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Resumen

La mayoria de los Errores Innatos del Metabolismo (EIM) no tienen un tratamiento efectivo. Las terapias tradicionales tratan de reducir
los sustratos, reemplazar el producto no formado, que puede ser esencial y suplementar con cofactores. También se emplea la
activacion de vias alternativas para la eliminacion de productos intermedios toxicos, como en el caso de los defectos del ciclo de la urea
y para algunas condiciones, se dispone de la terapia de reemplazo enzimdtico (TRE), del trasplante de células hematopoyéticas y del
trasplante hepdtico. En los tltimos anos se han desarrollado nuevas estrategias eficaces para tratar estas enfermedades. Con esta
revision, se busca explicar de forma sencilla las distintas opciones terapéuticas mds recientes, y en algunos casos, tratamientos
prometedores para ciertos errores innatos de metabolismo (EIM). En concreto se hard referencia en primer lugar al uso terapéutico de
pequenas moléculas activas, que han surgido en las Ultimas dos décadas como un enfoque promisorio para el tratamiento de este
heterogéneo grupo de trastornos, que incluyen terapia para restauracion de la lectura, chaperonas farmacoldgicas, requladores de la
proteostasis, inhibidores de sustrato e inductores de autofagia. Estas pequeias moléculas actian en diferentes niveles celulares, y el
conocimiento de los distintos procesos proporciona nuevas herramientas para establecer un tratamiento innovador.

Palabras clave: errores innatos del metabolismo, inductores de la lectura genética, inhibidores de las proteasas, inhibidores del
sustrato, inductores de autofagia.

Abstract

Most Inborn Errors of Metabolism diseases do not have an effective treatment. Traditional therapies try to reduce substrates, replace
non-formed product, which may be essential and supplement with cofactors. Activation of alternative routes for the disposal of
toxic intermediates is also employed, as in the case of urea cycle defects for some conditions, enzyme replacement therapy (ERT),
Hematopoietic Cell Transplantation and liver transplantation are available. In recent years new effective strategies have been
developed to treat these diseases. This review seeks to explain in a simple way the different therapeutic options and, in some cases,
promising treatments for certain inborn errors of metabolism (IEM). Specifically, reference will be made first to the therapeutic use of
small active molecules, which have emerged in the last two decades as a promising approach for the treatment of this
heterogeneous group of disorders, including: read-through therapy, pharmacological chaperones, protease inhibitors, substrate
inhibitors and autophagy inducers. These small molecules act on different cellular levels, and the knowledge of the different
processes provides new tools to establish an innovative treatment.

Key words: inborn metabolic errors, read-through therapy, protease inhibitors, substrate inhibitors and autophagy inducers.
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Introduccion

Los errores innatos del metabolismo (EIM) comprenden un
grupo heterogéneo de trastornos causados por mutaciones que
producen un defecto en una enzima o en un transportador, lo que
conlleva a la alteracién de la via metabdlica regulada por dicha
proteina. Como consecuencia, se van a producir tres posibles
efectos: acimulo del sustrato, déficit del producto o una activacion
de rutas metabdlicas alternativas con produccion de metabolitos
toxicos-,con consecuencias deletéreas sobre la homeostasis celular.
Estas alteraciones se traducen en alteraciones clinicas y bioquimicas
y un estado de enfermedad que puede ir de leve a letal. Aunque
individualmente raras o poco frecuentes, su incidencia colectiva se
estima que es de 1 en 800 recién nacidos.” Los mecanismos
patolodgicos implicados en EIM son complejos, por lo quees muy
importante el conocimiento especifico de la fisiopatologia de cada
enfermedad para descubrir terapias adecuadas. Se estima que
alrededor del 12% de los EIM son tratados con éxito, en un 45% se
obtienen beneficios parciales del tratamiento y en un 34% no se
consigue respuesta alguna.?

