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RESUMEN

En la mayoria de los errores congénitos del metabolismo existe un defecto enzimatico que produce el
bloqueo de una ruta metabdlica y el acimulo de metabolitos toxicos. Para su tratamiento actualmente
disponemos de la restriccion dietética, la potenciaciéon de otras vias metabdlicas alternativas y
la sustitucién de la enzima deficitaria mediante el trasplante de células, el trasplante hepatico o la
administracion de la enzima purificada. La terapia génica, mediante la trasferencia en el organismo de
una copia correcta del gen alterado mediante un vector, se perfila como el futuro en el tratamiento
de este tipo de enfermedades. Sin embargo, la dificultad de los vectores actualmente empleados en
atravesar la barrera hematoencefalica, su respuesta inmunitaria, su toxicidad celular, asi como su
potencial oncogénesis limitan enormemente su aplicacion clinica en humanos.

© 2013 Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Gene therapy for the treatment of inborn errors of metabolism

ABSTRACT

Due to the enzymatic defect in inborn errors of metabolism, there is a blockage in the metabolic
pathways and an accumulation of toxic metabolites. Currently available therapies include dietary
restriction, empowering of alternative metabolic pathways, and the replacement of the deficient enzyme
by cell transplantation, liver transplantation or administration of the purified enzyme. Gene therapy,
using the transfer in the body of the correct copy of the altered gene by a vector, is emerging as a
promising treatment. However, the difficulty of vectors currently used to cross the blood brain barrier,
the immune response, the cellular toxicity and potential oncogenesis are some limitations that could
greatly limit its potential clinical application in human beings.

© 2013 Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

de cribado neonatal instaurados en nuestro pais, y su mayor
conocimiento entre los profesionales sanitarios.

Los errores congénitos del metabolismo (ECM) son un conjunto
muy heterogéneo de trastornos hereditarios originados funda-
mentalmente por una mutaciéon en un gen que codifica la enzima
que cataliza una reaccién quimica celular. Como consecuencia, la
enzima resulta cualitativa o cuantitativamente alterada y se
produce un bloqueo metabdlico a ese nivel. Su mecanismo de
herencia es autosomico recesivo en la mayoria de los casos, y unos
pocos se heredan de manera recesiva ligada al cromosoma X.

Existen mas de 300 ECM descritos, y se consideran enferme-
dades raras por su baja prevalencia en la poblacion general. A pesar
de ello, se espera un incremento en su incidencia debido a la
aparicion de nuevas técnicas diagnosticas, los nuevos programas
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En la edad pediatrica, los trastornos del metabolismo interme-
dio pueden comenzar en forma de encefalopatia, acidosis
metabodlica e hiperamoniemia agudas. Otras formas de presen-
tacion incluyen sintomas neuroldgicos progresivos y sintomas
concretos que pueden orientar hacia el diagnoéstico, como, por
ejemplo, la esplenomegalia en la enfermedad de Gaucher o la
mancha rojo cereza en la retina en la gangliosidosis GM1'.

Las enfermedades por deposito lisosomal y mitocondriales son
las entidades que mas frecuentemente comienzan en la edad
adulta, con una clinica insidiosa y lentamente progresiva®>. Con
menor frecuencia que en los pacientes pediatricos, los trastornos
del metabolismo intermedio pueden presentarse en forma de
descompensacion aguda desencadenada por situaciones especial-
mente catabodlicas, como el parto, las intervenciones quirtrgicas, el
ejercicio fisico intenso, o las infecciones graves con repercusion
sistémica®”.
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Enla actualidad, y segiin el tipo de trastorno metabolico, existen
diferentes tipos de tratamiento, siendo la terapia génica una opcion
terapéutica todavia experimental. Sin embargo, la reciente
aprobacién por parte de la Agencia Europea del Medicamento
del primer farmaco huérfano de naturaleza génica en el déficit
congénito de lipoproteina lipasa puede abrir una nueva etapa en el
tratamiento de los ECM®.

