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1. RESUMEN

La Anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad de etiologia genética en la que un gen
relacionado con la reparacion del ADN sufre una mutacion generando en la célula una

mayor fragilidad cromosémica y consiguiente perdida de funcionalidad.

Hasta el momento, el Unico tratamiento eficaz de la enfermedad es el trasplante de
células madre hematopoyéticas de un donante sano y HLA-compatible (antigeno
leucocitario humano). Esta técnica ha mejorado gracias a los procedimientos de
seleccion preimplantacional de embriones sanos y HLA-compatibles con el hermano
receptor del trasplante. Aln asi, existen muchos casos no compatibles con el trasplante
de células madre para los que existen alternativas en fase de ensayo clinico como es el
uso de terapia génica. Esta alternativa consiste en la introduccion de células madre
hematopoyéticas del propio individuo que han sido genéticamente corregidas a través
del uso de un vector lentiviral. Los resultados en ratones inmunodeficientes fueron
positivos, con lo que se ha iniciado el ensayo clinico en 4 pacientes con resultados

prometedores hasta el momento.

Palabras clave: Anemia de Fanconi, terapia génica, vector lentiviral, trasplante de

células madre hematopoyéticas.
ABSTRACT

The Fanconi Anemia is a disease with genetic etiology in which a repair-related DNA
gene suffers from a mutation generating cromosomic fragitility and, consequently,
loss of cell’s functionality. So far, the only effective treatment is the hematopoietic
stem cell transplantation from a healthy HLA-compatible donor. This technique has
improved thanks to the preimplantational selection of healthy compatible embryos.
Even though, there are many cases where the hematopoietic stem cell transplantation
is not viable. For them, alternatives in clinical trial phase exist, such as gene therapy.
This alternative entails the hematopoietic stem cell introduction from the individual
himself once they have been corrected through the usage of a lentiviral vector. The
results in immunedeficient mices have been positive, consequently the clinical trials

has been started in 4 patients with promising outcomes.

Key words: Fanconi Anemia, gene therapy, lentiviral vector, hematopoietic stem cell

transplantation.
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2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1. Anemia de Fanconi

La anemia de Fanconi (AF) es un sindrome autosémico recesivo caracterizado por la
fragilidad cromosémica que lleva a malformaciones congénitas en distintos 6rganos,
insuficiencia medular progresiva y tendencia a enfermedades malignas. Esta se define
como una enfermedad pediatrica rara cuya prevalencia es de 1/250.000-1/350.000 de

los nacidos vivos. 12
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Los afectados por esta enfermedad pueden padecer las siguientes manifestaciones

clinicas: anomalias fisicas, hematoldgicas y aparicion de tumores malignos. No todos
van a presentar las mismas manifestaciones y muchas van a estar correlacionadas con
el genotipo especifico de cada afectado, aun asi pueden servir como punto de sospecha

en el diagndstico. 3

Fig. 1- Anomalias en pulgares

Las anomalias fisicas pueden aparecer en cualquier sistema organico, puesto que son
provocadas por la incapacidad de las células para acarraer la funcion para la que se
han diferenciado debido a dafios cromosémicos promovidos por la enfermedad. La
anomalia mas comun seria el retraso en el crecimiento, que sufre hasta un 77% de los
afectados* , provocado por anormalidades endocrinas que hacen que los niveles de
hormona del crecimiento (GH) sean bajos, que haya resistencia a ella u otros casos en
los que no se ha conseguido identificar la causa. La pigmentacion anormal de la piel

seria la siguiente manifestacion mas comun afectando a un 57%, y engloba tanto

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inform

hipopigmentacion como hiperpigmentacion y algunas manchas conocidas como “café
con leche”.® Las anomalias también afectan de forma habitual al esqueleto, sobre todo
a la mano y al antebrazo donde, respectivamente, podriamos encontrar anomalias en

pulgares (Fig. 1), ausentes o malformados y radios hipoplésicos.
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A nivel renal, pueden existir malformaciones en la posicion y forma del rifion, como
por ejemplo el rifion en herradura. Hay ciertas facciones y rasgos caracteristicos
comunes a muchos de los enfermos de anemia de Fanconi como seria la microftalmia,
microencefalia, implantacion andmala del pelo o implantacion baja de las orejas.
Aparte, de forma menos frecuente, también se podrian encontrar casos de retraso

mental, pérdida de oido, hipogenitalismo y problemas cardiacos. 34>
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Estatura Corta por bajos niveles de GH 7%
Piel Hiperpigmentacién, manchas café con leche S7%
Brazos Hipoplasia del pulgar, ausencia de radio, polidactilia 35%
GoOnadas Hipogonadismo, malform. uterinas, azoospermia 25%
Cabeza Microcefalia, hidrocefalia 20%
Ojos Estrabismo 20%
Rifiones Hipoplasia o aplasia renal, hidronefrosis 20%
Orejas Implantacién baja 10%

