TERAPIA GENICA: ;EN QUE PUNTO
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La terapia génica incluye, entre otras, la insercion o eliminacion de
genes completos, dando como resultado la ganancia o pérdida de

funcion de un gen determinado.
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Introduccion

La enfermedad renal cronica (ERC) afecta a un nu-
mero creciente de personas en todo el mundo y
se estima que se convertira en la quinta causa de
muerte en 2040 [1].

Los pacientes con enfermedad renal terminal
requieren dialisis y trasplante renal, intervenciones
gue conllevan riesgo de complicaciones importan-
tes como problemas cardiovasculares e inmunosu-
presion. Ademas, la didlisis proporciona sélo del 5
al 10% de la funcién renal normal y requiere cam-
bios considerables en el estilo de vida de los pa-
cientes. En cuanto al trasplante, el nimero de pa-
cientes con enfermedad renal terminal supera con
creces el suministro de érganos disponibles para
trasplante, lo que significa que muchos pacientes
pueden esperar afos para recibir un érgano. Por
ello, existe una necesidad urgente de terapias nue-
vas e innovadoras para la ERC, con el objetivo de
reducir la carga para los pacientes y del ecosistema
sanitario en general [2].

Hasta el 30% de la ERC se atribuye a trastornos
monogénicos hereditarios [3,4], incluida la poli-
quistosis renal (PKD), el sindrome de Alport, la cis-
tinosis, la enfermedad de Fabry, la esclerosis tube-
rosa, el sindrome de Gitelman y la cistinuria, entre
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otras [5,6]. Actualmente, gracias al conocimiento
del genoma y a las pruebas genéticas disponibles
se puede diagnosticar a
los pacientes afectados
antes de la aparicion de
los sintomas o del dafio
renal irreversible [7,8].
Los tratamientos actuales
tratan principalmente las
complicaciones evitando
la progresion rapida de
la enfermedad, pero no
atacan la raiz del proble-
ma, lo que pone de relie-
ve la urgente necesidad
de implementar terapias
personalizadas dirigidas a
los genes que causan enfermedades. Estrategias
innovadoras, como son la terapia celular y géni-
ca tienen como objetivo prevenir, tratar o incluso
curar enfermedades mediante la introduccion de
células o material genético en un paciente, lo que
requiere una comprension amplia de la fisiopato-
logia de la enfermedad subyacente.

Terapia génica y celular

La terapia génica incluye, entre otras, la insercién
o eliminacion de genes completos, asi como la edi-
cion de genes enddégenos, dando como resultado
la ganancia o pérdida de funcién de un gen deter-
minado. Para conseguir administrar el material ge-
nético a las células de destino se utilizan vectores
de origen viral, en la gran mayoria de los ensayos
clinicos aprobados. Las terapias génicas van diri-
gidas a células somaticas con el fin de evitar posi-
bles mutaciones en la linea germinal que pudieran
ser heredadas posteriormente. La terapia celular,
por el contrario, implica la transferencia de células
enteras a un paciente con objetivos que incluyen,
entre otros, reemplazar o reparar células o tejidos
dafados.

Inicios de la terapia génica

La historia de la terapia celular y genética incluye
tanto éxitos como fracasos. En 1990 se realizd
el primer ensayo de terapia génica en el que un
nifo de 4 anos con inmunodeficiencia combina-
da grave (IDCG) recibi6é el gen de la adenosina
desaminasa a través de un vector viral [9]. A pe-
sar del éxito de este ensayo y de otros ensayos
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Las terapias génicas
van dirigidas a células
somaticas con el fin
de evitar posibles
mutaciones en la
linea germinal que
pudieran ser heredadas
posteriormente

iniciales, el progreso en este campo se detuvo
en 1999 con la muerte de un paciente de 18
anos debido a una reaccién
inmune grave a un adenovi-
rus diseflado para tratar un
trastorno del ciclo de la urea
[10]. Esta tragica muerte im-
pulsé al campo a fortalecer
las medidas de seguridad en
torno a los ensayos clinicos
preexistentes para terapias
génicas. Estos ensayos, en-
tre otros, demostraron las
dificultades asociadas a es-
tas terapias y allanaron el
camino para la investigacion
en nuevas herramientas te-
rapéuticas que finalmente fueron aprobadas por
las agencias reguladoras.

