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se complementa con la informacién encontrada
en www.clinicaltrials.gov y la plataforma de
registros internacionales de ensayos clinicos

de la OMS.

Conclusiones: La terapia génica vinculada
a la degeneracién macular asociada a la edad
neovascular muestra un avance cientifico
importante en el campo de la farmacologia
ocular pudiendo proporcionar eficacia tras
una sola inyeccién de un vector que puede
expresar continuamente una proteina elegida.
Existen estudios pre-clinicos que sugieren
nuevos y diversos blancos farmacoldgicos para
la degeneracién macular relacionada a la edad
mostrando un perfil de seguridad y eficacia
significativo.

Palabras claves: Degeneracién macular
relacionada a la edad (DMRE) neovascular,
factor de crecimiento endotelial vascular

(VEGF), terapia génica.

Abstract

Objectives: To review gene therapy and
drugs in preclinical studies as potential new
targets for pharmacological treatment for age-
related macular degeneration neovascular and
the state of development clinical trials.

Study design: Literature review.

Methods: A search of electronic literature
available in EMBASE, PubMed and Google
Scholar on the subject was performed and
complemented with information found on
www.clinicaltrials.gov and WHO platform of
international clinical trials registers.

Conclusions: The gene therapy linked
to age-related macular degeneration shows
a scientific important advance in the field of
the ocular pharmacology being able to provide
efficiency after a single injection of a vector that
can express a chosen protein. There are pre-
clinical studies that suggest new and different
pharmacological targets for age-related macular
degeneration showing a significant safety and
efficacy profile.

Keywords: Age-related macular degeneration
(AMD), vascular endothelial growth factor
(VEGEF), gene therapy.

Introduccién

La farmacologia ocular contintia su avance en
el campo de distintas enfermedades oculares
en las cuales los procedimientos quirtrgicos
han fracasado o se han mostrado inferiores,
dentro de las nuevas opciones terapéuticas de los
medicamentos conocidos como “biotecnolégicos”
se incluye la manipulacién genética de vectores
atenuando su virulencia y sometiéndolos a
generar la(s) proteina(s) deseadas (terapia
génica). La terapia génica se puede definir
como el conjunto de técnicas que permiten
vehiculizar secuencias de ADN o de ARN al
interior de células diana, con objeto de modular
la expresién de determinadas proteinas que se
encuentran alteradas, revirtiendo asi el trastorno
biolégico que ello produce.! Existen diversos
fdrmacos con posibles blancos farmacolégicos
innovadores que se encuentran en estudios
pre-clinicos (fase biolégica en su mayoria) para
Degeneracién Macular Relacionada a la Edad
(DMRE) neovascular, los cuales han mostrado
eficacia y adecuada tolerabilidad en animales,
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en espera de estudios pre-clinicos los cuales
podrin sugerirlos como nuevas opciones de
tratamiento para la DMRE neovascular tanto
como monoterapia 0 como terapia adjunta.
Estas terapias conjuntamente con las opciones
de terapia génica se revisan a continuacion.

Resultados

1. Terapias génicas:

La terapia génica ofrece el potencial de
una sola aplicacién, una sola inyeccién de un
vector que puede expresar continuamente una
proteina elegida.'

RetinoStat®: Utiliza un vector lentiviral
para entregar directamente sobre la retina
dos proteinas anti-angiostdticas las cuales son
endostatina y angiostatina con los objetivos
de preservar y mejorar la visién de pacientes
a través de anti-angiogénesis, que inhibe la
neovascularizacién.>® Basindose en los datos
preclinicos, la compafia anticipa que RetinoStat”
puede requerir una sola administracién,
dando al producto una ventaja significativa
en el mercado respecto a los tratamientos
disponibles en la actualidad los cuales requieren
una administracién repetida.’ Actualmente se
encuentran en desarrollo 2 estudios fase 1: el
NCT01301443 cuyo objetivo es determinar
tolerabilidad en escalada de dosis y seguridad
del firmaco. Y el NCT01678872 que tiene por
objetivo determinar la seguridad con el uso a
largo plazo, ambos estudios se encuentran en
fase activa el NCT01678872 en reclutamiento
y el NCT01301443 atn no ha comenzado el
periodo de reclutamiento.

