Terapia génica como tratamiento para la hemofilia
Gene therapy as a treatment for hemophilia
Resumen

Introduccion: La hemofilia es una patologia hemorrégica hereditaria provocada por una deficiencia
de los factores de coagulacién VIII (Hemofilia A) y IX (Hemofilia B). Se caracteriza por la
presencia de hemorragia espontanea sistémica, pero de predominio en articulaciones y tejidos
blandos. Actualmente es una condicion manejable con el objetivo es controlar y prevenir el
sangrado. Esto ha sido posible a través de diversos tratamientos como la infusion del factor de
coagulacion deficiente, factores de vida media prolongada, terapia no basada en factores de
coagulacion y ultimamente la terapia génica que permite la expresion del factor a largo plazo.
Objetivo General: Recopilar informacién acerca de la eficacia de la terapia génica como
tratamiento para la hemofilia. Metodologia: Esta investigacion se trata de una revision
bibliogréafica descriptiva, en la que se incluy6 articulos cuya fecha de publicacion tiene una
antigiedad minima de cinco afios, mediante la busqueda en bases de datos cientificas, tales como
PubMed/Medline, ScienceDirect, Scopus, etc. Y uso de operadores booleanos para adquirir mayor
informacion. Resultados: Tanto en la hemofilia tipo A como B la terapia génica interviene en el
incremento de la expresion del factor V111 'y IX de forma significativa, lo que provoca la reduccion
de la cantidad de hemorragia y uso profilactico de factor.

Palabras clave: expresién génica, factores de coagulacion sanguinea, hemofilia A y
hemofilia B.

Abstract

Introduction: Hemophilia is a hereditary hemorrhagic disease caused by a deficiency of
coagulation factors VIII (Hemophilia A) and IX (Hemophilia B). It is characterized by the
presence of spontaneous systemic bleeding, but predominantly in joints and soft tissues. It is
currently a manageable condition. Our goal is to control and prevent bleeding. This has been
possible through various treatments such deficient factor infusion, long half-life factors, therapy
not based on coagulation factors and lately the gene therapy that allows for long-term factor
expression. General Objective: Collect information about the efficacy of gene therapy as a
treatment for hemophilia. Methodology: This research is a descriptive bibliographic review, which
includes articles whose publication date is at least five years old, by searching scientific databases,
such as PubMed/Medline, ScienceDirect, Scopus, etc. And use of Boolean operators to acquire
more information. Results: In both type A and B hemophilia, gene therapy is involved in
significantly increasing the expression of factor VIII and IX, which causes a reduction in the
amount of bleeding and prophylactic use of factor.

Key words: Gene expression, blood coagulation factors, hemophilia A and hemophilia B.

Introduccion

La hemofilia es un trastorno hemorrégico hereditario causado por la insuficiencia o defi-
ciencia de los factores de coagulacion VI y IX. Esta enfermedad se distingue por la ocurrencia
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de hemorragias sistémicas de diferentes grados de gravedad, principalmente en articulaciones y
tejidos blandos (1).

Estudios demograficos indican que la enfermedad puede afectar a 1 de cada 1000 recién
nacidos vivos. Entre las variantes de la hemofilia, el tipo A es la mas comun, constituyendo entre
el 80 y el 85% de todos los casos. Existe una tercera variante, la hemofilia tipo C, asociada a la
deficiencia del factor XI, la cual puede no mostrar una predisposicion al sangrado (2). Al estar
ligada al cromosoma X, la hemofilia puede afectar al sexo masculino, presentandose aproximada-
mente en 24.6 casos por cada 100.000 individuos. A nivel mundial, se estima que el nimero total
de personas diagnosticadas con hemofilia asciende a 1.125.000 (3).

A lo largo de las Gltimas décadas, se han desarrollado diversas estrategias terapéuticas para
tratar esta condicion. Estos esfuerzos han estado enfocados en mejorar la hemostasia y restaurar la
calidad de vida del paciente, mediante terapia de reemplazo del factor deficiente, concentrados de
factores VIl y IX con vida media extendida (EHL), uso de anticuerpos monoclonales que imitan
la accién del factor de coagulacion, y el empleo de moléculas que restablecen la coagulacion, entre
otras (4). En muchos paises, la terapia convencional sigue siendo el tratamiento predominante. No
obstante, este tratamiento puede generar inhibidores y, en algunos casos, no elimina completa-
mente el riesgo hemorragico, requiriendo de terapias adicionales. Ademas, a pesar del tratamiento,
los pacientes pueden desarrollar artropatias con el paso del tiempo (5).