Terapias celulares y génicas aprobadas

La aprobacién de la primera terapia génica se
produjo en Europa en 2012, con la autorizacion
de Glybera. Esta terapia, que consistio en la ad-
ministracion del gen LPL al musculo mediante vi-
rus adeno asociados (AAV) fue aprobada para la
deficiencia de lipoproteina lipasa [11], pero luego
fue retirada en 2017 debido al fracaso comercial
en los paises europeos. Posteriormente, en 2017
la FDA aprobd las primeras terapias génicas en
EE.UU., que inclufan aquellas dirigidas a la retina
y a la modificacién de células T para la inmunote-
rapia contra el cancer. Las terapias génicas media-
das por AAV se han ampliado desde Glybera, con
Luxturna para el tratamiento de la distrofia reti-
niana asociada a la mutacion RPE que fue apro-
bada en 2017 (el precio del tratamiento asciende
a 425.000€/0jo). Posteriormente, se aprobd el
uso de genes administrados mediante AAV para
tratar la atrofia muscular espinal tipo | y la he-
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La terapia genética en el
rindn ha sido y sigue sido
un desafio en comparacién
con otros érganos

mofilia B. Las terapias basadas en células T con
receptor de antigeno quimérico (CAR-T por sus
siglas en inglés) para el cancer implican la modifi-
cacion ex vivo de las células T para redirigirlas con-
tra antigenos tumorales que luego se transfieren
nuevamente a los pacientes [12].

Actualmente, se dispone de varias terapias ce-
lulares y génicas que en su mayoria se limitan a
determinados tejidos, como la retina, el higado,
el musculo y el sistema hematopoyético. La limi-
tacion para dirigir las terapias génicas a otros te-
jidos se debe en gran medida a las pocas rutas de
administracion disponibles, al riesgo de inmuno-
genicidad y a la escasa especificidad para llegar
al tipo celular indicado en cada caso. Por ejem-
plo, las terapias génicas retinianas se han desa-
rrollado con éxito debido al privilegio inmunolé-
gico ventajoso de la retina (un fenédmeno en el
que el ojo limita las respuestas inflamatorias para
preservar la vision), asi como a la accesibilidad
de la administracion. En el caso del higado, se
esta promoviendo el desarrollo de terapias para
varias enfermedades hepaticas hereditarias por
ser un o6rgano de facil acceso debido al predo-
minio de un solo tipo de cé-
lula (hepatocitos) y a las altas
tasas de transduccién de vec-
tores virales que se observan
en esas células. Por ultimo,
muchos trastornos relaciona-
dos con la sangre son dianas
principales de la terapia celu-
lar y génica y ya han tenido
éxito en ensayos clinicos para
leucemia, linfoma, mieloma,
B-talasemia y hemofilia. En estas enfermedades,
las propias células de un paciente pueden modi-
ficarse ex vivo y luego transferirse nuevamente al
paciente.

Hasta la fecha, se han aprobado globalmente
22 terapias génicas, 21 terapias de ARN y 59 tera-

La terapia génica
renal ha sido
dificil de lograr en
comparacién con
otros tejidos

pias celulares no modificadas genéticamente, que
cubren toda la gama de terapias ex vivo e in vivo
(13). Actualmente, se estan desarrollando aproxi-
madamente 4.000 terapias celulares y genéticas
adicionales para uso clinico [13].