Adeno virus - asociados 2(AAV2): Los
Adeno virus asociados (AAV) han ganado

campo en la terapia génica debido a su ausencia

de patogenicidad humana, baja toxicidad y
en particular su expresion a largo plazo.* Los
AAV?2 usados como vectores de terapia génica
se han empleado como candidatos para la
terapia de varios trastornos.” Recientemente
se ha dirigido su uso a enfermedades oculares
con resultados alentadores.® Se ha desarrollado
una replicacién recombinante defectuosa de
AAV2 como vector para el tratamiento de
DMRE que expresa una porcién del receptor
sFltl del VEGF denominada sFlt01.” sFLT01
vinculado a un dominio Fc humano codifica
el dominio 2 de sFltl del VEGE® Uno de
los aglutinantes de VEGF de origen natural
mds potentes es el receptor de VEGF Flt-1.7
Un estudio pre clinico ha demostrado que el
serotipo 2 de virus adeno-asociado (AAV2)
que media la entrega de genes intravitrea de
sFLTO01 inhibe eficazmente la angiogénesis en
el modelo de retinopatia inducida por oxigeno
en ratones, sin observaciones histolégicas de
toxicidad, con presencia ocular persistente
de sFLTO1 para un mdximo de 12 meses
después de la inyeccién.® El estudio fase I
(NCT01024998) estd en marcha y serd util
para determinar el impacto de la naturaleza
inflamatoria del vector y la variabilidad de
expresion sFLT01 en la seguridad y eficacia dela
terapia intravitrea y el estudio NCT01494805
fase I/1I el cual se encuentra en fase activa
pero atin no ha comenzado su reclutamiento
tiene como objetivo principal determinar
seguridad, dosis y eficacia parcial, para lo cual
esperan incluir aproximadamente 40 pacientes
mayores de 55 afios con DMRE neovascular
y serdn asignados de manera aleatoria en 2
grupos de intervencién para recibir AAV2-
sFLT01 (dosis=1 x 10710), AAV2-sFLT01
(dosis=1 x 10711) o al grupo control para
recibir ranibizumab.
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Ad(GV)PEDE11D: Es un El-, parcial

E3-, eliminado-E4, adenovirus de serotipo 5

deficiente de replicacién usado como vector
de transferencia de genes.® El transgén en
este vector es el CADN para factor derivado
del epitelio pigmentario humano (PEDF).
PEDF es una de las mds potentes proteinas
antiangiogénicos conocidos que se encuentran en
los seres humanos. Aunque Ad(GV)PEDE11D
es capaz de transducir muchos tipos de células
somdticas, la barrera natural a otros tejidos
creados por la retina limita la capacidad de
Ad(GV)PEDE11D a limitar su accién a los
tejidos oculares. La administracién intravitrea
de Ad(GV)PEDE 11D proporciona un medio
conveniente de la entrega de PEDF a las
células pertinentes dentro del ojo que puedan
dar lugar a una duracién mds prolongada del
efecto en comparacién a la administracion de
la proteina PEDF sola. ®Estudios pre clinicos
en modelos murinos mostraron eficacia y
seguridad. Se complet6 un estudio fase I con
administracién intravitrea de Ad(GV)PEDE11D
(NCT00109499) pero sus resultados no se han
hecho publicos.

2. Farmacos en estudios pre-clinicos

Factor de crecimiento de hepatocitos
(HGEF): El HGF es un plasminégeno derivado
de un polipéptido multifuncional producido

por células mesenquimales que tiene un efecto
mitogénico y ha mostrado ser mis eficaz
en la estimulacién de la neovascularizacién
coroidea (NVC) que el factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF) o factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF). >"® Un estudio
mostré que L2G7 un anti-HGF mAb, puede
inhibir las actividades bioldgicas inducidas por
HGEF in vitro.'