Los objetivos de esta revisiobn son describir las principales
opciones terapéuticas actualmente disponibles en los ECM y
definir las bases y limitaciones de la terapia génica en el
tratamiento de este tipo de enfermedades.

Tratamientos actualmente disponibles

Una dieta con restriccion del producto que no puede ser
metabolizado es el tratamiento de eleccién en algunos ECM, como
la fenilcetonuria y la enfermedad del jarabe de arce. En caso de
descompensacién aguda, las acidurias organicas, los defectos del
ciclo de la urea y algunos defectos de la beta-oxidacion de los
acidos grasos pueden precisar de un tratamiento de urgencia con el
objetivo de disminuir el metabolito téxico proximal al punto del
bloqueo metabdlico. Para ello se puede realizar una estimulacion
del anabolismo mediante un aporte energético elevado o una
estimulacion de vias alternativas especificas. En casos especial-
mente graves se puede proceder a la eliminacion exogena del
metabolito toxico mediante la dialisis’.

La idea de reponer la enzima deficitaria parte de los estudios
con cultivos celulares realizados por Neufeld y su equipo a finales
de la década de 1960. Estos investigadores descubrieron que el
cultivo de fibroblastos con 2 formas diferentes de mucopolisaca-
ridosis resulté en la correccion del defecto metabdlico en ambas
estirpes celulares, ya que los «mediadores» secretados por una
estirpe para corregir el defecto metabdlico de la otra eran en
realidad la enzima deficitaria, que era endocitada y transportada a
los lisosomas para realizar su funcién®.

Basada en esa idea, una forma de reposicion enzimatica es
mediante la implantacién de células con una actividad metabdlica
normal en el organismo con algin ECM. En este sentido, y a pesar
de las limitaciones que conlleva la disponibilidad de un donante
compatible y de los riesgos y la morbilidad asociada, el trasplante
hepatico o el de células hematopoyéticas ha demostrado,
especialmente en la edad pediatrica, cierta eficacia. Entre las
enfermedades en las se ha obtenido un beneficio clinico mediante
el trasplante hepatico cabe destacar el déficit de alfa-1-anti-
tripsina, la enfermedad de Wilson, la tirosinemia y las glucogenosis
tipo 1y v°. El trasplante de células hematopoyéticas, por otra parte,
ha demostrado, si este se realiza en estadios precoces de la
enfermedad, buenos resultados en la mucopolisacaridosis tipo 1y
vii, asi como en la alfa-manosidosis o la adrenoleucodistrofia ligada
al cromosoma X'°.

Durante las 2 Gltimas décadas, el mayor conocimiento de la
fisiopatologia de las enfermedades por depdsito lisosomal
ha permitido el tratamiento de reemplazo enzimatico'' mediante
la infusién directa intravenosa de la enzima deficitaria (tabla 1).
Aparte del impacto en la calidad de vida del paciente por la
necesidad de infusiones repetidas y de por vida, y el elevado coste
que supone para el sistema sanitario, una limitaciéon importante de
este tipo de tratamiento es su escaso efecto en los sintomas
neurologicos, presentes en mas del 75% de este tipo de
enfermedades'?, debido a la imposibilidad de la molécula
enzimatica de atravesar la barrera hematoencefalica. Ademas, en
fenotipos especialmente graves, en los que la enzima natural es
casi inexistente, esta infusion puede producir una respuesta
inmunoldgica a la enzima exdgena, que puede influir en la eficacia
del tratamiento'>. Ambos factores han contribuido a poner en
marcha nuevas estrategias para mitigar las limitaciones de este
tratamiento, como, por ejemplo, regimenes de tolerancia inmu-
nolégica'?, terapia de reduccién del sustrato!®, utilizacién de
chaperonas'® o nuevos métodos experimentales de liberacion
farmacolégica'”.

Lo anteriormente expuesto hace necesaria la creaciéon de nuevas
opciones terapéuticas con el objetivo de mejorar la eficacia y la
calidad de vida de los pacientes y de sus familias, asi como aliviar el
peso econdémico que suponen los tratamientos actualmente
existentes.