Terapia génica en riiién

La terapia genética en el rindn ha sido y sigue
sido un desafio en comparacién con otros érga-
nos como el 0jo, el higado, el sistema neuromus-
culary el hematopoyético. Hasta el momento, ha
habido avances prometedores en la administra-
cion renal utilizando AAV y nanoparticulas, asf
como avances en la administracion de genes te-
rapéuticos dirigidos a diferentes células renales
utilizando diferentes sistemas o rutas de adminis-
tracion. Se ha demostrado que la terapia génica
mediada por AAV se puede administrar a dife-
rentes tipos de células del riidn utilizando rutas
distintas de entrada. Aunque con eficiencias de
transduccion relativamente bajas, los AAV se ha
utilizado para rescatar con éxito la funciéon renal
en un modelo genético de ratéon de enfermedad
glomerular monogénica [14]. Este y otros avances
prometedores se han obtenido principalmente
en modelos de roedores pero no se han traslada-
do a animales grandes y las aplicaciones clinicas
plantean varios desafios en cuanto a la eficiencia
del proceso. Entre ellos, la eficiencia de llegada
y transduccion del vector viral a las células rena-
les diana es mas dificil en animales grandes y en
humanos debido a diferencias en el tamafo de
los 6rganos, el flujo sanguineo y la anatomia. De
igual manera, la inmunoge-
nicidad a los vectores puede
resultar en una eliminacién
mediada por una respuestas
inmune distinta entre ratones
y humanos. Se precisa una
evaluacion exhaustiva de la
toxicidad potencial median-
te estudios a largo plazo con
animales grandes. Por ultimo,
la traduccion clinica implica
obstaculos regulatorios, fabricacion escalable y
ensayos integrales para garantizar la eficacia y la
seguridad. Aunque la investigacion basica sobre
la terapia génica renal ha obtenido resultados
prometedores, éstos no se han trasladado toda-

via a la practica clinica.
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Consideraciones técnicas relacionadas con el riion

Arquitectura renal

La nefrona es una estructura muy compleja que
contiene multiples tipos de células especializadas
lo que explica, en parte, por qué la terapia géni-
ca renal ha sido dificil de lograr en comparacion
con otros tejidos. A diferencia del higado, donde
los hepatocitos constituyen mas del 80% del teji-
do, existen al menos 26 tipos de células distintas
dentro del rindn [15]. Las enfermedades renales
genéticas se originan en cualquier segmento de
la nefrona, lo que significa que el vector terapéu-
tico debera llegar de manera especifica a la region
donde se origina el problema para poder tratar
una determinada enfermedad renal. Por lo tanto,
la administracion de productos terapéuticos a cé-
lulas dentro de una region especifica del rifién ha
sido el principal obstaculo para la terapia génica
renal.

Tipos de vectores

Existen vectores virales y no virales como agentes
de administracion, entre los que se encuentran las
nanoparticulas y los liposomas. Algo que se debe
considerar al elegir un vector de transferencia ge-
nética es si existe inmunidad preexistente al mis-
mo, en la poblacion de los pacientes diana. De ser
asf, muchos pacientes podrian quedar excluidos a
la hora de recibir el tratamiento. La eleccion del
vector implica tener en consideracion los limites
de la capacidad de empaquetado de DNA, las di-
ferencias en la inmunogenicidad y si la carga per-
manecerd episomal o se integrara en el genoma.
Los vectores lentivirales y retrovirales son herra-
mientas comunes para la administracion de genes
y se transducen en células en divisién, lo que po-
dria limitar la transduccion en el tejido renal dado
que la mayoria de los tipos celulares renales son
post-mitéticos. La integracion en el genoma es
parte del ciclo de vida de estos vectores y, aunque
ello representa un atributo Util para la expresion
transgénica sostenida, plantea la posibilidad de
genotoxicidad. No obstante, la integracién podria
ser favorable para ciertos tipos de células renales
gue se renuevan con el tiempo, como las células
tubulares. En particular, la toxicidad podria resultar
como consecuencia de la integracion del vector en
células fuera del rinon.
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Entre los vectores virales, se ha observado que
la integracion de AAV recombinante es poco co-
mun. Por su perfil de seguridad mas favorable, el
AAV se ha convertido en un vector viral destaca-
do para la terapia génica humana in vivo, logran-
do la aprobacion para su uso en pacientes, como
ya ha sido comentado anteriormente. Aunque se
han identificado serotipos de AAV que se dirigen
eficazmente a tejidos como el higado, la retina y
el musculo, pocos han mostrado tropismo renal.
La falta de transduccién efectiva de los AAV en el
rinén indica una falta de accesibilidad y/o de ex-
presion en el tejido renal. La ingenieria de nue-
vas capsides o particulas virales dirigidas a tipos
especificos de células renales podria superar este
obstaculo.