Las terapias tradicionales tratan de reducir los sustratos,
reemplazar el producto no formado, que puede ser esencial y
suplementar con cofactores. También se emplea la activacion de
vias alternativas para la eliminacion de productos intermedios
toxicos, como en el caso de los defectos del ciclo de la urea y para
algunas condiciones, se dispone de la terapia de reemplazo
enzimatico (TRE), del trasplante de células hematopoyéticas vy del
trasplante hepético.>”

En los ultimos afos se han desarrollado nuevas estrategias
eficaces para tratar estas enfermedades. Uno de los enfoques
prometedores en el corto plazo es el uso de agentes capaces de
interactuar con proteinas para estabilizarlas, inhibirlas o activarlas.
Es aqui donde entra el concepto de “pequefias moléculas’; es
muy amplio y abarca un elevado nimero de compuestos
quimicos de bajo peso que comprende tanto moléculas
naturales como sintetizables, que cuando se combinan con
propiedades quimicas adecuadas tales como la polaridad,
podrian cruzar pasivamente la barrera hematoencefélica (BHE).
Asi, en comparacidn con terapias pre-existentes, las moléculas
pequefas podrfan representar tratamientos innovadores y Utiles
para las enfermedades del sistema nervioso central (SNC). Entre
las terapias de pequefas moléculas que se describen en la
literatura tenemos las chaperonas farmacoldgicas, los inductores
de lectura, inhibidores de sustrato, requladores de la proteostasis
y los inductores de autofagia 5’ En la figura 1 se puede observar
los mecanismos moleculares y las terapias relacionadas con cada
alteracion.
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(Reproducida con permiso de la Dra. Matalonga y colaboradores)

Fig 1. Mecanismos moleculares involucrados en Errores Innatos
del Metabolismo (EIM) y los diferentes enfoques terapéuticos
abordados con pequefas moléculas: Inductores de lectura,
chaperonas farmacoldgicas, reguladores de la proteostasis,
inhibidores de sustrato e inductores de la autofagia.

Terapia con moléculas pequenas
1. Terapia de restauracion de la lectura

Son moléculas disefadas para que sean complementarias a
una secuencia especifica de un gen, es decir, para que sean
capaces de unirse a una determinada secuencia génica del ARN
mensajero (ARNm), evitando con ello la transcripcion de la
informacion alterada, es decir, evita que se produzca una
proteina andmala. El uso de estas moléculas estd dirigido a
aquellas mutaciones que producen un coddn de parada
prematura (CPP).

Los codones de parada (CP) corresponden a un triplete de
nucledtidos de la cadena de ARNm que detienen la traduccion
en el proceso de sintesis proteica. Aproximadamente el 30% de
las mutaciones que causan enfermedades genéticas conducen a
codones de parada prematura (CPP)-mutaciones sin sentido-.
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Son alteraciones en el ADN que al transcribir la informacion al
ARNm, introducen un CPP. Este cambio detiene el proceso de
traduccion en el ribosoma, en un sitio anterior a lo normal, y trae
como consecuencia  la degradacion del ARNm por el
mecanismo NMD o a una proteina truncada EI NMD es un
mecanismo de control de calidad que degrada selectivamente
ARNm que albergan CPP. Este proceso protege al organismo de
protefnas truncadas en trastornos hereditarios recesivos.?

Entre los compuestos usados como terapia antisentido se
describen los aminoglicésidos, entre ellos la gentamicina, >
y moléculas no-aminiglicésidos como el PTC124 (Ataluren),’
que son moléculas pequenas capaces de inducir los CPP
permitiendo la formacion de ARNm estables que codifican
entonces una proteina activa. Sin embargo, existe evidencia
creciente de que solo un pequefo grupo de mutaciones
generadas por codones de parada prematura (CPP) se
beneficiarfan de la gentamicina o PTC124. Por otra parte, los
efectos secundarios graves de la gentamicina impiden su uso
como agente terapéutico potencial a largo plazo.'31

En la Tabla 1 se muestran los farmacos de lectura mas
relevantes reportados para EIM. Los estudios pre-clinicos
mostraron que estos compuestos son capaces de aumentar la
lectura del codén de parada y ser utilizados como agentes
terapéuticos para EIM 'y otras enfermedades genéticas. Dos
estudios recientes han demostrado la eficacia potencial de
Ataluren para la Lipofuscinosis Ceroidea Neuronal (LCN) infantil
clasica y en la infantil tardia, observando incrementos en la
actividad enzimatica después del tratamiento en lineas celulares
de linfoblastos derivados de pacientes.”” Ademas, se obtuvo una
respuesta favorable in vivo en un modelo murino recientemente
desarrollado CInTR151X.16