Cuadro resumen de posibles sintomas

Las anomalias hematol6gicas son desencadenadas por el progresivo fallo medular, ya
que es la médula 6sea la encargada de la produccién de todas las lineas sanguineas o
hematopoyesis. En la médula osea encontramos las células STEM CELL 6 CTH
(células troncales hematopoyéticas) que tienen capacidad de autorreplicarse y
diferenciarse, es a estas a quienes llamamos células madre. La CTH da origen a un
progenitor multipotente (UFC-LM), que se diferencia en progenitor linfoide comun
(UFC-L) o en un progenitor mieloide comin (UFC-M) de donde saldran las distintas
lineas sanguineas diferenciadas. Normalmente en la primera década se va a presentar
ya la pancitopenia, que es el deficit de las tres lineas sanguineas de manera
simultanea: globulos rojos, globulos blancos y plaquetas. Los pacientes con Anemia
de Fanconi pueden evolucionar hacia mielodisplasia o leucemia mieloblastica aguda
debido a anormalidades cromosémicas de las células madre de su médula, lo cual

tendria peor prondstico. >’

Existe una mayor predisposicion a la aparicion de tumores malignos en los afectados

por Anemia de Fanconi, aparte de la leucemia que aparece en un 10% de los casos.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inform

Cuanto mayor sea la edad del paciente, mas probable es el desarrollo de un tumor
maligno. Son comunes el cancer de cabeza, cuello, eséfago, higado o en el aparato

reproductor. 8
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La etiopatogenia de la Anemia de Fanconi es multigenética y autosémica recesiva,
esto quiere decir que para que el individuo padezca la enfermedad ambos progenitores
deben ser portadores y este debe recibir el gen defectuoso de la AF de ambos, y en
caso de sdlo recibir un gen no funcional sélo seria portador. La caracteristica principal
de las células de la AF es la inestabilidad cromosomica y la sensibilidad de estas a los
agentes que inducen enlaces cruzados en el ADN como la mitomicina C o el
diepoxibutano. Se han descrito hasta 22 genes implicados en la enfermedad que van a
corresponder a los diferentes grupos de complementacion. Cada grupo de
complementacion tiene un fenotipo diferente y, en algunos casos, se puede determinar
la naturaleza y severidad de la patologia en funcion de a cuél pertenezca. Por ejemplo,
los grupos FANCA, FANCC O FANCG suponen un 85% de los casos de AF. Hay
evidencias de que todas las proteinas codificadas por los genes FANC actlan sobre
una via comun encargada del reconocimiento de dafios en el ADN y su reparacion del
ADN, por lo que en el momento que uno de los eslabones falla, se desarrolla el dafio

cromosdmico y se desencadena el correspondiente fallo celular. 12910

El diagnodstico de la Anemia de Fanconi se va a realizar con el test de diepoxibutano
(DEB) y mitomicina C (MMC), en el cual se exponen los linfocitos del paciente a
estas sustancias y se busca un aumento de la rotura cromosémica y de las formas
radiales de estos. Como método de confirmacion se busca identificar cualquiera de los
22 genes de la anemia de Fanconi en el individuo y en cuantos alelos aparecen, ya que

19 de ellos deben ser bialélicos para provocar la enfermedad (los recesivos). ©
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Fig. 2.-Test de fragilidad cromosomica (linfocitos T con mitomicina C)
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El tratamiento de la Anemia de Fanconi busca tanto alargar la esperanza de vida como
mejorar las condiciones de los pacientes lo maximo posible, es por esto por lo que va a
estar dirigida a los tres niveles fundamentales de la enfermedad: las anomalias fisicas,

el fallo medular y los tumores malignos.