Entre los serotipos probados, la administraciéon
de AAV9 en un modelo de ratén con acrodisosto-
sis demostré hasta un 70% de transduccién en las
células tubulares de la corteza renal con la poste-
rior restauracion de los sintomas de la enferme-
dad [16]. Aunque este serotipo resultd ser el mas
efectivo cuando se administré mediante inyeccion
en la vena renal [17], no se observd transduccion
a las células del rindn en un estudio posterior [18].
Es necesaria una reingenieria de las capsides para
una transduccién renal eficiente mediada por AAV.

Pese a exhibir ciertas ventajas, los AAV tienen
una menor capacidad de empaquetamiento de
DNA (4,7Kb) en comparacién con los adenovirus
y los lentivirus, lo que representa una limitacion
importante para su uso en enfermedades renales
genéticas comunes, como la PKD o el sindrome de
Alport, en las que no se puede conseguir el empa-
quetamiento en un solo AAV por el gran tamafno
de los genes causantes, requiriendo de nuevas es-
trategias de ingenieria genética [19-22].

Ingeniaria genética del vector

Ademas de nuevas capsides con mayor tropismo
renal, y con el fin de promover la expresion del
gen de interés en un determinado tipo celular del
rinon, se deben incluir en el disefio del vector los
elementos promotores especificos de tejido o cé-
lula de interés, en lugar de promotores que permi-
ten la expresion ubicua del gen. Asimismo, para
incrementar la expresion del transgen, se puede



considerar la optimizacién de codones en el ADNc
0 agregar elementos adicionales para mejorar o
estabilizar la expresion del RNAm, aunque se debe
tener en consideracion que el conjunto de todos
los elementos no supere la capacidad de embalaje
del vector (4.7Kb). Otra consideracion importante
es si se precisa la integracion de la carga genética.
La integracién es necesaria para una poblacién de
células diana en division, mientras que la carga ge-
nética episomal, que es la que proporciona el AAV,
puede ser suficiente durante bastante tiempo para
células diana inactivas que no se dividen. En este
sentido, los AAV funcionarian bien en enfermeda-
des que tienen su origen en el podocito, mientras
gue no serian tan adecuados para las que se gene-
ran en el tubulo proximal.

Vias de administracion

La exclusién del tamano del glomérulo sigue
siendo otro obstaculo a superar para el disefio
de terapia renal por via sistémica. Las particulas
que viajan desde la sangre a través del glomé-
rulo hacia el espacio urinario tienen que pasar a
través del endotelio glomerular con poros de 80
a 100 nm [23] la membra-
na basal glomerular con
un tamafo de poro de 3
nm [24,25] y el diafragma
de hendidura de los po-
docitos separados por 32
nm [26]. Debido a ello, se
cree que las particulas de
tamano superior a 10 nm
y 50 kDa son excluidas ac-
tivamente por la barrera
glomerular [27]. El AAV,
el mas pequeno de los
vectores virales, tiene un
tamafo de alrededor de 25 nm, mientras que
el adenovirus, el vector viral mas grande, pue-
de alcanzar un tamafno de 100 nm razén por la
cual, los AAV son los mas indicados para llegar
al podocito. Teniendo en cuenta la exclusiéon por
tamano vy la falta de tropismo renal de los vec-
tores virales, las nanoparticulas representan una
opcién prometedora tanto por su tamafo que
puede variar entre 1 nm y 400 nm, como por la
capacidad de unirse covalentemente a moléculas
que podrian permitir direccionar mejor la terapia
a un tipo celular renal especifico.

Se espera que, en
un futuro préximo,
exista una caja de
herramientas de terapias
celulares y génicas
seguras y efectivas para
la enfermedad renal

Las rutas alternativas, incluidas la administra-
cion anterodgrada a través de la arteria renal, la
administracion retrégrada a través del uréter y la
administracion directa en el parénquima, podrian
superar las limitaciones de filtracion del glomérulo
para que los vectores lleguen al [28]. Cada via de
administracion tiene sus ventajas, para llegar de
manera mas efectiva al tipo de célula especifica
que se quiere tratar. Por ejemplo, el epitelio tu-
bular podria abordarse por el lado apical desde el
espacio urinario mediante una inyeccion retrogra-
da en el uréter o en la pelvis renal, pero también a
través de la parte baso-lateral a partir de particulas
que atraviesan el endotelio sanguineo.

