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Terapia génica para las hemofilias

David Lillicrap, Arthur R. Thompson

Resumen

Las pruebas clinicas de transferencia de genes en
las hemofilias han evolucionado luego de una
década de estudios en células cultivadas y
posteriormente en modelos animales. El éxito
limitado de los experimentos iniciales en
humanos apunta hacia la necesidad de mejoras
o alternativas a los sistemas de transferencia
mediante vectores virales usados en sujetos con
hemofilia A 6 B. Varios laboratorios han
modificado vectores a fin de mejorar la
expresion de estos factores de coagulacion, al
tiempo que se realizan considerables esfuerzos
para mejorar la seguridad. Si bien hay una serie
de técnicas prometedoras, todavia no ha surgido
una estrategia claramente mejorada.

La incorporacién del intrén y otros elementos al
transgen del factor VIII 6 IX mejora la expresion
de la cantidad de factor en cada célula. Los
promotores de tejidos especificos limitan la
expresion en otros tejidos, incluyendo células
inmunes, a fin de reducir el riesgo de desarrollo
de inhibidores. Los vectores retrovirales,
introducidos originalmente para la transferencia
de genes, tienen mas éxito en ratones neonatos;
los vectores lentivirales relacionados
transduciran células que no estan en division,
aunque la seguridad a largo plazo de ambos
sigue siendo motivo de preocupacién. Los
vectores adenovirales a los que se han retirado
sus genes virales tienen menos complicaciones,
pero todavia es necesario desarrollar una
envoltura de insercién mas segura. Serotipos
diferentes y vectores virales adenoasociados
incrementan la expresiéon y permiten la inclusién
de genes de factor VIII que son mds grandes. Es
necesario desarrollar sistemas de insercion
eficaces para vectores no virales in vivo; no
obstante, un modelo de roedor demuestra que la
expresion a largo plazo de niveles terapéuticos
de factor VIII 6 IX puede lograrse sin un vector
viral. Si bien la principal célula diana para la
transferencia de genes sigue siendo la hepatica,
hay avances con la expresion en otros tejidos
diversos. Para mejorar el perfil de seguridad,
estan surgiendo estrategias de induccién de

tolerancia o de prevencién de respuestas
inmunes a los factores VIII y IX expresados y los
avances en la comprension de la respuesta
inmune, particularmente al factor VIII, se estan
ocupando de esta potencialmente grave
complicacién. Por tltimo, los esfuerzos en la
reparacion de genes presentan avances iniciales,
particularmente con una técnica de “corte y
empalme” (trans-splicing) que corrige el ARN
mensajero mutante del propio anfitrién,
permitiendo la sintesis de una proteina normal,
aun en ausencia de la secuencia génica normal.

Introduccioén

Para un paciente con hemofilia, la terapia génica
permitiria la sintesis continua de una proteina
normal para corregir la deficiencia in vivo. En
cierto sentido, la sintesis de la proteina
resultante seria comparable a una “cura”, como
se ha observado en los casos raros de un
paciente con hemofilia que ha recibido un
transplante de higado. Una diferencia con el
transplante de 6rganos es que en la terapia
génica las propias células son transducidas
(proceso por el cual se agrega un gen funcional a
una célula). Por ende, la inmunosupresion, la
cual es necesaria para evitar el rechazo del
organo trasplantado y su correspondiente
toxicidad, no es necesaria. Los estudios iniciales
generaron considerable optimismo en cuanto a
que la hemofilia podia curarse [1]. Los
elementos basicos para la transferencia de genes,
incluyendo diferentes vectores, sistemas de
insercion y células dianas usadas con los
factores VIII 6 IX ya han sido estudiados [2, 3, 4].

Debe distinguirse entre terapia génica para
modificar las células sométicas de un anfitrién y
otras técnicas altamente experimentales que dan
por resultado animales transgénicos. Dichos
animales (por ejemplo, “Dolly”) son capaces de
transmitir la modificacién genética a la siguiente
generacion puesto que todas sus células estan
involucradas, incluyendo las germinales (6vulos
y espermatozoides). Se crearon ovejas
transgénicas para sintetizar factor IX y éstas
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contenian el ADN del factor IX humano en
todos sus tejidos [5]. Esta técnica puede ser ttil
para crear animales hembras, tales como cerdos,
que secreten factores VIII y IX humanos en su
leche [6, 7].

Hay una segunda distincion entre transferencia
de genes y reparacién de genes. Todos los
estudios en humanos y la mayoria de los
estudios preclinicos en animales se han
enfocado a la transferencia de genes, donde
copias adicionales del ADN de codificacién
normal (cADN) de los factores VIII y IX se
insertan en células que anteriormente no podian
sintetizar un factor de coagulacién normal. Para
la reparacion de genes, hasta ahora ha habido
éxitos relativamente limitados, ya sea en el
cultivo de células o de modelos animales,
aunque se estan desarrollando algunas nuevas
técnicas prometedoras que probablemente
valdra la pena probar en animales.

Los modelos animales de transferencia de genes
para la hemofilia con vectores derivados de
virus han sido los mas confiables al ofrecer
niveles terapéuticos sostenidos de factores de
coagulacién. Estos modelos animales incluyen
mutaciones ocurridas naturalmente en perros
(luego criados para formar colonias hemofilicas)
o en ratones a los que se ha hecho deficientes en
factor VIII 6 IX mediante disrupcién génica
dirigida, conocidos como ratones con “genes
noqueados”[8].