Receptor anti-apoptdtico 1 (DcR1): El
receptor anti apoptdtico 1 (DcR1) es capaz de
estimular el factor Kf3 el cual es fundamental

para la activacién de transcripcion de genes los
cuales antagonizan los mecanismos apoptéticos
o promotores de la inflamacién. El ligando
inductor de apoptosis relacionado a TNF
(TRAIL) actiia como agente antitumoral,
induciendo las apoptosis en células cancerigenas."
TRAIL es una citoquina la cual se puede
unir con 4 receptores: Receptor de muerte 4
(DR4) y receptor de muerte 5 (DR5) ambos
pro-apoptéticos pero también puede unirse a
receptores anti-apoptdticos (DcRs) receptor
de muerte 1y 2 (DcR1 y DcR2)." Al unirse
a DcR4 y DcR5 el TRAIL puede inducir
apoptosis a través de mecanismos caspasa-8
dependientes los cuales activan adn mds las
caspasas efectoras como la caspasa-3. DcR1 es
una GPI-anclada, miembro de los receptores
de factor de necrosis tumoral (TNFR). DcR1
posee un dominio extracelular para la unién de
TRAIL y un dominio transmembrana, pero no
posee dominios para generar muerte celular,
actuando como receptor sefiuelo al TRAIL para
reducir la apoptosis.'® Los receptores sefiuelos
luego de unirse al TRAIL inhiben la apoptosis
producida por receptores pro apoptdticos DcR4
y 5 al secuestrar el TRAIL circulante.'
Andlogos de MicroRNA-24: Los microRNA

estin emergiendo como moduladores esenciales

del desarrollo y enfermedades vasculares. Sin
embargo, el mecanismo de como los microRNA
regulan los dindmicos citoesqueletos de actina
en las células endoteliales y la neovascularizacién
aun es desconocido. El citoesqueleto de actina
es fundamental para la motilidad y divisién
celular, ambos procesos son fundamentales para
la angiogénesis. Un reciente estudio reporté
que los microARN-24 regulan la dindmica
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de la actina en las células endoteliales a través
de multiples blancos (Pak4, Limk2 y Diaph1)
que ocasionan “downregulation” en las senales
de las proteinas tipo Rho.'” El reordenamiento
delaactina lleva a la formacién de estructuras
protrusivas conocidas como lamelopodia
y filopodias requeridas para la migracién
celular.® Las proteinas Rho son una familia de
pequefias GTPasas que incluyen RhoA, Racl y
Cdc42, éstas son maestras en la regulacién del
citoesqueleto de actina, regulando asi un paso
fundamental en la angiogénesis."** En general se
cree que: Cdc42 determina la polaridad celular
y la formacién de filopodias, Racl estimula la
motilidad de la lamelopodia y RhoA estimula
la generacién y la fuerza de contraccién.”!
Las sefales producidas por las proteinas Rho
se han observado esenciales para la formacién
capilar in vitro y para la angiogénesis in vivo.
192122 Mltiples genes bajo la senalizacién
de Rho, incluidos Pak4, Limk2 y DIAPH]I,
son blancos directos del microRNA-24."7 La
regulacién de LIMK2 o PAK4 por parte de los
MicroARN-24 a su vez inhibid la angiogénesis,
mientras que la sobreexpresién de LIMK2 y
PAK4 por adenovirus rescatd parcialmente los
defectos y la angiogénesis. '’

IL 18 recombinante: La IL-18 descrita
anteriormente como factor inducido por
Interferén Y (INFY') pertenece estructuralmente
a la familia de las IL-1.* Es producida por
macréfagos activados tales como las células
de Kupfler en higado y otros macréfagos.*
La biosintesis de IL-18 es similar a la de IL-1,
primero se sintetiza un precursor biolégicamente
inactivo (pro-IL-18), que carece de un péptido
sefal. Los pro-IL-1 y pro-IL-18 se escinden
por la caspasa-1 transformdndose en su forma
activa.”® La proteina NLRP3 acttia como un
receptor para senales de peligro, como son el

ATP cristales de 4cido drico, las estructuras de
tipo amiloide y la disfuncién mitocondrial. >
Estas sefiales de peligro activan el inflamasoma
NLP3, el cual posee un dominio asociado a
la apoptosis para el reclutamiento de Caspasas
y pro Caspasa 1, resultando en la escisién de
Pro- IL-1B y pro-IL-18 en sus formas maduras
proinflamatorias IL-1@ y IL-18.%

La acumulacién de drusas excesiva
puede interrumpir a las células del epitelio
pigmentado de la retina (EPR) adyacentes,
que mueren posteriormente por necrosis,”
ésta es capaz de activar el inflamasoma
NLRP3.*" Se ha comprobado que las drusas
aisladas en los ojos de donantes con DMRE
pueden activar el inflamasoma NLRP3 y que
la proteina modificadora de carboxietilpirrol
(PEC) relacionada con el estrés oxidativo es
encontrada comtinmente en las drusas,?*?
actuando también como molécula cebadora
del inflamasoma.?”” El componente Clq
del complemento también puede activar el
inflamasoma NLRP3 de manera caspasa-1-
dependiente y fagolisosomadependiente.”

