultos con dosis alta,
1 paciente presenté microangiopatia tromboética mediada por el
complemento con trombocitopenia y lesiéon renal aguda que
requirié hemodialisis temporal. Por consiguiente, no se ha incluido
a mas pacientes en la cohorte de dosis alta; ademas, se ajustd el
tratamiento inmunosupresor limitando la dosis diaria de corticoi-
des, utilizando sirolimus en lugar de tacrolimus para minimizar el
impacto renal y continuando con rituximab. En septiembre de
2022 se presentd una actualizacién de los resultados del ensayo de
fase 1°°. En la cohorte de adultos, se confirmé una reduccién
considerable de los biomarcadores, la reduccion del grosor de la
pared del ventriculo izquierdo, la mejora o estabilidad de la clase
de la NYHA y de la puntuacion del Kansas City Cardiomyopathy
Questionnaire hasta los 36 meses de seguimiento. En los
2 pacientes de la cohorte pediatrica, con una mejora del protocolo
de inmunomodulacién, no hubo constancia de trombocitopenia,
miopatia esquelética, elevacion de transaminasas tardia o eventos
adversos relacionados con la activacion del complemento. La
expresion de proteinas mejor6 en el Gltimo seguimiento alos 3y a
los 6 meses. Ademas, se observo una mejora en los biomarcadores,
los sintomas comunicados y la clase de la NYHA a los 6 y a los
9 meses. La expresion de LAMP2 aument6 de manera similar que en
la cohorte de adultos en el mismo periodo de tiempo y el area
vacuolar en la biopsia endomiocardica disponible se redujo de
manera considerable. Sobre la base de estos resultados positivos, la
FDA estadounidense ha otorgado al RP-A501 la designacion de
terapia avanzada de medicina regenerativa, y esta previsto que la
fase 2 del ensayo comience el segundo trimestre de 2023°°,

Enfermedad de Fabry

La EF es un trastorno de almacenamiento lisosomico ligado al
cromosoma X causado por variantes patégenas del gen GLA
(alfagalactosidasa). Esta alteracion produce diversos grados de
carencia de alfagalactosidasa (Gal A) y acumulacién de glucoes-
fingolipidos, predominantemente globotriaosilceramida (Gb3)y su
derivado desacilado globotriaosilesfingosina (liso-Gb3), en 6rga-
nos diana como el corazoén, los rifiones y los vasos sanguineos. El
procedimiento diagnéstico habitual comprende el tratamiento de
sustitucion enzimatica i.v. o el tratamiento oral con una chaperona
que, aunque es eficaz para mejorar la calidad de vida, el dolor
neuropatico, las manifestaciones gastrointestinales y la funcién
renal, tiene una eficacia limitada en la miocardiopatia®!.

La EF es un candidato adecuado para la terapia génica, ya que es
una enfermedad monogénica y se pueden lograr efectos clinicos
con un 10% de actividad de cantidades normales de Gal A. Varios
estudios estan evaluando actualmente la seguridad y la eficacia de
la terapia génica en la EF.

AVR-RD-01

En un estudio abierto que evalu6 el AVR-RD-01, se utilizo el
trasplante aut6logo de células madre de células CD34+ transdu-
cidas con un vector de lentivirus que contenia el gen humano GLA.
Sin embargo, se ha detenido la inscripcion en el ensayo debido a los
decepcionantes datos de injerto en 5 participantes®?,

ST-920

Por medio del ST-920 (isaralgagén civaparvovec), el gen GLA
funcional se administra al higado a través de una infusién Gnica de
un vector VAA2/6 recombinante sin necesidad de tratamiento
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inmunosupresor. Este enfoque se encuentra actualmente en
estudio en el ensayo STAAR de fase 1/2 (NCT04046224). En la
fase de aumento de la dosis del ensayo, se incluy6 a 9 varones con
EF clasica de gravedad leve/moderada. En la fase de ampliacion,
5 pacientes recibieron una dosis de 5 x 10'3 vg/kg. A partir de
octubre de 2022, fecha limite para la inclusion de datos, no se han
notificado eventos adversos por el tratamiento superiores al grado
2 en los 13 pacientes del estudio.