Tabla 1. Peguefias moléculas que actuan como inductores de lectura en
Errores innatos del metabolismo

MOLECULA MODELO USADO ENFERMEDAD
GENTAMICINA RATONES FIBROSIS QUISTICA
PACIENTES
AMINOGLICGSIDOS PARAMOMICINA LINEAS CELULARES D. M. DUCHENNE
CLORANFENICOL LINEAS CELULARES HURLER
PTC 124 (ATALUREN) RATONES D.M. DUCHENNE
PACIENTES (FASE Ill) FIBROSIS QUISTICA
NO-AMINOGLICOSIDOS  PTC [ATALUREN) RATON LIPOFUSCINOSIS CEROIDEA
LINEAS CELULARES NEURONAL (LCN) infantil clasica e
infantil tardia
PTC 414 LINEAS CELULARES CORCIDEREMIA
RTC 13 /RTC 14 LINEAS CELULARES ATAXIA-TELANGIECTASIA

El PTC124 (Ataluren) es seguro, tiene efectos secundarios
minimos fuera del blanco, no tiene efectos antibacterianos y se
administra via oral. Por esa razén, su uso ha sido ampliamente
extendido en diferentes ensayos clinicos.!?
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Los resultados publicados hasta la fecha sefalan que los CPP
pueden ser suprimidos eficazmente, dependiendo de la
enfermedad y del contexto genético de cada paciente. Es
adecuado cuando el aumento de una pequefa cantidad de
proteina activa es suficiente para la recuperacion de la funciéon de
la misma y para mejorar el fenotipo clinico. Por lo tanto, la
busqueda de nuevas moléculas con mayor actividad de lectura
es un reto todavia pendiente en el desarrollo de terapias eficaces
para el tratamiento de enfermedades causadas por mutaciones
debidas a un CPP!"18

2. Chaperonas farmacoldgicas y Reguladores de la Proteostasis

En este segmento entran los términos de plegado de las
proteinas, sistemas de control de calidad, proteostasis vy
enfermedades conformacionales.

Las proteinas son largas cadenas de aminoacidos unidos entre
s,y para que esta cadena de aminoacidos pueda desarrollar su
funcion como proteina ha de plegarse hasta lograr una
estructura tridimensional que le dara la estabilidad adecuada, asf
como su funcion. Durante el proceso de plegado de las
proteinas, se activan un grupo de moléculas complejas llamadas
chaperonas, cuya funcion es acompafar a la proteina para su
adecuada estructura conformacional. Asi, las proteinas con
mutaciones de sentido erréneo, incluso si esas mutaciones no
afectan el sitio activo, fallan en alcanzar su estado nativo
funcional, desencadenando su degradacién. "% Por otra parte,
es importante sefialar que la integridad y funcionamiento celular
depende de una adecuada proteostasis. Este término define una
red elaborada e integrada que administra o regula la vida de las
proteinas para lograr un equilibrio correcto entre la sintesis, el
plegado, el tréfico y la degradacion de las mismas. '

Las condiciones asociadas a un mal plegado de las protefnas o
a la alteracién de la proteostasis, dan origen a las llamadas
Enfermedades Conformacionales. Estas enfermedades desde el
punto de vista fisiopatolégico, pueden ser debidas a ganancia de
la funcién, como por ejemplo la enfermedades de Alzheimer,
Parkinson o Huntington, o por pérdida de la funcion debido a un
plegamiento ineficiente y / o a la degradacion acelerada, donde
estan incluidos la mayoria de los EIM.2°