Desde el inicio de la enfermedad, el afectado debe acudir a revisiones frecuentes de
oido, tracto urinario, desarrollo psicomotriz y oftalmologia para que en el momento en
el que aparezca cualquier anomalia el especialista le ofrezca la alternativa terapéutica

mas adecuada. !

El uso de andrégenos estd destinado a subsanar las anomalias hematoldgicas
provocadas por el fallo medular, como la deplecién tanto de glébulos rojos como de
plaquetas, siendo efectivas en el 50% de los individuos. Sin embargo, cuando el
tratamiento es continuado, la respuesta va disminuyendo. El andrégeno utilizado seria
la oximetolona. También se pueden utilizar citoquinas como el factor estimulante de
colonias granulociticas (G-CSF) Neupogen® o el factor estimulante de colonias
granulo-monociticas (GM-CSF) Molgramostin®, también estan destinadas al
tratamiento de los problemas hematol6gicos. Por Gltimo, el Unico tratamiento efectivo
hasta el momento del fallo medular es el trasplante de células madre hematopoyéticas
0 Alo-Trasplante. Los mejores resultados se han obtenido en hermanos con HLA-
idéntico, pero esto no siempre es posible. El problema principal es que los enfermos
de Anemia de Fanconi son muy sensibles a la radiacion y a la quimioterapia requerida
previa al trasplante debido a su propensién a la rotura cromosémica, lo que en un
principio supuso un grave problema. En la actualidad, se han obtenidos muy buenos
resultados con el quimioterdpico fludarabina que permite evitar la radiacién en el

preoperatorio.® 1!

Por tanto, dependiendo del grado de fallo medular se deberd seguir el siguiente

algoritmo en el tratamiento:
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Funcionamiento normal de Ia

2 4 Recuentos sanguineos habituales
médula 6sea o fallo medular leve

Trasplante de células madre
hematopoyéticas (HSCT) con hermano
compatible

Fallo medular moderado*

Donante no emparentado

Terapia con andrégenos

Donante no emparentado

Fallo medular severo*
Tratamiento con andrégenosy
con citoquinas

Sindrome mielodisplasico
(MDS) o leucemia mieloide
aguda (AML)

Trasplante de células madre
hematopoyéticas +/- quimioterapia

|AAl

* En todos estos puntos debe tenerse en cuenta los riesgosy beneficios de cada individuo antes de empezar el tratamiento

Fig 3.- Algoritmo de tratamiento segtin fallo medular

Actualmente, se esta investigando el posible uso de la terapia génica con células
madre hematopoyéticas como método de tratamiento para la Anemia de Fanconi, ya
que este ya es sujeto de estudio para muchas otras enfermedades causadas por defectos
genéticos. La terapia génica aplicada a la Anemia de Fanconi actual busca subsanar
los defectos genéticos en las células madre hematopoyéticas a través del uso de

lentivirus como vectores.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mis
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2.2. Laterapia génica

La terapia génica es la practica por la cual se corrige la informacion genética de un
individuo reemplazando el gen asociado a la enfermedad por la version sana del
mismo. Para esto, se extraen las células del paciente y se mezclan con el virus que ha
sido previamente modificado para que no pueda reproducirse y se le ha insertado el
gen de interés. Las células del paciente que hayan integrado el gen de interés en su
genoma son inyectadas de nuevo en el individuo donde produciran la proteina u

hormona requerida.

Terapia génica

1. Se extraen las células 2. En el laboratorio
del paciente \ se modifica un virus
de forma que no

< \ :
“\\ \ pueda reproducirse
(
( :
. |
- "5(5\ I

S N .'}
x 3. Se inserta

7. Las celulas modificadas ) un gen en el

genéticamente producen ‘Qﬁ virus

la proteina o la hormona A %

deseada. F< r.cb
€4 |

6. Las células modificadas
se inyectan al paciente

4. Elvirus modificado
se mezcla con células
del paciente

5. Las células del paciente
se modifican genéticamente

Fig 4.- Procedimiento general de terapia genica

Sin embargo, para esto es necesario superar diversas dificultades:

- El gen o genes del vector deben llegar al tejido especifico donde se necesita y no
otros donde, ademas, podria provocar consecuencias graves como activacion de

oncogenes o inhibicion de genes supresores.