Vectores para transferencia de genes

La transferencia de ADN a células para la
terapia génica se logra por transduccién, un
proceso controlado que es mediado por vectores
o vehiculos que se adhieren a la superficie de la
célula y facilitan la penetracién en ella. Esto
contrasta con la transfeccién, donde las
membranas celulares se rompen y la insercion
del ADN ocurre por medios fisicos o
electroquimicos. Comtunmente, los vectores para
transduccion se derivan de los nucleétidos del
acido nucleico viral, puesto que éstos son mas
eficientes que las preparaciones no virales
actuales. Se retiene la porcién del acido nucleico
viral que dirige la adherencia y penetracién
celular. En el cuadro 1, se resumen los sistemas
de vectores con estudios animales preclinicos
prometedores relevantes para la terapia génica
en las hemofilias. La seccién final de este estudio
sefiala las consideraciones para su uso en
pruebas clinicas.

Vectores retrovirales

Una de las primeras estrategias de la terapia
génica era usar vectores retrovirales (gamma-
retrovirus u onco-retrovirus) para transducir las
células en division de tejidos en cultivo y
retornar las células transducidas al animal
anfitrion mediante transplante [9]. No obstante,
los niveles de expresién transgen en varios tipos
de células fueron considerablemente mayores en
cultivo que in vivo, luego de que el gen se

Cuadro 1: Vectores virales usados para la transferencia preclinica de genes de factores VIIl 6 IX

Vector Amd_o Ventajas Limitaciones Referencia
Nucleico
Retroviral ARN e transduccion eficiente | e derivacién oncogénica Van Damme
(RV) ¢ integracion genémica |e insercion al azar et al, 2004
e expresion persistente | o dependiente de células en
divisién (excepto lentiviral)
Adenoviral ADN e transduccién de ¢ respuestas inmunes al AV Thorrez
(AV) células que no estanen | e episomal (no integracién) et al, 2004
division ¢ expresion transitoria
¢ aloja grandes cADN
e alto nivel de expresiéon
Viral adeno- ADN e integracion (parcial) e tamafio limitado de cADN Couto, 2004
asociado e expresion persistente | e posibles reacomodos
(VAA) e serotipos diferentes
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silenciara después del transplante. Estos
problemas fomentaron esfuerzos para mejorar
los métodos de administracion de vectores
directamente a animales y transducir las células
in vivo. El principio de una expresién a largo
plazo (sostenida) después de la administracién
in vivo de un vector retroviral fue establecido
cuando perros con hemofilia B expresaron factor
IX canino normal durante mas de dos afos,
aunque los niveles fueron insuficientes para
corregir la tendencia hemorragica. Ademas,
debido a que el vector retroviral requiere células
en divisién, a estos perros se les realizé una
hepatectomia parcial (extirpacién quirtrgica de
hasta dos tercios del higado) a fin de
incrementar el namero de células en division al
momento de la infusién venosa de la estructura
vectorial.

Otras estrategias usadas para generar la
expresion sostenida de factor IX in vivo a partir
de vectores retrovirales incluyen transferencia
de genes a anfitriones neonatos o a los higados
de animales adultos estimulados por factores de
crecimiento a fin de inducir la proliferaciéon de
hepatocitos.

En cuanto al factor VIII, los estudios mostraron
un aumento retardado en la expresién de factor
VIII humano en conejos a los que se administré
por via intravenosa cADN con supresion del
dominio B a través de un vector retroviral. La
expresion persisti6 durante al menos varias
semanas, aunque no se pudo evaluar la
actividad debido a la presencia de anticuerpos
neutralizantes de conejo contra el factor VIII
humano. Debido a una limitacién en el tamafio
de la secuencia que puede insertarse en vectores
retrovirales, se han usado estructuras de factor
VIII con supresién del dominio B, ya que el
tamarfio de éstas s6lo es alrededor de dos tercios
del tamafio de la cADN completo. Todavia es
necesario aclarar el grado en que las respuestas
inmunes en animales, incluyendo perros con
hemofilia A, reflejan el uso de transgenes de
otras especies (factor VIII humano, por ejemplo),
o constituyen una respuesta autoinmune al
mismo factor VIII.

Se han hecho intentos por usar diferentes
vectores retrovirales que transduciran tanto
células en reposo como células en divisiéon a fin
de mejorar la eficacia de la transduccién. Los
lentivirus son una clase de retrovirus capaces de

infectar células en reposo. Los vectores
lentivirales mas ampliamente estudiados se
basan en el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH). Estos son derivados retrovirales
mas complejos capaces de penetrar la membrana
nuclear y por lo tanto integrarse al ADN de la
célula en cualquier etapa del ciclo celular. Los
estudios iniciales sobre la seguridad y eficacia
de estos vectores en modelos de ratones para
hemofilia son prometedores [9, 10].