Los 9 pacientes tratados en la fase de aumento de la dosis en las
4 cohortes de dosis (0,5 x 10'3,1 x 10'3,3 x 103y 5 x 10'3 vg/ke)
mostraron actividad de Gal A segin la dosis, suprafisioldgica y
mantenida que vari6 de casi 4 veces a 68 veces la concentracion
normal media del paciente con el seguimiento mas prolongado
durante mas de 2 afios. Se observé una reduccion estable y seglin la
dosis en la concentracion de Lysogb3 a valores basales altos (> 80
ng/ml) y, a la dosis mas alta, también a una concentracion
plasmatica baja (< 25 ng/ml) hasta los 25 meses de seguimiento. El
tratamiento también se relacion6 con una mejora potencial de la
nefropatia de Fabry. De hecho, se ha notificado una reduccion de las
inclusiones de Gb3 y la pérdida de podocitos en el paciente 9.

c102

Se descubri6 que el C102, un vector de VAA modificado con un
elevado tropismo por miocardiocitos, transduce el tejido cardiaco
de primates no humanos in vivo junto con miocardiocitos humanos
y células endoteliales in vitro mejor que los vectores serotipados
con VAA1, VAA8 o VAA9, lo que permite la administracion
intravenosa de dosis bajas®.

E1 4D-310 (vector C102 que encierra el transgén GLA) promueve
concentraciones sanguineas de Gal A altas y estables que las células
cercanas pueden captar, pero también permite la transduccion
directamente a las células del tejido diana, como los miocardio-
citos, los rifiones (glomérulos incluyendo los podocitos) y los vasos
sanguineos®”.

Los ensayos clinicos en abierto de fase 1/2 INGLAXA-1 y -2
evaltian actualmente la seguridad y la tolerabilidad del 4D-310 en
pacientes con EF clasica o de inicio tardio con afeccién cardiaca
dentro o fuera del tratamiento de sustitucion enzimatica con
inmunosupresién profilactica con corticoides. En la cohorte 1 (113
vg/kg con tratamiento inmunolégico con corticoides) se incluy6 a
6 pacientes; 4 tenian el antecedente de tratamiento de sustitucion
enzimatica y 1 seguia tratamiento con chaperona. La deformacion
longitudinal global y el VO, maximo mejoraron desde el inicio
hasta la semana 52 en 2 de 3 pacientes. A 1 paciente se le realiz6
una biopsia cardiaca la semana 6 y el tejido se demostr6 sano, sin
signos de inflamacion. La hibridacién in situ mostro6 captacién solo
en miocardiocitos, con alrededor del 50% de los miocardiocitos
positivos en la expresion transgénica. En inmunohistoquimica, la
proteina AGA se expresé en todas las muestras. La administracion
al genoma fue satisfactoria, con 4,4 copias de vector por
miocardiocito y la expresion del ARN fue de 16,2 copias de
transcrito por miocardiocito.

Tres pacientes sufrieron un SHUa agudo y transitorio, con inicio
entre los dias 3 y 7; 1 paciente no requirié intervencion, otro fue
tratado con eculizumab y otro mas fue tratado con eculizumab y
dialisis transitoria. Después del efecto limitante de dosis por
toxicidad del SHUa, la FDA paraliz6 el programa clinico.

Se procedi6 a evaluar a fondo la respuesta inmunitaria de los
pacientes y se encontr6 que aquellos que presentaron SHUa
mostraron activaciéon del complemento antes de la dosificacion.
Los proximos pasos de este ensayo comprenden la armonizacion
con la FDA para resolver la suspension clinica y reanudar la
inclusion después de modificar el protocolo, con la implemen-
tacion de un tratamiento inmunosupresor con rituximab/siroli-
mus, la adicion de una preseleccion seglin el complemento y la

exclusion de pacientes con activacion del complemento antes de la
dosificacion.

Distrofia muscular de Duchenne

El gran tamafio del gen DMD plantea retos a la posible
aplicacion de terapias de transferencia génica. Sin embargo, una
estructura del gen mas pequefia podria paliar el fenotipo de la
enfermedad y se han creado varios genes recombinantes que
codifican mini/microdistrofina®®.

Un ensayo clinico de fase 3 sobre el fordadistrogén movapar-
vovec (SRP-9001), un vector de VAA9 que expresa minidistrofina,
esta en curso después de una suspension clinica inicial de la FDA a
causa de la muerte de un participante (NCT04281485)°°.