Definicion de terapia génica

La terapia génica se puede definir como la transferencia de
material genético en un individuo con una finalidad terapéutica. En
términos generales existen 3 técnicas principales utilizadas: 1)
transferencia de ADN codificante de una proteina, de manera que se
introduce una copia normal del gen con un promotor que induce su
expresion; es la técnica mas utilizada en trastornos monogénicos
recesivos y, por tanto, en los ECM; 2) transferencia de ARN de
interferencia o algln oligonucleétido antisentido para inhibir la
expresion de un gen, que es una estrategia empleada en los
trastornos de herencia mendeliana dominante, y 3) reparacion de un
gen defectuoso en lugar de aportar copias adicionales, que es la
técnica menos utilizada y su aplicacion clinica todavia parece lejana.

La introduccidon de material genético puede llevarse a cabo
directamente sobre el organismo mediante administracién intra-
venosa o intraérgano en un vector de empaquetamiento y
transporte que hace posible su supervivencia sistémica y su
introduccion en las células (terapia génica in vivo), o bien a través
de células extraidas del paciente, cultivadas y manipuladas
genéticamente y reintroducidas tras su modificaciéon (terapia
génica ex vivo). Esta Gltima técnica se ha utilizado en trasplante de
médula Osea y tiene la ventaja de permitir el trasplante autdlogo
celular, con lo que se reducen las posibilidades de reaccion injerto
contra huésped.

Tabla 1
Tratamientos disponibles actualmente en Europa para las enfermedades por deposito lisosomal
Enfermedad Enzima deficitaria Farmaco Compaiiia farmacéutica Indicaci6én
Gaucher tipo 1 Glucocerebrosidasa Imiglucerasa Genzyme TSE
Velaglucerasa Shire TSE
Miglustat Actelion TRS
Fabry Alfa-galactosidasa A Agalsidasa o Shire TSE
Agalsidasa B Genzyme TSE
Pompe Alfa-glucosidasa Alglucosidasa a Genzyme TSE
MPS tipo 1 (sindromes de Hurler, Hurler-Scheie y Scheie) Alfa-L-iduronidasa Laronidasa BioMarin-Genzyme TSE
MPS tipo i (sindrome de Hunter) Iduronato-2-sulfatasa Idursulfasa Shire TSE
MPS tipo vi (sindrome de Maroteaux-Lamy) Arilsulfatasa B Galsulfasa BioMarin TSE
Niemann-Pick tipo C Ninguno Miglustat Actelion TRS

MPS: mucopolisacaridosis; TRS: tratamiento de reduccién del sustrato, TSE: tratamiento de sustitucién enzimatica.

2013. http://dx.doi.org/10.1016/j.medcli.2013.05.030

Como citar este articulo: Pérez-Lopez ]. Terapia génica en el tratamiento de los errores congénitos del metabolismo. Med Clin (Barc).



http://dx.doi.org/10.1016/j.medcli.2013.05.030

G Model
MEDCLI-2630; No. of Pages 5

J. Pérez-Lopez/Med Clin (Barc). 2013;XX(X):XXX~XXX 3

Tabla 2

Ensayos clinicos con terapia génica en errores congénitos del metabolismo (1989-2012)