Vectores adenovirales

Los vectores adenovirales tienen la ventaja de
poder incorporar grandes fragmentos de ADN
en secuencias virales de ADN convertidas en no
patégenas mediante supresiones del genoma
viral. Ellos también transducen facilmente
células con grandes cantidades de particulas
virales e infectan a células tanto en reposo como
en divisién. No obstante, todavia expresan
varias proteinas virales que son inmunogénicas,
induciendo una eliminacién mas rapida del
vector y las células transducidas. Ademas, la
transduccién repetida generalmente no tiene
éxito, a no ser que la exposicién inicial haya sido
acompafada de modulacién inmune a fin de
suprimir una respuesta a las proteinas del
capside (recubrimiento) adenoviral. La
transduccién repetida seria provechosa ya que el
vector adenoviral permanece episomal dentro
del ntcleo; es decir, no se integra al ADN
cromosémico del anfitrién. Se ha tenido éxito en
modelos animales con expresion prolongada de
factor VIII o factor IX [11], particularmente
usando estructuras vectoriales que contienen
disrupciones en varios genes adenovirales y
cuando los vectores se administran a animales
anfitriones cuya respuesta inmune ha sido
suprimida. Se ha logrado mayor éxito con un
tipo de vector adenoviral al que se han retirado
todos los genes adenovirales (vectores cobardes,
dependientes de un auxiliar o “mini-Ad”). La
insercién de estas estructuras vectoriales en
ratones y perros hemofilicos ha dado por
resultado la expresion de niveles terapéuticos de
factor de coagulacion hasta por varios meses [12,
13]. En estas tltimas generaciones de vectores
adenovirales no hay produccién de proteinas
virales que pudieran mejorar la eliminacién del
vector en las células. No obstante, todavia hay
efectos adversos agudos transitorios por la
insercién del vector adenoviral relacionados con
las respuestas inmunes innatas, incluyendo
trombocitopenia y dafio a las células hepéticas.
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Las administraciones multiples sin modulacién
inmune en el anfitrién seguirfan siendo
problematicas debido a la respuesta de los
anticuerpos contra las proteinas capsidas del
vector. Sin embargo, debido a que todavia no
hay integracion del vector, es probable que los
niveles de proteina expresados disminuyan con
el transcurso del tiempo, aun en tejidos en los
que la divisién celular es poco frecuente, tales
como el higado.

Vectores virales adenoasociados (VAA)
Los vectores VVA son capaces de transducir
varios tipos de células en divisién y que no se
encuentran en divisién y permanecer al interior
del nicleo de dichas células durante periodos
prolongados [14]. La mayoria del vector
administrado permanece en una forma extra-
cromosémica estable, pero una pequefa porcion
del vector (menos del 5%) parece integrarse al
genoma celular del anfitrién. Cuando los
vectores VAA se administran a cepas
“permisivas” de ratones (aquéllas con bajo
potencial de desarrollo de anticuerpos contra la
proteina humana) cruzados con otros ratones
con gene “noqueado” del factor IX, la expresion
de niveles terapéuticos de factor IX humano ha
sido sostenida durante varios meses. La
correccion fenotipica (ausencia de hemorragias)
y la expresion del factor IX en estos ratones con
gene “noqueado” han permanecido en niveles
de 15% durante mas de un afio; ademas, con una
mayor dosis de vector se han logrado niveles de
factor IX cercanos al 100%. Los hepatocitos
también pueden ser transducidos por infusién
de vectores VAA en venas periféricas, aunque
una inyeccién en la vena porta (la vena que
fluye directamente de la circulacién intestinal al
higado) permite una transduccién mas eficaz.
La administracién a perros con hemofilia B
severa de un vector VAA portador de cADN de
factor IX canino, ya sea a través de multiples
inyecciones intramusculares o infusiones en la
vena porta, ha dado por resultado una expresion
de niveles terapéuticos de factor IX durante mas
de cinco afios. Una cADN de factor VIII con
supresion del dominio B canino también ha sido
insertada en un vector VAA y la inyeccién de
dicho vector en la vena porta ha dado por
resultado la expresion de niveles terapéuticos de
factor VIII en perros y ratones hemofilicos [15,
16]. Nuevamente, la expresion del transgen de
factor VIII en perros se ha mantenido durante
mas de 5 afios.

Vectores no virales

La ventaja de un sistema de insercién no viral es
evitar la potencial toxicidad que causan los
vectores virales, ya sea por integracién o
respuestas inflamatorias y/o inmunes a las
proteinas capsidas virales. No obstante, como
sistemas que no se integran, no se anticiparia una
expresion prolongada. Ademas, una dificultad
importante reside en la estabilizacion del ADN y
su insercién eficaz en las células in vivo [17]. No
obstante, ha habido una sorprendente expresién a
largo plazo de factores IX y VIII en ratones
hemofilicos inmunodeficientes, lo que indica que
la expresion episomal puede permanecer siempre
que se cuente con una estructura vectorial
altamente eficaz. Sin embargo, en ratones
normales con deficiencia de factor VIII, ocurrio
aloinmunizacién aun cuando se utiliz6é un factor
VIII murino especifico de la especie [18]. Todavia
queda por evaluarse el grado en que la respuesta
inmune se ve afectada por altos niveles iniciales
de expresioén del gene y/o las respuestas
citoquinas ocurridas durante la insercién. Una
nueva técnica alterna es el uso de vectores no
virales que contienen transposones (una pieza de
ADN que puede moverse de un lugar a otro en el
gen y reinsertarse en otro sitio) derivados de
secuencias génicas ancestrales. Si son insertados
de manera concomitante con la enzima
transposasa, los vectores con transposones
pueden integrarse al ADN genémico de la célula
anfitriona. Recientemente se demostré que un
vector transposén que contiene cADN de factor
IX es capaz de integrarse a células hepaticas de
ratones y dirigir expresién génica a largo plazo,
asi como correccién fenotipica parcial de ratones
con hemofilia B [19].