Hay que sefialar que la alta tasa de flujo sangui-
neo al rindn puede permitir una mayor exposicion
a vectores introducidos a través de la circulacion
en comparaciéon con los tejidos que reciben un
flujo sanguineo relativamente menor. Aunque la
transduccion lentiviral del rindbn ha mostrado ser
deficiente [29], un trabajo reciente mostré varios
meses de mejoria sintomatica en un modelo de
ratdn con enfermedad de Dent (un trastorno renal
causado por mutaciones en el gen CLCN5) utili-
zando una inyeccion urete-
ral retrégrada de lentivirus
portadores del DNAc de
CLCNS5 [30].

Finalmente, hay que re-
saltar que aunque la inyec-
cion local en el rindn pue-
de mejorar la orientacién
especifica de la terapia
génica, la administracion
sistémica es la mas accesi-
ble para su traduccién a la
clinica. Por ello, se precisan
innovaciones tanto en la
via de administracion como en el disefio de vec-
tores. En cuanto al disefo, sera necesario obtener
capsides con mayor tropismo renal y, a su vez, in-
cluir promotores especificos para un determinado
tipo celular en el disefio del transgen, que maximi-
ce el beneficio terapéutico y minimice los posibles
efectos toxicos fuera del tipo celular objeto de la
terapia [31].

Los vectores no virales, incluidas las nanopar-
ticulas, podrian ser ventajosos para la administra-
cion renal debido a su tamano modificable y su
inmunogenicidad reducida en comparaciéon con
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los vectores virales. Su bajo coste de fabricacién
y su flexibilidad en los componentes estructurales
son beneficios adicionales.

Terapia celular para la enfermedad renal

Se ha propuesto el uso de células madre mesen-
quimales y progenitoras para la terapia celular
de la enfermedad renal, observandose que son
factores secretados por esas células los que pro-
mueven y facilitan la regeneracion endégena del
rinon [32,33].

Para una enfermedad multisistémica lisosomal
de depdsito como la cistinosis, y empleando el
modelo murino de la enfermedad (ratones Ctns-
/-), se pudo demostrar que el trasplante de célu-
las madre hematopoyéticas y progenitoras (HSPC)
singénicas de ratones sanos a los Ctns -/- resultaba
en una integracion tisular de las células derivadas
de la médula 6sea, una disminucién significativa
en la acumulacién de cistina en los tejidos y en la
preservacion a largo plazo de los rifones, los ojos
y la tiroides [34].

Para trasladar estos resultados a un posible tra-
tamiento terapéutico en humanos, estos mismos
investigadores desarrollaron el trasplante autélo-
go de HSPC modificadas ex vivo utilizando un vec-
tor lentiviral para introducir una version funcional
del gen CTNS, que habia demostrado su eficacia
en ratones Ctns-/-. Tras llevar a cabo estudios far-
macoldgicos y toxicoldgicos, la produccion GMP
del vector lentiviral y el desarrollo de fabricacion
para el candidato terapéutico, se inicié un ensayo
clinico fase 1/2 [35]. Los resultados preliminares
del estudio mostraron que no hubo eventos ad-
versos relacionados con el tratamiento y que los
niveles de cistina disminuyeron en los glébulos
blancos tras interrumpir el tratamiento con cistea-
mina oral. Asimismo se observaron disminuciones
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prometedoras de cistina en la cérnea, la piel y los
rinones de todos los pacientes (resultados pre-
sentados en el 18th Annual WORLD Symposium
2022, San Diego).

Se espera que, en un futuro préximo, exista
una caja de herramientas de terapias celulares y
génicas seguras y efectivas para la enfermedad
renal, revolucionando la forma de combatir las
diversas causas de la ERC y sus complicaciones.
Sin embargo, los avances tecnolégicos en este
tipo de terapias puede que no tengan ningun
impacto si los precios son prohibitivos. Los costes
de los productos comercializados actualmente
oscilan entre cientos de miles y millones de déla-
res por dosis [36].

Para tener acceso a terapias génicas y celulares
en rifidén sera necesario seguir investigando inten-
samente en ciencia basica y traslacional, pero tam-
bién que las compafias farmacéuticas y los gobier-
nos luchen para que estas terapias sean accesibles
y equitativas para todos los pacientes.
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