En afos recientes han emergido las llamadas chaperonas
farmacoldgicas (CFs) como una opcion terapéutica en
algunos EIM. Estas moléculas son especificas y eficaces a bajas
concentraciones.  Muchos ligandos naturales, como
cofactores o sustratos que se unen a las enzimas, pueden
actuar como CFs 202223
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Hasta el afo 2014 se habfan descrito alrededor de 30 CF con
demostrada eficacia en el tratamiento de 17 EIM,?° en su mayoria
enfermedades de depdsito lisosomal.** Moléculas tales como
Miglustat para enfermedad de Fabry, pirimetamina para
gangliosidosis GM2, y 1-deoxinojirimicina para enfermedad de
Pompe, se encuentran bajo estudios clinicos.>%’

Dos CFs han sido aprobadas para uso clinico, Tafamidis
(Vindaquel®; Fx-1006A) para el tratamiento de la amiloidosis
hereditaria de tipo transtiretina 2 y el diclorhidrato de
sapropterina (Kuvan®) para el tratamiento de la fenilcetonuria.
Esta Ultima es el cofactor de la enzima fenilalanina hidroxilasa
(tetrahidrobiopterina), y ha demostrado ser efectivo en cerca de
la mitad de los pacientes PKU estabilizando la protefna mal
plegada.*?®* Como se comentd al inicio, la proteostasis es un
proceso celular importante. El uso de pequenas moléculas que
intervienen como reguladores de la proteostasis (RP) (Tabla 2)
parece ser un enfoque terapéutico prometedor, observando que
estos compuestos actlan mas en la red de homeostasis de las
proteinas que directamente sobre una proteina determinada. Por
lo tanto, son Utiles para un grupo de enfermedades que alteran
un proceso particular de manera similar. Entre ellos se describen
los inhibidores del proteasoma, como por ejemplo el MG-132 y
los requladores del calcio intracelular. El proteasoma constituye la
mayor via celular por la cual se degradan las proteinas mal
plegadas durante el proceso de sintesis.

Tabla 2.Pequefias moléculas que actuan como inhibidores de sustrate en
errores innates del metabolimo

ENFERMEDAD MOLECULA MODELO
CISTINOSIS CISTEAMINA PACIENTES
FABRY GENZ-682452 RATONES
GAUCHER MIGLUSTAT LC-R-p ™
ELIGLUSTAT LC-R-p ™
GENZ-682452 RATONES
MPS12I GENISTEINA FIBROBALSTOS
PACIENTES
LCNGI CISTEAMINA LINEAS CELULARES Y PACIENTES
NIEMANN-PICK C MIGLUSTAT PACIENTES
SANDHOFF MIGLUSTAT RATONES Y PACIENTES
TAY-SACHS MIGLUSTAT ATAXIA-TELANGIECTASIA

[1) LINEAS CELULARES, RATONES ¥ PACIENTES; [2) MUCCPOLISACARIDOSIS; (3) LIPOFUCSINOSIS CEROIDEA NEURONAL

A este respecto, estudios previos en enfermedad de Gaucher
mostraron que el uso de MG-132-inhibidor del proteasoma junto
con Celastrol, mejoré la conformacion, el trafico y la actividad de
la enzima glicosilceramidasa que portaba diferentes variantes sin
sentido.*®
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Macias-Vidal y colaboradores observaron que el Bortezomib
redujo la acumulacion de colesterol en fibroblastos de pacientes
con Niemann-Pick type C3' De igual manera, el uso de los
reguladores del calcio intracelular esta siendo investigado con
resultados prometedores utilizando lacidipina en la enfermedad
de Gaucher3?

Es importante sefalar la sinergia que se describe sobre el uso
combinado de la terapia de reemplazo enzimatico (TRE) vy las
CFs. Como es de nuestro conocimiento, el tratamiento principal
para las EDL lo constituye la TRE. Sin embargo, no sélo las
enzimas afectadas por mutaciones, sino también las enzimas
recombinantes usadas para TRE muestran una baja estabilidad
y, por lo tanto, también son degradadas. Por otra parte, el uso de
CFs como monoterapia no ha mostrado ser muy eficaz; as, la
aplicacion  combinada de TRE con una chaperona
farmacoldgica en la enfermedad de Fabry y en la enfermedad
de Pompe demostré un aumento en la actividad enzimatica y
una disminucion en la acumulacion de sustrato. 3 De igual
manera, Mu y colaboradores observaron que al combinar CFsy
RP aumentd la actividad enzimdtica en fibroblastos
procedentes de pacientes con enfermedad de Gaucher vy
Tay-Sachs.®

3. Inhibidores de sustrato (Terapia de Reduccion de Sustrato - TRS)

La TRS busca disminuir la sintesis o produccién de sustrato
que no se degrada y por lo tanto se acumula. Usando este
método, se disminuye la sintesis de una molécula particular con
el objetivo de crear un mejor equilibrio entre sintesis, que
controla la produccién de sustrato, y degradacion, que controla
cuanto necesita ser degradados y almacenado.