- Lainformacidén genética debe evadir la respuesta de la célula y conseguir atravesar

tanto la membrana plasmética como la nuclear de la célula huésped.

7
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- Para que se exprese la proteina codificada, la informacion genética tiene que
incluirse en el material genético de la célula huésped y ser expresado, por lo que

sera importante la posicion en la que se incluya.

Para que se cumplan todos estos requisitos se utilizan virus como vectores ya que,
como parte de su ciclo normal de infeccion, colonizan las células e introducen su
material genético en el genoma normal. El tipo de virus a escoger como vector
depende primordialmente de qué tipo de células se quiera infectar y de que su
produccién sea facil, segura y estable. Entre los virus utilizados como vector se
encuentran los adenovirus, los virus herpes simplex y los retrovirus (que incluye el
género de los Lentivirus de los que hablaremos posteriormente como parte del

tratamiento de la anemia de Fanconi) 213

3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es recopilar los ultimos estudios realizados sobre
el tratamiento de la Anemia de Fanconi, en concreto, todos aquellos avances obtenidos
a partir de terapia génica en aquellos pacientes en los que no existe posibilidad de
trasplante de células hematopoyéticas por falta de un donante HLA-compatible u otras
incompatibilidades del tratamiento.

Con este fin, también se abarcara en este articulo los mecanismos fisiopatoldgicos de
la enfermedad, los tratamientos utilizados hasta el momento y la posibilidad de éxito

que se espera obtener de los tratamientos con terapia génica.

4. MATERIAL Y METODOS

En la realizacion de este trabajo sobre el tratamiento de la Anemia de Fanconi se ha
Ilevado a cabo una revision bibliografica a través de fuentes y bases de datos como:
PubMed, Science Direct o Google Academics. Ya que el tema es actual, se han
utilizado articulos recientes para poder dar la vision mas actualizada posible. A la hora
de realizar la busqueda de informacion en las fuentes bibliograficas se han utilizado
palabras clave como: “Fanconi Anemia”, “gene therapy”, “hematopoietic stem cell
transplantation” y “lentivirus vector”. La lista completa de fuentes utilizadas se puede

encontrar en el apartado de bibliografia.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Hoy en dia, el Unico tratamiento capaz de corregir el fallo medular propio de la
Anemia de Fanconi es el trasplante de células madre hematopoyéticas. Sin embargo,
esta opcion sigue presentando diversas dificultades, desde encontrar un donante HLA-
compatible hasta evitar la aparicion de sindromes mielodisplasicos (MDS) una vez

realizado con éxito el trasplante. 1*

El trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT) consiste en la destruccion de
las células madre de la médula 6sea de un individuo para que puedan ser sustituidas
por las de un donante libre de un defecto que esta provocando una patologia. Hay que
tener en cuenta que, como en todo trasplante, puede haber procesos de rechazo
provocados por el sistema del antigeno leucocitario humano (HLA) que agrupa un
conjunto de moléculas de elevado polimorfismo que se encuentran en la superficie
celular y son capaces de desencadenar reacciones inmunes en caso de que el cuerpo no
las identifigue como propias. Esta es la razon por la cual se van a buscar donantes

HLA-idénticos o, en su defecto, HLA-compatibles. 1°

El mayor indice de supervivencia en HSCT lo tienen aquellos individuos menores de
10 afios cuyo donante es un hermano HLA-idéntico, con un 85% de supervivencia a
los 5 afios del proceso y, en el caso de edades superiores a 10, con un 65% de
supervivencia en los 5 afios siguientes. Sin embargo, este porcentaje disminuye en el
caso de hermanos HLA-compatibles (no idénticos) y aun mas en el caso de donantes
no emparentados. Es una realidad que la mayoria de enfermos de Anemia de Fanconi
no tienen hermanos HLA-idénticos sanos, por lo que deben recurrir a centros de

donantes de médula, aunque la probabilidad de supervivencia sea menor. 14

Gracias a la tecnologia de la fecundacion in vitro, se han desarrollado técnicas de
seleccion preimplantacional de embriones por las que los progenitores pueden tener
hijos libres de enfermedad y HLA-compatibles que en el futuro podrian ser donantes
de células madre hematopoyéticas para sus hermanos con Anemia de Fanconi. Este

proceso engloba los siguientes pasos:

1) La fertilizacion in vitro es el punto de partida del proceso, y ésta consiste en la

extraccion de un ovocito por aspiracion de los foliculos ovaricos estimulados

9
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2)

3)

4)

5)

6)

previamente. Una vez conseguido el ovocito que va a dar lugar al 6vulo en el
laboratorio, in vitro, se fecunda con el espermatozoide dando lugar al embridn
listo para la implantacion. Como en el caso de la anemia de Fanconi no basta con
conseguir un embrién cualquiera, sino que necesitamos uno sano y HLA-
compatible, antes de la implantacion en el Utero se haran distintas pruebas para la

seleccion del embrién adecuado. *°

Fig 5.- Fecundacion in vitro

Una vez se han obtenido varios embriones, se deja que se dividan tres dias hasta
que alcanzan el estadio de 8 células. Entonces se extraen una o dos células de cada

uno de ellos, llamadas blastomeros, para analizar su ADN y su sistema HLA.

Se analiza su material genético en busca de los genes responsables de la

enfermedad y se comprueba si posee el gen sano o el defectuoso.

Se seleccionan aquellos embriones de los que proceden las células que hayan dado
test positivos en el HLA del hermano enfermo y con el gen sano. Este proceso se

conoce como diagndstico genético preimplantacion (PGD)

Se implanta en el utero de la madre el embrion seleccionado o se congela para su

uso posterior.

Aguellos embriones que no se utlicen por poseer el gen defectuoso o por
incompatibilidad con el hermano enfermo se descartan o se donan para la

investigacion.

10



-
9
g
L
3

=

A
S
I
VL

N
N
S
o~
3
-
S
=

5]
QO
3
S

S

N
=

=
=
-
3

=
)

2
S
)

2

S
o
el
S
&
)
N
N
N
Q
S

-~
)
%6}
“
Q
S
-

3
Q

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Far

NUEVOS ESTUDIOS SOBRE LA TERAPIA DE LA ANEMIA DE FANCONI

Fase1 Fase 2 Fase 3
Se obtienen dvulos de Cada dvulo se fecunda Los dvulos se dejan crecer
la madre y se estimulan in vitro con un solo en una placa de Petri.
con hormonas. espermatozoide.
Estadio de Estadio de Estadio de Fase 4
2 células 4 células 8 células Los embriones resultantes

se dividen durante tres dias.

Blastomero

Embridn de
8 células

Embrién de
7 células

Fase b

En el estadio de 8 células,
se extrae de cada embrion
una Unica célula llamada
blastémero.

Embriones
con defecto

Donados o
descartados

(ee®, Implantados
wariy 0 congelados

Embriones
sin defecto

Fase é

Cada blastémero se analiza
para saber si contiene

el gen defectuoso. Los
embriones con defecto se
descartan o se donan para
investigacion; los que no

lo tienen se implantan en
el Gtero de la madre o se
congelan para usarlos en
el futuro.

Fig. 6.- Seleccion Preimplantacional de Embriones
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Con el fin de escoger el tratamiento mas adaptado a cada individuo, se debe tener en
cuenta las condiciones en las que se han obtenido mejores resultados en el trasplante y
cuales son los posibles efectos secundarios de este. Entre estos factores debe primar: la
edad, el tipo de donante, las trasfusiones recibidas anteriormente, presencia de
infecciones y la cantidad de 6rganos que estén fallando. Como ya ha sido citado
anteriormente, los mejores resultados se obtienen en menores de 10 afios y con un

donante hermano HLA-idéntico. También, aquellos que no hayan recibido

ion contenida en el mismo.

trasfusiones sanguineas como forma de subsanar los problemas hematolégicos de la

enfermedad tendran mas posibilidades de éxito. Y, por ultimo, se tendra en cuenta que
el paciente no presente una infeccion generalizada ni esté cerca del fallo organico

puesto que estas situaciones no serian compatibles con el trasplante.

Actualmente, existen otras alternativas en desarrollo para aquellos pacientes que no
cumplan alguno de los requisitos previos y, por tanto, el tratamiento HSCT no sea el
adecuado. Entre estos tratamiento encontramos el uso de androgenos, de G-CSF, la

practica de trasfusiones de forma cronica o la terapia génica.