El NLRP3 ha demostrado regular la

DMRE neovascular en modelos murinos.?*%°

En ausencia de NLRP3 el desarrollo de la
NVC fue exacerbada.?” La activacién de la
inflamasoma NLRP3 por drusas sugiere que
puede existir un equilibrio mediante el cual
una cierta cantidad focal de drusas se tolera
debido a su capacidad para inducir IL- 18, que,
a su vez, puede actuar como un efector anti-
angiogénico, manteniendo la homeostasis de la
coroides en un microambiente inflamatorio.*
La presencia NLRP3 genera incremento en
las concentraciones de IL-18 la cual posee un
downregulation sobre VEGE?

Se ha evaluado la administracién de IL-
18 recombinante en roedores como terapia
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concomitante a anti VEGF tanto por via
sistémica como por via intravitrea.*® Dada la
potente actividad biolégica y seguridad de la
IL-18 a dosis de 10 a 50 ng/ml, se comparé
la administracién intravitrea de I1L-18 a la
terapia anti-VEGE?* DMS1529 (un anticuerpo
especifico del dominio de VEGF murino
neutralizantes, que se considera un andlogo
murino de ranibizumab y bevacizumab), se
inyecté por via intravitrea después de la NVC
inducida por l4ser, el DMS1529 disminuye la
NVC significativamente. Inyectar DMS1529
junto con IL-18 fue aiin mds efectivo para atenuar
el desarrollo de la NVC que la terapia anti-
VEGEF solamente. LLa administracién subcutinea
de IL-18 recombinante a dosis de 1.0mg/kg
en combinacién con DMS1529 disminuyé
significativamente la NVC en roedores sin
efectos adversos siendo més eficaz que DMS1529
solo y disminuyendo la dosis administrada
intraocularmente en comparacion con laanterior.*

Antiangiogénicos tépicos Inhibidores del
SRPK1 (SRPIN 340, MVRL09 Y SPHINX)

La SRPK1 es una proteinaquinasa que fosforila

especificamente proteinas que contienen un
dominio rico en serina-arginina. Sus sustratos
incluyen una familia de proteinas SR las cuales
son reguladores de mRNA. Estas proteinas SR
contienen 1 o 2 dominios de unién al mRNA
en el extremo N-terminal y un dominio con
repetidos residuos de serina-arginina en el
estremo C terminal. La SRPK1 se une en éste
dominio y fosforila los residuos de serina. La
fosforilacién es direccional, el SRPK1 se une
e inicia en los residuos de Ser??!- Ser??> para
finalizar en el extremo N-terminal. La SRPK1
se localiza tanto en el citoplasma como en el
nicleo y trasloca en estos compartimientos
bajo ciertas condiciones pudiendo fésforilar
a proteinas SR en ambos sitios.”

LA SRSF1 una proteina perteneciente a
la familia de las proteinas SR y juega un papel
importante en la definicién del sitio de unién
del VEGF transformdndolo en la isoforma pro-
angiogénica (VEGF45), para esto la SRSF1
debe ser fésforilada por SRPKI1, siendo éste
una probable via para el desarrollo de nuevo
firmacos contra DMRE neovascular.’’