Tipos alternos de células

El hepatocito ha quedado bien establecido como
el lugar donde se realiza la sintesis del factor IX y
el higado es el principal 6rgano de sintesis del
factor VIIL En este ultimo caso, bien podrian
contribuir tanto los hepatocitos como las células
endoteliales sinusoidales. Las células endoteliales
cultivadas a partir de la sangre podrian
cosecharse, transducirse in vitro con factor VIII y
servir como fuente para la transferencia de genes
[20, 21]. Las células hematopoyéticas han sido
una diana durante mucho tiempo debido a la
accesibilidad de células precursoras en la sangre
periférica. Si bien los rendimientos han sido
desalentadoramente bajos, ha habido un éxito
temprano con el factor VIII usando un vector
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lentiviral [22]. La expresién megacariocitica del
factor VIII tendria una ventaja potencial de co-
expresion de la proteina estabilizadora del factor
von Willebrand. Esto se ha logrado en células
cultivadas, usando un promotor especifico para
megacariocito [23] y ha demostrado resultados in
vivo muy prometedores, aun frente a elevadas
concentraciones de inhibidores del FVIII [24].

Reparacion de genes

Los oligonucleétidos hibridos de ARN/ADN se
han usado para corregir mutaciones puntuales
[25]. Si bien se ha informado de éxitos parciales
en algunos sistemas animales, la eficacia,
particularmente in vivo, constituye un problema
importante con esta técnica. Hay cierta evidencia
de que las mutaciones sin sentido pueden
suprimirse de manera transitoria a nivel
ribosomal usando antibiéticos aminoglicécidos
como la gentamicina. Esto tendria el potencial de
convertir la hemofilia severa en un fenotipo
moderadamente severo en pacientes selectos que
presentaran este tipo de mutacién hemofilica. No
obstante, su uso en cinco sujetos hemofilicos con
genotipos sin sentido fracasé en demostrar un
efecto clinicamente importante [26]. El corte y
empalme (trans-splicing) es otro mecanismo para
la reparacion de genes a nivel del ARN y tiene
potencial para aplicarse a inversiones; los
primeros estudios con factor VIII en ratones
indican que ésta podria ser una técnica factible
para las hemofilias [27] y, de tener éxito, evitarfa
las potenciales toxicidades de la transferencia de
genes a través de vectores virales. Todavia
quedarfan por desarrollarse sistemas de insercién
6ptimos para este fin.

Pruebas de transferencia de genes
para la hemofilia en humanos

A medida que los sistemas vectoriales capaces de
insertar cADN de factor IX 6 VIII a células
anfitrionas se han optimizado a fin de expresar
suficientes cantidades de las proteinas de
coagulacién in vivo, un problema importante ha
sido el disefio de pruebas terapéuticas en
pacientes humanos. Los aspectos de seguridad
son de suna importancia en la evaluacién de los
riesgos potenciales frente a la posibilidad de
hacer a la hemofilia menos severa o aplicar una
cura a largo plazo. En las siguientes secciones se
resumen los resultados de las pruebas clinicas de
terapia génica iniciales para la hemofilia en

humanos y se abordan las inquietudes
potenciales relativas a la seguridad de cada
sistema vectorial, seguidas de consideraciones en
cuanto a qué pacientes serian los candidatos
adecuados para estos estudios iniciales en
humanos.

Hasta ahora se han completado cinco pruebas
clinicas de terapia génica para la hemofilia en las
que participaron un total de 41 pacientes
(cuadro 2). Todos estos estudios han sido
pruebas de fase I/1l en las que el propésito
principal ha sido evaluar la toxicidad potencial
del tratamiento (fase I) y determinar si hay
signos precoces de beneficio terapéutico (fase II).
Debe sefialarse que ningtin paciente mostré
evidencia alguna de desarrollo de inhibidores
como respuesta a la transferencia de genes.
Ninguno de los pacientes tratados en estas
pruebas clinicas experimento efectos adversos
importantes de largo plazo, aunque dos
personas tuvieron efectos secundarios
transitorios relacionados con su tratamiento con
vectores virales.

Hemofilia A

Se han realizado tres pruebas de terapia génica
de factor VIII administradas a 26 sujetos con
hemofilia A. En dos de ellas se utilizaron
vectores virales insertados in vivo, mientras que
en la tercera se utiliz6 una insercién no viral a
células autdlogas cultivadas [28].