En los Gltimos afios, se ha desarrollado en Espafia una nueva estrategia para el uso de
la terapia génica en Fanconi gracias a un equipo de la Red Espafiola de Invetigacién
sobre Anemia de Fanconi coordinado por el Centro de Investigaciones Energéticas,
Medioambientales y Tecnoldgicas (CIEMAT). Este supone un protocolo para la
correccion genética de las células madre hematopoyéticas extraidas de la sangre
periférica del paciente utilizando un lentivirus como vector del gen sano. Estas células
madre corregidas han sido capaces de originar células sanguineas humanas libres de

enfermedad en ratones trasplantados inmunodeficientes. ’

Se ha desarrollado un protocolo por el cual se administra al paciente una combinacion
de G-CSF con Plerixiafor, con lo que se consigue que las células madre
hematopoyéticas CD34+ se movilicen a sangre periférica de donde son extraidas. El

vector utilizado es un lentivirus al que previamente se le ha introducido el gen de

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inform

interés que, en estos ensayos, es el gen FANCA puesto que alrededor del 60% de los
enfermos de AF presentan este gen mutado. Estas células de AF CD34+ trasplantadas
son capaces de proporcionar ventajas proliferativas frente a las células propias no

corregidas.t’ 18
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Uno de los puntos mas estudiados para obtener el mejor resultado posible en la técnica
ha sido el criterio de eleccion del vector. Inicialmente, se aceptd la hipotesis de que el
sitio de insercion en el genoma de los retrovirus, que abarcan entre otros los
gammaretrovirus y los lentivirus, era aleatorio. Sin embargo, tras obtener resultados
muy negativos en ensayos con terapia génica retroviral en pacientes con
inmunodeficiencia combinada grave asociada al cromosoma X (X-SCID) por
aparicion de leucemias y otros procesos oncogenicos, se comenzaron a estudiar los

sitios de insercién de los distintos virus.®

ion contenida en el mismo.

Se descubrié que los gammaretrovirus se insertaban en la regioén lateral 5° cuya
funcién esta relacionada con la regulacion de la transcripcién. Los genes que
interrumpen regiones reguladoras del genoma son mas mutagénicos. Por otro lado, se
comprob6 que los lentivirus no se integraban en esta zona del genoma, por lo que se

preveia que su mutagénesis fuese mucho menor.*°

El lugar de insercion del lentivirus utilizado como vector por el CIEMAT se encuentra
en el locus AAVS-1 (adeno-associated virus site 1) que se ha comprobado que es
seguro. La especificidad de insercién en el locus corre a cargo de las nucleasas de
dedos de Zinc (ZFN) que son proteinas con un dominio de unién al ADN formado por
lo que se denominan dedos de Zinc y un dominio encargado de la rotura del ADN.
Estas ZFN se pueden disefiar para que se unan de forma especifica a una region del
genoma, rompan la doble hélice y asi se pueda introducir la mutacién transportada por

el vector.?

Una vez elegido el género lentivirus como vector, se realizaron estudios con otro
objetivo: que las células CD34+ transducidas no pierdan el potencial de las células
madre. Este desaparece cuando son estimuladas con citoquinas con el fin de que sean
capaces de introducir el material genético de algunos virus. Se ha hecho un estudio
comparativo entre dos lentivirus (LV): el lentivirus del sarampion con hemaglutinina y
proteina de fusion (H/F-LV) y el virus G de la estomatitis vesicular (VSV-G-LV). De

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inform

este se extrajeron los siguientes resultados:

- El virus H/F-LV es capaz de transducir el 100% de la informacion en celulas
humanas CD34+ que hubieran sido previamente estimuladas con citoquinas en una

sola aplicacion
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- El virus H/F-LV es capaz de transducir hasta un 70% de la informacion en células
hCD34+ que no hubieran sido preestimuladas con citoquinas, mientras que el virus

VSV-G-LV en este caso apenas alcanza el 5% de transduccion.