Se han usado 3 pequenas moléculas
inhibidoras del SRPK1 en modelos murinos
(SRPIN 340, MVRL09 Y SPHINX) todas
contienen un grupo fenil trifluorometil pero
con diferentes grupos primarios (ver figura 1)
la unién del anillo fenil reduce la expresién
de VEGF 45 y la neovascularizacién coroidea

(NVCQ) en vivo.*®
mARN antisentido: Aganirsen (GS-101): Es

un mARN antisentido sustrato del receptor de
insulina 1 (IRS-1) acerca del cual se ha reportado

tener un papel importante en la angiogénesis
retiniana. Aganirsen previene lesiones asociadas a
la neovascularizacion corneal en ratas y permite
la regresién de la neovascularizacién de la cérnea
proliferativa en pacientes. Se ha demostrado
que una dosis Gnica tépica de S-Aganirsen
disuelta en solucién salina podria difundir
hacia la cdmara posterior de ojos de conejos.
También se conoce la seguridad, tolerabilidad
y biodisponibilidad de gotas oftdlmicas de
Aganirsen en voluntarios sanos.*

Discusion

Aunque se considera que HGF y VEGF
operan en paralelo y posiblemente pueden tener
acciones sinérgicas durante la angiogénesis,
el HGF puede funcionar como un inhibidor
de VEGF bajo ciertas circunstancias.**!

Hu et al. mostraron en el modelo de NVC
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inducido por ldser que habia producido un
aumento solo del 25 % en la expresién de
VEGF manteniéndose en una meseta de bajo
nivel y que la neovascularizacién correspondié
principalmente a HGF y FGE* Estos resultados
moleculares e inmunocitoquimicos sugieren que
el FGF y HGF pueden ser importantes como
reguladores iniciales de la neovascularizacién
en el modelo de NVC y podrian ser blancos
para futuros fdrmacos en la DMRE neovascular.

Con respecto a DcR1, los estudios
han demostrados concentraciones séricas
menores de DcR1 en pacientes con DMRE en
comparacién con grupo control (p=0.0001),
pero esta diferencia no ha sido significativa
entre pacientes con DMRE atréficay DMRE
neovascular (p=0.093)." La asociacién entre
bajos niveles de DcR1 y DMRE se evalué
como variable independiente, encontrdndose
asociacién entre severidad de DMRE y niveles
de Derl (x%=5.982, p=0.014). Por lo que se
podria considerar los niveles de DcR1 como
una variable independiente en la DMRE."
Un estudio mds grande es imprescindible
debido a que el DcR1 podria potencialmente
complementar las actuales estrategias de
tratamiento siendo eficaz como neuroproteccién
en la DMRE.

La administracién subretiniana de un
andlogo de microRNA-24 reprime NVC
inducida por ldser in vivo." Estos hallazgos
revelan un nuevo mecanismo mediante el
cual los microRNA-24 regulan la dindmica
del citoesqueleto de actina y la angiogénesis y
sugieren los andlogos de MicroRNA-24 como
un nuevo agente terapéutico potencial para la
lucha contra la angiogénesis aberrante través
de la regulacién del citoesqueleto de actina.

El EPR es un epitelio sensible, estudios
anteriores reportaron dano al EPR por parte

de la IL-18.%* Aunque las células EPR son
biolégicamente sensibles al IL-18, ésta no
causa muerte celular cuando se administra
exdgenamente en su forma madura.*® El dafo
en las células del EPR tras la administracién
intravitrea de IL-18 se debe a una respuesta
provocada por dosificacién o concentracién
supra-fisiolégica (21pg/ml) de la IL-18,
ocasionando un exceso de infiltrado de células
inmunes, lo que resulta en el dafo local grave en
el tejido de la retina.?® Los estudios presentados
anteriormente aportan datos de IL-18 como
un regulador clave de la neovascularizacién
patoldgica e indica que pudiese representar
una nueva estrategia terapéutica como terapia
adjunta en DMRE neovascular.