Enfermedad Pais ID Fase Estado Afo Sistema utilizado
Gaucher EE. UU. US-0046 I Cerrado 1993 TMO +RV
EE. UU. uS-0047 I/ Cerrado 1993 TMO +RV
EE. UU. US-0061 I Cerrado 1994 CSP+RV
Fabry EE. UU. US-0377 I Retirado 2000 SCM +RV
MPS 1 Francia FR-0005 1 Abierto - RV
Reino Unido UK-0011 /1 Cerrado 1997 TMO +RV
Reino Unido UK-0043 1 Cerrado 1997 TMO +RV
MPS 11 EE. UU. US-0087 1 Cerrado 1995 LSP +RV
MPS III A Francia FR-0049 I/ Abierto 2011 VAA
MPS VII EE. UU. US-0758 I Cerrado 2006 TCH+LV
Pompe EE. UU. US-0931 /1 Abierto 2008 VAA
Tay-Sachs Reino Unido UK-0197 11 Abierto 2012 VAA
Canavan Nueva Zelanda NZ-0001 [ Abierto 1996 Lipofeccion (liposoma cati6nico)
EE. UU. UsS-0211 I Cerrado 1997 AV
EE. UU. US-0222 1 Cerrado 1997 AV
EE. UU. US-0381 [ Abierto 2000 VAA
LCN EE. UU. US-0619 1 Abierto 2003 VAA
EE. UU. us-0977 I Abierto 2009 VAA
EE. UU. US-1064 1 Abierto 2010 VAA
GSL EE. UU. US-1068 1 Abierto 2010 VAA
LDM Italia 1-0019 I/ Abierto 2010 TCH+LV
X-ALD Francia FR-0028 I/ Cerrado 2005 LV
Francia FR-0042 111 Cerrado 2009 TCH+LV
EE. UU. US-1073 1/111 Abierto 2010 TCH+LV
OTC EE. UU. US-0139 I Abierto 1996 AV
HF EE. UU. US-0012 1 Abierto 1991 RT
EE. UU. Us-1144 1 Abierto 2012 VAA
DLPL Holanda NL-0008 I/ Abierto 2005 VAA
PAI Espafia ES-0020 1 Abierto 2012 VAA

AV: adenovirus; CSP: células de sangre periférica; DLPL: déficit de lipoproteina lipasa; GLS: galactosialidosis; HF: hipercolesterolemia familiar; LC: lipofuscinosis ceroidea
neuronal; LDM: leucodistrofia metacromatica; LSP: linfocitos de sangre periférica; LV: lentivirus; MPS: mucopolisacaridosis; OTC: déficit de ornitin transcarbamilasa; PAI:
porfiria aguda intermitente; RT: retrovirus; SCM: stem cells («células madre») mesenquimales; TCH: trasplante de células hematopoyéticas; TMO: trasplante de médula 6sea;

VAA: virus adenoasociado; X-ADL: adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X.
Datos de la Whiley Database on Gene Therapy Clinical Trials Wordlwide.

Ensayos clinicos con terapia génica

Los ECM, y especialmente las enfermedades por depoésito
lisosomal, son especialmente adecuadas para la terapia génica
debido a que son enfermedades monogénicas recesivas y
Gnicamente se necesita la transferencia de una copia correcta
del gen defectuoso. Ademas, ya que en la mayoria de los casos
actividades enzimaticas de tan solo 1-20% son suficientes para
normalizar la funcién celular, los niveles de expresion génica
inducida no son generalmente criticos en el éxito terapéutico.

De los 1.743 ensayos clinicos con terapia génica aprobados
desde 1989 (segtin datos obtenidos de la Whiley Database on Gene
Therapy Clinical Trials Wordlwide), solo 28 (1'6%) se han desarrolado

Tabla 3
Caracteristicas de los principales métodos viricos y no viricos

en el campo de los EMC. Y de todos ellos, solo un estudio utiliza
vectores no viricos (tabla 2).

Vectores

Un vector es un medio de transporte, bioldgico o no, utilizado
para la introduccion del material genético en el organismo y en las
células (tabla 3).

Vectores viricos

Se aprovecha el tropismo de los virus y su capacidad para
infectar las células para introducir el material genémico en el

Vector virico Célula diana

Ventajas

Desventajas

Adenovirus

Oncorretrovirus Células en proliferacion

Lentivirus Amplio tropismo

Herpes virus Células del sistema nervioso

Virus adenoasociados Amplio tropismo

Vector no virico Caracteristicas

Amplio tropismo. Células respiratorias,
gastrointestinales y de la cornea

Alta eficiencia de infeccion.
Facil fabricacion. Alta estabilidad
Expresion génica muy prolongada

Expresién génica prolongada

Expresion génica prolongada
No respuesta inflamatoria

Ventajas

Expresion génica transitoria.