En el sistema vectorial no viral, se cosecharon
fibroblastos autélogos de una biopsia de piel y
durante el cultivo fueron transfectadas por
electroporacion con cADN de un gen de factor
VIII desprovisto del dominio B que contenia un
promotor de fibronectina para limitar el
potencial de expresion en otros tipos de células
[28]. La proteina de factor VIII desprovista del
dominio B esta disponible comercialmente,
cosechada de cultivos de células transfectadas y
parece ser comparable en recuperacion,
supervivencia y efecto clinico para el
tratamiento o prevencion de hemorragias con el
factor VIII de longitud completa ("tipo silvestre";
provisto de dominio B). Después se
seleccionaron los fibroblastos de estos sujetos
por su habilidad para expresar factor VIII



Cuadro 2: Pruebas clinicas de transferencia de genes para hemofilia Ay B

Vector/promotor Insercién/érgano Sujetos Resultados Complicaciones Referencias
(patrocinador del estudio) principal (N)
Hemofilia A:
No viral/fibronectina con implantacién omental 12 no hubo respuestas sostenidas no hubo efectos adversos | Roth et al,
cADN de factor VIII después de electroporacion posibles niveles de factor VIII de importancia; se 2001
desprovisto de dominio B ex vivo, selecciéon y transitorios, pero a nivel de deteccion requiere biopsia de piel y
(Transkaryotic Therapies) crecimiento de fibroblastos en algunos, posible requisito de cirugia laparoscépica con

autdlogos cultivados menores infusiones factor VIII
Retroviral/viral-LTR con 3 dosis intravenosas 13 no hubo respuestas sostenidas no se observo ninguna Powell et al,
cADN de factor VIII diarias/higado en algunos, posible supervivencia 2003
desprovisto de dominio B prolongada del factor VIII transfundido
(Chiron) en algunos, posible requisito de
menores infusiones
Adenoviral/albimina con intravenosa/higado 1 no hubo respuesta sostenida disfuncion transitoria del | White, 2003
cADN de factor VIII de posibles niveles de factor VIII higado y trombocitopenia
longitud completa transitorios, pero a nivel de deteccién
(GenStar)
Hemofilia B:
Viral adenoasociado, VAA- | intramuscular/multiples 8 no hubo respuestas sostenidas no hubo eventos adversos | Manno et al,
2/CMYV con cADN de inyecciones en el vastus vector y expresion persistentes, de importancia; se 2003
factor IX e intrén parcial lateralis de ambos lados demostrada hasta por 10 meses en administré factor IX para
(Avigen) biopsias musculares evitar hemorragia
intramuscular

Viral adenoasociado, VAA- | intrahepatica mediante un 7 no hubo respuestas sostenidas disfuncioén transitoria del | High, 2004;
2/ alfa-antitripsina con catéter con oclusion con la dosis més elevada, un paciente higado en dos pacientes; | High et al,
cADN de factor IX (Avigen) | momentanea mediante logré niveles transitorios de factor IX se administré factor IX 2004;

globo del flujo a la arteria
hepatica

de 12%
en algunos, posible requisito de
menores infusiones

para evitar hemorragia
durante procedimiento

Manno et al,
2006
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secretarlo en el medio de cultivo. Estas células
fueron luego implantadas mediante
laparoscopia en la cavidad peritoneal, por
inyeccién en depésitos lipidos omentales. Los
pacientes recibieron concentrado de factor VIII
para evitar hemorragias relacionadas con el
procedimiento invasor. Sélo ocurrieron efectos
adversos menores, de modo que el
procedimiento parece ser bastante seguro y no
se presentaron complicaciones a largo plazo.
Después de la terapia se midieron los niveles de
factor de coagulacion y, en algunos sujetos, se
encontraron en el limite de deteccién de 1% para
la prueba de actividad coagulante o ligeramente
arriba de éste. Sin embargo, en un lapso de
varios dias a unas cuantas semanas, todos los
niveles volvieron a los niveles basales previos al
tratamiento. Otro beneficio potencial observado
en algunos de estos sujetos fue una reducciéon en
los episodios hemorragicos espontdneos que
requerian infusiones exégenas de concentrados
de factor VIII. No obstante, debe reconocerse
que este ultimo resultado podria ser dificil de
distinguir de un efecto de placebo.

En otra prueba de transferencia de genes de
factor VIII se utiliz6 un vector retroviral de
generacion temprana derivado de un virus de
leucemia murina [29]. El vector contenia la
secuencia viral promotora para expresar un
factor VIII desprovisto de dominio B. Se
administré mediante infusiones intravenosas
simples durante tres dias consecutivos. Las
infusiones de vector y procedimientos
subsecuentes fueron bien tolerados sin que se
notaran complicaciones. La actividad coagulante
del factor VIII post-terapia si bien result6 algo
variable al igual que en el estudio del
fibroblasto, no mostro elevaciones consistentes
por arriba del limite de deteccion del 1%.
Ademas, no se observé respuesta a la dosis. En
un lapso de varios dias a unas cuantas semanas,
toda la actividad volvié a los niveles anteriores
al tratamiento. Sin embargo, nuevamente
algunos sujetos reportaron menos episodios
hemorragicos espontaneos en las semanas
siguientes a la transferencia de genes. Si bien los
datos son limitados, podria haberse dado una
supervivencia prolongada del factor VIII
transfundido que sugeriria un bajo nivel de
factor VIII transgénico circulante (aunque éste
no fuera detectable mediante las pruebas de
rutina).