Los avances tecnolOgicos recientes han permitido la propuesta de nuevos tratamientos,
destacando entre ellos la terapia génica. Esta técnica se basa en la administracion intravenosa de
un gen mediante vectores virales recombinantes adenoasociados (AAV). La terapia génica actla
facilitando la expresion endogena continua de los factores de coagulacidn deficientes o ausentes,
tras la transferencia de un gen funcional que reemplaza al gen alterado, ofreciendo asi la posibili-
dad de una produccidn continua del factor de coagulacion a largo plazo. El uso de vectores AAV
ha demostrado ser efectivo en obtener niveles suficientes de los factores VIII y IX, ayudando a
reducir tanto la cantidad de episodios hemorragicos como la necesidad de un tratamiento profilac-
tico en individuos con hemofilia grave (6).

Figura 1

Linea de tiempo acerca del avance del tratamiento de la Hemofilia. FVII: Factor de coagulacion 8. FIX:
Factor de coagulacion 9. APCC: plasma de factores activados del complejo protrombina. rFV: produccion
de factor activado. EHL: concentrados de FVIII y FIX con vida media extendida.
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Metodologia

Esta investigacion consiste en una revision bibliogréafica descriptiva enfocada en la terapia
génica como tratamiento para la hemofilia. Se recopilaron fuentes de informacion cientifica a partir
de publicaciones que se ajustaban a criterios de inclusion establecidos. Estos abarcaban articulos
publicados entre los afios 2018 y 2023, seleccionados de bases de datos cientificas confiables como
PubMed/Medline, ScienceDirect, Scopus, Web of Science y SpringerLink. Los tipos de
documentos analizados incluian articulos de revision, revisiones sistematicas, reportes de casos,
guias clinicas, meta-andlisis y ensayos controlados aleatorizados.

Se establecieron criterios de exclusion para filtrar los articulos que no tenian relacién con
la medicina humana. La estrategia de busqueda implicé el uso de operadores booleanos como
AND, OR y NOT, y la seleccion de palabras clave de las paginas MeSH y DeCS.

En total, se identificaron 760 articulos. Tras la aplicacion de los criterios de inclusion y
exclusion, se eliminaron 437 de estos, dejando 323 para una lectura critica mas detallada.
Posteriormente, se descartaron otros 203 documentos por no tener una asociacion directa con el
objetivo de la investigacion. De los 120 articulos analizados en profundidad, se descartaron 76
mas, resultando en un total de 44 articulos seleccionados para esta revision.

Desarrollo

La hemofilia es un trastorno hemorragico congeénito ligado al cromosoma X. Aunque no
es comun, se estima que alrededor de 400,000 personas a nivel mundial han sido diagnosticadas
con esta enfermedad. La variante més frecuente es la hemofilia tipo A, que representa la mayoria
de los casos, estimandose en 1 por cada 10,000 personas. La hemofilia tipo B se presenta en 1 de
cada 30,000 a 50,000 nacimientos masculinos (7,8).

La aparicion de este trastorno hemorrégico se atribuye a la mutaciéon de dos genes, F8 y
F9, responsables de la deficiencia de los factores de coagulacion correspondientes. Adicional-
mente, pueden ocurrir alteraciones en otros factores, como el FXI, que conducen a la aparicion de
la hemofilia tipo C (9).

La manifestacion clinica de la hemofilia se caracteriza por la presencia de hemorragias,
cuya severidad puede variar. Estas pueden surgir de forma espontanea en las articulaciones, el
sistema gastrointestinal, el craneo, el cuello o la faringe. En los casos de hemofilia leve, es posible
que los pacientes no muestren signos evidentes de sangrado, y una hemorragia solo puede ser
discernible cuando hay traumatismos o durante o después de una cirugia (10,11).