La primera molécula aprobada y utilizada para tal fin ha sido
el Miglustat, para el tratamiento de pacientes con enfermedad
de Gaucher. Actia como un inhibidor competitivo y reversible
de la enzima glucosil-ceramida sintetasa, la enzima inicial en
una serie de reacciones que conducen a la sintesis de la mayorfa
de los glicoesfingolipidos. El objetivo del tratamiento con
miglustat es reducir la tasa de la biosintesis de
glicoesfingolipidos de manera que la cantidad de sustrato de
los mismos se reduzca a un nivel que permita la actividad
residual de la enzima glucocerebrosidasa deficiente para ser
mas eficaz (Figura 2). Venier e Igdoura reportaron una franca
disminucién tanto de los biomarcadores como de la
hepatoesplanomegalia observada en pacientes con enfermedad
de Gaucher tratados con Miglustat®® Esta molécula actla
también como una CF en algunas variantes mutadas de la
enzima glucocerebrosidasa.*®
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Fig 2. Terapia por inhibicion de sustrato en la Enfermedad de Gaucher

Recientemente, la Agencia Europea de Medicamentos aprobd
el uso de Eliglustat, un inhibidor mas especifico y mas potente
que Miglustat, y constituye una terapia alternativa a la TRE para el
tratamiento a largo plazo de adultos con enfermedad de
Gaucher tipo 7 Actualmente, nuevas moléculas capaces de
atravesar la barrera hemato-encefalica BHE se encuentran bajo
investigacion (GZ161, GENZ-682452 y GZ / SAR402671) para las
enfermedades de Gaucher y Fabry® El GZ / SAR402671 se estd
evaluando en diferentes ensayos clinicos (https//clinicaltrials.gov/
ct2/show/NCT02906020).

Otra molécula que estd siendo investigada es la Genisteina, un
isoflavonoide derivado de la soya, que actta reduciendo el nivel de
glicosaminoglicanos (GAGS). Los estudios iniciales en fibroblastos
de pacientes con varias formas de MPS, a saber, tipos |, II, II1A y llIB
fueron en realidad bastante prometedores, ya que la genisteina
mostrd que inhibe la sintesis de GAGs. También han observado una
clara reduccion en el almacenamiento de GAGs en las células
afectadas, lo cual podria explicarse debido a la degradacion de
GAGs acumulados por la actividad residual de la enzima
deficiente** Ademds, se comprobd que la genisteina era capaz de
cruzar la BHE y disminuir los niveles de GAG urinario y de tejido in
vivo cuando se trataron ratones MPS Il con esa isoflavona. Después
de 10 semanas de tratamiento, los niveles de GAG urinario
disminuyeron y, en algunos animales, incluso los depositos de GAG
en el cerebro se redujeron por el tratamiento con genisteina.*°

4. Inductores de autofagia

La autofagia es la principal via catabdlica para los agregados
de proteinas y las organelas dafadas, y su activacion o inhibicién
se ha relacionado con diversas enfermedades. En los ultimos
anos, esta estrategia también ha sido investigada para algunos
EIM, més especificamente, para enfermedades de depdsito
lisosomal (EDL). Investigando esta funcion celular, se busca
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modular la exocitosis lisosémica para promover la depuracion
celular en las enfermedades de almacenamiento lisosomal, 1o
que sugiere una estrategia alternativa para tratar los trastornos
debidos a las EDL. Estas estrategias tendrdn que ser probadas a
largo plazo en estudios in vivo en modelos animales para verificar
el potencial terapéutico de este descubrimiento. #!
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