Un vector adenoviral dependiente de un
auxiliar; es decir, desprovisto de sus genes
virales y al que se le habia insertado una cADN
de factor VIII de longitud completa, se
administré por via intravenosa a un paciente
[30]. Incluia un promotor de albimina para
limitar la expresion principalmente a los
hepatocitos. Si bien cierta actividad de
coagulacién de factor VIII sugirié un posible
efecto que era independiente del factor VIII
infundido, necesario para tratar episodios
hemorrégicos esporadicos rutinarios, no hubo
una respuesta sostenida definitiva y los niveles
encontrados fueron cercanos al nivel de
deteccion, por lo que podrian haber sido
espurios. El paciente experiment6 una caida
transitoria en su conteo plaquetario y mostré
evidencia clinica transitoria de dafio
hepatocelular, presumiblemente como un efecto
toxico del capside o proteina de recubrimiento
del sistema vectorial transductor.

Hemofilia B

Se han completado dos pruebas usando
estructuras vectoriales virales adenoasociadas
en 15 sujetos con hemofilia B [31, 32]. Si bien el
factor IX por lo general se expresa en niveles
mas elevados que el factor VIII, es més pequefio
que la albimina y por lo tanto tiene un mayor
volumen de distribucién. Ademas, en una base
molar, circula en cantidades 300 veces mayores
que el factor VIIL

El objetivo de la primera prueba fue la
transferencia de genes a las células musculares
en sujetos con hemofilia B severa y, si bien se
demostré la expresion del gene a largo plazo, los
niveles sistémicos de factor IX no aumentaron
considerablemente. En la segunda prueba, el
higado fue el 6rgano diana. Con la dosis mayor
se demostro eficacia transitoria, aunque dos
sujetos experimentaron toxicidad hepatica
retardada, relacionada con este vector.

La prueba del “mtsculo” utilizé un vector viral
adenoasociado con un promotor viral que
expresaba un “minigen” del factor IX que
contenia cADN del factor IX con un intrén de
secuencia parcial [33]. Conforme las dosis se
incrementaban, se aplicaron inyecciones en
multiples puntos del &rea lateral de los muslos.
Biopsias musculares, realizadas a los 2 'y 10
meses, mostraron la persistencia del vector y,
mediante inmunofluorescencia, expresién de la
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proteina de factor IX. Las tnicas complicaciones
notables se relacionaron con los lugares en los
que se realiz6 la biopsia. Cabe mencionar que no
se desarrollaron inhibidores; se analizaron
muestras de semen que resultaron negativas
para secuencias virales, excluyendo una
transmision importante a las células germinales.
No obstante, los resultados de la eficacia fueron
desalentadores en comparacién con las
respuestas a las dosis observadas en estudios
preclinicos, incluyendo los realizados en perros
hemofilicos. Esto podria estar relacionado con
una relativamente baja densidad de receptores
celulares superficiales para el virus adeno-
asociado en el grupo muscular seleccionado
para los estudios en humanos, el serotipo
utilizado y el hecho de que miocitos y miotubos
tienen una capacidad limitada para y-carboxilar
el factor IX. Por lo tanto, se necesitarian mas
puntos de inyeccién y no mayores cantidades de
vector inyectadas en cada punto.

En la prueba del “higado”, el vector viral
adenoasociado se disefi¢ para un mayor nivel de
expresion y se utilizé un promotor hepatocelular
especifico [32, 34]. El vector se insert6 a través de
un catéter fluoroscépicamente ubicado en la
arteria hepatica como procedimiento radiolégico.
Se infl6 un globo para detener de manera
momentanea la circulacién hepatica, como se
hace para la infusién localizada de quimioterapia
en caso de tumores malignos. La circulacién de la
vena porta evit6 isquemia hepatica. Se logro la
transferencia hepatica eficaz del gene ya que uno
de los dos pacientes, tratado con la dosis vectorial
mas elevada, present6 actividad coagulante de
factor IX que lleg6 a 12%, un incremento
claramente debido a la transferencia del gene. No
obstante, el éxito fue sélo temporal y la actividad
decay6 a niveles de base luego de cuatro
semanas, periodo después del cual el paciente
mostré evidencia clinica transitoria de toxicidad
hepatocelular. Un paciente adicional, que recibié
una dosis vectorial reducida, mostr6 una ligera
disfuncién quimica hepética que también podria
reflejar una respuesta inmune a las proteinas
capsidas del vector insertado [35]. Dicha
complicacion llevé a descontinuar esta prueba
[36]. Dos nuevas pruebas de VAA para el factor
IX se encuentran actualmente en las etapas finales
de planeacioén y es probable que inicien el
reclutamiento de pacientes durante 2008.