Terapia génica

La terapia génica representa uno de los enfoques terapéuticos mas recientes y eficaces para
la hemofilia. Comparada con otros tratamientos, ofrece menos complicaciones y se basa en una
Unica infusion del vector viral, lo cual facilita la transferencia del gen que codifica el factor defi-
ciente a nivel hepético (12). Esta estrategia permite una expresion a largo plazo del factor de coa-
gulacién y mantiene las concentraciones plasmaticas, reduciendo asi las hemorragias a lo largo de
la vida del receptor, efecto que puede durar varios afos (13).
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Terapia de transferencia de virus adenoasociados recombinante (AVYV)

Los vectores de virus adenoasociados (AAV) son los que han mostrado mayor éxito clinico
en la transferencia de genes in vivo. EI AAV es un parvovirus con ADN monocatenario no pato-
génico, cuya replicacion es insuficiente en ausencia de una coinfeccion con un virus auxiliar, ge-
neralmente un adenovirus (9). Estos vectores pueden administrar una secuencia de transgén bene-
ficioso por via intravenosa a células con o sin capacidad de division. Sin embargo, la mayoria de
los AAV no se incorporan en el genoma del paciente, por lo que la administracion de genes durante
la division celular puede generar una eliminacion progresiva del transgen (14).

Existen diversos serotipos de AAV, diferenciados en funcion de la conformacion de su
capside viral, que determina el tropismo tisular e intracelular de las particulas virales. Para mejorar
el tropismo hepaético, se han realizado transposiciones y mutagénesis de los genes de la capside, lo
que contribuye a evitar la supresién de los hepatocitos por las células TCD8 citotoxicas y a conferir
resistencia a los anticuerpos neutralizantes (14). La entrada del AAV en la célula ocurre mediante
un proceso de endocitosis a través de receptores especificos de AAV. El vector se empaqueta en
vesiculas (endosomas), y a través de un proceso de acidificacién, la capside se descompone y
libera el ADN en el citoplasma. Este es transportado al nucleo, lo que permite la liberacion del
material genético sin alteraciones.

Actualmente, los serotipos utilizados en vectores rAAV incluyen: AAV2, AAV5y AAVS.
Mientras que, en la bioingenieria, los mas empleados son: rAAV-Spark 200 y 100, AAVS3, rA-
AVrh-10 (15).

Figura 2
Terapia génica mediante virus adenoasociados (AAV).
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Valoctocogén roxaparvovec se refiere a un vector AAV5 que incluye un casete con codo-
nes adaptados para expresar la variante SQ del factor humano VIII, con el dominio B eliminado,
esencial para la funcionalidad del factor VIII. Este vector permite la transferencia del transgén al
higado, gracias a la capside eicosaédrica del AAV5 y al vector de transporte sintetizado a base del
baculovirus Spodoptera frugiperda. En el caso del AAV-HLP-HfVI11I-V3, pseudoestratificado por
el serotipo AAV 8, ensayos animales han evidenciado una expresion del factor hasta tres veces
mayor que la del valoctocogén. Este vector codifica un péptido de 17 aminoacidos enlazado en el
dominio B del factor VIII (13).

Por otra parte, el dirloctocogen samoparpovec 0 SPK-8011, también pertenece a los AAV
recombinantes derivados del serotipo AAV 3. Incorpora un promotor y un potenciador de transti-
retina, especifico para el higado, una secuencia de un intron sintético y el ADN copia del factor
VI modificado que codifica la variante SQ del factor VIII (13).
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Se ha observado que varios serotipos de AAV transitan eficientemente al higado, exhi-
biendo una hepatotoxicidad primaria asintomética que varia en funcién del vector utilizado y la
dosis administrada. Esto puede conducir a un incremento en las transaminasas, en particular, la
alanina aminotransferasa, sin provocar un aumento en bilirrubina o y-glutamil transferasa. No obs-
tante, esto puede reducir la actividad del factor (16). La infeccion por AAV normalmente ocurre
en la infancia, lo que induce al organismo a desarrollar anticuerpos neutralizantes. Estos pueden
actuar de manera cruzada con varios serotipos, impidiendo la transferencia de genes a través de
vectores AAV y limitando la posibilidad de administrar repetidamente un mismo factor AAV en
un paciente (14).

Terapia de edicion del genoma in vivo

La terapia de edicion de genes in vivo implica el uso de vectores especificos de érganos,
que transportan el gen terapéutico al individuo a través de una administracion sistémica o local.
Este enfoque puede ser particularmente Util para tratar a pacientes con antecedentes de trastornos
hepaticos, dado que los hepatocitos no pueden ser manipulados o expandidos en la terapia ex vivo
(D).