El SRP-9001 esta formado por VAAr rh74 (rAAVrh74) y una
microdistrofina humana optimizada por codones impulsada por un
promotor especifico del misculo esquelético y cardiaco, que
mejora la expresion cardiaca®’. Los resultados preliminares del
ensayo controlado no aleatorizado de fase 1/2a han mostrado una
mejora de las capacidades motrices funcionales en 4 pacientes
pediatricos después de 4 afios y esta en curso un ensayo de fase 3%,

La técnica de omision de exones (exon skipping) permite el
silenciamiento de exones especificos que determinan la restaura-
cion del marco de lectura de un gen mutado mediante el
silenciamiento de ARN, oligonucleétidos antisentido o modifica-
cion del genoma. La omision de exones es una técnica especifica
para determinadas mutaciones y en DMD conduce a la producciéon
de proteina distrofina acortada, pero funcional. La FDA ha aprobado
4 terapias de oligonucledtidos antisentido para el tratamiento de
DMD vy se esta estudiando un vector de VAA que administra ARN
nuclear pequefio que contiene secuencias antisentido dirigidas al
exén 2 de DMD duplicado®’.

Ataxia de Friedreich

Un estudio de fase 1A/1B evaliia actualmente la seguridad y la
eficacia de un serotipo rh.10 VAA que administra un gen de
frataxina funcional (FXN) para el tratamiento de la miocardiopatia
por ataxia de Friedreich (NCT05445323). En un modelo murino,
este enfoque redujo la masa cardiaca, mejor6 la funcién cardiaca,
corrigio los defectos bioquimicos relacionados con FXN y redujo la
disfuncién cardiaca inducida por el estrés®%7°,

El complejo ribonucleoproteico para la escision de las
secuencias repetidas de alfaglucosidasa acida (AGA) en FXN ha
mostrado resultados prometedores en un modelo murino y un
ensayo clinico se encuentra en la fase de planificacién’’.

Enfermedad de Pompe

Varias terapias génicas disefiadas para facilitar una copia
funcional del gen GAA se encuentran en diversas etapas de desarrollo.

En 2015, se realizo el primer ensayo con seres humanos de
terapia génica diafragmatica (VAA1-CMV-AGA) para tratar la
disfuncién respiratoria y neural de la enfermedad de Pompe de
inicio temprano. No se han notificado eventos adversos relacio-
nados con el farmaco, pero la inyeccion intradiafragmatica provoco
neumotoérax y contusiéon pulmonar, y el rendimiento ventilatorio
solo mejord de manera discreta.

El andlisis inicial de 3 pacientes con enfermedad de Pompe de
inicio tardio en el ensayo de ACTUS-101 y el vector VAA8 que
expresa AGA humana con el control de transcripcion de un
promotor especifico del higado (VAA2/8-LSPhAGA) mostré un
aumento mantenido de la AGA y ningin evento adverso grave
relacionado con el tratamiento’?.
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El AT845 es un VAA8 disefiado para expresar AGA humana
especificamente en el musculo esquelético y el corazon, y
actualmente estd en estudio en pacientes con enfermedad de
Pompe de inicio tardio, con resultados preliminares prometedores’>.