Fuerte respuesta inmunitaria

Dificultad en obtener grandes cantidades.
Posibilidad de mutagénesis y oncogénesis
Posibilidad de reversion a VIH,

oncogénesis y mutagénesis

Fuerte respuesta inflamatoria, neurotoxicidad

Dificil fabricacién

Desventajas

ADN desnudo ADN libre sin ligando

Lipidos cati6nicos
Polimeros cationicos

Lipidos con carga positiva unidos a ADN
Polimeros con carga positiva unidos a ADN

Seguridad, facil de elaborar

Coste bajo
Estabilidad quimica, gran
variedad de formulaciones

Baja transferencia y expresion génica.

Respuesta inmunitaria

Vida media baja. Toxicidad y respuesta inmunitaria
Toxicidad y respuesta inmunitaria

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.
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organismo. Con respecto a la terapia no virica, la utilizacion de
vectores viricos es generalmente mas eficiente y la que ha
conseguido resultados mas satisfactorios. La mayor parte de los
vectores viricos derivan de retrovirus murinos, lentivirus, adeno-
virus, virus adenoasociados y herpes virus.

Retrovirus y lentivirus tienen una cadena simple y abierta de
ARN de la que la transcriptasa inversa virica fabrica en la célula
infectada el ADN complementario de doble cadena. Los retrovirus
murinos derivan del retrovirido de la leucemia murina de Moloney,
y los lentivirus derivan del virus de la inmunodeficiencia humana.
Tras eliminar determinados genes del ARN virico, la ingenieria
virolégica ha perfeccionado su capacidad para infectar y vehicu-
lizar el material genético dentro de las células, y ha introducido
mecanismos de seguridad para impedir su replicacion libre. A
pesar de ello, su mayor limitacion es el riesgo de mutagénesis
insercional y oncogénesis. Este riesgo parece pequefio para la
infeccion de células somaticas, pero es mucho mayor en el caso de
la utilizacién de técnicas ex vivo con células troncales que van a
replicarse y repoblar el individuo!8.

Los adenovirus han sido muy utilizados en ensayos clinicos por
su amplio tropismo celular y porque no precisan de células en fase
replicativa para introducir su material genético. Son muy eficaces
en la expresion de los genes terapéuticos vehiculizados, pero
desafortunadamente esta ha demostrado ser transitoria en el
tiempo. En su uso clinico esto obligaria a administrar la dosis de
vectores repetidamente, siendo las readministraciones posteriores
mucho menos eficaces por el desarrollo de anticuerpos neutrali-
zantes contra el virus. Ademas, se han descrito en algtn estudio
reacciones adversas graves tras la administracion de dosis elevadas
de este tipo de virus'®.

Los virus adenoasociados no pueden replicarse por si solos sin
la colaboracién de otros virus, como los adenovirus o los herpes
virus. Son de pequeflo tamafioy portan una cadena simple de ADN,
lo que limita mucho el tamafio del acido nucleico que pueden
transportar. Aunque no producen enfermedad, también generan
una respuesta inmunitaria con la produccién de anticuerpos
neutralizantes.

Los virus del herpes simple presentan algunas ventajas sobre el
resto de estirpes celulares, como su gran tamafio genémico, que
permite transferir mayor cantidad de material genético, y su
tropismo por células del sistema nervioso.

Vectores no viricos

En este caso, mediante métodos fisicos y quimicos se consigue
de manera temporal una permeabilidad de los tejidos, permitiendo
que el ADN entre en el niacleo celular. Este mecanismo de
transferencia génica depende, entre otros factores, de la fase del
ciclo celular, ya que durante la mitosis el nicleo celular es mas
asequible®®?!, La poracién celular mediante laser, ultrasonidos u
otros métodos electromagnéticos es uno de los mecanismos fisicos
mas utilizados. Los procedimientos quimicos combinan la utiliza-
cion de polimeros y lipidos cationicos unidos al material génico, de
manera que tras interactuar electrostaticamente con la membrana
celular son introducidos mediante endocitosis®2.