Uno de los métodos para la edicion de genes in vivo es el uso del sistema de nucleasas con
dedos de zinc (ZFN). Este sistema consta de un dimero con caracteristicas especificas de union al
ADN y, habitualmente, regula la expresion de genes objetivo en células eucariotas. Los ZFN estan
formados por dominios de dedos de zinc y la nucleasa Fok1, con aproximadamente 30 aminoaci-
dos que se pliegan a través de interacciones entre un atomo de zinc, dos &tomos de histidina y dos
de cisteina.

Este sistema se desarroll6 con el objetivo de permitir la incorporacion de una copia sana
del gen del factor de coagulacion en el interior del intron 1 de la albimina. Para esto, se suministran
tres vectores AAV, que pueden proporcionar una plantilla de ADN copia 0 un ZNF, ya sea en su
forma derecha o izquierda. Se produce una fusion entre el dominio de la endonucleasa Fok1 con
el dominio de union al ADN, lo que permite la escision de doble cadena. Esta ruptura se repara
mediante recombinacion homdloga, en la cual el ADN copia presenta una sefial de empalme y una
secuencia poli A, permitiendo la correccion de la cadena y la posterior secrecion del factor de
coagulacion (9,17).

Ademas del sistema ZFN, existe otra técnica de edicién de genes in vivo conocida como
sistema CRISPR/Cas9. Esta técnica ha ganado prominencia a nivel global debido a su alta eficacia
y simplicidad. EI CRISPR/Cas9 se suministra mediante nanoparticulas lipidicas (LNP) y ADN
administrado por vectores adenoasociados. Incluye un ARN guia (ARNgQ) - resultado de la com-
binacion de dos ARN monocatenarios - y una nucleasa (CAS9). En este sistema, el ARNg explora
el genoma en busca de una secuencia complementariay la Cas9 produce la ruptura de doble cadena
cuando la secuencia del ADN coincide con el ARN guia remanente. Su principal funcién es res-
taurar la produccion de trombina para los genes F8 y F9, lo cual tiene un efecto terapéutico signi-
ficativo en la hemofilia (18-20).

Terapia de edicion génica ex vivo

Una opcion de tratamiento emergente implica el uso de células madre hematopoyéticas, ya
sean autdlogas o alogénicas, que son sometidas a una introduccion in vitro de material genético.
En este proceso, las células son extraidas, luego expandidas, propagadas, modificadas o tratadas
en un medio de cultivo para mejorar sus propiedades bioldgicas y finalmente reinfundidas al
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paciente. Esta estrategia de terapia evita problemas inmunol6gicos y puede controlar eventos raros
que ocurren dentro o fuera del grupo celular objetivo. Las células cominmente empleadas en esta
técnica incluyen células madre hematopoyéticas (HSC) y células T (21,22).

Frecuentemente, la transferencia génica se realiza mediante vectores lentivirales (VL), que
presentan ventajas sobre los vectores adenoasociados (AAV), principalmente por su capacidad
para prevenir la difusién del gen mientras el transgén se replica en el genoma del paciente. Cuando
se administran por via intravenosa, la interaccién entre los VL y el receptor de lipoproteinas de
baja densidad (LDL-R) en los hepatocitos, junto con la capacidad de filtracion de las sinusoides
hepaticas, genera un tropismo hepatico significativo. Estos vectores pueden integrarse en la cro-
matina y persistir alli a medida que se duplica el genoma de las células, prolongando su expresion.
En pacientes pediatricos, los VL son especialmente beneficiosos debido al notable crecimiento
hepatico en este grupo de edad. Ademas, estos vectores poseen una menor probabilidad de geno-
toxicidad, ya que suelen integrarse dentro de las unidades de transcripcion (23,24).

Sin embargo, una limitacion de la terapia lentiviral es la incapacidad para controlar el sitio
de integracidn del virus en el genoma del paciente, lo que puede aumentar el riesgo de mutagénesis
por insercion (22).