AMILOIDOSIS POR TRANSTIRRETINA

Se esta evaluando el sistema CRISPR-Cas9 para el tratamiento
de la amiloidosis por transtirretina (TTR). La amiloidosis por TTR se
caracteriza por el depésito progresivo de TTR nativa o mutada mal
plegada en varios tejidos, como el corazén y el sistema nervioso
periférico. NTLA-2001 se incluye en una NPL opsonizada por
apolipoproteina E que actlla como sistema portador. Los compo-
nentes activos son un ARN mensajero de una proteina Cas9 y un
ARN guia (ARNg) Ginico dirigido al gen humano que codifica la TTR.
Las NPL de NTLA-2001 se administran por via i.v. y llegan al higado,
donde son absorbidas por el receptor de lipoproteinas de baja
densidad expresado por los hepatocitos. La molécula de ARN de
Cas9 se traduce en el citoplasma y produce la enzima endonucleasa
Cas9. Junto con la endonucleasa Cas9, el ARNg tnico especifico de
TTR forma un complejo ribonucleoproteico CRISPR-Cas9. Este
tltimo entra en el nicleo, el ARNg Gnico se une al ADN diana y el
complejo CRISPR-Cas9 puede desenrollar la hélice y alcanzar el gen
diana. El gen TTR finalmente se escinde y la correccion del ADN
endbdgeno a través de la union de extremos no homologos
introduce inserciones o eliminaciones de bases («indels») que
provocan la reduccién de ARNm funcional y TTR. En hepatocitos
humanos, el NTLA-2001 produjo saturacién de la ediciéon de TTR
(> 93,7%), lo que conllevd una reduccion de al menos el 91% de la
expresion de ARNm de TIR y proteina TTR. La secuenciacion de
proxima generacion mostré que el NTLA-2001 indujo la inactiva-
cion de TTR. Estudios preclinicos en ratones transgénicos y
macacos cangrejeros mostraron que la edicion de TTR caus6 una
reduccién mantenida de la TTR durante un periodo de 12 meses. Un
estudio de viabilidad en abierto, de dosis tnica, ha incluido a
6 pacientes, de 46 a 64 afios, con polineuropatia por amiloidosis
por TTR hereditaria. A todos los pacientes se les administr6 la
infusion y en 1 paciente aparecié una reaccion de grado 1
relacionada con la infusién. Los valores de coagulacion y las cifras
de plaquetas y transaminasas se mantuvieron dentro de los
intervalos de referencia. Se observé una reduccién rapida y
mantenida en funcién de la dosis de la concentraciéon de TTR,
con una reduccion el dia 28 entre el 47 y el 56% en el grupo de dosis
mas baja (0,1 mg/kg) y entre el 80y el 96% en el grupo de dosis mas
alta (0,3 mg/kg)"’.

Se han presentado datos en 12 pacientes con miocardiopatia
por amiloidosis por TTR hereditaria o nativa en la fase de aumento
de dosis (9 pacientes con 0,7 mg/kg, 3 pacientes con 1,0 mg/kg). El
NTLA-2001 fue bien tolerado y hubo una sola reaccion de grado
3 relacionada con la infusion, que se resolvio sin secuelas clinicas.
Todos los pacientes lograron una reduccion de la concentracién de
TTR superior al 90% a los 28 dias, que se mantenia a los 6 meses de
seguimiento’*.

OBJETIVOS FUTUROS
MYH7

También se estan estudiando modelos preclinicos para la
modificacién del genoma mediante CRISPR-Cas9 en casos de
miocardiopatia hipertréfica (MCH). La MCH se define por un grosor
del ventriculo izquierdo superior a 15 mm y la enfermedad puede
estar causada por variantes patogénicas en genes que codifican
proteinas sarcoméricas. Entre las principales manifestaciones

clinicas se encuentran la reducciéon de la capacidad de ejercicio,
insuficiencia cardiacay arritmias. Se han propuesto varios enfoques.
Chai et al.”® utilizaron un sistema de administracion doble de VAA9
que incluia una edicién de base de adenina (ABEmax-VRQR, que
interviene en la conversion de AeT en GeC sin escision del ADN) y un
ARN guia (h403_sgRNA) para dirigirse a la variante patogénica de
sentido alterado p.Arg403GIn en el gen MYH7. El tratamiento
corrigié la adenina patogénica diana con una eficacia del 98% en
células madre pluripotentes inducidas que provienen de pacientes
con MCH con una edicion minima por vecindad de adeninas
cercanas y una baja edicion de ADN colateral. Los miocardiocitos
diferenciados tenian una fuerza contractil y una energia celular
normales en comparacion con los miocardiocitos no corregidos. En
un modelo de raton humanizado de MCH, la inyecci6n intratoracica
de una dosis Gnica de VAA9 doble que codifica ABEmax-VRQR y
h403_sgRNA produjo la correccion del alelo patogénico, una
reduccion de los transcritos patogénicos y una reduccion de la
hipertrofia cardiaca y el remodelado histopatoldgico.

Reichart et al.*° utilizaron una estrategia doble similar con VAA
para administrar una ABE y ARNg para corregir la misma variante
patogénica en un modelo de ratones no humanizados y obtuvieron
una correccion de la variante en mas del 70% de los miocardiocitos
ventriculares, con lo que se evitd la aparicion del fenotipo
patolégico. Como enfoque alternativo, se probé la administracion
de VAA9 de nucleasa Cas9 guiada por ARN. La técnica inactivo
eficazmente el alelo patogénico, pero con dosis mayores también
se redujo la funcion contractil, lo que demuestra la edicion
accidental del alelo nativo.