Teniendo en cuenta que H/F-LVs son capaces de transducir la informacidn genética a
los progenitores hematopoyéticos CD34+ sin estimulacion previa, no afectaran a su
pluripotencialidad. Esta es la razon por la que el estudio evalla positivamente la

utilizacion de estos lentivirus como vectores en el tratamiento de Anemia de

Fanconi.*®
VSV-G-LV
k- HIF-LV VSV-G-LV
_!L L @
‘ recepior
59*13”5_{.{--- By 0%
7 X /
£ ¥ N
Nuclear import \ .
|_I l { Cytokine | 1 -!
\ EE)Gens /  stimulation \  [ED{Cene 1
\ Infegration / \\ Intagration /
T T ___.-"" HH“"\-.., —__ . _.-"'-J
Resting H5C Activated HSC

Fig 7.- Transduccion lentiviral en células madre hamatopoyéticas *°

Este vector, disefiado por el CIEMAT, ha obtenido la clasificacion de medicamento
huérfano. Este término se refiere a aquellos productos medicinales destinados al
diagnostico, prevencion o tratamiento de enfermedades raras 0 muy graves que, en
general, no interesa su comercializacion por parte de la industria farmacéutica porque

la baja prevalencia de estas enfermedades generaria pérdidas. %

Para el desarrollo del vector final que fue insertado primero en ratones y luego en

humanos, se hicieron estudios previos en los que se mostré que la insercion mediada
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por nucleasas con dedos de Zinc (ZNF) del gen de la proteina verde fluorescente
(EGFP) en el locus AAVSL in vitro era posible en lineas celulares linfoblasticas
(LCLs). Tras esto, llevaron a cabo el mismo experimento, pero esta vez con el gen
FANCA, y se obtuvieron células linfoblasticas corregidas. Por ultimo, el paso restante
era insertar el gen FANCA en el mismo locus gracias a las mismas nucleasas, pero en
células madre CD34+. Fueron estas células las que se insertaron en ratones

inmunodeficientes obteniendo células sanguineas humanas sin el defecto.?

Actualmente, los ensayos clinicos ya estan en marcha en cuatro pacientes de entre 3 y

ion contenida en el mismo.

6 afios de distintas ciudades espafiolas que no podian ser sometidos a trasplante de

células madre hematopoyéticas y, por el momento, estan respondiendo al tratamiento
positivamente. Tras la insercién de las células transducidas por el lentivirus con el gen
FANCA, se ha observado que estas poseen una ventaja proliferativa frente a las
células defectuosas mayor que en otras enfermedades genéticas con el mismo
tratamiento, es decir, las células insertadas son capaces de repoblar la médula 6sea del
enfermo sin necesidad de trasplantar grandes cantidades de células o repetir el

tratamiento. 2

Entre las ventajas que podria suponer este tratamiento frente al trasplante de células
madre hematopoyéticas en caso de que los ensayos clinicos avancen positivamente,

encontramos:

- No se necesita quimioterapia previa para dar cabida a la células nuevas, estas

presentan ventaja proliferativa.

- No hay riesgo de rechazo puesto que las células transducidas son del propio

paciente.
- Los efectos adversos son menores hasta el momento.

- Se disminuye el riesgo de desarrollar un tumor sélido asociado al trasplante

alogénico.?

Los resultados esperados de este ensayo en cuanto a eficacia y seguridad son muy

prometedores. Las agencias se podrian encontrar frente a una nueva estrategia

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inform

terapéutica para el tratamiento de la Anemia de Fanconi que incluso podria convertirse
en el tratamiento de eleccion por delante del trasplante de celulas madre

hematopoyéticas.
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6. CONCLUSIONES

1. El uso de la terapia génica como tratamiento de la Anemia de Fanconi puede
suponer una alternativa segura y eficaz en caso de incompatibilidad del paciente
con el trasplante de células madre hematopoyéticas, e incluso llegar a ser el

tratamiento de primera linea si los ensayos clinicos arrojan buenos resultados.

2. La seleccion preimplantacional permite la obtencion de embriones sanos y HLA-
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idénticos al hermano enfermo para llevar a cabo el trasplante de células madre

hematopoyéticas de sangre de cordén umbilical.

3. La insercién de los genes FANC corregidos en las células madre del paciente

permite obtener células sanguineas humanas sanas en ratones inmunodeprimidos.

4. EIl uso de lentivirus como vectores virales permite tanto la transduccion de la
informacion genética como el mantenimiento de la pluripotencialidad de la célula

madre.

5. El avance de la terapia génica puede ayudar, no solo en el tratamiento de la

Anemia de Fanconi, sino en cualquier enfermedad con etiopatogenia genética.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inform
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