La terapia ex vivo ha explorado el uso de diversos vectores para la transferencia de genes,
y entre ellos, los vectores Sendai (SeVdp) han ganado reconocimiento en los ultimos afios por su
utilidad en el tratamiento de la hemofilia A. Estos vectores, pertenecientes a la familia de los pa-
ramixovirus, son virus de cadena de ARN. Su importancia en la terapia génica radica en su persis-
tencia en el cultivo celular y su reducida patogenicidad e inmunogenicidad. Este tipo de vector
puede insertar genes del factor V111, induciendo una actividad transitoria del mismo. Los primeros
resultados obtenidos en experimentos con animales con hemofilia A han demostrado su utilidad
potencial en la terapia regenerativa (25).

Hasta la fecha, se han realizado numerosos estudios en las fases | y 11, que han llevado a la
aprobacidn de esta terapia para el tratamiento de la hemofilia A 'y, posteriormente, la hemofilia B.
Los beneficios observados incluyen mejoras significativas en la calidad de vida, reduccion de las
inyecciones de factor VIII y disminucidn del riesgo hemorragico. Los ensayos realizados hasta la
actualidad y sus beneficios comparativos se resumen en la tabla 1.

Figura 3
Edicion génica ex vivo por extraccion de células madre hematopoyéticas para trasferencia de genes nue-
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VOVeC)
Nota: La tabla representa los resultados clinicos obtenidos de la terapia génica como tratamiento de la hemo-
filia en los Gltimos afios.

En cuanto los efectos adversos que estan en relacion a esta terapia se encuentran la eleva-
cion de transaminasas, fatiga, aumento del factor IX de la coagulacién con trombosis de la fistula
arteriovenosa o disminucion de este (hemofilia B), sobre todo asociado al uso de tacrolimus, dis-
pepsia, sepsis y somnolencia, pero ninguno de estos severo. Estos van a depender del tipo de tera-
pia utilizada, de la dosis y de los farmacos inmunosupresores asociados ya sea esteroides o tacro-
limus. Es importante destacar que no ha habido mortalidad ni retiro de los ensayos por efectos
toxicos del farmaco.

DISCUSION

A lo largo de las altimas tres décadas, el tratamiento convencional para la hemofilia ha
consistido en la administracion del factor deficiente para prevenir o atenuar las manifestaciones
clinicas. Sin embargo, esta terapia ha presentado desafios significativos para los pacientes debido
a la frecuencia y la incomodidad asociadas con la administracion continua de estos tratamientos.
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Ademas, se ha encontrado que el desarrollo de inhibidores contra el factor VIII limita considera-
blemente las opciones de tratamiento.

La terapia génica ha emergido como una alternativa viable a estos tratamientos tradiciona-
les. Varios estudios clinicos han demostrado que esta terapia ofrece una expresién prolongada de
los factores VII o IX, segun el tipo de hemofilia que tenga el paciente, y reduce significativamente
la tasa de hemorragias. Asimismo, la terapia génica permite la transferencia de un gen que facilita
la expresion del factor deficiente con solo una administracion intravenosa del farmaco, mante-
niendo su nivel circulante de manera estable y persistente.

Existe una diversidad de tipos de terapia génica que han demostrado ser relevantes en los
resultados obtenidos tanto para la Hemofilia A como para la B. La mayoria de los estudios clinicos
de fase I-11 involucran la transferencia de un gen a través de un vector viral, en particular con virus
adenoasociados. Entre estos, se han destacado tres terapias que ofrecen una via de tratamiento
prometedora: valoctocogén roxaparvovec, fidanacogén elaparpovec y etranacogén dezaparvovec.

En relacion con los efectos adversos, se ha observado que la terapia basada en AAV puede
implicar efectos hepatotoxicos que varian de leves a graves, dependiendo del paciente y de sus
antecedentes. Ademas, es importante considerar que los AAV tienen la capacidad de acumularse
en el higado después de su administracion intravenosa, aunque esto no se correlaciona necesaria-
mente con el grado de expresion del transgén.

Las terapias ex vivo han demostrado ser prometedoras para el tratamiento de la hemofilia.
En estos casos, se realiza un control de calidad antes del injerto de células en los pacientes, evi-
tando alteraciones inmunoldgicas. Sin embargo, se sigue buscando mejorar y acondicionar las cé-
lulas madre hematopoyéticas para obtener resultados 6ptimos.

En relacién con los costos, se ha encontrado que la terapia génica puede ser una opcion
mas econdmica que el tratamiento convencional. Ademas, diversos estudios han demostrado una
disminucion de la tasa de hemorragias en los pacientes que han recibido terapia génica, particular-
mente con el uso de ValRox para la hemofilia A.