Consideraciones para la seguridad
humana con los vectores virales

Vectores retrovirales

Los vectores retrovirales estan contenidos en
células productoras por productos génicos virales,
abastecidos en “trans” por estructuras auxiliares.
Es necesario tomar precauciones a fin de
garantizar que no ocurra la replicacion de un virus
competente a través de la recombinacién de los
genes del auxiliar y del vector. La mutagénesis por
insercién constituye otro problema de seguridad
porque los lugares de integracion del vector
retroviral no pueden ser controlados. Dado que el
vector transporta su propio promotor que puede
activar cualquier gen cercano, la integracién a
proximidad de un proto-oncégeno podria
predisponer a esa célula y su progenie a
desarrollar un patrén de crecimiento neoplastico,
es decir, cancer. Tomando en consideracion el
tamarfio de todo el genoma, esta es una
complicacién muy poco probable aun si la
integracion no fuera completamente al azar. En los
pacientes que han recibido vectores retrovirales
antiguos con una variedad de cADN diferentes,
hay considerable evidencia de que estos vectores
retrovirales son seguros y bien tolerados, por lo
menos a corto plazo. No obstante, el desarrollo de
leucemia de células T en dos pacientes tratados
durante una reciente prueba de terapia génica
para inmunodeficiencia indica que, en ciertas y
probablemente poco comunes instancias,
dependiendo del tipo de gene que se inserta y de
la seleccién de células para insercion, esta clase de
complicacion puede llegar a ocurrir [37].
Claramente, los vectores no virales serian
preferibles para evitar cualquier riesgo de
replicacién, de generacién de virus competentes o
de mutagénesis por insercién. Sin embargo, los
vectores no virales son mucho menos eficientes
para penetrar células, de modo que la inserciéon y
la estabilidad deben mejorarse considerablemente
antes de que éstos puedan ser considerados como
potencialmente terapéuticos.

Vectores adenovirales

Los vectores adenovirales son seguros en el
sentido de que no se integran. Varias copias
pueden transducir la misma célula y es
necesario mantener suficientemente bajo el
namero de copias para evitar toxicidad y muerte
celulares. Debido a que son la causa del resfrio
comun, es probable que algunos individuos
tengan titulos de anticuerpos suficientemente
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altos contra el tipo matriz del vector adenoviral
para evitar la entrada a la célula. Los vectores
adenovirales también activan la fase precoz,
innata del sistema inmune anfitrién que, en su
forma mds extrema, puede causar un estado de
inflamacién sistémica apabullante y muerte [38].
Para evitar las posteriores respuestas inmunes
adaptables a proteinas adenovirales, los vectores
cobardes que son dependientes de un auxiliar
son particularmente atractivos; no obstante, ain
queda por demostrarse su habilidad para
permanecer durante periodos suficientemente
largos a fin de brindar una produccién de factor
de coagulacién sostenida, y necesitaran
modificaciones adicionales para permitir
transducciones repetidas. Un estudio en perros
con hemofilia A indica que esto podria llegar a
ser posible [13]. Se investiga una variedad de
estrategias para limitar las respuestas inmunes a
vectores adenovirales [39].

Vectores virales adenoasociados

Los vectores virales adenoasociados (VAA)
permanecen durante largos periodos de tiempo en
el nicleo de la célula anfitriona, pero sélo una
pequefia proporcién del vector se integra al
genoma. La pequefia cantidad del vector que se
integra causa las mismas inquietudes respecto a la
activacién oncogénica que surgen con los vectores
retrovirales. Esto podria ser problematico en la
terapia génica hepatica para un individuo
portador de hepatitis C, dado que ese virus ya esta
causando un incremento en el cambio
hepatocelular. La administracién por via muscular
evita el riesgo relacionado con la hepatitis C, pero
se sabe que esta ruta es mas inmunogénica.

Aungque s6lo uno de los pocos perros con
hemofilia B a los que se inyect6 por via
intramuscular un vector VAA con cADN de factor
IX canino desarroll6 una respuesta transitoria de
anticuerpos contra el factor IX [40], 1a frecuencia
podria ser mayor en pacientes humanos. La
colonia canina original usada tiene una sola
mutacién de sentido tinico con antigeno
plasmatico de factor IX indetectable, aunque la
presencia de una copia de factor IX en el ARN
mensajero indica que pueden sintetizarse rastros
de proteina de factor IX, por lo menos
intracelularmente, y esto podria disminuir el
riesgo general de que se desarrollaran anticuerpos
contra el factor IX. Las alteraciones de genes
importantes y las mutaciones sin sentido

comunmente estan mas relacionadas con la
aloinmunizacion en la hemofilia, tanto A como B.

No hubo prueba de aloinmunizacién en los ocho
pacientes con hemofilia B severa, quienes habian
sido transfundidos con anterioridad (todos con
genotipos de sentido tinico), que recibieron un
vector VAA por via intramuscular [33]. La tasa de
aloinmunizacién en la hemofilia A posterior a la
terapia con concentrados es por lo menos un
orden de magnitud mayor que en la hemofilia B.
No obstante, debido a su mayor tamafio y a su
distribucién intravascular, el factor VIII
administrado por via intravenosa probablemente
tendria acceso limitado a la circulacién. Una
preocupacién inicial con la insercién de vectores
VAA en el higado era la aparicién transitoria del
vector en el semen humano [34]. Sin embargo, la
presencia en las células espermatozoides ha sido
esencialmente excluida. Ademas, en un modelo
murino, el vector VAA no pudo transducir las
células espermatozoides, ain cuando se le incubé
directamente con esperma a muy altos niveles
[41]. Por lo tanto, aunque la transmisién a las
células germinales es teéricamente posible para los
vectores virales, ésta no parece ocurrir.

En un individuo que logr6 la primera respuesta
inequivoca al factor IX de un vector VAA
insertado en el higado, hubo evidencia de una
respuesta inmune retardada y toxicidad
hepatica transitoria [32, 34, 35]. Todavia queda
por determinar el grado hasta el cual lo anterior
representa un problema de serotipo con el
vector y/o una respuesta del anfitriéon no
observada en estudios preclinicos.