Limitaciones de la terapia génica

El vector ideal seria aquel dotado de una total seguridad para el
paciente y su entorno, que protegiera el material genético frente a
la degradacion, que fuera selectivo para un tipo especifico de
6rgano, tejido o célula, que entregara este material de manera
eficaz, que hiciese posible la expresion génica del material
transportado, y que no generase respuesta inmunitaria, inflama-
toria u ongogenética. Actualmente no hay ningin vector con estas
caracteristicas.

En los estudios clinicos y preclinicos realizados hasta el
momento se han descrito fendmenos de inmunogenicidad,
inflamacioén, toxicidad celular e incluso oncogénesis relacionados
con la administracién de vectores viricos?>. La inmunogenicidad es
especialmente importante si se utilizan vectores viricos con
expresion génica transitoria, ya que la produccién de anticuerpos
contra los vectores y su posterior neutralizacion obligarian a
administrar dosis repetidas en el organismo. Algunos trabajos
apoyan el hecho de que la utilizacién de vectores no viricos, en
forma de lipidos y polimeros cationicos, asi como nanomateriales,
disminuiria los fenémenos de inmunidad y especialmente la
oncogénesis>?.

Tanto en la utilizacion de vectores viricos como no viricos, la
barrera hematoencefalica y la eficacia terapéutica en los sintomas
derivados de la afectacion del sistema nervioso central en los ECM
que cursan con acimulo de depdsito a este nivel contintian siendo
un desafio para la terapia génica. En este sentido, a pesar de la
reducciéon en los depdsitos lisosomales conseguida en algunos
modelos animales mediante la inyeccion directa del vector virico
en el cerebro, la expresion génica tras inyecciones repetidas y la
toxicidad celular alcanzada hacen inviable, por el momento, su
aplicacién clinica en humanos®°.

Aparte de la inyeccién directa intracerebral, se han estudiado
otras vias de acceso al sistema nervioso central, como la
intravitrea®®, la olfatoria®’ y la trigeminal®®,

La administraciéon sistémica intravenosa de vectores con
ligandos dirigidos a uno de los receptores de la endocitosis
expresados en las células de la barrera hematoencefalica, con
nanomateriales como el polietilenglicol’® o con otros ligandos
como la apolipoproteina E*°, podria facilitar el paso de esta barrera
biologica.

Conclusiones

A pesar de que no existen numerosos estudios realizados con
terapia génica en el campo de los ECM en las 2 Gltimas décadas,
debido en parte a la baja prevalencia de este tipo de enfermedades,
los progresos han sido lentos, pero constantes. Los avances
obtenidos en otras areas cientificas han permitido la aparicion
de vectores con estructuras moleculares mas estables, de facil
fabricacion y de menor coste, y también con una eficacia en
transferencia y expresiéon génicas muy superiores.

Su utilizacion en la practica clinica tendria enormes beneficios.
Aparte de la mejoria sintomatica y la alteracién del curso natural
de la enfermedad, la expresion génica alcanzada tras una
Gnica dosis de vector podria ser suficiente para cubrir las
necesidades metabolicas del paciente, con lo que se evitarian
las infusiones periddicas que requieren los pacientes con alguno
de los pocos EMC en los que existe tratamiento enzimatico
sustitutivo.

Lamentablemente todavia existe en la actualidad un largo
camino que recorrer en lo referente a su seguridad, ya que los datos
de los que disponemos hasta el momento ponen de manifiesto la
presencia de fenémenos de inmunidad, toxicidad celular y
oncogénesis en los modelos animales actualmente en uso.

La dificultad que han demostrado los vectores en atravesar la
barrera hematoencefalica podria limitar mucho su eficacia en
la mejoria de los sintomas neurolégicos debidos a la lesion
cerebral causada por deposito de macromoléculas no degradadas,
como es el caso, por ejemplo, de las enfermedades por depoésito
lisosomal.
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