En conclusidn, aunque la terapia génica todavia presenta desafios, se ha demostrado que
tiene el potencial para mejorar significativamente la vida de los pacientes con hemofilia, propor-
cionando una alternativa de tratamiento efectiva y potencialmente mas econdémica a las terapias
convencionales. Sin embargo, se necesita mas investigacion para optimizar estas terapias y expan-
dir su uso en el tratamiento de otras enfermedades genéticas.

Grafico 1

Tasa hemorragica segin tratamiento utilizado en la Hemofilia A
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A pesar de los excelentes resultados que ofrece esta terapia en cuanto a mejorar la calidad
de vida de las personas, la supervivencia y la disminucion de la morbilidad, en Latinoamérica, su
acogida es limitada debido a la fata de recursos econdmicos para la obtencion y financiacion de
esta terapia convirtiéndose en un panorama desfavorable. A corto plazo es una inversion dificil,
por lo que para que un tratamiento como estos llegue hasta nuestra region es imprescindible que
los costos se reduzcan y se tome en cuenta la importancia y el gran beneficio que esta terapia
generaria en los servicios de salud.

Epidemiologia e impacto de la Hemofilia en Ecuador

Aunque los datos epidemioldgicos precisos para la hemofilia en Ecuador son limitados, la
prevalencia de esta enfermedad genética a nivel mundial proporciona un indicio de su posible
impacto local. La Organizacién Mundial de la Salud estima que 1 de cada 5,000 hombres nace con
hemofilia A, mientras que la hemofilia B es menos comun, afectando a 1 de cada 30,000. Proyec-
tando estas tasas globales a la poblacion de Ecuador, es probable que cientos de individuos en el
pais estén afectados por esta enfermedad (26).

El impacto de la hemofilia en Ecuador, como en otros paises, va mas alla de los sintomas
fisicos de la enfermedad. Los individuos con hemofilia pueden enfrentarse a una serie de desafios,
incluyendo limitaciones en las actividades fisicas, una mayor propensién a los accidentes y com-
plicaciones de salud, y una disminucion en la calidad de vida. Ademas, el coste del tratamiento
para la hemofilia puede ser significativo, ejerciendo presion sobre los individuos afectados, sus
familias y el sistema de salud en general (27).

La introduccidn de terapias genéticas para la hemofilia tiene el potencial de transformar el
tratamiento de esta enfermedad en Ecuador. Estas terapias pueden ofrecer una solucion a largo
plazo o incluso una cura para la hemofilia, reduciendo la necesidad de inyecciones frecuentes de
factor de coagulacion. Sin embargo, el alto coste de estas terapias puede ser un obstaculo para su
adopcidén generalizada en Ecuador. Por lo tanto, es crucial seguir realizando investigaciones y
desarrollar politicas de salud que faciliten el acceso a estas terapias transformadoras.

Conclusiones
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Emergiendo como una alternativa prometedora a los tratamientos tradicionales, la terapia
génica ha demostrado ser una opcion eficaz para el manejo de la hemofilia tipo Ay B. Esta terapia
permite una mayor produccion de los factores de coagulacién que normalmente estan ausentes,
proporcionando resultados duraderos que pueden extenderse por afios o incluso décadas. Segln
los hallazgos de esta revision, se ha observado que la terapia génica de mayor importancia en la
actualidad, debido a sus resultados probados, es la terapia basada en virus adenoasociados (AAV),
siendo ValRox la opcidn aprobada a nivel global para el tratamiento de la hemofilia A.

La terapia con CRISPR-Cas 9, a pesar de su creciente popularidad y su rapido desarrollo,
todavia requiere mas ensayos clinicos para validar completamente su eficacia. En comparacién
con los enfoques de tratamiento tradicionales, la terapia génica ha ofrecido una nueva esperanza a
los pacientes con hemofilia, mejorando significativamente su calidad de vida al permitirles
participar en actividades de las cuales antes estaban excluidos.

A pesar de que la mayoria de estas terapias han demostrado tener un buen perfil de
seguridad, siempre es necesario considerar los posibles efectos hepatotoxicos e inmunoldgicos en
individuos con antecedentes médicos relevantes.
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