MYBPC3

Las mutaciones de pérdida de funcién en la proteina de unién a
miosina C3 (MYBPC3) junto con MYH7 son las causas genéticas de
MCH mas frecuentes. La reduccion de MYBPC3 en el sarcomero
finalmente produce un aumento de las cabezas de miosina
disponibles para la interaccion con actina e hipercontractilidad.

Una sola administracion de VAA9-MYBPC3 en ratones homo-
cigotos con insercion génica dirigida a MYBPC3 que imitan una
forma neonatal de miocardiopatia hipertrofica impidi6 la aparicion
de hipertrofia cardiaca durante 34 semanas de observacion y, en
funcion de la dosis, aumento el ARNm de MYBPC3 y la proteina.
Ademas, el tratamiento redujo inesperadamente la concentracién
de especies de ARNm patologicas. Probablemente, dado que la
proteina MYBPC transgénica se integraria de manera mas estable
en el sarcomero, un mecanismo de retroalimentacién puede
reducir la transcripcién de la proteina mutante’®. En otro estudio,
dado que el dominio aminoterminal de MYBPC3 esta implicado en
las interacciones con actina y miosina, la transferencia del Ginico
dominio aminoterminal de MYBPC a través de VAA9 en compa-
raciéon con la secuencia completa se ha evaluado en un modelo
murino sin cMyBPC (cMyBPC-/-). La transferencia del dominio
aminoterminal fue suficiente para prevenir el fenotipo de la MCH
macroscopico (hipertrofia ventricular izquierda) y microscopico
(trastorno miocardico y fibrosis). Con todo, atin se desconoce si la
terapia con VAA puede rescatar el fenotipo de la MCH e inducir
remodelado inverso en la MCH manifiesta’”. El inicio de un ensayo
clinico de fase 1 para evaluar la seguridad, la tolerabilidad y la
eficacia clinica de una sola infusion i.v. de una terapia génica de
VAA para el tratamiento de la MCH relacionada con la mutacién de
MYBPC3 se ha programado para el tercer trimestre de 202378,

BAG3

El gen BAG3 (atanogén 3 asociado con BCL2) estd muy
expresado en el corazén, el mdsculo esquelético y el sistema
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nervioso central. El BAG3 en miocardiocitos mejora la contra-
ctilidad al vincular el receptor betaadrenérgico y el canal de
Ca?+ de tipo L, facilita la autofagia al interactuar con las proteinas
de choque térmico, ofrece soporte al sarcomero al vincular la actina
con el disco Z y tiene propiedades antiapoptoticas a través de la
unién a BCL27°. Las variantes de truncamiento o eliminacién en el
gen BAG3 que reducen la proteina BAG3 se han asociado con
miocardiopatia dilatada (MCD)°. Los miocardiocitos humanos de
MCD muestran funcién contractil del sarcomero disminuida y
recambio alterado de miofilamentos con proteinas mal plegadas/
disfuncionales que permanecen integradas en el sarcoémero.
Ademas, la expresion de miofilamentos de BAG3 disminuye en la
MCD y se correlaciona con la reduccion de la funcién contractil. En
ratones que sufrieron un infarto de miocardio, la administracion
del vector VAA9 recombinante que expresa el gen BAG3 de raton
restableci6 la funcién cardiaca y el recambio de miofilamentos®'.
Ademas, la administracion i.v. del VAA9-BAG3 a ratones haploin-
suficientes de Bag3 evitd el inicio de la fraccion de eyeccion
reducida®?.

En un informe reciente, la infusion del seno coronario mediante
catéter por acceso retrogrado se utilizd de modo seguro para
administrar dosis bajas de VAA9-BAG3 en minicerdos sanos, lo que
produjo una transduccién difusa al miocardio®®. Un ensayo clinico
de fase 1/2 para evaluar la seguridad y la eficacia de una sola
administracion mediante infusion del seno coronario por acceso
retrogrado en pacientes con fraccion de eyeccién reducida y
haploinsuficiencia de BAG3 esta en la fase de planificaciéon®’.