Participacién de los pacientes

La seleccién de sujetos de estudio requiere de
una cuidadosa consideracion, particularmente
cuando hay una tendencia hemorragica que
generalmente puede controlarse mediante
terapia de infusion [42]. Es de suma importancia
asegurarse de que los sujetos potenciales reciban
asesoria en cuanto a los posibles riesgos. Las
complicaciones que hasta la fecha han surgido
en las pruebas clinicas deben presentérseles de
manera imparcial. Ademads, la motivacién
potencial del sujeto debe evaluarse
cuidadosamente en busca de altruismo por el
avance de la ciencia y entendimiento de que hay
pocas o nulas posibilidades de obtener un
beneficio personal, particularmente en las fases
I/1I de las pruebas clinicas. Los protocolos
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deben asegurarse de que los sujetos potenciales
no estan solamente tratando de complacer al
investigador, especialmente cuando éste(a) es
también el médico que atiende al paciente.

Existe un acuerdo general respecto a que para los
estudios clinicos iniciales debe contarse con el
consentimiento de pacientes con hemofilia
adultos. Que individuos seropositivos al VIH
sean elegibles o no es un tema debatible pero, si
se eligieran, ciertos medicamentos
antirretrovirales podrian interferir con los
vectores retrovirales. Por otro lado, hay varios
pacientes con hemofilia que han sobrevivido
durante mucho tiempo a la infeccién por VIH,
algunos de los cuales han permanecido
saludables, aun sin terapia inhibidora de la
proteasa, durante mas de 20 afios. Cualquier
inclusién de adultos seropositivos al VIH
requerird que éstos sean actualmente
asintomaticos, presenten cargas virales bajas y
conteos razonables de linfocitos CD4.

Una preocupacién adicional es el potencial de
transduccion de las células germinales. Si bien
esto es muy poco probable en el caso de la
mayoria de los vectores propuestos para pruebas
clinicas, seria prudente que inicialmente se
seleccionaran pacientes que no tendran hijos o
que estan dispuestos a utilizar un método
anticonceptivo de barrera alrededor de periodo
en el que se administrara el vector. Un cuidadoso
seguimiento con pruebas de deteccién como la
amplificaciéon de RCP en busca hasta de rastros
de vector de ADN en muestras de esperma, por
ejemplo, deberfa ayudar a resolver la cuestién de
si la integracién de las células germinales
constituye siquiera un ligero riesgo.

En Estados Unidos, la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA por sus siglas
en inglés) necesita estudiar los datos clinicos y
aprobar cada protocolo para terapia génica antes
de que el vector pueda ser considerado como un
nuevo medicamento de investigacién (IND por
sus siglas en inglés) y los experimentos clinicos
puedan proceder. Ademds, un comité nacional
de asesoria sobre recombinantes de los Institutos
Nacionales de Salud (NIH por sus siglas en
inglés) proporciona directrices y supervision
adicionales para los protocolos de terapia
génica. Una vez que se determinan las
calificaciones para la inclusién en un estudio y
que los protocolos se completen y se aprueben a

escala nacional, todavia se requiere que las
juntas institucionales de revision (IRB por sus
siglas en inglés) evaltien y aprueben los
protocolos y formatos de consentimiento para
los sujetos humanos de cada instituciéon
participante. Se requieren rigurosas normas de
seguridad para garantizar la fabricacion segura
y reproducible de los vectores virales.

Si bien posiblemente existen leves y probable-
mente imprevistos riesgos en la terapia génica
para la hemofilia, los datos de modelos animales
indican que puede ser eficaz y segura. La
seguridad que hasta ahora han demostrado en
otros grupos de pacientes apoya s6lidamente el
disefio cuidadoso de estudios clinicos a fin de
determinar la capacidad de la terapia génica
para disminuir la severidad de la tendencia
hemorragica y posiblemente curar las
deficiencias de factores VIII 6 IX en pacientes
con hemofilia A y B, respectivamente.

Conclusion

El trastorno de la hemofilia sigue siendo uno de
los principales candidatos para la aplicaciéon
exitosa de la terapia génica. Durante la pasada
década se realizaron impresionantes avances en
la evaluacion preclinica de la transferencia de
genes en hemofilia y ahora hay muchos
informes de éxitos a largo plazo en ratones
hemofilicos y de cierto éxito, que ha durado
varios afios, en perros hemofilicos. Mas
recientemente, las pruebas iniciales de terapia
génica para la hemofilia en humanos no han
mostrado efectos adversos persistentes aunque,
en el mejor de los casos, los incrementos en los
niveles de factor de coagulacion han sido
minimos y de corta duracién. Parece probable
que, para que se logren niveles terapéuticos de
factor de coagulacion a largo plazo en humanos,
sera necesario superar varios retos que todavia
prevalecen, incluyendo prevencién en el
anfitrién de respuestas inmunes al vector y al
producto transgen, mayor eficacia de
transduccion, asi como desarrollo de estructuras
de transgenes que mantengan una expresion
persistente después de su administracién. No
obstante, a pesar de estos retos, todavia hay
motivo de optimismo y el desarrollo de métodos
seguros y eficaces para brindar una “cura” a la
hemofilia sigue siendo factible. &
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