La administracién de SRPIN340 y SPHINX
redujo la fosforilacién de las proteinas SR y
fueron capaces de reducir el drea de lesién
neovascular en ratones con NVC inducida
por ldser mientras que MVRLO09 no fue capaz
de producir éste efecto.”® Asi, los inhibidores
del SRPK1 en modelos murinos pueden
prevenir CNV por reduccién de la expresiéon
del VEGF pro-angiogénico ya sea mediante: 1)
la prevencién de la utilizacién de los extremos
proximal del sitio de empalme, lo que resulta
en la reduccién de ARN maduro, o 2) a
través alteraciones indirectas en la regulacién
transcripcional o traslacional. Datos de estudios
previos sugieren que la Inhibicién SRPK por
SRPIN340 o SPHINX tiene la potencia para
lograr reducciones similares en la NVC al
tratamiento con ranibizumab, pero en dosis mds
bajas.®® Uno de los inconvenientes del tratamiento
con ranibizumab es la necesidad de inyecciones
intraoculares mensuales. La administracién
topica dos veces al dia de SRPIN340 o SPHINX
suprime significativamente la CNV en ratones.*
En el andlisis farmacocinético se detect en el ojo
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3,5 % de la dosis de SRPIN340 tépico aplicada
después de 1 hora (reflejando estimaciones
anteriores de mala biodisponibilidad, s6lo el
5% de un firmaco aplicado tépicamente logrard
penetrar en el 0jo) manteniéndose durante 48
horas después de una sola administracién topica,
sin detectarse sistémicamente. A pesar de que
s6lo aproximadamente el 5% (o menos) de la
dosis penetra en el ojo, la dosis requerida para
conseguir 50% de inhibicién de laNVC usando
SRPIN340 t6pico es favorable comparado con
otras terapias tépicas; se muestra SRPIN340
como el primer compuesto de terapia tépica
que disminuye la expresién de VEGF pro-
angiogénico.”® El SRPIN340 ha demostrado
supresién significativa de NVC cuando se
administré diariamente como gotas oculares,
sin efectos adversos observados en la crnea.””
EI SRPIN340 ha mostrado eficacia y seguridad
en estudios pre-clinicos en modelos murinos y
podria ser un potencial firmaco de uso tépico
para DMRE neovascular.

Los resultados de agarnisen en estudios
preclinicos ponen de relieve el potencial del
mismo como un tratamiento alternativo
para la neovascularizacién anormal y
potencialmente para multiples indicaciones
oculares como DMRE neovascular.* Diversos
autores lo proponen como el primer agente
antiangiogénico tépico eficaz en modelos
DMRE neovascular. Sin embargo atin no se
han realizados estudios clinicos para demostrar
su eficacia y seguridad en DMRE neovascular,
a pesar de recientemente finalizé un estudio
fase 3 que demuestra su tolerancia y eficacia,

pero en la inhibicién neovascularizacién
corneal en pacientes con queratitis.

Conclusiones

La terapia génica vinculada a la DMRE
neovascular muestra un avance cientifico
importante en el campo de la farmacologia
ocular pudiendo proporcionar eficacia tras
una sola inyeccién de un vector que puede
expresar continuamente una proteina elegida,
el Adeno virus - asociados 2(AAV2) es el
primero de este grupo que comienza a
vincularse con estudios de eficacia parcial,
el resto ain se encuentran en estudios de
seguridad y tolerabilidad. Existen estudios
pre-clinicos que sugieren nuevos y diversos
targets farmacolédgicos para la degeneracién
macular relacionada a la edad mostrando un
perfil de eficacia significativo; destacando el
factor de crecimiento de hepatocitos, el cual
muestra ser més eficaz que el mismo factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) para
la neovascularizacién coroidea (NVC), la IL-
18 que una vez mostrd ser citotdxica para las
células del epitelio pigmentario de la retina
podria convertirse en una opcién de terapia
concomitante para los existentes anti-VEGF
una vez determinada las dosis terapéuticas, el
SRPIN340 como un compuesto de terapia
topica que disminuye la expresiéon de VEGF
y el aganirsen (disenado para otra indicacién)
pudiese ser el primer agente antiangiogénico
tépico eficaz en modelos DMRE neovascular.
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Figura 1. Estructura molecular SRPIN340, MVRLO09 y SPHINX.
Tablas
Grupo farmacéutico . . Numero de
al que pertenece Farmaco Sponsor Fase de estudio Estudio clinico
_|Fesel(activa) NCT01301443
. Oxford BioMedica
RertinoStat® = [ (act
ase | (activa) NCT01678872
Terapia Génica -
. |Fase | (activa) NCT01024998
AAV2-SFLTOT Genzyme -Sanofl =2 i activa) NCT01494805
AdGVPEDF.11D | ®enVec Fase | (finalizado) | NCT00109499

Tabla 1. Resumen de la situacién actual de los firmacos en estudios clinicos.
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