PKP2

La miocardiopatia arritmogénica es una enfermedad mio-
cardica que se caracteriza por la sustitucion fibrograsa del
ventriculo derecho, el izquierdo o ambos. Las modificaciones
estructurales crean un medio proarritmico y determinan la
dilatacion progresiva de la cavidad y la disfuncién sistdlica. La
miocardiopatia arritmogénica en el 40-50% de los casos se asocia
con mutaciones en los genes desmosomicos, y la placofilina 2
(PKP2) es la mas frecuente. Se ha evaluado un vector VAArh10
que expresa el gen PKP2 (LX2020) en ratones mutantes de PKP2.
LX2020 mostr6 una mejora segtn de la dosis en la supervivencia
de los ratones, una reduccion de los latidos ectopicos y una
mejora de la fracciébn de eyeccién izquierda y derecha®’.
También se han comunicado datos preclinicos sobre ratones
con PKP2 inactivado para TN-401 (vector VAA9 que expresa
PKP2), que muestran una reduccion de las arritmias ventricu-
lares, prevencion de la disfuncion ventricular derecha e
izquierda y prolongacion de la esperanza de vida. Ademas, la
terapia demostro ser eficaz para restablecer los desmosomas y
las uniones comunicantes y evitar la fibrosis®>. Los ensayos
clinicos que evalGian estas estrategias se encuentran en la fase de
disefio.

PRKAG2

Las mutaciones de PRKAG2 causan una miocardiopatia por
acumulacion de glucégeno que se caracteriza por un fenotipo
hipertroéfico, arritmias supraventriculares y bloqueos auricu-
loventriculares. Se ha utilizado un sistema CRISPR-Cas9 combi-
nado con VAA9 para alterar el alelo de PRKAG2 mutante que
codifica la mutacién H503 en ratones con insercidon génica. Una
sola inyeccion sistémica del producto el dia 4 o el dia
42 restableci6 la morfologia y la funciéon en el modelo murino
y redujo el grosor del ventriculo izquierdo y el contenido de

glucégeno del miocardio®®.

LMNA

El sindrome de progeria de Hutchinson-Gilford se caracteriza
por el envejecimiento prematuro y la muerte por causas
cardiovasculares, y lo causan mutaciones en el gen LMNA que se
traduce en progerina, que ejerce un efecto dominante negativo. La
tecnologia CRISPR-Cas9 se ha utilizado para crear ratones que
expresan de manera ubicua progerina y lamina C y carecen de
lamina A y permite la supresiéon de la progerina y el restableci-
miento de la lamina A de una manera especifica en funcién del
tiempo y del tipo de célula en la activacion de la recombinasa Cre.
La supresion de progerina y la restauracion de la lamina A
restringidas a las células lisas vasculares y los miocardiocitos
evitaron el dafo vascular y normalizaron la vida de este modelo
murino®’.

RETOS ACTUALES

La terapia génica podria ser un verdadero punto de inflexion en
el tratamiento de distintas enfermedades; sin embargo, es
necesario resolver algunos problemas. Los mayores retos con la
terapia génica con VAA consisten en mejorar la eficacia de la
transduccion, hallar la mejor estrategia para dirigirse a tejidos
especificos, reducir las dosis administradas para minimizar los
posibles eventos adversos, identificar las estrategias inmunosu-
presoras mas eficaces para amortiguar la respuesta inmunitaria y,
por ultimo, permitir una readministracion del farmaco.

Los sistemas de modificacion del genoma pueden tener
actividad colateral, es decir, alterar el genoma en regiones distintas
del sitio objetivo. Las variantes Cas de alta fidelidad pueden reducir
las modificaciones colaterales, pero también se asocian con una
menor actividad terapéutica®C.

Aunque se han presentado varias opciones, un sistema de
administracion aceptable, no inmunogénico y especifico para el
tejido continda siendo una necesidad sin cubrir.

La seleccion de pacientes sigue sin resolverse; de hecho, atin se
desconoce si el tratamiento podria rescatar un fenotipo ya
manifiesto o si deberia administrarse en la fase temprana de la
enfermedad.

Aun se desconocen la durabilidad y los efectos a largo plazo.

Otros problemas son la asequibilidad, la regulacién y el acceso
al tratamiento. Todos estos enfoques tienen grandes costes de
fabricacion y el acceso al tratamiento puede estar limitado.

CONCLUSIONES

La terapia génica es un campo prometedor y en evolucién que
ya permite el tratamiento dirigido de enfermedades graves, como
la amaurosis congénita de Leber y la atrofia muscular espinal. Los
problemas de seguridad y durabilidad atn no se han resuelto; sin
embargo, se espera que varios ensayos clinicos en curso ofrezcan
respuestas y amplien la aplicacién de la técnica a otras afecciones.
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